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1. Einleitung 2

1.1. Epitheliale Gewebe

Epitheliale Gewebe bedecken alle Korperoberflichen eines Organismus und stellen somit die
Grenzschicht zwischen dem Organismus und dessen Umwelt dar. Im adulten Organismus {iber-
nehmen diese Gewebe im Allgemeinen die Funktion einer Barriere und dienen zum Schutz vor
mechanischen Verletzungen, eindringenden Mikroorganismen und vor Verlust von Kdérperfliis-
sigkeiten. Daneben fungieren epitheliale Gewebe auch als Filter, die z.B. einen gezielten Stoff-
austausch mit der dufleren Umgebung gewahrleisten (Campbell, 1996).

Epitheliale Gewebe differenzieren sich wihrend der Organogenese des Embryos aus zwei der
drei embryonalen Keimblittern, nimlich dem Ektoderm bzw. dem Entoderm. Aus dem Ekto-
derm bilden sich unter anderem die epithelialen Zellen der Haut und des Vorder- bzw. Enddar-
mes, aus dem Entoderm epitheliale Zellen der Atmungsorgane, des Darmes (auller Vorder- und
Enddarm), des Harnweges und des Geschlechttraktes (Campbell, 1996). Wahrend der Embryo-
nalentwicklung bilden sich durch Wechselwirkungen von epithelialen und mesenchymalen Ge-
weben auch sogenannte epitheliale Anhangsgebilde, wie Zdhne und Haare. Die Bildung dieser
Anhangsgebilde ist gut untersucht (Thesleff ez al., 1995) und es konnte gezeigt werden, dal} sich
die Entwicklung von Z&hnen und Haaren nicht nur morphologisch, sondern auch molekular dh-

nelt (Sundberg et al., 1994).

Zahnentwicklung Haarentwicklung (Tasthaar)
Mesenchym Epithel Epithel Mesenchym
kraniale Kopf- Kopf- kraniale
Neuralleiste ektoderm ektoderm Neuralleiste

E g E —Srr
DO E10 MBS
_nmlus == Q_ﬁ/l’ Ell ars kondensiertes
Ektoderm 250 Mesenchym
dentales e El2 epidermale
Mesenchym dentales ) i_E 212 Plakode
l Epithel BB l
dentale l P 1 dermale
SR El4 epithelialer ermale
Papille Schmelz- Follikel Papille

El5
Odontoblasten

l epithel
|

E16 dublere Wurzelscheide
Amelioblasten 216 + Haarschaft

Abb. 1.1. Entwicklung epithelialer Anhangsorgane (nach Kratochwil et al., 1996)

Schematische Gegeniiberstellung der Frithentwicklung von Zdhnen und Tasthaaren der Maus. Unterhalb einer Ver-
dickung des Epithels bildet sich eine mesenchymale Kondensation. Anschliefend wachsen die Epithelzellen in das
Mesenchym ein und umschlieBen dabei eine mesenchymale Papille. Die jeweiligen Differenzierungsschritte der
epithelialen (E) bzw. mesenchymalen (M) Derivate ist mit Pfeilen dargestellt. Die Entwicklungsstadien E10-E16
entsprechen dem Alter des Embryos 10-16 Tage post coitum.
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1.1.1. Haut

Die Haut bedeckt die gesamte Korperoberfliche und stellt mit einem Anteil von ca. 16% des
Gesamtkorpergewichtes das grofite Organ dar. Die Haut besteht aus zwei Hauptkompartimenten,
dem apikalen Oberfldachenepithel (= Epidermis) und dem basalen Corium (= Dermis).

Die Epidermis, ein stratifiziertes (= mehrschichtiges) Epithel, 148t sich in vier Schichten untertei-
len. Die unterste Schicht, das stratum germinativum (Basalschicht), enthilt neben den epiderma-
len Stammzellen (Alonso et al., 2003) auch ruhende, sich teilende und friih differenzierte Kerati-
nozyten. Daneben lassen sich auch andere Zellen, wie z.B. Melanozyten, Langerhans- und Mer-
kelzellen finden. Uber der Basalschicht befindet sich das stratum spinosum (Stachelzellschicht).
Diese Schicht geht in das stratum granulosum (Granulaschicht) iiber. Die oberste Schicht der
Epidermis bildet das stratum corneum (Hornschicht). Die Zellen dieser Schicht besitzen keine
Zellkerne mehr und sind stark keratinisiert. Diese Zellen werden kontinuierlich abgesto3en und
durch Zellen ersetzt, die der Basalschicht entstammen. Die Erneuerung epidermaler Zellen er-
folgt iiber einen Zeitraum von ~7-10 Tagen, ausgehend von den sich teilenden Zellen der Basal-
schicht liber das Auswandern und gleichzeitige Differenzieren dieser Zellen in die Hornschicht.
In der Hornschicht verbleiben diese Zellen 4-6 Tage ehe sie abgestolen werden (Bogovski,
1997). Neben der Organisation in Zellschichten weist die Epidermis eine klonale Organisation
mit einer Ausdehnung von jeweils ~10 Zellen auf. Diese Organisation beruht darauf, da3 eine
epitheliale Stammzelle nicht nur fiir die Erneuerung der direkt tiber ihr liegenden Zellen, sondern
auch fiir die der benachbarten Zellen der Basalschicht verantwortlich ist (Mackenzie, 1997).
Unterhalb der Basalmembran befindet sich die Dermis, ein lockeres Bindegewebe, dessen Matrix
durch ein Netzwerk von retikuldren und elastischen Fasern gebildet wird. Innerhalb der Dermis
lassen sich Melanozyten, Histiozyten, Fettzellen, Muskelzellen, Nerven, Blutgefiaf3e, Mastzellen
und in Abhéngigkeit von Umgebungsbedingungen auch eingewanderte inflammatorische Zellen
finden. Die Haarfollikel sind in die Dermis eingebettet.

Unter der Dermis befindet sich die Subcutis (= Hypodermis), welche die Haut mit darunterlie-
genden Strukturen wie Knochen oder Muskulatur verbindet. In weiten Bereichen stellt sich die

Hypodermis in Form von subcutanem Fettgewebe dar (Abb. 1.2.).
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Abb.1.2. Aufbau der Haut (nach Alonso et al., 2003)

Bei der Darstellung der Haut sind die Bereiche der Epidermis (1), der Dermis (2) und der Hypodermis (3) markiert.
Die VergroBerung zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen Zellschichten der Epidermis. Daneben ist
auch die prinzipielle sdulenartige Organisation der Epidermis dargestellt, bei der die Zellen einer klonalen 'epider-
malen Séule' bldulich markiert sind.

Epitheliale Gewebe, so auch die Epidermis, lassen sich durch ein spezifisches Expressionsmuster
von Keratinkomponenten charakterisieren. Keratine sind Strukturproteine der epithelialen Inter-
medidrfilamente und werden in zwei Typen eingeteilt, in Keratine des sauren Typ I (Keratine 9-
20) bzw. des basischen Typ II (Keratine 1-8) (Moll et al., 1982 ; Hesse et al., 2001). Intermedir-
filamente bilden sich aus einem Heterooligomer, bestehend aus einem sauren und einem basi-
schen Keratin.

Das spezifische Expressionsmuster der Keratine der Epidermis bei adulten Mausen dndert sich
bei der Auswanderung und den Differenzierungsvorgdngen der Keratinozyten. So werden in der
Basalschicht der Epidermis die Keratine 5 und 14 exprimiert, wihrend in den suprabasalen
Schichten die Keratine 1 und 10 exprimiert werden. Neben den Keratinen 1 und 10 werden in
den suprabasalen Schichten auch die Keratine 2, 9 und 11 exprimiert (Fuchs ef al., 1980).

Die Keratinexpression in den Haarfollikeln stellt sich etwas anders dar. So werden die Keratine 5
und 14 in der duBeren und die Keratine 1 und 10 in der inneren Wurzelscheide exprimiert (Heid

etal., 1986 ; Lynch et al., 1986).
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1.2. TGF-B

Die Entwicklung, Homoostase und Regeneration von Geweben erfordert ein koordiniertes Sy-
stem aus Wachstums- und Differenzierungsvorgingen, welches teilweise durch ein kompliziertes
Netzwerk sezernierter Proteine gesteuert wird (Jacobson et al., 1988 ; Rothe et al., 1989 ; Jessel
et al., 1992 ; Alberts et al., 1995). Einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren der dabei Einflufl
auf Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen nimmt, ist dabei der transforming
growth factor-beta (TGF-), ein Mitglied der TGF-B-Superfamilie (Roberts et al., 1982 ; Kings-
ley, 1994).

1.2.1. TGF- Superfamilie

Diese Superfamilie ist nach dem erstmals 1982 isolierten Wachstumstaktor TGF-3 benannt (Ro-
berts et al., 1982). Die Mitglieder dieser Superfamilie werden zunéchst als Préproteine syntheti-
siert. Diese besitzen eine N-terminale Signalsequenz, die diese Proteine fiir den sekretorischen
Weg bestimmt. Daneben bestehen diese Proteine noch aus einer Prodoméne (50-375 AS) und
einer C-terminalen reifen Doméne (110-140 AS). Innerhalb der reifen Doméne befindet sich ein
Strukturmotiv bestehend aus 7 Cysteinen, die flir die Ausbildung der Tertidrstruktur des Wach-
stumsfaktors verantwortlich sind. Hierbei bilden 6 der Cysteinreste innerhalb der reifen Doméne
ein Strukturmotiv aus, das als 'cystein-knot' bezeichnet wird (Daopin ef al., 1992 ; Schlunegger
et al., 1992). Der verbleibende Cysteinrest bildet {iber eine weitere Disulfidbriicke Homo- bzw.
Heterodimere zwischen zwei reifen Doménen aus. Der Prodomine des Vorlduferproteins sind
weitere Proteine assoziiert, die zum Einen fiir die korrekte Ausbildung der Tertidrstruktur der
reifen Doméne, und zum Anderen fiir den Transport des Vorlduferproteins zur extrazelluléren
Matrix essentiell sind (Khalil, 1999). Zur Aktivierung wird der, iiber die beiden Prodoménen an
die extrazellulire Matrix gebundene Wachstumsfaktor durch proteolytische Abspaltung freige-
setzt (Abb. 1.3.).

Signalsequenz Prodomine reife-Domiéne
(15-25 AS) (50-375 AS) (110-140 AS)

B RXXR [

Abb. 1.3. Grundstruktur der Mitglieder der TGF-B-Superfamilie (nach Kingsley, 1994)

Schematische Darstellung der Praproform der TGF-f-Superfamilie. Die Signalsequenz bestimmt die Praproform fiir
den sekretorischen Weg und wird im endoplasmatischen Reticulum abgespalten. Die Prodoméne ist fiir die korrekte
Ausbildung der Tertidrstruktur der reifen Doméne und den Transport des Vorlduferproteins zur extrazelluldren Ma-
trix essentiell. Zur Aktivierung wird der Wachstumsfaktor am RXXR-Motiv von der Prodoméne abgespalten. Inner-
halb der reifen Doméne sind die fiir die Ausbildung des 'cystein-knots' bzw. der Dimere verantwortlichen Cysteinre-
ste eingezeichnet.
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Die TGF-B-Superfamilie umfafit in Vertebraten mittlerweile iiber 35 Mitglieder, welche sich
aufgrund von Homologien in ihrer Aminosduresequenz in Gruppen und Unterfamilien einteilen
lassen (Kingsley, 1994 ; Chang et al., 2002). So besteht die namensgebende TGF-B-Unterfamilie
aus finf Mitgliedern, ndmlich TGF-f3;-3 (Sduger), TGF-B4 (Gallus) und TGF-Bs (Xenopus) (Kon-
daiha et al., 1990 ; Burt et al, 1992). Eine weitere Unterfamilie bilden die Activine, deren
Mitglieder, wie z.B. die Activine-B A-E, aus Sdugetieren stammen (Vale ef al., 1986 ; Ying et
al., 1997). Die grofite Gruppe innerhalb dieser Superfamilie ist die decapentaplegic-vegetal-
related (DVR-) Gruppe (Lyons ef al., 1991). Diese Gruppe ist nach den zuerst beschriebenen
Mitgliedern decapentaplegic (dpp) aus Drosophila und vegetall (vgl) aus Xenopus benannt.
Innerhalb dieser Gruppe lassen sich zum Einen die dpp-Unterfamilie, welche die bone-
morphogenetic-proteins (BMP) 2 und 4 aus Sdugern umfait und zum Anderen die 60A-
Unterfamilie mit den Mitgliedern vgl, sowie den BMPs 5-8 aus Sdugern (Wozney ef al., 1988 ;
Lyons et al., 1991) erkennen. Zur DVR-Gruppe zédhlen auch dorsalin (Basler et al., 1993) aus
Gallus, sowie die aus den Sdugern stammenden BMPs 3, 9, 10, die growth-differentiation-
factors (GDF) 1, 3, 5-7 (Lee et al., 1991 & 1993 ; Storm et al., 1994 ; Hogan, 1996) und nodal
(Zhou et al., 1993). Daneben gibt es noch weitere Faktoren, die zwar der TGF-B-Superfamilie
angehoren, sich aber nicht in Unterfamilien oder Gruppen einordnen lassen, wie z.B. die miille-
rian inhibiting substance (MIS) (Shen et al., 1994), der glial-derived-neurotropic-growth-factor
(GDNF) (Lin et al., 1993), das Neurturin (Heukeroth et al., 1999) oder das Artemin (Honma et
al., 2002) (Abb. 1.4.).

(é)_g :::t_%_ = = .=

AEE2 T T oun e BB GT o Tw ST EE S 5EE

B B R By i B By ohm Bl B By By By By By BB DS SRS SR & 57

OO0 S0 ==2000=sSS==2=200=2088688E€E0535§5 ¢

FRFFAOA 0000 MO0 0MMU0<<m< = 50 2Z2a<
L | i

!

_ DVR-Gruppe _ dpp-Unterfamilie Aetivfn-Unmfannbg

Abb. 1.4. Mitglieder der TGF-B-Superfamilie (nach Chang et al., 2002)

Darstellung ausgewahlter Mitglieder der murinen TGF-B-Superfamilie. Aufgrund von Homologien in der Amino-
sduresequenz lassen sich die verschiedenen Mitglieder der TGF-B-Superfamilie zusétzlich in Gruppen und Unterfa-
milien unterteilen.
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1.2.2. Signaltransduktion der TGF-pB-Superfamilie

1.2.2.1. Rezeptoren und Rezeptoraktivierung

Die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie vermitteln ihr Signal {iber Transmembranrezeptoren mit
intrinsischer Serin/Threonin-Kinaseaktivitit (Kraus, 1997). Hierbei gibt es zwei Rezeptortypen,
den Typ I- und den Typ II-Rezeptor, die strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen (Derynck et al.,
1997). So verfiigen beide Rezeptortypen iiber eine N-terminale extrazelluldre Ligandenbin-
dungsdoméne, eine Transmembrandoméne und eine C-terminale intrazelluldre Kinasedomine
(Massagué, 1998). Es gibt allerdings zwei bedeutende Unterschiede zwischen den beiden Rezep-
tortypen. So 148t sich zum Einen im Typ [-Rezeptor eine hochkonservierte GS-Doméne finden
und zum Zweiten ist die Rezeptorkinase des Typ II-Rezeptors im Gegensatz zu der Rezeptorki-
nase des Typ [-Rezeptors konstitutiv aktiv und wird permanent durch Autophosphorylierung und
durch Phosphorylierung mittels zelluldrer Kinasen aktiv gehalten (Wrana et al., 1994). Entspre-
chend der Vielzahl der Liganden, gibt es eine Vielzahl von Subtypen der beiden Rezeptoren
(Tab. 1.1.).

Typ-II-Rezeptoren |Liganden

TPRRII TGF-Bs
ActRII Activine
ActRIIB Activine
BMPRII BMP-2, BMP-4, BMP-7

Typ-I-Rezeptoren

TBRI TGF-PBs

ActRI Activine, TGF-, BMP-7
ActRIb Activine

BMPRIa BMP-2, BMP-4, BMP-7
BMPRIb BMP-2, BMP-4, BMP-7, GDF-5

Tab. 1.1. Typ I- und Typ II-Rezeptoren der TGF-B-Superfamilie (nach Derynck et al., 1997)
Beispiele fiir Subtypen der Typ I- und Typ II-Rezeptoren und deren Liganden.

Die Bildung des Ligand-Rezeptorkomplexes zu Beginn der Signaltransduktion vollzieht sich in
mehreren Teilschritten, die sich je nach TGF-B-Unterfamilie unterscheiden. So wird TGF-f3 zu-
ndchst von einem Homodimer bestehend aus zwei TGF-B-Rezeptoren des Typ II (TBRII) gebun-
den und anschlieend werden von diesem Komplex zwei Typ I TGF--Rezeptoren (TBRI) rekru-

tiert, die dann den signalweiterleitenden Ligand-Rezeptorkomplex bilden (Massagué et al.,

1998). Activine hingegen binden zunéchst an ein Heterodimer bestehend aus den Activinrezepto-
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ren Typ II (ActRII) und Typ IIB (ActRIIB), ehe sich mit zwei der Activin Typ I- (ActRI) bzw.
der Activin Typ IB- (ActRIB) Rezeptoren der signalweiterleitende Ligand-Rezeptorkomplex
ausbildet (Derynck et al., 1997). BMP-Liganden binden zunichst an einen Komplex bestehend
aus dem BMP-Rezeptor Typ II (BMPRII) und einem der beiden Typ I BMP-Rezeptoren
(BMPRIA / BMPRIB). Dieser Komplex rekrutiert einen weiteren BMPRII und einen BMPRIA
bzw. BMPRIB um den signalweiterleitenden Ligand-Rezeptorkomplex zu bilden (Nohno et al.,
1995). Nach erfolgter Ausbildung des signalweiterleitenden Ligand-Rezeptorkomplexes wird
nun die GS-Domine der Typ [-Rezeptoren durch die Typ II Rezeptoren phosphoryliert, was zu
einer Aktivierung der Rezeptorkinase der Typ I-Rezeptoren fiihrt. Der aktiviert Typ I-Rezeptor
wird nun von den intrazelluldiren Komponenten der Signalkaskade erkannt und kann diese Kom-
ponenten seinerseits durch Phosphorylierung aktivieren (Macias-Silva ef al., 1996 ; Zhang et al.,
1996) (Abb. 1.5.).

Die verschiedenen Liganden konnen zum Teil auch von verschiedenen Rezeptorkombinationen
gebunden werden. So kann z.B. BMP2 an den ActRIIB binden (Hoodless et al., 1996) oder ein
BMP2-Signal durch eine Kombination von BMPRII und ActRI weitergeleitet werden (Liu et al.,

1995). Die biologische Bedeutung dieser Ligand-Rezeptor-Kombinationen ist noch unklar.

8 _TGF-[s\ < TGF-B >

. Y \\.

Zellmembran
GS Cr
P P £ “R-Smad
E
#} ;) #} R_-Smad_ —P
TBRII Signal-

TBRI weiterleitung

Abb. 1.5. Bildung des Ligand-Rezeptorkomplexes und Rezeptoraktivierung (nach Baker et al., 1997)
Schematische Darstellung der Aktivierung der Typ I- und Typ II-Rezeptoren am Beispiel von TGF-f. Zunichst
bindet der Ligand (TGF-3) an ein Homodimer des Typ II-Rezeptors (TBRII) (1) und nach Rekrutierung von zwei
Typ I-Rezeptoren (TPRI) (2) bildet sich der signalweiterleitende Ligand-Rezeptorkomplex aus (3). Die Phosphory-
lierung der GS-Doméinen (GS) der Typ [-Rezeptoren durch die Kinasen (KD) der Typ II-Rezeptoren aktiviert die
Typ I-Rezeptoren (4), so daBl diese nun die intrazelluliren Komponenten (R-Smads) der Signalkaskade mittels
Phosphorylierung aktivieren (5).
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1.2.2.2. Intrazellulire Signalweiterleitung

Als erste Komponente der intrazelluliren Signalweiterleitung von Mitgliedern der TGF-B-
Superfamilie wurde in Drosophila mother-against-dpp (Mad) als Signalmediator von dpp gefun-
den (Raftery et al., 1995). In C.elegans fand man drei zu Mad homologe Gene, small-body-size
(sma) 2-4, welche durch Mutationsanalysen der TGF--Signaltransduktonskaskade zugeordnet
werden konnten (Savage et al., 1996). Daneben entdeckte man auch in Vertebraten Mad-
homologe Proteine, die als Smads bezeichnet werden (sma + Mad = Smad) (Derynck et al.,
1996) und fiir die ebenfalls gezeigt werden konnte, da3 diese Proteine an der intrazelluldren Si-
gnalweiterleitung der Mitglieder der TGF-B-Superfamilie beteiligt sind (Zhang et al., 1996 ;
Yingling et al., 1996 ; Liu et al., 1996 ; Graff et al., 1996 ; Eppert et al., 1996).
Aufgrund von Sequenzhomologien und ihrer Funktion bei der Signalweiterleitung lassen sich
diese Smads in drei Gruppen unterteilen:

a) rezeptorregulierte Smads (R-Smads),

b) 'common-partner' Smad (Co-Smad) und

¢) inhibitorische Smads (I-Smads).
Der Grundaufbau der Smads ist bei allen drei der oben genannten Smad-Gruppen gleich und
beinhaltet eine N-terminale und eine C-terminale Domine, welche als MAD-homology-1-
(MH1-) bzw. MAD-homology-2- (MH2-) Doméne bezeichnet werden. Beide MH-Doménen sind
durch einen Proteinabschnitt variabler Lange (Linker) miteinander verbunden (Massagué, 1998).
Innerhalb der Smads einer Gruppe sind diese Doménen vergleichsweise stark konserviert, wih-
rend sie bei einem Vergleich der Smad-Gruppen untereinander zum Teil stark variieren (De-
rynck et al., 1998). Innerhalb der beiden MH-Doménen lassen sich Strukturmotive erkennen,
welche fiir die Funktion der jeweiligen Smads von Bedeutung sind (Abb. 1.5).
Bei R- und Co-Smads befindet sich innerhalb der MH1-Doméne ein als 'B-hairpin' bezeichnetes
Strukturmotiv. Im inaktiven Zustand der R-Smads sorgt dieses Strukturmotiv dafiir, daB sich die
MH1-Doméne an die MH2-Doméne anlagert und dadurch eine Ausbildung von Heterooligome-
ren bestehend aus R- und Co-Smads verhindert. Im aktiven Zustand wiederum ist dieses Struk-
turmotiv filir die Ausbildung von Heterooligomeren aus R- und Co-Smads verantwortlich (Hata
et al., 1997 ; Kawabata et al., 1998 ; Wu et al., 2000). Daneben vermittelt dieses Strukturmotiv
auch die Bindung an DNA-Sequenzmotive (Liu et al., 1997 ; Shi et al., 1998). Bei den I-Smads
14Bt sich keine definierte MH1-Doméne finden. Zwar gibt es zwischen den [-Smads Homologien
in dem Bereich wo sich bei R- und Co-Smads die MH1-Doméne befindet, allerdings zeigen die

[-Smads praktisch keine Homologie beziiglich dieser MH-Domine zu den Vertretern der beiden
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anderen Smad-Gruppen (Souchelnytski ez al., 1998). In der MH2-Doméne befindet sich bei R-
und Co-Smads ein Strukturmotiv, welches als 'loop L3' bezeichnet wird und verschiedene Auf-
gaben hat. So vermittelt dieses Strukturmotiv bei den R-Smads die Typ I-Rezeptorspezifitét (Lo
et al., 1998). Im aktivierten Zustand dient es den R-Smads zur Rekrutierung von Cofaktoren im
Nukleus (Chen ef al., 1997). Bei dem Co-Smad ist dieses Strukturmotiv ebenfalls vorhanden und
dient der Ausbildung von Heterooligomeren zwischen R- und Co-Smads (Maciais-Silva et al.,
1996). Bei den R-Smads befindet sich in der MH2-Domine noch ein weiteres Strukturmotiv, das
SSXS-Motiv. Dieses Motiv wird fiir Aktivierung der R-Smads mittels Phosphorylierung durch
die Typ I-Rezeptoren benoétigt (Kretzschmar et al., 1997) (Abb. 1.6.).

Smadl Bl Linker MH2
Smad5 B-hairpin loop L3
Smad$ psmad v N oo
Smad?2
Smad3

[B-hairpin

— Smad4 | Co-Smad NH,= _ — --L‘.()()I-E
Smad6 I-Smad NH.- --(‘OOII
Smad7 | '

Abb. 1.6. Smad-Struktur und Smad-Verwandschaft (nach Itoh et al., 2000)

Schematische Darstellung der Smad-Struktur und der phylogenetischen Verwandtschaft der drei Smad-Gruppen (R-,
Co- und I-Smads). Innerhalb der beiden MH-Doménen sind Strukturmotive (B-hairpin, loop L3 und SSXS-Motiv)
gezeigt.

Nach erfolgter Ligandenbindung an die Rezeptoren und der darauf folgenden Rezeptoraktivie-
rung binden die inaktiven R-Smads an den aktivierten Typ [-Rezeptor und werden durch dessen
Serinkinase phosphoryliert und aktiviert. Die Aktivierung der R-Smads wird durch das mem-
branassoziierte Protein smad anchor for receptor activation (SARA) unterstiitzt, welches inakti-
ve R-Smads rekrutiert und dem aktivierten Typ-I-Rezeptor prasentiert (Tsukazaki et al., 1998).
Die Phosphorylierung der R-Smads durch den aktivierten Typ-I-Rezeptor fiihrt zu einer Kon-
formationsdnderung der R-Smads, bei der sich die MH1- und MH2-Doménen trennen. Im nich-
sten Schritt bilden die aktivierten R-Smads mit dem Co-Smad Heterooligomere aus (Nakao et
al., 1997 ; Kawabata et al., 1998) und translozieren in den Nukleus. Die R-Smads 1, 5, und 8
dienen der Signalweiterleitung der BMPs (Hoodles ef al., 1996 ; Graff ef al., 1996 ; Liu et al.,
1996 ; Thomsen et al., 1996 ; Suzuki et al., 1996) und die R-Smads 2 und 3 der Signalweiterlei-
tung der TGF-Bs und Activine (Graff et al., 1996 ; Eppert ef al., 1996 ; Chen et al., 1996 ; Baker
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et al., 1996 ; Lagna et al., 1996). Im Nukleus bindet das Heterooligomer aus R- und Co-Smad
direkt an sogenannte smad-binding-elements (SBE) die sich in Promotoren bzw. Regulations-
elementen der Zielgene befinden (Yingling ef al., 1997). Dort werden von dem R-/Co-Smad-
Heterooligomer weitere Transkriptionsfaktoren rekrutiert, welche die Affinitit bzw. Spezifitét

zum Zielgen erhohen (Liu et al., 1997 ; Zhang et al., 1999 ; Hata et al., 2000) (Abb. 1.7.).

' R-Sm:
0 Smad Smad7

T - <
X 5
— % Co-Smad

_2 : Smad6
— @ <

Zytoplasma

Nukleus

I-Smad-Gene
DNA

Zielgene
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Cotlorcn | ’
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Abb. 1.7. Intrazellulire Signalweiterleitung durch Smads (nach Ifoh et al., 2000)

Nach Phosphorylierung der R-Smads durch den Liganden-Rezeptorkomplex (1), bilden die aktivierten R-Smads mit
dem Co-Smad einen heteromeren Komplex, bestehend aus zwei aktivierten R- und einem Co-Smad (2), der in den
Nukleus (3) transloziert. Dort bindet dieser Komplex an die DNA und in Zusammenarbeit mit weitere Cofaktoren
wird die Expression der Zielgene reguliert. In Abhéngigkeit von den Cofaktoren werden die Zielgene aktiviert oder
reprimiert (4a). Zu den Zielgenen die aktiviert werden gehdren auch die Gene fiir die I-Smads (4b). Die I-Smads
greifen wiederum hemmend in die Signaltransduktion ein (5).

1.2.2.3. Regulation der Signaltransduktion

Eine Moglichkeit der Regulation des Smad-Signalweges erfolgt durch einen 'negative Riick-
kopplungsmechanismus', der durch die I-Smads Smad6 (Imamura ef al., 1997) bzw. Smad7 (Na-
kao et al., 1997) vermittelt wird (Abb. 1.6.). Smad6 fungiert hierbei als Inhibitor des BMP-
Signalweges (Hata et al, 1998), wohingegen Smad7 hauptsidchlich den TGF-B-/Activin-
Signalweg hemmt (Souchelnytski et al., 1998 ; Ishisaki et al., 1999). Fiir Smad7 konnte aller-
dings auch gezeigt werden, dal3 es ebenfalls die BMP-Signalweiterleitung inhibiert (Casellas et
al., 1998).
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Die inhibierende Wirkung von Smad6 auf den BMP-Signalweg erfolgt dabei auf mehrere Arten.
So ist Smad6 in der Lage aktiviertes Smadl kompetetiv zu binden und somit die Ausbildung
eines aktiven Smad1/Smad4-Komplexes zu verhindern (Hata et al., 1998). Auch wirkt Smad6 in
Verbindung mit Hoxc-8 bzw. Hoxc-9 als transkriptioneller Corepressor und verhindert so die
Smad1-induzierte Aktivierung von Zielgenen (Bai et al., 2000). Eine weitere Mdglichkeit durch
die Smad6 den BMP-Signalweg hemmt, erfolgt durch Bindung von Smad6 an den aktivierten
Typ I-Rezeptor, wodurch eine weitere Aktivierung von R-Smads verhindert wird (Imamura et
al., 1997). Smad7 vermittelt seine inhibierende Wirkung auf den TGF-B-/Activin-Signalweg
hauptséchlich durch Interaktion mit dem aktivierten Typ I-Rezeptor wodurch eine Phosphorylie-
rung von Smad2 bzw. Smad3 und somit deren Aktivierung verhindert wird (Nakao et al., 1997 ;
Hayashi et al., 1997). Daneben interagiert Smad7 auch mit Smurfl bzw. Smurf2, zwei E3 Ubi-
quitinligasen, die eine Rezeptordegradation bewirken (Kavsak et al.,2000 ; Ebisawa et al., 2001).
Die Wirkung von Smad6 auf den BMP-Signalweg erfolgt zeitverzogert, da Smad6 erst neusyn-
thetisiert werden muf3. Dies wird durch die Bindung des aktivierten Heterooligomers bestehend
aus Smadl bzw. Smad5 und Smad4 an den Smad6-Promoter vermittelt (Ishida et al., 1999).
Smad7 {ibt seine inhibierende Wirkung auf den TGF-B-/Activin-Signalweg fast umgehend aus,
da dieses Protein akkumuliert im Zellkern vorliegt und nach Aktivierung des TGF-B-/Activin-
Signalweges in das Zytoplasma exportiert wird (Itoh et al., 1998). Allerdings bindet der entspre-
chende R-/Co-Smad-Komplex (Smad2 bzw. Smad3 und Smad4) auch an den Smad7-Promoter
und induziert eine Neusynthese von Smad7 (Nagarajan et al., 1999 ; Stopa et al., 2000). Die Ak-
tivitdt der I-Smads wird auch von anderen Signalwegen beeinfluft. So induzieren z.B. der tumor
necrosis factor-alpha (TNFa) oder interferon-gamma (IFNy) die Smad7-Expression (Bitzer et
al., 2000 ; Ulloa et al., 1999).

Neben der durch die I-Smads vermittelten Regulation des Smad-Signalweges wird dieser auch
durch den 'croos-talk' mit anderen Signalwegen reguliert. Dies erfolgt auf verschiedenen Ebenen
der intrazelluldren Signalweiterleitung und tragt sowohl zu einer Aktivierung als auch zu einer
Inhibierung des Signalweges bei. So verhindern MAP-Kinasen durch Phosphorylierung der Lin-
kerregion der R-Smads die Ausbildung des R-/Co-Smadkomplexes bzw. die Akkumulation die-
ses Komplexes im Zellkern (Kretzschmar ef al., 1999 ; Funaba et al., 2002). Eine weitere Regu-
lationsmdglichkeit erfolgt iiber das Ubiquitin-Proteasom. So fiihrt dessen Aktivierung zu einer
Degradation der Smads und/oder der aktivierten Typ-I-Rezeptoren (Zhu et al., 1999, : Zhang et
al., 2000 ; Kavsak et al., 2000 ; Ebisawa ef al., 2001). Von Bedeutung ist ebenfalls die Regulati-
on der vom R-/Co-Smad-Komplex rekrutieren Cofaktoren. So fungieren z.B. AP-1, TFE3, ATF-
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2 oder p300 als Coaktivatoren (Zhang et al., 1999 ; Brodin et al., 2000) und TGIF, Ski und Sno
(Wotton et al., 1999 ; Luo et al., 1999) als Corepressoren, deren Regulation wiederum Einfluf3

auf die Aktivierung der Zielgene hat.

1.3. Biologische Funktionen von TGF-3 und Activin

TGF-p ist einer der wichtigsten pleiotropen Wachstumsfaktoren. So nimmt TGF- Einfluf3 auf
Proliferation, Differenzierung, Funktion und Apoptose von Zellen (Glick et al., 1993 ; Motyl et
al., 1998 ; Guo et al., 1999). Die essentielle Rolle von TGF-f zeigt sich in Untersuchungen bei
denen TGF-B bzw. Komponenten der TGF-B-Signaltransduktion deletiert wurden. Tiere bei de-
nen das TGF-B1-Gen deletiert wurde zeigten embryonale Lethalitdt bzw. starben spétestens 4
Wochen nach ihrer Geburt und wiesen in allen Organen eine massive Infiltration von Makropha-
gen und T-Zellen auf. Daneben konnten bei diesen Tieren nekrotische Verdnderungen und Li-
sionen in allen Organen beobachtet werden (Kulkarni et al., 1993). Die Deletion des TGF-3 Typ
II-Rezeptors, bzw. von Smad2 oder Smad4 fiihrte zu embryonaler Letalitdt im Bereich der Zeit-
punkte E6,5-E10,5. Dabei zeigten diese Tiere jeweils schwere Storungen innerhalb ihrer Em-
bryonalentwicklung (Masanobu et al., 1996 ; Weinstein ef al., 1998 ; Sirard et al., 1998). Verin-
derungen der TGF-B-Expression im adulten Organismus werden mit zahlreichen Krankheitsbil-
dern wie Arteriosklerose (McCaffrey, 2000), Fibrosen (Border et al., 1994 ; Bedossa et al.,
1995), Psoriasis (Li et al., 2004) und autoimmunen Erkrankungen (Chen ef al., 1999 ; Horwitz et
al., 1999) in Verbindung gebracht. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die
Entstehung und Entwicklung von Krebs. Veranderungen der TGF-B-Expression und/oder Muta-
tionen bei Komponenten des TGF-B-Signalweges konnen in Krebszellen nicht nur zu einer Resi-
stenz gegeniiber der antiproliferativen Wirkung von TGF-f fiihren (Knaus et al., 1996 ; Hata et
al., 1998), sondern auch zu einer beschleunigten malignen Konversion (Bottinger et al., 1997 ;
Amendt et al., 1998) und einer Hemmung der Immunabwehr (Botti et al., 1998 ; Letterio et al.,
1998 ; Ashcroft, 1999) fithren. Daneben beschleunigt TGF-f3 auch die Tumorangiogenese (Wik-
strom et al., 1998 ; Breier et al., 2002) und die epidermale-mesenchymale Transition von Tu-
morzellen (Oft et al., 1998).

Neben TGF-3 spielt auch Activin eine wichtige Rolle bei der Regulation der Differenzierung
und Funktion von Zellen, wie Untersuchungen zeigten, in denen Activin bzw. Komponenten der

Activin-Signaltransduktion deletiert wurden.
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Bei Tieren denen das Activin BA-Gen deletiert wurde, zeigte sich eine perinatale Letalitdt wobei
diese Tiere innerhalb von 24h nach der Geburt starben. Dartiber hinaus konnten Stérungen wih-
rend der Embryonalentwicklung festgestellt werden, wie z.B. die fehlende Ausbildung von Tast-
haaren oder Schneidezdhnen (Matzuk et al., 1995). Deletionen der Activinrezeptoren des Typs
IA bzw. IB fithren zu schweren Stérungen innerhalb der Emryonalentwicklung, sowie zu em-
bryonaler Letalitit (Gu et al., 1998 & 1999).

Im adulten Organismus spielt Activin eine wichtige Rolle wihrend Vorgidngen der Wundheilung
(Hiibner et al., 1996) und kann mit dem Krankheitsbild der Psoriasis in Verbindung gebracht
werden (Werner et al., 2001). Auch beeinflult Activin die Differenzierung von Amelioblasten

aus dem dentalen Epithel (Wang et al., 2004)

1.3.1. TGF-p und Activin in der Haut

Die Regulation der Proliferation durch TGF- findet in Abhdngigkeit vom Zelltyp statt. So wirkt
TGF-pB auf die meisten Epithel-, Endothel- und hdmatopoetischen Zellen antiproliferativ, indem
diese Zellen in der G;-Phase durch die Expression spezifischer Zellzyklusinhibitoren wie z.B.
pl5, p21 oder p27 arretiert werden (Hannon et el., 1994 ; Datto et al., 1995 , Reynisdottir et al.,
1995). Auf Keratinozyten wirkt TGF-f in vitro als starker Inhibitor der Proliferation (Pittelkow
et al., 1988), hingegen zeigten Versuche, bei denen TGF-f in vivo in der Epidermis iiberexpri-
miert wurde, dafl die Wirkung von TGF-f in der Haut wesentlich komplexer ist (Sellheyer et al.,
1993 ; Cui et al., 1995 ; Fowlis et al., 1996 ; Wang et al., 1999 ; Chan et al., 2002 ; Li et al.,
2004). So zeigte sich bei diesen Versuchen, dal TGF-3 sowohl antiproliferativ als auch prolife-
rationsfordernd wirken kann. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, daB3 die Wirkung von
TGF-B unter anderem dosisabhingig ist (Wang, 2001). Neben der Regulation von Proliferation
und Apoptose wirkt TGF-f3 in der Haut chemotaktisch auf Makrophagen, Granulozyten, Langer-
hanszellen und Fibroblasten und stimuliert die Aktivitdt dieser Zellen. Dies ist speziell bei
Wundheilungsvorgéngen von Bedeutung (Roberts et al., 1996). Somit spielt TGF-3 auch bei der
Regulation des Immunstatuses der Haut eine wichtige Rolle (Kulkarni et al., 1993 ; Roberts et
al., 1996 ; Ashcroft, 1999). Auch bei der Regulation des Haarzyklus ist TGF-$ von Bedeutung
wihrend der Steuerung des Ubergangs von der anagenen in die catagene Phase der Haare (Foit-
zik et al., 2000).

Tiermodelle, bei denen in epidermalen Zellen die TGF-p-Signalweiterleitung durch Verédnderung

einzelner Komponenten des Signalweges gehemmt wurde, zeigten variable Phénotypen. So wie-
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sen Tiere die konstitutiv einen dominant-negativen TGF-B-Typ II-Rezeptor unter Kontrolle des
Keratin 5-Promotors exprimieren, eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber Karzinogenese im
Vergleich zu den entsprechenden Wildtypen auf. Bei Karzinogeneseexperimenten konnte dabei
eine erhohte Proliferation in der Epidermis und eine erhdhte maligne Konversion von Tumoren
beobachtet werden (Amendt et al., 1998). Bei Tieren, denen das Smad3-Gen deletiert wurde,
zeigten sich verdnderte Phanotypen (Yang et al., 1999 ; Yokozeki ef al., 2003). So zeigte sich bei
diesen Tieren in Wundheilungsversuchen eine beschleunigte Wundheilung (Ashcroft et al.,
2000). Die konstitutive Uberexpression von Smad7 unter Kontrolle des Keratin 5-Promoters
fiihrte zu einem Auftreten von verschiedenen Phinotypen. So kam es durch die Uberexpression
von Smad7 zu embryonaler bzw. perinataler Letalitit. Des weiteren zeigte sich eine Hyperproli-
feration der Epidermis. Auch die Entwicklung der Haarfollikel war dahingehend beeintriachtigt,
daB deren Entwicklung verzogert und deren Anordnung in der Haut unorganisiert war. Dabei
konnte auch eine Reduzierung der Typ I bzw. der Typ II TGF-B-Rezeptoren, sowie der Activin-
rezeptoren der Typen IA, IB und IIA in der Haut gezeigt werden. Auch im Thymus konnten
Verdnderungen festgestellt werden. So war der Thymus dieser Tiere im Vergleich zu den ent-
sprechenden Wildtypen um ~2/3 verkleinert und die Gesamtzahl der T-Zellen ~50x reduziert.
Ebenfalls war die T-Zellentwicklung dahingehend beeintrachtigt, dal sich die Verteilung der
einzelnen T-Zellpopulationen verdnderte (He ef al., 2002).

Wie TGF-f zeigt auch Activin eine komplexe Funktionsweise in der Haut. So wirkt Activin in
vitro proliferationshemmend auf Keratinozyten (Shimizu et al., 1998 ; Seishimi et al., 1999),
wohingegen sich bei Versuchen, in denen in vivo Activin BA in der Epidermis iiberexprimiert
wurde zeigte, dall Activin auf Keratinozyten proliferationsfordernd wirkt (Munz ef al., 1999).
Auch konnte gesehen werden, dal Activin fiir die Induktion der catagenen Phase des Haar-
zyklusses von Bedeutung ist (Nakamura et al., 2003).

Die Hemmung des Activinsignalweges in epidermalen Zellen durch die konstitutive Expression
eines dominant-negativen Activin Typ IB-Rezeptors unter Kontrolle eines Keratin 14-Promotors
filhrte im Tiermodell zu Verzogerungen der Haarfollikelentwicklung und des Haarzykluses. Bei
Wundheilungsexperimenten konnte in diesen Tieren auch eine verzogerte Reepithelialisierung
der Wunden gesehen werden (Bamberger ef al., 2005). Bei Tieren die Follistatin, ein 16slicher
Inhibitor von Activin (de Winter et al., 1996), unter Kontrolle eines Keratin 14-Promotors ex-
primierten zeigten sich ein abnormales Fellerscheinungsbild sowie in Wundheilungsexperimen-

ten eine beschleunigte Wundheilung (Wankell et al., 2001).
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1.4. Cre/loxP-Rekombinasesystem

Das Cre/loxP-Rekombinasesystem stammt aus dem Bakteriophagen P1. Dieses beinhaltet die
Cre-(causes recombination)-Rekombinase eine zur Integrase-Familie gehdrendes Enzym und
DNA-Zielsequenzen, die loxP-(locus of crossing over)-sites. Die loxP-site besteht aus zwei um-
gehrten Sequenzwiederholungen, die durch eine assymetrische Sequenz voneinander getrennt
sind. DNA-Segmente die sich zwischen zwei loxP-sites befinden werden je nach Orientierung
der flankierenden loxP-sites (gleich- bzw. gegengerichtet) durch die Cre-Rekombinase deletiert
bzw. invertiert (Lottspeich ef al., 1998).

Eine gewebs- bzw. zelltypspezifische Expression der Cre-Rekombinase und die daraus folgen-
den Rekombination der lox-P-sites, wird dabei durch die Verwendung von Minimalpromotoren
erreicht. Um nun auch eine zeitliche Spezifitit der Rekombination zu erreichen, wurden fiir die
Cre-Rekombinase induzierbare Expressionssysteme entwickelt, bei denen die Cre-Expression
bzw. Cre-Aktivitit einem Effektormolekiil abhéngig ist. Als Beispiele fiir solche Expressionssy-
steme seinen die 'tet-on'- bzw. 'tet-off'-Cre-Expressionssysteme genannt, bei denen in Ab- bzw.
Anwesenheit des Effektormolekiils Tetracyclin der Promoter fiir die Cre-Rekombinase aktiviert
wird (Baron et al., 2000). Systeme in denen die Cre-Aktivitdt durch ein Effektormolekiil regu-
liert wird, exprimieren konstitutiv eine chimire Cre-Rekombinase, bestehend aus einer Ligan-
denbindungsdoméne (LBD) und der Cre-Rekombinase. In Abwesenheit des Effektormolekiils
bindet diese Ligandenbindungsdomine an einen ubiquitiren Proteinkomplex, der die Aktivitét
der chiméren Cre-Rekombinase hemmt. Die Bindung des Effektormolekiils an die Ligandenbin-
dungsdoméne bewirkt eine Konformationsédnderung innerhalb dieser Doméne, so daf3 die chiméi-
re Cre-Rekombinase den ubiquitdren Proteinkomplex freisetzt und die Cre-Rekombinase akti-
viert wird (Feil et al., 1996). Um diese Systeme zu verbessern und Effekte wie Toxizitdt des Ef-
fektormolekiils oder Aktivierung der Systeme durch endogene Substanzen zu verringern bzw. zu
verhindern, werden bei den chimdren Cre-Rekombinasen mutierte Ligandenbindungsdoménen

verwendet (Brocard et al., 1998) (Abb. 1.8.).

cre-ER"”

v v

| K 14-Promotor B'[G:Obi“ cre _ polyA mm
| Intron |

Abb. 1.8. Induzierbare cre-Rekombinase (Kl4-creERTz-Transgenkonstrukt)

Schematische Darstellung des K 14-creER - Transgenkonstruktes. Dieses Konstrukt besteht aus dem humanen Kera-
tin 14-Promoter (K14-Promoter), dem B-Globin Intron II des Kaninchens (B-Globin intron), der chiméiren Cre-
Rekombinase (cre-ER"™) und einem SV40-Polyadenylierungssignal (polyA). Die chimire Cre-Rekombinase setzt
sich aus der Cre-Rekombinase des Bakteriophagen P1 (cre) und der dreifachmutierten (°400", M543%, “544*) Li-
gandenbindungsdomine des humanen Ostrogenrezeptors (ER-LBD) zusammen (Li et al., 2000).
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Eine gewebs- bzw. zelltypspezifische Uberexpression des zu untersuchenden Transgens wird
auch bei diesen Transgenkonstrukten durch die Verwendung von Minimalpromotoren erreicht.
Um eine zeitliche Induzierbarkeit der Transgeniiberexpression zu erreichen wird zwischen dem
Promoter und dem zu untersuchenden Transgen ein loxP-flankiertes Reportergen (z.B. Gene fiir
die B-Galaktosidase oder das green fluorescent protein (GFP) integriert, welches eine konstituti-
ve Uberexpression des Transgens verhindert. (Abb. 1.9.).

Diese Transgenkonstrukte haben dabei zwei Vorteile. Zunichst bietet die Untersuchung der Re-
portergenexpression den Vorteil, dal Aussagen iiber den Beginn, die Stirke und das Muster der
Expression des Transgenkonstruktes getroffen werden konnen. Da fiir eine Vielzahl von Genen
bekannt ist, daB deren konstitutive transgene Uberexpression zu Defekten wihrend der Embryo-
nalentwicklung und zu embryonaler bzw. perinataler Letalitét fiihrt, zeigen Transgenkonstrukte
mit Reportergen ihren zweiten Vorteil. Die zeitliche Kontrolle iiber die Expression des zu unter-
suchenden Transgens ermoglicht somit, dall dieses z.B. erst im adulten Tier {iberexprimiert wird

und somit etwaige Verdnderungen des embryonalen Phénotyps umgangen werden kdnnen.

= K5-Promotor B _]I(]J::z:l'n _ polyA » Smad7 polyA

Abb. 1.9. Induzierbares Expressionssystem (K5-Smad7-Transgenkonstrukt)

Schematische Darstellung des K5-Smad7-Transgenkonstruktes. Dieses Konstrukt besteht aus dem bovinen Keratin
5-Promoter (K5-Promoter) (Blessing et al., 1993), dem B-Globin Intron II des Kaninchen (B-Globin Intron) und
einem loxP-flankierten lacZ-Genaus E.coli (-Galactosidase). Dieses lacZ-Gen verfiigt zusitzlich iiber eine SV40-
Kernlokalisationssequenz (Fire et al., 1990) und ein Polyadenylierungssignal des humanen Wachstumshormon (po-
lyA) (Werner et al., 1993). 3' der zweiten loxP-Site findet sich die murine Smad7 cDNA (Smad7-cDNA) und ein
weiteres Polyadenylierungssignal des humanen Wachstumshormon (Klopcic, 2002).
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1.5. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es zu analysieren, welche Effekte die Uberexpression von Smad7 in epithe-
lialen Geweben, speziell der Haut, in adulten Mause hat. Hierbei sollten die moglicherweise in
den adulten Tieren auftretenden Phénotypen auch mit den auftretenden Phanotypen bei embryo-
naler Uberexpression von Smad7 (vgl. 1.3.1.) verglichen werden.

Da der Keratin 5-Promoter bereits ab Tag 9,5 der Embryonalentwicklung aktiv ist (Byrne et al.,
1994) fiihrte die konstitutive Uberexpression von Smad7 unter Kontrolle dieses Promoters zu
embryonaler, bzw. perinataler Letalitit (He ef al., 2002). Um diese Letalitidt zu umgehen und die
Auswirkungen der Smad7-Uberexpression unter Kontrolle des Keratin 5-Promoters in adulten
Maiusen untersuchen zu konnen, wurde auf zwei Transgensysteme zuriickgegriffen, welche auf
dem cre/loxP-System (Kiihn et al., 1997) beruhen, und somit eine induzierbare, konditionelle
Uberexpression von Smad7 in der adulten Maus erméglichten (vgl. 1.4.). Als Effektorsystem
wurde ein Transgensystem verwendet, bei dem zwischen Keratin 5-Promoter und Smad7-
Transgen ein 'gefloxtes' lacZ-Reportergen eingebaut ist, welches im unrekombinierten Zustand
die Uberexpression von Smad7 verhindert (Klopcic, 2002). Desweiteren bietet diese Expressi-
onssystem noch den Vorteil, daB durch das Expressionsprofil des Reportergens erste Riick-
schliisse beziiglich der transgenspezifischen Expression von Smad7 gemacht werden konnen.
Um im adulten Tier die Rekombination des Effektorsystems und somit eine Uberexpression von
Smad7 zu erreichen, wurde als Induktorsystem ein K14-creER"*transgene Maus eingekreuzt,
bei der eine induzierbare chimire cre-Rekombinase unter Kontrolle des Keratin 14-Promoters
konstitutiv exprimiert wird (Li et al., 2000).

Die Kombination von Keratin 5-Promoter fiir das Effektorsystem und Keratin 14-Promoter fiir
das Induktorsystem konnte gewdhlt werden, da gezeigt ist, dal Keratin 5 und Keratin 14 in den
Zellen der Basalschicht der Epidermis stets koexprimiert werden. Auch ermoglicht dieses Sy-
stem die Induktion der Rekombination in den epidermalen Stammzellen, so daf} alle epidermalen

Zellen nach einmaliger Induktion der Rekombination Smad?7 iiberexprimieren (vgl. 1.1.1.).
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2.1. Material

2.1.1. Versuchstiere

Die verwendeten Mausstamme (C57BL/6 x SJL und FVB/NHSD) entstammen der Zucht des
specific-pathogen-free (SPF)-Bereiches der ZVTE (Zentrale Versuchstiereinrichtung) der Johan-
nes Gutenberg-Universitdt Mainz. Die verwendeten Mauslinien K5-Smad7 tgl bzw. tg2 wurden
von Dr. Klopcic im Rahmen seiner Dissertation im Labor von Prof. Blessing generiert und zur
Verfiigung gestellt. Die Mauslinie K14-creER™ (Li et al., 2000) wurde von D. Metzger (Institut
de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, Illkirch, Frankreich) zur Verfligung ge-
stellt.

Die fiir die Experimente verwendeten transgenen Tiere wurden heterozygot auf einem
FVB/NHSD-Hintergrund gehalten. Wihrend der Experimente wurden maximal 5 Tiere je Kéfig
gehalten und mit Standardhartfutter und Wasser ad libidum versorgt.

2.1.2. Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien, Feinchemikalien und Enzyme der Firmen
AGS (Heidelberg), Biomol (Hamburg), Biozym (Oldendorf), Carl Roth (Karlsruhe), DAKO
(Hamburg), Difco (USA), Fluka (Buchs), Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Riedl-de-Haen
(Selze), Serva (Heidlberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) verwendet.

2.1.3. Antikorper und Kits
2.1.3.1. Antikorper

Fiir die Durchflulzytometrischen Analysen wurden die folgenden fluoreszenzmarkierten Anti-
korper der Firma BD Biosciences PharMingen (Belgien) verwendet: rat-o-mouse-CD4-PE und
rat-o-mouse-CD8-FITC.

Fiir den Nachweil3 proliferierender Zellen bei BrdU-Féarbungen wurde als Zweitantikorper der

AP-konjugierte Antikorper goat-a-FITC-AP der Firma DAKO (Hamburg) verwendet.
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2.1.3.2. Kits

Die Herstellung von cDNA fiir die RT-PCR-Analysen wurde mit dem 'Revertdid H Minus First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit' der Firma MBI (St. Leon-Rot) durchgefiihrt und fiir alle PCR-
Protokolle wurde das 'FailSafe PCR System' der Firma Epicentre (USA) verwendet.

Der Nachweis von proliferierenden Zellen in der Haut erfolgte unter Verwendung des 'In Situ

Cell Proliferation Kit' der Firma Roche (Mannheim).

2.1.4. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) fiir die Genotypisierung der Versuchstiere, den
Nachweis der Rekombination, sowie fiir RT-PCR-Analysen wurden von der Firma Metabion

(Planegg-Martinsried) synthetisiert.

2.1.4.1. Genotypisierungsprimer

K14: 5'- ATA TGA CAG CAC TGA TGA GGC -3'
GenBank Acc.No.: U11076 (Stagger et al., 1995) ; Pos.: 2135-2155

K14-cre: 5'- GGT GTA CGG TCA GTA AAT TGG -3'
GenBank Acc.No.: X03453 (Sternberg et al., 1986) ; Pos.: 509-489

Smad7-for:  5'- ACA GCT CAA TTG GGA CAA CA -3’
GenBank Acc.No.: AF015260 (Nakao ef al., 1997) ; Pos.: 897-916

Smad7-rev: 5'- ATG CAT GCC TGG AAT CCC -3'
GenBank Acc.No.: NG 001334 (George et al., 1981) ; Pos.: 7019-7002

2.1.4.2. RT-PCR-Primer

RT-Smad7-for: 5'- AGA GCG CTT TCC GCG TCC TG -3'
GenBank Acc.No.: Z32746 (Casatorres et al., 1994) ; Pos.: 1284-1303
RT-Smad7-rev: 5 AGC GCA GAT CGT TTG G -3

GenBank Acc.No.: NM_008543 (Nakao et al., 1997) ; Pos.: 1462-1447

Das Primerpaar RT-Smad7-for & RT-Smad7-rev wurde ebenfalls fiir den Nachweifl der Rekom-

bination verwendet.
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Smad]1-for:

Smadl-rev:

Smad2-for:

Smad2-rev:

Smad3-for:

Smad3-rev:

Smad4-for:

Smad4-rev:

Smad5-for:

Smad5-rev:

Smad6-for:

Smad6-rev:

Smad7-for:

Smad7-rev:

TGF-B-RII-for:

TGF-B-RII-rev:

5-TTA CGA GGA ACC AAA ACA CTG -3'
GenBank Acc.No.: NM_008539 (Yingling et al., 1996) ; Pos.: 1189-1209

5'-TGG TGA GTT CAT ACA CGG TCT -3'
GenBank Acc.No.: NM_008539 (Yingling et al., 1996) ; Pos.: 1619-1599

5'-GAA TTT GCT GCT CTT CTG GCT CAG -3'
GenBank Acc.No.: NM_010754 (Baker et al., 1996) ; Pos.: 1273-1296

5'-GTC TTA TGC CCA ACA AGA CATCA -3
GenBank Acc.No.: NM_ 010754 (Baker et al., 1996) ; Pos.: 1755-1733

5'- GTG CCT CAG TGA CAG TGC TAT -3'
GenBank Acc.No.: NM_016769 (Labbe et al., 1998) ; Pos.: 1235-1255

5'- GAC CAA GTT GGA TGG AGT TCT -3'
GenBank Acc.No.: NM_ 016769 (Labbe et al., 1998) ; Pos.: 1678-1658

5'-TGG ACG TTC AGG TAG GAG AGA -3'
GenBank Acc.No.: NM_008540 (Anna et al., 1997) ; Pos.: 1429-1449

5'-CCT TCA CAA AGC TCA TCC TGA -3
GenBank Acc.No.: NM 008540 (Anna et al., 1997) ; Pos.: 1959-1939

5'- AGA TAA TTC CCA GCC TAT GGA -3'
GenBank Acc.No.: NM_008541 (Meersseman et al., 1997) ; Pos.: 895-915

5'-AAT CCA TGG TTG ACT GAC TGA -3
GenBank Acc.No.: NM_ 008541 (Meersseman et al., 1997) ; Pos.: 1389-1369

5'-CAA CCC CTA CCA CTT CAG C-3'
GenBank Acc.No.: NM 008542 (Imamura et al., 1997) ; Pos.: 1083-1101

5'- CAG TAT GCC AAA ACC GAT CT -3
GenBank Acc.No.: NM_ 008542 (Imamura et al., 1997) ; Pos.: 1476-1457

5'- AAG TCA AGA GGC TGT GTT GC -3'
GenBank Acc.No.: NM_008543 (Nakao et al., 1997) ; Pos.: 1954-1973

5'-TCT CAT AGT CAA AAG CCT TGA TGG AGA AA -3'
GenBank Acc.No.: NM 008543 (Nakao et al., 1997) ; Pos.: 2553-2525

5'- AGC AGA AGC TGA GCC CGT CCT GGG -3'
GenBank Acc.No.: NM 009371 (Lawler ef al., 1994) ; Pos.: 908-931

5- GGG GCC ATG TAT CTT GCC GTT CCC -3
GenBank Acc.No.: NM 009371 (Lawler et al., 1994) ; Pos.: 1607-1584
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B-Actin-for:

B-Actin-rev:

5'- GTG GGC CGC CCT AGG CAC CA -3
GenBank Acc.No.: NM_007393 (Alonso ef al., 1986) ; Pos.: 183-202

5'-TAG CCC TCG TAG ATG GGC ACA -3'
GenBank Acc.No.: NM_007393 (Alonso et al., 1986) ; Pos.: 586-565

2.1.5. Haufig verwendete Losungen

2.1.5.1. Wasser

Das verwendete Wasser wurde in einer Reinstwasseranlage bis auf einen Widerstand von

14,8MQ deionisiert und anschlieBend autoklaviert. Fiir Anwendungen bei RNA-Protokollen
wurde dieses Wasser vor dem Autoklavieren mit 0,1% DEPC (v/v) bei 37°C fiir 24h behandelt.

2.1.5.2. Losungen fiir molekularbiologische Methoden

50x TAE-Puffer: 2M
5,7 %

25 mM

60 %
50 mM
0,1 %

10x DNA-Auftragspuffer:

100 mM
200 mM
10 mM
0,2 %

Proteinase K-Puffer:

Tris/HCl
Essigsédure
EDTA

in H,Oy4 ; pH 8,0

Glycerin
EDTA ; pH 8,5
Orange G (W/v)
in HyOg4q

Tris-HCI ; pH 8.5
NaCl

EDTA

20 % SDS (v/v)
in HyOy4
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2.1.5.3. Losungen fiir histologische Methoden

10x PBS-Puffer:

Fosin Y:

10x AP-Puffer:

0,8 %
0,1M
0,8 mM
2 mM

X-Gal-Fixierlosung:

X-Gal-Waschlosung: 0,1 M
2 mM
10 %

0,02 %

X-Gal-Farbelosung: 0,06 %
0,06 %

4%

NaCl
Na2P04
in HzOdd 5 pH 7,2

1,5M
M

1% EosinY (wW/v)

in 70% Ethanol

150 mM
10 mM
1,3 mM

NH4Cl

KHCO;

EDTA

in HyOq4q4 ; pH 7,4

Glutaraldehyd (25%ig) (v/v)
Phosphatpuffer ; pH 7,3
EGTA ; pH 8,0

MgCl,

n HyOyq

Phosphatpuffer ; pH 7,3
MgCl,

Na-Deoxycholat (w/v)
Nonidet NP40 (v/v)

in HyOgq

Kaliumferricyanid (w/v)

Kaliumferrocyanid (w/v)

X-Gal-Losung (25mg/ml X-Gal in DMF) (v/v)
mn HyOyq4
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2.1.5.4. sonstige Losungen

4-OHT-L6sung: 0,1 %

FACS-Puffer: 2%

10x ACK-Puffer: 150 mM
10 mM
1.3 mM

2.1.6. Geriite

Gerit
Brutschrank Trockenofen WTC
Digitales Kamerasystem Cybertech CSI it

4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) (w/v)

in Sonnenblumendl

FCS
in 1x PBS ; pH 7,2

NH,4C1

KHCO;

EDTA

in H,Oqq ; pH 7,4

Hersteller
WTB Binder Labortechnik (Tuttlingen)
Hitachi (Japan)

Elektrophorseapparaturen EasyCast A2 bzw. B2 AGS (Heidelberg)

DurchfluBzytometer FACS-Calibur
Feinwaage BP61
Fluoreszenzmikroskop AX70
Kryostat CM 1900
Laborwaage BP 1200
Lichtmikroskop VK 2
Mikrowelle Micromat 135
Netzgerit Power Pack P25
pH-Meter pH 537
Rasterelektronenmikroskop LEO 435 VP
Spektralphotometer Helios y
Stereomikroskop SZ 40
Thermo-Cycler Gene E
Ultraschall Sonifier B15
UV-Transilluminator312nm
Zentrifugen: 5417R Eppendorf
Labofuge 400R

Becton Dickinson (Heidelberg)
Sartorius (Gottingen)

Olympus (Hamburg)

Leica (Bensheim)

Sartorius (Gottingen)

Olympus (Hamburg)

AEG (Niirnberg-Muggenhof)
Biometra (Gottingen)

WTB Binder Labortechnik (Tuttlingen)
Carl Zeiss (Oberkochen)
Spectronic Unicam (England)
Olympus (Hamburg)

Techne (Wertheim)

Branson (USA)

Renner (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)

Heraeus (Hanau)
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2.1.7. Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial
Deckglaschen 24x50mm
DNA-Molekulargewichtsstandard

1kb DNA-Ladder

$X174 x BsuR 1
Einbettmedien

Aqua Poly Mount

Entellan
Einfriermedium Jung

Kunststoffwaren

Marker PAP-PEN
Objekttriager 25x75x1mm Poly-L-Lysin
Pipetten

Eppendorf Reasearch

Socorex

2.1.8. Computer und Software

Hersteller

Menzel (Braunschweig)

NEB (Frankfurt a. Main)
MBI (St. Leon-Rot)

Polyscience (USA)

Merck (Darmstadt)

Leica (Bensheim)

Eppendorf (Hamburg)

Nunc (Wiesbaden)

Greiner (Frickenhausen)

Becton Dickinson Labware (USA)
MBT (Wiesbaden)

Menzel (Braunschweig)

Eppendorf (Hamburg)

Socorex (Schweiz)

Fiir die Verarbeitung der Daten, Sequenzbank- und Literaturrecherchen sowie die Bildverabei-

tung wurden zum einen ein 'ApplePowerMac G3' und zum anderen ein 'PC (AMD

2,8GHz/1GbyteRAM)' verwendet. Die benutzten Progamme waren hierbei: Adobe Acrobat 5.0,
Adobe Photoshop 7.0 von Adobe, RPS-Blast (Altschul ef al., 1997), Blast 2 Sequences (Tatuso-
va et al., 1999), CorelDraw 10 und CorelPhotopaint 10 von Corel, DNA Strider 1.2 von CEA,
Microsoft Excel 2000 und Microsoft Word 2000 von Microsoft, SPSS 9.0 von SPSS Inc., Cell-

Quest Pro von BD, AIDA 3.44 von Raytest und der Netscape Communicator 8.0 von Netscape.

Als Drucker standen Laserdrucker von Hewlett-Packard und Canon zur Verfiigung. Zum ein-

scannen von Diabildern wurde der Filmscanner LS-1000 der Firma Nikon benutzt.
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2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Isolierung und Aufreinigung genomischer DNA

a) Proteinase K-Verdau

Zunidchst wurden die entnommenen Biopsien, bzw. Gewebestiicke mit einer Proteinase K-
Losung (Cproteinase k = 500pg/ml in Proteinase K-Puffer) bei 55°C ii.N. verdaut.

Der Verdau von Ohrbiopsien erfolgte in 25ul Proteinase K-Losung, welcher anschlieBend mit
H;044 auf 500ul Gesamtvolumen aufgefiillt und durch kurzes vortexen gemischt wurden. Da-
nach wurde dieser Verdau entweder direkt fiir die PCR-Analysen (vgl. 2.2.1.2) weiterverwendet
oder bei 4°C gelagert. Der Verdau von Hautproben, aus denen genomische DNA aufgereinigt
werden sollte, erfolgte in 100ul Proteinase K-Losung. Nach beendetem Verdau wurde dieser
ebenfalls mit HyOq4q auf 500ul Gesamtvolumen aufgefiillt, nicht verdaute Gewebeanteile bei
10000g fiir Smin abzentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5ml-Eppendorf-GefiB iiber-
fiihrt.

b) Aufreinigung genomischer DNA mittels Phenol/Chloroform-Extraktion

(Sambrook et al., 1989)

Im ersten Schritt wurde dem in a) gewonnenen Uberstand 50ul 3M Na-Acetat und 500ul Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol-(50:49:1)-Losung zugegeben und durch vortexen vermischt. Die
anschlieBende Trennung von organischer und wéssriger Phase erfolgte durch Zentrifugation bei
4°C und 10000g fiir 10min. Im nichsten Schritt wurde nach Uberfiihrung der wissrigen Phase in
ein frisches 1,5ml-Eppendorf-Gefd3 diese mit 500ul Chloroform versetzt und gevortext. Die
Trennung von Chloroform- und wissriger Phase erfolgte ebenfalls bei 4°C und 10000g fiir
10min. Nach einer Wiederholung dieses Schrittes wurde die wissrige Phase zur Fillung der ge-
nomischen DNA erneut in ein frisches 1,5ml-Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt, mit 0,7Vol. Isopropa-
nol durch invertieren vermischt und die ausgefallene genomische DNA bei 4°C und 15000g fiir
60min abzentrifugiert. Die Entsalzung der genomischen DNA erfolgte durch eine Waschung mit
Iml 70%igem Ethanol. Nach Abzentrifugation der genomischen DNA bei 4°C und 15000g fiir
10min wurde diese Waschung wiederholt, ehe der Uberstand vollstindig abgenommen und das
genomische DNA-Pellet an der Luft getrocknet wurde. Die abschlieBende Losung der getrockne-
ten genomische DNA erfolgte in einem dem Pellet entsprechenden Menge (50-100ul) 10mM
Tris-HCI ; pH 8 0. Die geloste genomische DNA wurde bei 4°C gelagert.
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2.2.1.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Mittels PCR (Saiki et al., 1985) wurden die Mause hinsichtlich ihres Genotyps und erfolgter

Rekombination der loxP-sites der Expressionskassette unter Verwendung des 'FailSafe PCR Sy-

stem' analysiert.

a) PCR-Ansatz

Losung Konzentration | 50pl-Ansatz | Endkonzentration
(Stammloésungen)

Template-DNA 3 ul*
FailSafe Premix-Puffer D 2x 25 ul Ix
forward Primer 100 pM 0,5 ul 1 pM
reverse Primer 100 pM 0,5 ul 1 pM
H044 20,6 ul
FailSafe Enzymemix 2,5U0/ul 0,4 ul 1U

* fiir die Genotypisierungs-PCRs wurden 3ul eines Ohrbiopsieverdaus eingesetzt bzw. 3l einer 1:100

Verdiinnung genomischer DNA fiir den Nachweis der Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes

b) PCR-Reaktionsprotokolle

K14-creER"

Temperatur ~ Zeit  Zyklen
95°C 5 min Ix
95°C 30 sec
58°C 40sec  35x
72°C 60 sec
72°C 5 min Ix

Transgenrekombination

Temperatur ~ Zeit  Zyklen
95°C 5 min Ix
95°C 30 sec
57°C 40 sec 35x
72°C 60 sec
72°C 5 min 1x

KS-Smad7

Temperatur  Zeit  Zyklen
95°C 5 min Ix
95°C 30 sec
57°C 40sec  35x
72°C 60 sec
72°C 5 min 1x
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2.2.1.3. DNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von PCR- und RT-PCR-Produkten, erfolgte in 1-1,5%igen
horizontalen Agarosegelen, die mit 0,1pug/ml Ethidiumbromid versetzt waren. Als Elektrophore-
sepuffer wurde 1x TAE verwendet. Die PCR- bzw. RT-PCR-Produkte wurden mit 1/10Vol. 10x
DNA-Auftragspuffer versetzt und anschlieend vollstindig auf das Gel aufgetragen. Mit BsuR I
restringierte $X174 DNA diente als DNA-Molekulargewichtsstandard.

Die Dokumentation der Gelelektophorese erfolgte auf einem UV-Transilluminator unter Ver-
wendung eines digitalen Kamerasystems. Die Bilder wurden dann entweder mittels einen Ther-

modruckers ausgedruckt oder gespeichert (.tif-Format).

2.2.1.4. Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben
(Chomczynski et al., 1987)

Tiefgefrorene Gewebeproben wurden unter fliissigem Stickstoff in einem Morser pulverisiert.
AnschlieBen wurden 100mg des Gewebepulvers in 1ml '77i Reagent' liberfiihrt und die Gesamt-
RNA gemil den Angaben des Herstellers Sigma-Aldrich (Deisenhofen) isoliert.

Die Qualitit der auf diesem Weg isolierten Gesamt-RNA wurde abschliefend auf einem her-

kédmmlichen 1%igen Agarosegel iiberpriift und deren Quantitdt und Reinheit mit einem Photo-

meter durch Messung der OD260/280 bestimmt.

2.2.1.5. Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die reverse Transkriptasereaktion (RT) wurde mit oligo-dT-Primern des RT-PCR-Kits 'Revert-
Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit' gemill den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Die anschlieBende PCR erfolgte unter Verwendung des 'FailSafe PCR System' mit den in 2.1.4.2.
beschrieben RT-PCR-Primerpaaren.

Hierbei wurden stets fiir alle RT-Reaktionen 3ug Gesamt-RNA und fiir die nachfolgenden PCR-

Reaktionen 10% der RT-Reaktion als Template verwendet.
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PCR-Reaktionsprotokoll

RT-PCR-Protokoll
Temperatur Zeit | Zyklen
95°C 5 min Ix
95°C 30 sec
"""""" 58°C | 40sec | 35x
"""""" 72°C | 60 sec
72°C 5 min Ix

Um die Expressionsstirke der untersuchten Gene 'semi-quantitativ' zu bestimmen, wurden alle
PCR-Reaktionen und die folgende Gelelektrophorese fiir ein Tier gleichzeitig ausgefiihrt. Die
Intensitdt der erhaltenen Banden wurde mit dem Programm 'IQ Mac 1.2' bzw. 'AIDA 3.44' be-

stimmt.

Als Kontrolle und endogener Standard zur Betstimmung der Expression der untersuchten Gene,
diente hierbei der Nachweis von B-Actin. Die Intensitit der Bande von (-Actin wurde dabei als
100% definiert und die Intensitit der Banden des zu bestimmenden Gens damit in Relation ge-
setzt. Dies wurde fiir mindesten 3 Tiere jeder Gruppe durchgefiihrt. Dadurch erhielt man eine
Aussage tiber die relative Expression der betrachteten Gene im Verhéltnis zu der Expression von

endogenem [-Actin. Hierdurch konnten erste Aussagen iiber eine etwaige Expressionsdnderung

der betrachteten Gene getroffen werden.
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2.2.2. Histologische Methoden
2.2.2.1. Anfertigung von Kryoschnitten

Die fiir die histologischen Analysen verwendeten Kryoschnitte wurden in einer Dicke von 6pum
angefertigt, auf mit Polylysin beschichtete Objekttriager iiberfiihrt und luftgetrocknet. Alle weite-
ren Farbe- und Waschschritte wurden in Glaskiivetten durchgefiihrt. Die Eindeckung der geférb-
ten Kroyschnitte erfolgte je nach Bedarf mit hydrophilem (Aquamount) oder mit hydrophobem

Eindeckmedium (Entellan).

2.2.2.2. X-Gal-Firbung

Zunichst wurden die angefertigten Kryoschnitte bei RT fiir 20min in der X-Gal-Fixierlosiung
fixiert und anschliefend 3x fiir jeweils S5min im X-Gal-Waschpuffer gewaschen. Die Farbung
erfolgte bei 37°C im Brutschrank fiir 15min-12h. AbschlieBend wurden die Schnitte mit H,Og4

kurz gewaschen und eingedeckt.

2.2.2.3. Hamatoxilin/Eosin (HE)-Firbung

Die angefertigten Kryoschnitte wurden zunéchst bei RT fiir 20min in 4% Paraformaldehyd in
PBS fixiert und anschliefend 3x fiir jeweils Smin in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnit-
te bei RT fiir Smin in 'Gill No.3 Hdmatoxylin' der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) inkubiert
und unter flieBendem Leitungswasser entwickelt. Die so behandelten Schnitte wurden in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (30%ig, 50%ig, 70%ig) dehydriert und dann bei RT fiir 3min mit
Eosin Y geférbt. AbschlieBend wurden diese Schnitte in einer weiter aufsteigenden Alkoholreihe

(70%ig, 90%ig, 96%ig, 100%ig) vollstandig dehydriert, in Xylol tiberfiihrt und eingedeckt.
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2.2.2.4. Nachweis der Zellproliferation mittels BrdU-Markierung

Vor Entnahme der Gewebeproben wurde den Versuchstieren zunéchst das Thymidinanalogon
BrdU (5-Brom-2'-Deoxyuracil) (30ug BrdU pro g Korpergewicht) intra peritoneal (i.p.) injiziert.
Nach einer Inkubationsdauer von 90min wurden dann die Gewebeproben entnommen. In dieser
Zeit wurde das BrdU in die genomische DNA sich replizierender Zellen eingebaut.

Der Nachweis der Proliferation erfolgte unter Verwendung des 'In Situ Cell Proliferation Kit'
gemil den Angaben des Herstellers Roche (Mannheim). Fiir die Analyse unter dem Lichtmikro-
skop wurden die Schnitte dann mit einem goat-a-FITC-AP (Verdiinnung 1:60 in Inkubationspuf-
fer) bei 37°C fiir 1h in einer feuchten Kammer inkubiert und 3x fiir Smin in PBS gewaschen. Die
Farbung mit 'Fast-Red' der Firma Roche (Mannheim) erfolgte nach einer Vorinkubation von
Smin bei RT in AP-Puffer nach Angaben des Herstellers. Dabei betrug die Farbdetektion maxi-
mal 30min bei RT. AbschlieBend wurden die Schnitte noch mit 'Gill No.3 Hdamatoxylin' der Fir-
ma Sigma-Aldrich (Deisenhofen) gegengefirbt (vgl. 2.2.2.3.).

Die Bestimmung der Proliferationsrate der Keratinozyten erfolgte durch Auszéhlung aller BrdU-
positiver und -negativer Zellen der interfollikuldren Bereiche der Epidermis von jeweils minde-
sten 3 Tieren einer Gruppe. Hierbei wurde die Anzahl der proliferierenden Zellen in Verhiltnis
zu den nichtproliferierenden Zellen gesetzt und es konnte eine Aussage liber den prozentualen

Anteil proliferierender Zellen in der Epidermis getroffen werden.
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2.2.3. Weitere Methoden

2.2.3.1. Aktivierung der cre-Rekombinase

Um die cre-Rekombinase zu aktivieren wurde den Versuchstieren iiber einen Zeitraum von 6
Tagen alle 24h 0,1mg 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) intra peritoneal (i.p.) injiziert. Vor der
Injektion wurde die 4-OHT-L6sung noch bei RT fiir 15min im Ultraschallbad behandelt.

2.2.3.2. Durchflufizytometrie und Bestimmung der Gesamtzellzahl in
Thymus und Milz

Nach Entnahme des Thymus und der Milz wurden diese zunéchst in 1ml FACS-Puffer gewa-
schen und durch einen Nylonsieb (Porengrofle 40um) gedriickt. Nach Abzentrifugation der Zel-
len bei 4°C mit 200g fiir Smin wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1ml ACK-
Puffer resuspendiert und darin auf Eis fiir 2min inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen 2x in
Iml FACS-Puffer gewaschen und in 1ml FACS-Puffer resuspendiert. Fiir die Farbung der Zellen
wurden 50pul dieser Zellsuspension in ein FACS-Rohrchen tiberfiihrt und mit 1pul Antikorperlo-
sung (Verdiinnung 1:50 fiir jeden Antikorper in FACS-Puffer) auf Eis fiir 15min inkubiert. Ab-
schlieBend wurde die Zellsuspension mit FACS-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 500ul aufge-
fiillt und direkt hinsichtlich der relativen Verteilung der einzelnen T-Zellpopulationen durchfluf3-
zytometrisch analysiert.

Die Bestimmung der Gesamtzellzahlen erfolgte durch Auszihlen der lebenden T-Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurden 100ul der in FACS-Puffer resupendierten Zellen 1:10
mit FACS-Puffer verdiinnt. Um die lebenden von den toten T-Zellen unterscheiden zu kénnen
wurden zunichst 20ul dieser Verdiinnung mit 20ul Trypanblau vermischt, wodurch sich tote T-

Zellen blau farbten. AnschlieBend wurden die lebenden T-Zellen ausgezihlt.

2.2.3.3. Priparation und Rasterelektronenmikroskopie von Zihnen

Zunichst wurde der Méuseschidel moglichst griindlich von vorhandenem Gewebe freipripariert
ehe er bei 55°C 1i.N. in 10ml Proteinase K-Ldsung (vgl. 2.2.1.1.) inkubiert wurde. Danach wurde
der Schidel mit Leitungswasser gewaschen und in einer 10%igen Waschpulverlosung bei 55° fiir
24h inkubiert. Dadurch konnten alle Gewebereste entfernt und die Zéhne dem Kiefer entnommen
werden. Nach erfolgter lichtmikroskopischer Betrachtung wurden die fiir die rasterelektronenmi-

kroskopische Betrachtung vorgesehenen Zdhne in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30%ig,
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50%ig, 70%ig, 90%ig, 100%ig) vollstindig dehydriert und in einem Exikator getrocknet. Die
unbeschichteten Zdhne wurden dann im Rasterelektromenmikroskop betrachtet.

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde dabei von H. Gtz und B. Schwarz (Angewandte Struk-
tur- und Mikroanalytik, Johannes Gutenberg-Universitdt, Mainz) durchgefiihrt. Hierbei wurden
die Riickstreuelektronen mit einem 4-Quadrant-Riickstreuelektronen-detektor im variable pres-

sure-(VP)-Modus detektiert.

2.2.4. Statistische Analysen

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm SPSS 9.0 durchgefiihrt.

Fiir die Darstellung der Daten der einzelnen untersuchten Gruppen wurde der Mittelwert (MW)
und dessen Standardabweichung des Mittels (SEM) errechnet. Abweichungen zwischen den ver-
schiedenen Gruppen innerhalb der Versuche wurden mittels einem nichtparametrischen Test,
dem Mann-Whitney-U-Test untersucht. Ein p < 0,005 wurde als signifikante, ein p < 0,001 als

hochsignifikante Abweichung gegeniiber den jeweiligen Kontrollgruppen definiert.
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3.1. Verwendete transgene Mauslinien

3.1.1. K5-Smad7

Fiir die Analysen wurden zwei Mauslinien verwendet, die beide das in 1.5. vorgestellte K5-

Smad7-Konstrukt in ihr Genom integriert haben: K5-Smad7-tgl und K5-Smad7-tg2 (Abb. 3.1.).

B-Globin
= K5-Promotor F | "o polyA Smad7 | polyA

Smad7-for Smad7-rev
- 760bp < *

Abb. 3.1. K5-Smad7-Konstrukt
Schematische Darstellung des K5-Smad7-Konstruktes. Die Positionen der verwendeten Genotypisierungsprimer und
die erwartete PCR-ProduktgroBe wurden eingezeichnet.

Die Genotypisierung der Tiere beziiglich des K5-Smad7-Konstruktes erfolgte mittels PCR (vgl.
2.2.1.1. & 2.2.1.2.) unter Verwendung des Primerpaares K5-Smad7-for und K5-Smad7-rev (vgl.
2.1.4.1.). Dieses Primerpaar lieferte bei transgenen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien jeweils

ein PCR-Produkt von 760bp Grofe (Abb. 3.2.).

K5-Smad7 Marker
wt tg

1353 bp
1078 bp
872 bp

603 bp

310 bp
281 & 271 bp
234 bp

194 bp

118 bp

Abb. 3.2. Genotypisierung mittels PCR zur Identifizierung K5-Smad7-transgener Tiere

Die Genotypisierung erfolgte unter Verwendung des Primerpaares Smad7-for und Smad7-rev. K5-Smad7-transgene
Tiere (tg) lieferten ein 760bp groBes PCR-Produkt, wahrend Wildtyptiere (wt) kein Produkt lieferten. Als Marker
wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard ¢X174 x BsuR I verwendet.
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Auch wurde untersucht, in welchen Organen und Geweben das Reportergen im adulten Tier ex-
primiert wird und somit der K5-Promoter der beiden K5-Smad7-Konstrukte aktiv ist. Zu diesem
Zweck wurden Kryoschnitte verschiedener Organe, der Riickenhaut, der Zunge sowie von Ohr-
und Schwanzbiopsien adulter Tiere der beiden K5-Smad7-Linien angefertigt und mit X-Gal ge-
farbt (vgl. 2.2.2.1. & 2.2.2.2.). Hierbei zeigte sich, daB3 zwar bei beiden K5-Smad7-Linien das
Reportergen in den gleichen Organen und Geweben exprimiert wird, dies allerdings in unter-
schiedlich starker Auspragung.

Die Linie K5-Smad7-tgl zeigte eine starke und kontinuierliche Reportergenexpression in der
Basalschicht der Epidermis und um die duflere Wurzelscheide der Haarfollikel (Abb. 3.3.B).
Auch die Basalschicht der Zunge wies eine Reportergenexpression auf (Abb. 3.3.D). Daneben
waren auch epitheliale Zellen des Thymus deutlich gefarbt (Abb. 3.3.E). Die Linie K5-Smad7-
tg2 wies eine schwichere Reportergenexpression auf. Bei der Farbung von Ohr- und Schwanzbi-
opsien lieB sich keine kontinuierlich durchgehende Férbung der Basalschicht der Epidermis und
der Haarfollikel erkennen. In der Riickenhaut beschrinkte sich die Farbung auf die Haarfollikel
und wie in der Basalschicht der Zunge, konnten in der Basalschicht der Epidermis nur vereinzelt
angefarbte Zellen nachgewiesen werden. Auch im Thymus konnten weniger Zellen angeférbt
werden (Abb. 3.3.F-J).

Bei beiden K5-Smad7-Linien wurden auch verschiedene andere Organe (Leber, Milz, Herz, Ge-
hirn, Gonaden, Lunge, Gehirn, Nieren) hinsichtlich einer Reportergenexpression untersucht. Da-

bei konnte keine Expression des Reportergens nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.3. Reportergenexpression der beiden K5-Smad7-Linien adulter Tieren im Alter von 6 Wochen

Mit X-Gal gefarbte Kryoschnitte von Ohrbiopsien (A & F), Schwanzbiopsien (B & G), der Riickenhaut (C & H),
der Zunge (D & 1) sowie des Thymus (E & J) der beiden verwendeten K5-Smad7-Linien (tgl & tg2). Pfeile markie-
ren Zellen der Basalschicht und der dulleren Wurzelscheide, Pfeilspitzen epitheliale Zellen im Thymus.
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3.1.2. K14-creER"™

Um eine zeitlich kontrollierte und gewebsspezifische Rekombination des K5-Smad7-Konstuktes
zu erreichen, wurde eine in 1.5. vorgestellte Mauslinie verwendet, welche als Transgenkonstrukt
eine chimdre Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Keratin 14-Promoters tragt (Li et al., 1999)
(Abb. 3.4.). Als Effektormolekiil fiir die Aktivierung der Cre-Rekombinase dient 4-Hydroxy-
tamoxifen (vgl. 1.4.).

_ cre-ER"”
v v
fi=i K 14-Promotor B-Globin cre - polyA mm
| Intron
K14 =D —€—Kl4-cre
= 970bp SRk

Abb. 3.4. K14-reER"’-Konstrukt
Schematische Darstellung des K14-creER™-Konstruktes. Die Positionen der verwendeten Genotypisierungsprimer
und die erwartete PCR-Produktgrofle wurden eingezeichnet.

Die Genotypisierung der Tiere auf dieses Transgenkonstukt erfolgte ebenfalls mittels PCR (vgl.
2.2.1.1. & 2.2.1.2.). Das verwendete Primerpaar K14 und K14-cre (vgl. 2.1.4.1.) lieferte bei
K 14-creER "-transgenen Tieren ein PCR-Produkt von 970bp GroBe (Abb. 3.5.).

Kl14-creER" Marker
wt tg

1353 bp

1078 bp
872 bp

603 bp

310 bp
281 & 271 bp
234 bp
194 bp

118 bp

Abb. 3.5. Genotypisierung mittels PCR zur Identifizierung K14-creER"-transgener Tiere

Die Genotypisierung erfolgte unter Verwendung des Primerpaares K14 und K14-cre. K14-creER"-transgene Tiere
(tg) lieferten ein 970bp grofles PCR-Produkt, wihrend Wildtyptiere (wt) kein Produkt lieferten. Als Marker wurde
der DNA-Molekulargewichtsstandard $X174 x BsuR I verwendet.
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3.2. Zucht doppeltransgener Tiere

Fir die Zucht doppeltransgener Tiere wurden heterozygot-transgene Tiere der beiden KS5-
Smad7-Linien mit heterozygot-transgenen Tieren der K14-creER"*-Linie verpaart.

Gemil den Mendelschen Regeln sollten bei diesen Verpaarungen 25% der Nachkommen Wild-
typen (wt), 25% einfachtransgen fiir K14-creER"™ (K14), 25%, einfachtransgen fiir K5-Smad7-
tgl bzw. -tg2 (tgl / tg2) und 25% doppeltransgen fiir K14-creER" und K5-Smad7-tgl bzw. -tg2
(dtgl / dtg2) sein. Dieses Verhiltnis stellte sich auch niherungsweise ein:

a) Kl4-creER™ x K5-Smad7-tgl:  30.6% wt ; 24,5% K14 ; 23,7% tgl ; 21,2% dtgl

b) K14-creER™ x K5-Smad7-tg2: 24,3% wt ; 28,1% K14 ; 23,1% tg2 ; 24,5% dtg2

Dabei wurden bei den Verpaarungen K14-creER™ x K5-Smad7-tgl 632 Tiere bzw. 476 Tiere
bei den Verpaarungen K14-creER'? x K5-Smad7-tg2 geziichtet.

3.2.1. Experimentell verwendete Genotypen

Fiir die Analyse der induzierten Uberexpression von Smad7 in adulten Tieren wurden folgende
Tiere je K5-Smad7-Linie weiterverwendet: Wildtypen (wt), einfachtransgene fiir K5-Smad7-tgl
bzw. -tg2 (tgl / tg2) sowie doppeltransgene Tiere (dtgl / dtg2).

Die doppeltransgenen Tiere beider K5-Smad7-Linien wurden des weiteren zusétzlich in zwei
Gruppen unterteilt, in doppeltransgene Tiere bei denen die Aktivitdt der Cre-Rekombinase indu-
ziert (dtgl+ / dtg2+) bzw. nicht induziert (dtgl- / dtg2-) wurde. Grund fiir diese Malnahme war,
daB beschrieben ist, daB die Cre-Rekombinase des K14-creER">-Konstruktes auch im unindu-
zierten Zustand eine gewisse Aktivitit besitzt (Li et al., 1999). Die uninduzierten doppeltransge-
nen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien dienten somit als weitere Kontrolle, mit denen die Aus-
wirkungen der uninduzierten Cre-Rekombinaseaktivitit auf das untersuchte System bestimmt
wurden.

Insgesamt wurden wihrend den Versuchen folgende Anzahl von Tieren je Gruppe untersucht:

a) K5-Smad7-tgl-Linie: 36 wt; 52 tgl ; 32 dtgl- ; 54 dtgl+

b) K5-Smad7-tg2-Linie: 24 wt ; 27 tg2 ; 21 dtg2- ; 28 dtg2+
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3.3. Induktion der Rekombination und Zeiteinteilung

Die bei den Experimenten verwendeten Tiere der verschiedenen Gruppen wurden im Alter von 6
Wochen in den Versuch genommen. Die Induktion der Rekombination erfolgte durch i.p. Injek-
tion von 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) im Abstand von 24 Stunden fiir 6 Tage (vgl. 2.2.3.1.).

AnschlieBend wurden die Tiere {iber einen Zeitraum von 10 Wochen auf das Auftreten etwaiger

Phénotypen hin beobachtet (Tab. 3.1.).

Zeitpunkt | Alter der Tiere | Zeit nach Induktion
[Wochen] [Wochen]
TO 6 -
Ti 7 0
Ti+2 9 2
Ti+4 11 4
Ti+6 13 6
Ti+8 15 8
Ti+10 17 10

Tab. 3.1. gewiihlte Zeiteinteilung

Zum Zeitpunkt TO wurden die verschiedenen Tiere in den Versuch genommen. Der Zeitpunkt Ti beschreibt die
Woche in der den Tieren 4-OHT injiziert wurde. Die weiteren Zeitpunkte Ti+n stellen Zeitpunkte n Wochen nach

Beendigung der 4-OHT Gabe dar.
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3.4. Nachweis der Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes und der

Expression von transgenspezifischem Smad7
Um nun festzustellen, ob parallel zu den auftretenden Phénotypen zum Zeitpunkten TO bzw.
Ti+8 auch eine Rekombination des Smad7-Konstruktes stattgefunden hatte und ob diese Rekom-
bination auch die Expression von transgenspezifischem Smad7 zur Folge hatte, wurde dies zu-

nédchst bei den verschiedenen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien untersucht.

3.4.1. Nachweis der Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes

Der Nachweis der Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes (Abb. 3.6.) erfolgte auf zwei Ar-
ten. Zum Einen mittels PCR, um festzustellen, ob eine Rekombination stattgefunden hat und
zum Anderen iiber die histologische Betrachtung der Reportergenexpression, um die Effizienz

der Rekombination zu verifizieren.

Intron

RT-Smad7-for—> . €—RT-Smad7-rev
870bp

== K5-Promotor I-' p Glahin > Smad7 polyA N

Abb. 3.6. Rekombiniertes KS-Smad7-Konstrukt
Schematische Dartstellung des rekombinierten K5-Smad7-Konstruktes. Die Positionen der Primer und die erwartete
PCR-Produktgrofle fiir den Nachweis der Rekombination mittels PCR wurden eingezeichnet.

3.4.1.1. Nachweis der Rekombination mittels PCR

Der Nachweis der Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes mittels PCR erfolgte mit aufge-
reinigter genomischer DNA (vgl. 2.2.1.1. & 2.2.1.2.) der Haut bzw. des Thymus als Template,
unter Verwendung des Primerpaares RT-Smad7-for und RT-Smad7-rev (vgl. 2.1.4.2.). Dieses
Primerpaar lieferte bei erfolgter Cre-vermittelter Rekombination ein PCR-Produkt von 870bp
GroBe.

Zu den Zeitpunkten TO und Ti+8 zeigte sich, sowohl in der Haut als auch im Thymus, weder bei
den Wildtyptieren noch bei den einfachtransgenen Tieren beider K5-Smad7-Linien ein Rekom-
binationssignal. Bei den uninduzierten doppeltransgenen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien
hingegen, wurde sowohl zum Zeitpunkt TO als auch zum Zeitpunkt Ti+8 eine Rekombination in
Haut und Thymus nachgewiesen. Die induzierten doppeltransgenen Tiere beider K5-Smad7-
Linien zeigten zum Zeitpunkt Ti+8 ebenfalls in Haut und Thymus ein Rekombinationssignal,

wobei die Intensitdt des Rekombinationssignals bei den induzierten doppeltrangenen Tieren der
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Linie K5-Smad7-tgl im Vergleich zu den uninduzierten doppeltransgenen Tieren stdrker war.
Die induzierten doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 wiesen zum Zeitpunkt Ti+8 in
Haut und Thymus ebenfalls Rekombinationssignale auf, die in ihrer Intensitit jedoch nahezu
unverdndert im Vergleich zu denen der uninduzierten doppeltransgenen Tieren dieser Linie wa-

ren (Abb. 3.7.).

A) Zeitpunkt TO

K5-Smad7-tgl (Haut)
tgl dtgl-  Marker

K5-Smad7-tg2 (Haut)
wt tg2 dtg2-  Marker

KS5-Smad7-tg2 (Thymus)
wt tg2 dtg2- Marker

K5-Smad7-tgl (Thymus)

wit wt tgl dtgl-  Marker

|___E-1353bp L -1353bp 1353bp L___-1353bp

N _ E-1078bp N L - 1078bp 1078bp N L =1078bp
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& 603bp L 603bp 603bp _ L 603bp
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wt o tg2  dig2- dig2+ Marker

—1353bp 1353bp
= 1078bp 1078bp
L 572bp §725p
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310bp

L 310bp

Abb. 3.7. Nachweis der Rekombination mittels PCR zu den Zeitpunkten T0 und Ti+8

Der Nachweis der Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes erfolgte unter Verwendung des Primerpaares RT-
Smad7-for und RT-Smad7-rev. Tiere bei denen eine Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes stattgefunden hat
lieferten ein 870bp grofles PCR-Produkt. In (A) ist der Rekombinationsnachweis mittels PCR in Haut und Thymus
der verschiedenen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien zum Zeitpunkt TO und in (B) zum Zeitpunkt Ti+8 gezeigt. Als
Marker wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard $X174 x BsuR I verwendet.
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3.4.1.2. Analyse der Reportergenexpression

Zum Nachweis der Rekombination durch Analyse der Reportergenexpression wurden zu den
Zeitpunkten TO und Ti+8 Kryoschnitte von Ohrbiopsien, der Riickenhaut und dem Thymus an-
gefertigt und mit X-Gal gefarbt (vgl. 2.2.2.1. & 2.2.2.2.). Hierbei sollten Zellen, bei denen eine
Rekombination stattgefunden hat, das Reportergen nicht mehr exprimieren und somit [3-
Galaktosidase nicht mehr nachweisbar sein.

Zum Zeitpunkt TO als auch zum Zeitpunkt Ti+8 zeigten die Wildtypen keine Reportergenexpres-
sion und die einfachtransgenen Tiere dieser Linie eine unveridnderte Expression des Reporter-
gens. Bei den uninduzierten doppeltransgenen Tiere der K5-Smad7-tgl-Linie konnte gesehen
werden, dal} bereits zum Zeitpunkt TO vereinzelt Zellen der epidermalen Basalschicht nicht mehr
anzufarben waren. Bei der Betrachtung des Thymus konnte keine Aussage dariiber getroffen
werden, ob im Thymus weniger Zellen das Reportergen exprimieren.

Zum Zeitpunkt Ti+8 nahm die Anzahl der nicht mehr anférbbaren Zellen bei uninduzierten dop-
peltransgenen Tiere der Linie K5-Smad7-tgl-Linie Tieren zu. Die induzierten doppeltransgenen
Tiere dieser Linie hingegen zeigten zum Zeitpunkt Ti+8 eine deutliche Reduktion der Reporter-
genexpression. Es wurden jedoch auch weiterhin ein gewisser Anteil von Basalzellen der Epi-
dermis und der epithelialen Zellen des Thymus angefarbt, und bei der Betrachtung der Haut zeig-
te sich, daf} es um die Haarfollikel herum nur eine vereinzelte Reduktion der Reportergenexpres-

sion gab (Abb. 3.8.).



3. Ergebnisse 43

wt tgl digl- digl
“)_#’!} e ]
= . @ », . > (. -
= :
W . o A il
= - il N
oc ~r Ty -
x e e P ’ 4 A
: : R i s
L - = -
e
= """““‘-'5 S . g
C .y, : e
= :\» M S \\: ?— Wote & ‘Q“
T
= i - 2 =
&
e ¥ ot v
gf \ o L \\ 3 > "%-‘_ % ¢
= - : N . -
-l oo
s L3 o e St -
'
»
o
o
E‘ = R e
B
oo
& . ' ;
= i .
B um 'l — e

Abb. 3.8. Reportergenexpression der Linie K5-Smad7-tgl zu den Zeitpunkten TO und Ti+8

Mit X-Gal gefarbte Kryoschnitte von Ohrbiopsien (Ohr), der Riickenhaut (Haut), sowie des Thymus (Thymus) der
verschiedenen Tiere der K5-Smad7-tgl-Linie (wt / tgl / dtgl- / dtgl+) zum Zeitpunkt TO und Ti+8. Pfeilspitzen
markieren epitheliale Zellen der Basalschicht die nicht mehr angefarbt werden konnten.

Bei der Betrachtung der Reportergenexpression zu den Zeitpunkten TO und Ti+8 bei den ver-
schiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 konnte erkannt werden, dafl die Reportergenexpres-
sion der einfachtransgenen Tieren dieser Linie unverdndert blieb. Auch bei den uninduziereten
doppeltransgenen Tieren konnten keine Verdnderungen zwischen den Zeitpunkten TO und Ti+8
in der Reportergenexpression beobachtet werden. Bei den induzierten doppeltransgenen Tieren
dieser Linie zeigte sich zum Zeitpunkt Ti+8 nur bei den Ohrbiopsien eine leichte Reduktion der

Reportergenexpression in den epithelialen Zellen der Basalschicht der Epidermis (Abb. 3.9.).
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Abb. 3.9. Reportergenexpression der Linie K5-Smad7-tg2 zu den Zeitpunkten TO und Ti+8

Mit X-Gal gefarbte Kryoschnitte von Ohrbiopsien (Ohr), der Riickenhaut (Haut), sowie des Thymus (Thymus) der
verschiedenen Tiere der K5-Smad7-tgl-Linie (wt / tg2 / dtg2- / dtg2+) zum Zeitpunkt TO und Ti+8.



3. Ergebnisse 47

3.4.2. Expression von transgenspezifischem Smad7

Um festzustellen, ob die erfolgte Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes auch eine Uberex-
pression von Smad7 zur Folge hatte, wurden zu den Zeitpunkten TO und Ti+8 die verschiedenen
Tiere der beiden K5-Smad7-Linien mittels RT-PCR (vgl. 2.2.1.5. & 2.1.4.2.) auf transgenspezi-
fische Expression von Smad7 hin untersucht. Hierzu wurde die Gesamt-RNA aus Haut bzw.
Thymus der einzelnen Tiere isoliert und in cDNA umgeschrieben (vgl. 2.2.1.4.). Die verwende-
ten transgenspezifischen Primer RT-Smad7-for und RT-Smad7-rev flankieren das B-Globin-
Intron des K5-Smad7-Konstruktes (Abb. 3.6.) und lieferten eine 870bp grofle Bande fiir genomi-
sche DNA des rekombinierten K5-Smad7-Konstruktes bzw. eine 251bp grofle Bande fiir trans-
genspezifische Smad7-mRNA nach erfolgter RT-PCR.. Als Kontrolle diente endogenes [B-Actin,
welches mit dem Primerpaar -Actin-for und -Actin-rev nachgewiesen wurde und fiir B-Actin-
mRNA eine 404bp grofle Bande bzw. fiir genomische B-Actin-DNA eine 945bp grofle Bande
lieferte (vgl. 2.1.4.2.).

Weder zum Zeitpunkt TO noch zum Zeitpunkt Ti+8 zeigten die Wildtypen bzw. einfachtrans-
genen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien eine transgenspezifische Expression von Smad7 in
Haut oder Thymus. Bei den uninduzierten doppeltransgenen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien
konnte sowohl zum Zeitpunkt TO als auch zum Zeitpunkt Ti+8 eine transgenspezifische Expres-
sion von Smad7 in der Haut und im Thymus gezeigt werden. Dabei war auch erkennbar, daf3 bei
diesen Tieren die transgenspezifische Expression von Smad7 zum Zeitpunkt Ti+8 etwas stirker
war als zum Zeitpunkt TO. Die induzierten doppeltransgenen Tiere beider K5-Smad7-Linien
wiesen zum Zeitpunkt Ti+8 eine deutliche transgenspezifische Expression von Smad7 in Haut
und Thymus auf.

Es zeigte sich dabei fiir beide K5-Smad7-Linien, dal zum Zeitpunkt Ti+8 bei den induzierten
doppeltransgenen Tieren einer Linie die transgenspezifische Expression von Smad7 gegeniiber
die der uninduzierten doppeltransgenen Tieren der gleichen Linie erhoht war. Bei dem Vergleich
der beiden K5-Smad7-Linien gegeneinander wiesen die uninduzierten bzw. induzierten doppel-
transgenen Tiere der Linie K5-Smad7-tgl eine wesentlich stirkere transgenspezifische Expressi-
on von Smad7 auf, als die vergleichbaren Tiere der Linie K5-Smad7-tg2. Auch wurde deutlich,
daB zum Zeitpunkt Ti+8 die transgenspezifische Expressionszunahme von Smad7 bei den indu-
zierten doppeltransgenen Tieren im Vergleich zu den uninduzierten doppeltransgenen Tieren der
Linie K5-Smad7-tgl stirker war als bei den entsprechenden Tieren der Linie K5-Smad7-tg2
(Abb. 3.10. ; Tab.3.2.).
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Abb. 3.10. Transgenspezifische Expression von Smad7 zu den Zeitpunkten TO und Ti+8

Nachweis der transgenspezifischen Expression von Smad7 mittels RT-PCR unter Verwendung des Primerpaares
RT-Smad7-for und RT-Smad7-rev. Tiere die transgenspezifisches Smad7 exprimieren lieferten eine 251bp grofle
Bande. In (A) ist der Expressionsnachweis von transgenspezifischem Smad7 in Haut (H) und Thymus (T) zum Zeit-
punkt TO gezeigt, und in (B) zum Zeitpunkt Ti+8. Als Kontrolle und Standard diente endogenes B-Actin mit einer
Produktgrofe von 404bp. Als Marker wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard ¢X174 x BsuR I verwendet.

wt tgl dtgl- | dtgl+ | tg2 dtg2- | dtg2+
Haut (T0) 0 0 56,9 - 0 17,6 ---
Haut Ti+8) 0 0 185,4 | 301,5 0 55,7 | 159,6
Thymus (T0) 0 0 21,0 --- 0 6,1 ---
Thymus (Ti+8) 0 0 76,8 | 2179 0 22,1 67,9

Tab. 3.2. Expressionsstirke von transgenspezifischem Smad?7 zu den Zeitpunkten T0 und Ti+8
Vergleich der relativen Expressionsstirke von transgenspezifischem Smad7 zu den Zeitpunkten TO und Ti+8 in
Haut und Thymus. Als Standard diente endogenes 3-Actin, dessen Expressionsstérke als 100% definiert wurde.

Bei der Untersuchung anderer Organe hinsichtlich einer Expression von transgenspezifischem
Smad7 konnte gesehen werden, da3 weder zum Zeitpunkt TO noch zum Zeitpunkt Ti+8 trans-

genspezifisches Smad7 exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt).
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3.5. Auftretende phinotypische Verinderungen
3.5.1. Mortalitit

Bei der Betrachtung der verschiedenen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien zeigte sich, dal} bei
den induzierten doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl ab dem Zeitpunkt Ti+4 die
Mortalitit dieser Tiere zunimmt. Zum Zeitpunkt Ti+10 erreichte diese eine Rate von >85% im
Vergleich zu wildtyp, einfachtransgenen und uninduzierten doppeltransgenen Tieren der Linie
K5-Smad7-tgl (Abb. 3.11.A). Hinsichtlich des Geschlechtes konnte hierbei kein Unterschied
beziiglich des Mortalitdtsverlaufes festgestellt werden. Bei der Linie K5-Smad7-tg2 liefen im
Gegensatz dazu keine Verdnderung beziiglich der Mortalitétsrate erkennen (Abb. 3.11.B).
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Abb. 3.11. Mortalititsverlauf der beiden KS-Smad7-Linien

Mortalitatsverlauf iiber die Zeitpunkte TO bis Ti+10 der verschiedenen Tiere der Linien K5-Smad7-tgl (A) und K5-
Smad7-tg2 (B). 100% entsprechen der Gesamtanzahl der betrachteten Tiere der beiden K5-Smad7-Linien. Zum
Zeitpunkt Ti wurden die doppeltransgenen Tiere unterteilt (dtgl-/dtgl+ bzw. dtg2-/dtg2+) und deren Gesamtzahl
nach Unterteilung erneut mit 100% definiert. Anzahl der betrachteten Tiere je Gruppe zum Zeitpunkt Ti: n > 15.

Aufgrund dieser Beobachtung wurden fiir die weiteren Analysen der beiden K5-Smad7-Linien
neben dem Zeitpunkt TO als Ausgangspunkt, der Zeitpunkt Ti+8 als Endzeitpunkt gewéhlt. Dies
erfolgte, da zum Zeitpunkt Ti+8 die Mortalititsrate der induzierten doppeltransgenen Tiere der
Linie K5-Smad7-tgl zwar ca. 40% betrug, jedoch eine deutliche Auspriagung der im weiteren

Verlauf beschriebenen Phénotypen zu beobachten war.
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3.5.2. Korpergewichtsverlauf

Parallel zu der erhohten Mortalitdt der induzierten doppeltransgenen Tiere der Linie K5-Smad7-
tgl zeigte sich sowohl bei Ménnchen als auch bei Weibchen eine Reduktion des Korpergewich-
tes liber die Zeitpunkte TO bis Ti+8. Bei den Méannchen wurde der Verlust an Koérpergewicht ab
dem Zeitpunkt Ti+4 und bei den Weibchen ab dem Zeitpunkt Ti+6 signifikant. Zum Zeitpunkt
Ti+8 hat sich das Korpergewicht bei den induzierten doppeltransgenen Ménnchen dieser Linie
um 52% und bei den Weibchen um 44% reduziert. Daneben erwies sich auch, dal} bei den unin-
duzierten doppeltransgenen Mannchen und Weibchen dieser K5-Smad7-Linie eine Reduktion

thres Korpergewichtes bis zum Zeitpunkt Ti+8 stattfand (Abb. 3.12.).
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Abb. 3.12. Koérpergewichtsverlauf der Tiere der K5-Smad7-tgl-Linie

Korpergewichtsverlauf von Ménnchen (A) und Weibchen (B) der verschiedenen Tiere der K5-Smad7-tgl-Linie
(MW4<SEM). Signifikante Abweichungen (* = p<0,005 ; ** = p<0,001) wurden markiert, wenn sie gegeniiber der
wt- und der tgl-Kontrollgruppe bestanden.
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Bei der Betrachtung des Korpergewichtsverlaufs der verschiedenen Tiere der Linie K5-Smad7-
tg2 ergab sich, dafl sowohl bei den Ménnchen als auch bei den Weibchen keine Unterschiede
beziiglich des Korpergewichtsverlaufes iiber die Zeitpunkte TO bis Ti+8 festgestellt werden
konnten (Abb. 3.13.).
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Abb. 3.13. Korpergewichtsverlauf der Tiere der KS-Smad7-tg2-Linie
Korpergewichtsverlauf von Ménnchen (A) und Weibchen (B) der verschiedenen Tiere der K5-Smad7-tg2-Linie

(MW+SEM).
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3.5.3. Tasthaare

Bereits zum Zeitpunkt TO konnte bei den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl ein Un-
terschied im Erscheinungsbild der Tasthaare beobachtet werden. So waren die Tasthaare der un-
induzierten doppeltransgenen Tiere im Vergleich mit den Wildtypen und einfachtransgenen Tie-
ren dieser Linie reduziert und verkiimmert ausgebildet (Abb. 3.14.).

Die verschiedenen Tieren der K5-Smad7-tg2-Linie zeigten hingegen keine Unterschiede die

Ausbildung der Tasthaare betreffend (Abb. 3.14.)

Abb. 3.14. Erscheinungsbild der Tasthaare zum Zeitpunkt T0
Abbildungen des Erscheinungsbildes der Tasthaare von Wildtyptieren (wt), einfachtransgenen Tieren (tgl/tg2) und
uninduzierten doppeltransgenen Tieren (dtgl-/dtg2-) zum Zeitpunkt TO.

Zum Zeitpunkt Ti+8 stellten sich die Tasthaare der uninduzierten doppeltransgenen Tiere der
Linie K5-Smad7-tgl weiterhin reduziert und verkiimmert dar, allerdings zeigten sich zu diesem
Zeitpunkt keine Anderungen in der Ausprigung dieses phinotypischen Verinderung im Ver-
gleich zu dessen Ausprigung zum Zeitpunkt TO. Bei den induzierten doppeltransgenen Tieren
hingegen verstirkte sich dieser Phanotyp zum Zeitpunkt Ti+8, so daB3 die Tasthaare dieser Tiere
noch stirker reduziert und verkiimmert erschienen. Dies fithrte zum Teil dazu, daf3 die Tasthaare
dieser Tiere fast nur noch in Ansétzen zu erkennen waren (Abb. 3.15.).

Die verschiedenen Tiere der Linie K5-Smad7-tg2 wiesen untereinander auch zu diesem Zeit-

punkt nach Induktion keine Unterschiede im Erscheinungsbild der Tasthaare auf (Abb. 3.15.).
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Abb. 3.15. Erscheinungsbild der Tasthaare zum Zeitpunkt Ti+8
Abbildungen des Erscheinungsbildes der Tasthaare von Wildtyptieren (wt), einfachtransgenen Tieren (tgl/tg2) und
uninduzierten doppeltransgenen Tieren (dtgl-/dtg2-) zum Zeitpunkt Ti+8.

3.5.4. Fellerscheinungsbild
Zum Zeitpunkt TO war kein Unterschied in dem Erscheinungsbild des Fells zwischen den ver-

schiedenen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien sichtbar (Abb. 3.16.).

Abb. 3.16. Erscheinungsbild des Fells zum Zeitpunkt T0
Abbildungen des Erscheinungsbildes des Fells von Wildtyptieren (wt), einfachtransgenen Tieren (tgl/tg2) und unin-
duzierten doppeltransgenen Tieren (dtgl-/dtg2-) zum Zeitpunkt TO.
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Zum Zeitpunkt Ti+8 zeigte sich bei den induzierten doppeltransgenen Tieren der Linie K5-
Smad7-tgl eine deutliche Verdnderung im Erscheinungsbild des Fells. Diese Verdnderung stellte
sich in Form von ungeordnetem und zum Teil ausgediinntem Fell dar. Bei den uninduzierten
doppeltransgenen Tiere dieser Linie war teilweise ebenfalls ein leicht ungeordnetes Fell zu er-
kennen, allerdings nicht derart stark ausgeprdgt war wie bei den induzierten doppeltransgenen
Tieren (Abb. 3.17.).

Bei den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 konnten auch zu diesem Zeitpunkt nach
Induktion keine Unterschiede hinsichtlich des Fellerscheinungsbildes festgestellt werden (Abb.
3.17.).

Abb. 3.17. Erscheinungsbild des Fells zum Zeitpunkt Ti+8
Abbildungen des Erscheinungsbildes des Fells von Wildtypen (wt), einfachtransgenen (tgl/tg2), uninduzierten dop-
peltransgenen (dtgl-/dtg2-) und induzierten doppeltransgenen (dtgl+/dtg2+) Tieren zum Zeitpunkt Ti+8.
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3.5.5. Ziahne

Zum Zeitpunkt TO konnten zwischen den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl als auch
bei den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 keine Unterschiede im Erscheinungsbild

der Schneidezdhne beobachtet werden (Abb. 3.18.).

Abb. 3.18. Erscheinungsbild der Schneidezihne zum Zeitpunkt TO
Abbildungen des Erscheinungsbildes der Schneidezdhne von Wildtypen (wt), einfachtransgenen (tgl/tg2), unindu-
zierten doppeltransgenen (dtgl-/dtg2-) und induzierten doppeltransgenen (dtg1+/dtg2+) Tieren zum Zeitpunkt Ti+0.

Zum Zeitpunkt Ti+8 zeigten sich bei den induzierten doppeltransgenen Tieren der Linie K5-
Smad7-tgl deutliche Verdnderungen im Erscheinungsbild der Schneidezdhne (Abb. 3.19.). So
besaBen die Schneidezdhne dieser Tiere im Vergleich zu denen der Wildtypen, der einfachtrans-
genen und der uninduzierten doppeltransgenen Tieren dieser Linie keine bzw. nur eine sehr
schwache Verfarbung der Schneidezdhne. Zudem waren die Schneidezéhne dieser Tiere, speziell
die oberen Schneidezdhne, untypisch stark abgenutzt. Bei den uninduzierten doppeltransgenen
Tieren dieser Linie konnte gesehen werden, daf} diese Tiere zum Teil im Bereich der Zahnspitze
der unteren Schneidezdhne auch eine schwéchere Zahnverfiarbung aufwiesen, untypische Abnut-
zungserscheinungen lieBen sich bei den Schneidezdnhnen dieser Tiere jedoch nicht erkennen.

Zwischen den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 konnte auch zu diesem Zeitpunkt
kein Unterschied hinsichtlich des Erscheinungsbildes der Schneidezdhne festgestellt werden

(Abb. 3.19.)
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Abb. 3.19. Erscheinungsbild der Schneidezihne zum Zeitpunkt Ti+8

Abbildungen des Erscheinungsbildes der Schneidezdéhne von Wildtypen (wt), einfachtransgenen (tgl/tg2), un-
induzierten doppeltransgenen (dtgl-/dtg2-) und induzierten doppeltransgenen (dtgl+/dtg2+) Tieren zum Zeitpunkt
Ti+8. Pfeile markieren Verdnderungen in der Zahnfarbung, Pfeilspitzen Verdnderungen in der Zahnform.

Fiir eine nidhere Begutachtung der Verdnderungen der Schneidezdhne bei den Tieren der Linie
K5-Smad7-tgl wurden die unteren Schneidezéhne dieser Tiere aus dem Kiefer herauspripariert
und mikroskopisch bzw. rasterelektronenmikroskopisch (vgl. 2.2.3.3.) betrachtet. Zusétzlich
wurden auch die unteren Backzahnreihen betrachtet, um festzustellen, ob sich bei diesen Zdhnen
auch Verinderungen zeigten.

Es konnte gesehen werden, dafl im Vergleich zu den Schneidezéhnen der wildtyp bzw. unindu-
zierten doppeltransgenen Tieren dieser Linie bei den Schneidezdhnen der induzierten doppel-
transgenen Tieren die Schmelzschicht geschéddigt und die BeiBlkante abgerundet war. Der Ver-
gleich der Backenzdhne der induzieren doppeltransgenen Tiere mit denen von wildtyp und unin-
duzierten doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl zeigte, dal diese Zdhne nicht von

Verdnderungen betroffen waren. (Abb. 3.20.).
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untere Schneideziihne untere Backenzihne

dtgl-

REM

Abb. 3.20. Schneide- und Backenzihne der Linie K5-Smad7-tgl zum Zeitpunkt Ti+8

Lichtmikroskopische (LM) und rasterelektronische (REM) Abbildungen des Erscheinungsbildes der unteren
Schneidezidhne bzw. unteren Backenzidhne von Wildtypen (wt), uninduzierten doppeltransgenen (dtgl-) und indu-
zierten doppeltransgenen (dtgl+) Tieren zum Zeitpunkt Ti+8. Pfeile markieren Verdnderungen in der Zahnfarbung,
Pfeilspitzen markieren Verdnderungen der Schmelzschicht bzw. der Form der Bei3kante der Zahne.

Auch bei den Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 wurden die unteren Schneidezdhne bzw. unteren
Backenzahnreihen auf diese Weise betrachtet, wobei sich weder bei den Schneidezihnen noch
bei den Backenzéhnen Verdnderungen zwischen den verschiedenen Tieren dieser Linie zeigten

(Daten nicht gezeigt).
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3.6. Weiterfithrende Analysen

Neben den beobachteten Phénotypen (3.3.2.) wurden der Thymus und die Haut der verschiede-
nen Tiere der beiden verwendeten K5-Smad7-Linien weiteren Analysen zu den Zeitpunkten TO
und Ti+8 unterzogen. Hierbei wurde der Thymus mittels DurchfluBzytometrie beziiglich Veran-
derungen seiner T-Zellpopulationen, und die Haut histologisch auf etwaige Verdnderungen des
Hautaufbaus untersucht. Zusétzlich wurde in der Haut auch nach Verdnderungen der Expression

von Komponenten der TGF-f-Signaltransduktionskaskade gesucht.

3.6.1. Durchfluflzytometrische Analysen des Thymus und der Milz

Wie in 1.3.1. beschrieben, wurde gezeigt, das eine embryonale Uberexpression von Smad7 unter
Kontrolle des Keratin5-Promoters zu Verdnderungen im Thymus fiihrt. Da nachgewiesen werden
konnte, daB die beiden verwendeten K5-Smad7-Linien im Thymus sowohl das Reportergen als
auch nach erfolgter Induktion der Rekombination transgenspezifisches Smad7 iiberexprimieren,
wurden die verschiedenen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien zu den Zeitpunkten TO und Ti+8
mittels DurchfluBzytometrie hinsichtlich der relativen Verteilung der einzelnen T-Zell-
Populationen (CD4", CD8", CD4°CD8" und CD4'CD8") im Thymus untersucht. Zusitzlich wur-
de die Gesamtzahl der lebenden T-Zellen durch Auszdhlen bestimmt (vgl. 2.2.3.2.), und durch
die Verbindung der Ergebnisse von Gesamtzellzahl und relativer Verteilung der T-Zellen konn-
ten dann Aussagen iiber die absoluten Verteilungen der einzelnen T-Zellpopulationen getroffen
werden.

In der Milz konnten weder die Expression des Reportergens noch eine transgenspezifische
Smad7-Expression nachgewiesen werden, trotzdem wurden die Milzen der verschiedenen Grup-
pen der beiden K5-Smad7-Linien zusitzlich hinsichtlich der relativen Verteilungen ihrer T-
Zellpopulationen (CD4", CD8", CD4°CDS8") und der Gesamt-T-Zellzahl und zu den Zeitpunkten
TO und Ti+8 hin untersucht, um die Mdglichkeit eines etwaigen peripheren Effektes zu iiberprii-

fen.
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3.6.1.1. Analyse der T-Zellen des Thymus der Line K5-Smad7-tgl

a) Zeitpunkt TO

Zum Zeitpunkt TO zeigten sich zwischen den einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tgl-Linie keine

Unterschiede in der relativen Verteilung der einzelnen T-Zell-Populationen (Abb. 3.21.).
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Abb. 3.21. Relative T-Zellverteilung zum Zeitpunkt T0 (K5-Smad7-tg1-Linie)

In (A) sind die relativen Anteile der CD4'-, CD8"-, CD4'CD8"- und CD4 CD8-T-Zellpopulationen innerhalb der
Thymi der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tgl-Linie dargestellt (MW=+SEM). In (E) sind Dot-Plots der einzelnen
Gruppen gezeigt. Die relativen Anteile [%] der einzelnen T-Zellpopulationen wurden angegeben. Anzahl der unter-
suchten Tiere (n): n> 7.



3. Ergebnisse 60

Auch hinsichtlich der Gesamtzahl der lebenden T-Zellen konnten zu diesem Zeitpunkt keine

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden (Abb.3.22.).
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Abb. 3.22. Gesamtzahl der T-Zellen zum Zeitpunkt T0 (K5-Smad7-tg1-Linie)
Gegeniiberstellung der Gesamtzahlen (Zellen x10°) der lebenden T-Zellen innerhalb der Thymi der einzelnen Grup-
pen der K5-Smad7-tgl-Linie zum Zeitpunkt TO (MW=+SEM). Anzahl der untersuchten Tiere (n): n> 7.

Bei der Verbindung der Ergebnisse von Gesamtzellzahlen und der relativen Verteilungen der
einzelnen T-Zellpopulationen der verschiedenen Tiere dieser Linie zeigte es sich, dafl es zum
Zeitpunkt TO auch keine Unterschiede beziiglich der absoluten Verteilung der einzelnen T-

Zellpopulationen gab (Tab. 3.2.).

Gruppe CD4" CD§" CD4'CD8" | CD4CD§
wt 2,88 0,64 19,81 0,46
tgl 3,02 0,79 19,96 0,51

dtgl- 2,97 0,61 19,54 0,46

Tab. 3.2. Absolute T-Zellverteilung zum Zeitpunkt T0 (K5-Smad?7-tgl-Linie)

Gegeniiberstellung der absoluten Zellzahlen (Zellen x10°) der einzelnen T-Zellpopulationen innerhalb der Thymi
der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tgl-Linie zum Zeitpunkt TO. Dabei wurde jeweils der Mittelwert der Gesamt-
zellzahl mit dem Mittelwert der relativen Anteile der einzelnen T-Zellpopulationen der einzelnen Gruppe miteinan-
der multipliziert, um so die absolute T-Zellverteilung zu erhalten.
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b) Zeitpunkt Ti+8

Zum Zeitpunkt Ti+8 wiesen Wildtypen und einfachtransgenen Tiere der K5-Smad7-tgl-Linie
keine Unterschiede hinsichtlich der relativen Verteilung der einzelnen T-Zellpopulationen auf.
Bei den uninduzierten doppeltransgenen Tiere dieser Linie war im Vergleich zu den Wildtypen
und den einfachtransgenen Tieren nur der relative Anteil der CD8 -T-Zellpopulation erhdht
(+33%), dies allerdings nicht signifikant. Die induzierten doppeltransgenen Tiere dieser Linie
hingegen zeigten, daf3 im Vergleich zu wildtyp und einfachtransgenen Tieren, der relative Anteil
der CD4"-T-Zellpopulation erhdht (+104%) und der der CD4 CD8"-T-Zellpopulation verringert
(-20%) war, wobei sich beide Abweichungen als hochsignifikant darstellten. Der relative Anteil
der CD8"-T-Zellpopulation war im Vergleich zu den Wildtypen und den einfachtransgenen Tie-
ren ebenfalls signifikant erhoht (+79%). Bei der CD4 CDS§ -T-Zellpopulation zeigte sich eben-
falls eine Erhohung (+37%) des relativen Anteils dieser T-Zellpopulation (Abb.3.23.).
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Abb. 3.23. Relative T-Zellverteilung zum Zeitpunkt Ti+8 (K5-Smad7-tg1-Linie)

In (A) sind die relativen Anteile der CD4"-, CD8'-, CD4'CD8"- und CD4 CDS8"-T-Zellpopulationen innerhalb der
Thymi der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tgl-Linie dargestellt (MW+SEM). Signifikante Abweichungen
(* = p<0,005 ; ** = p<0,001) wurden markiert, wenn sie gegeniiber der wt- und der tgl-Kontrollgruppe bestanden.
In (B) sind Dot-Plots der einzelnen Gruppen gezeigt. Die relativen Anteile [%] der einzelnen T-Zellpopulationen
wurden angegeben. Anzahl der untersuchten Tiere (n): n> 7.
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Die Gesamtzahl der lebenden T-Zellen der uninduzierten doppeltransgenen Tiere der K5-Smad7-
tgl-Linie stellte sich reduziert (-17%) dar. Bei den induzierten doppeltransgenen Tiere dieser
Linie hingegen zeigte sich eine hochsignifikante Reduktion (-51%) der lebenden T-Zellen (Abb.
3.24.).

Anzahl der T-Zellen [Zellen x10°]

wt tgl digl- digl+

Abb. 3.24. Gesamtzahl der T-Zellen zum Zeitpunkt Ti+8 (K5-Smad7-tgl-Linie)

Gegeniiberstellung der Gesamtzahlen (Zellen x10°) der lebenden T-Zellen innerhalb der Thymi der einzelnen Grup-
pen der K5-Smad7-tgl-Linie zum Zeitpunkt Ti+8 (MW=+SEM). Signifikante Abweichungen (* = p<0,005 ; ** =
p<0,001) wurden markiert, wenn sie gegeniiber der wt- und der tgl-Kontrollgruppe bestanden.

Die Verbindung der Ergebnisse von Gesamtzellzahlen und der realtiven Verteilungen der einzel-
nen T-Zellpopulationen der verschiedenen Tiere dieser Linie zeigt, dall bei den induzierten dop-
peltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg1 der absolute Anteil der CD4 " -T-Zellpopulation im
Vergleich zu den Wildtypen und den einfachtransgenen Tieren unverdndert blieb. Die absoluten
Anteile der CD8'-, und CD4CD8-T-Zellpopulationen hingegen waren reduziert, die der
CD4'CD8"-T-Zellpopulation sogar signifikant (Tab. 3.4.).

Gruppe CD4" CD§" CD4'CD8" | CD4CD§
wt 2,92 0,74 20,90 0,93
tgl 2,73 0,70 20,82 0,98

dtgl- 2,44 0,82 17,05 0,84
dtgl+ 2,92 0,65 8,23* 0,65

Tab. 3.4. Absolute T-Zellverteilung zum Zeitpunkt Ti+8 (K5-Smad7-tgl-Linie)

Gegeniiberstellung der absoluten Zellzahlen (Zellen x10°) der einzelnen T-Zellpopulationen innerhalb der Thymi
der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tgl-Linie. Dabei wurde jeweils der Mittelwert der Gesamtzellzahl mit dem
Mittelwert der relativen Anteile der einzelnen T-Zellpopulationen der einzelnen Gruppe miteinander multipliziert,
um so die absolute T-Zellverteilung zu erhalten. Signifikante Abweichungen (* = p<0,005 ; ** = p<0,001) wurden
markiert, wenn sie gegeniiber der wt- und der tgl-Kontrollgruppe bestanden.
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3.6.1.2. Analyse der T-Zellen des Thymus der Line K5-Smad7-tg2

a) Zeitpunkt TO

Bei der Linie K5-Smad7-tg2 zeigten sich zum Zeitpunkt TO keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen Tieren hinsichtlich der relativen Verteilung der einzelnen T-Zellpopulationen
(Abb. 3.25.).
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Abb. 3.25. Relative T-Zellverteilung zum Zeitpunkt T0 (KS5-Smad7-tg2-Linie)

In (A) sind die relativen Anteile der CD4'-, CD8"-, CD4'CDS8"- und CD4 CDS8-T-Zellpopulationen innerhalb der
Thymi der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tg2-Linie dargestellt (MW+SEM). In (B) sind Dot-Plots der einzelnen
Gruppen gezeigt. Die relativen Anteile [%] der einzelnen T-Zellpopulationen wurden angegeben. Anzahl der unter-
suchten Tiere (n): n> 7.
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Zu diesem Zeitpunkt wiesen auch die Gesamtzahlen der lebenden T-Zellen zwischen den ver-

schiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 keine Unterschiede auf (Abb.3.26.).
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Abb. 3.26. Gesamtzahl der T-Zellen zum Zeitpunkt T0 (K5-Smad7-tg2-Linie)
Gegeniiberstellung der Gesamtzahlen (Zellen x10°) der lebenden T-Zellen innerhalb der Thymi der einzelnen Grup-
pen der K5-Smad7-tg2-Linie zum Zeitpunkt TO (MW=£SEM). Anzahl der untersuchten Tiere (n): n> 7.

Die Verbindung der Ergebnisse von Gesamtzellzahlen und der relativen Verteilungen der einzel-
nen T-Zellpopulationen innerhalb der einzelnen Gruppen dieser Linie zeigte ebenfalls, daB es
zum Zeitpunkt TO keine Unterschiede beziiglich der absoluten Verteilung der einzelnen T-Zell-
populationen gab (Tab. 3.3.).

Gruppe CD4" CD§" CD4'CD8" | CD4CD§
wt 2,88 0,64 19,81 0,46
tg2 3,05 0,78 19,69 0,59

dtg2- 2,93 0,65 19,78 0,43

Tab. 3.3. Absolute T-Zellverteilung zum Zeitpunkt T0 (K5-Smad7-tg2-Linie)

Gegeniiberstellung der absoluten Zellzahlen (Zellen x10°) der einzelnen T-Zellpopulationen innerhalb der Thymi
der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tg2-Linie zum Zeitpunkt TO. Dabei wurde jeweils der Mittelwert der Gesamt-
zellzahl mit dem Mittelwert der relativen Anteile der einzelnen T-Zellpopulationen der einzelnen Gruppe miteinan-
der multipliziert, um so die absolute T-Zellverteilung zu erhalten.
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b) Zeitpunkt Ti+8

Zum Zeitpunkt Ti+8 waren zwischen den verschiedenen Tieren der K5-Smad7-tg2-Linie keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der relativen Verteilung der einzelnen T-Zell-

populationen auszumachen (Abb. 3.27.)
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Abb. 3.27. Relative T-Zellverteilung zum Zeitpunkt Ti+8 (K5-Smad7-tg2-Linie)

In (A) sind die relativen Anteile der CD4 -, CD8"-, CD4'CD8"- und CD4 CD8-T-Zellpopulationen innerhalb der
Thymi der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tg2-Linie dargestellt (MW=SEM). In (B) sind Dot-Plots der einzelnen
Gruppen gezeigt. Die relativen Anteile [%] der einzelnen T-Zellpopulationen wurden angegeben. Anzahl der unter-
suchten Tiere (n): n > 7.
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Zwischen den verschiedenen Tieren dieser Linie zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Un-

terschiede die Gesamtzahlen der lebenden T-Zellen betreffend (Abb.3.28.).
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Abb. 3.28. Gesamtzahl der T-Zellen zum Zeitpunkt Ti+8 (K5-Smad7-tg2-Linie)
Gegeniiberstellung der Gesamtzahlen (Zellen x10°) der lebenden T-Zellen innerhalb der Thymi der einzelnen Grup-
pen der K5-Smad7-tgl-Linie zum Zeitpunkt Ti+8 (MW=SEM). Anzahl der untersuchten Tiere (n): n > 7.

Auch bei der Verbindung der Ergebnisse von Gesamtzellzahlen und der relativen Verteilungen
der einzelnen T-Zellpopulationen zeigte, dall es zum Zeitpunkt Ti+8 keine signifikanten Unter-
schiede beziiglich der absoluten Verteilung der einzelnen T-Zellpopulationen zwischen den ver-

schiedenen Tieren dieser Linie gab (Tab. 3.5.).

Gruppe CD4" CD§" CD4'CD8" | CD4CD§
wt 2,92 0,74 20,90 0,93
tg2 2,80 0,87 22,03 0,85

dtg2- 2,84 0,83 20,72 1,01
dtg2+ 2,52 0,69 20,36 0,61

Tab. 3.5. Absolute T-Zellverteilung zum Zeitpunkt Ti+8 (K5-Smad7-tg2-Linie)

Gegeniiberstellung der absoluten Zellzahlen (Zellen x10°) der einzelnen T-Zellpopulationen innerhalb der Thymi
der einzelnen Gruppen der K5-Smad7-tg2-Linie. Dabei wurde jeweils der Mittelwert der Gesamtzellzahl mit dem
Mittelwert der relativen Anteile der einzelnen T-Zellpopulationen der einzelnen Gruppe miteinander multipliziert,
um so die absolute T-Zellverteilung zu erhalten.
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3.5.1.3. Analyse der Milz zu den Zeitpunkten T0 und Ti+8

Bei der Analyse der Milz wurde die relative Verteilung der CD4'-, CD8"- und CD4'CD8"-T-
Zellpopulationen durchfluBzytometrisch, und die Gesamtzahl der lebenden T-Zellen bei den ver-
schiedenen Tieren der beiden K5-Smad7-Linien durch auszdhlen bestimmt. Die absoluten Ver-
teilungen der einzelnen T-Zellpopulationen wurde durch die Verrechnung dieser beiden Ergeb-
nisse erhalten.

Hierbei zeigte es sich, dal es zum Zeitpunkt TO sowohl zwischen den verschiedenen Tieren der
Linie K5-Smad7-tgl, als auch zwischen den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 kei-
ne Unterschiede hinsichtlich der relativen Verteilungen der untersuchten T-Zellpopulationen, der
Gesamtzahlen der lebenden T-Zellen und der absoluten T-Zellverteilungen gab. Dieses Ergebnis
wiederholte sich bei der Untersuchung des Zeitpunktes Ti+8, bei dem sich ebenfalls zwischen
den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl bzw. K5-Smad7-tg2 keine Unterschiede be-
zliglich der relativen T-Zellverteilungen, Gesamtzahlen der lebenden T-Zellen und der absoluten

T-Zellverteilungen beobachten lieBen (Daten nicht gezeigt).

3.6.2. histologische Untersuchungen der Haut

Wie in 1.3.1. beschrieben fiihrt die embryonale Uberexpression von Smad7 unter Kontrolle des
K5-Promoters auch zu Verdnderungen in der Haut. Da in dem hier verwendeten System auch fiir
die Haut gezeigt werden konnte, daf3 die beiden verwendeten K5-Smad7-Linien sowohl das Re-
portergen, als auch nach erfolgter Induktion der Rekombination transgenspezifisches Smad7
tiberexprimierten, wurde zu den Zeitpunkten TO und Ti+8 die Haut der verschiedenen Tiere der
beiden K5-Smad7-Linien histologisch untersucht, um festzustellen welche Auswirkungen die
transgenspezifische Uberexpression von Smad7 hat. Hierzu wurden von Kryoschnitten der Riik-
kenhaut HE-Farbungen (vgl. 2.2.2.3.) und BrdU-Farbungen (vgl. 2.2.2.4.) angefertigt und analy-
siert. Mittels den HE-Farbungen sollten allgemeine Verdnderungen im Aufbau der Haut und
durch die Proliferationsfarbungen Verdnderungen der Proliferationsrate der epidermalen Zellen

der Haut verifiziert werden.
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3.6.2.1. HE-Firbungen

Zum Zeitpunkt TO zeigten sich beziiglich des Erscheinungsbildes der Haut sowohl bei den Tie-
ren der Linie K5-Smad7-tgl als auch bei den Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 keine Unterschiede
zwischen Wildtypen, einfachtransgenen und uninduzierten doppeltransgenen Tieren. Bei allen
Tieren konnte ein normaler Aufbau der Haut gesehen werden, der keine Verdanderungen hinsicht-

lich dem Erscheinungsbild der epidermalen Zellen, der Dicke der Epidermis und der Auspragung

der Hornschicht aufwies (Abb. 3.29.).

Abb. 3.29. HE-Férbung der Riickenhaut zum Zeitpunkt T0
HE-Farbung der Riickenhaut der verschiedenen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien (wt, tgl/tg2, dtgl-/dtg2-) zum
Zeitpunkt TO. Pfeile markieren Zellen der Basalschicht. Anzahl der untersuchten Tiere (n): n > 3.

Zum Zeitpunkt Ti+8 zeigten Wildtypen, einfachtransgene und uninduzierten doppeltransgene
Tiere der Linie K5-Smad7-tgl keine Verdnderung der Hautstruktur im Vergleich untereinander
als auch im Vergleich zum Zeitpunkt TO. Bei den induzierten doppeltransgenen Tieren dieser
Linie konnten dagegen deutliche Unterschiede in der Hautstruktur im Vergleich zu den anderen
Tieren dieser Linie gesehen werden. So war bei diesen Tieren die Dicke der Epidermis reduziert
und die epidermalen Zellen wiesen nicht das normale Erscheinungsbild auf, sondern stellten sich
als stark abgeflacht und weniger gut differenziert dar. Auch war die Auspriagung der Hornschicht
bei diesen Tieren von einer Verdnderung betroffen. So stellte sich die Hornschicht bei den indu-
zierten doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl im Vergleich zu den Tieren der ande-

ren Gruppen dieser Linie im Verhéltnis zur Epidermis verdickt (+ 70%) dar.
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Dagegen konnten zwischen den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 keine Verdnde-
rungen der Hautstruktur zum Zeitpunkt Ti+8 im Vergleich untereinander bzw. im Vergleich zum
Zeitpunkt TO festgestellt werden (Abb. 3.30.).

Abb. 3.30. HE-Féarbung der Riickenhaut zum Zeitpunkt Ti+8

HE-Férbung der Riickenhaut der verschiedenen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien (wt, tgl/tg2, dtgl-/dtg2-,
dtgl+/dtg2+) zum Zeitpunkt Ti+8. Pfeile markieren die verdnderten Zellen der Epidermis bei den induzierten dop-
peltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl. Anzahl der untersuchten Tiere (n): n > 5.

3.6.2.2. BrdU-Fiarbungen

Um zu iiberpriifen, ob in diesem System die Proliferationsrate der Zellen der Epidermis verdn-
dert war, wurden bei allen Schnitten die proliferierenden und nicht proliferierenden Zellen aller
interfollikuldren Bereiche ausgezihlt und aus den erhaltenen Werten der Prozentsatz der prolife-
rierenden Zellen berechnet.

Hierbei konnte gesehen werden, dal zum Zeitpunkt TO die Proliferationsrate der uninduzierten
doppeltransgenen Tiere der Linie K5-Smad7-tgl gegeniiber den Wildtypen und einfachtransge-

nen Tieren dieser Linie um 20% erhoht war.
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Zwischen den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 zeigten sich keine Unterschiede

hinsichtlich der Proliferationsrate. (Abb. 3.31.)
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Abb. 3.31. Proliferationsrate zum Zeitpunkt T0
Gegeniiberstellung der Proliferationsrate der Epidermis (MW=SEM) bei den verschiedenen Tiere der Linien K5-
Smad7-tgl (A) und K5-Smad7-tg2 (B) zum Zeitpunkt TO. Anzahl der untersuchten Tiere (n): n = 3.

Auch zum Zeitpunkt Ti+8 zeigte sich bei den uninduzierten doppeltransgenen Tieren der Linie
K5-Smad7-tgl eine Erhohung der Proliferationsrate gegeniiber den Wildtypen und einfachtrans-
genen Tieren dieser Linie (+18%). Die induzierten doppeltransgenen Tieren dieser Linie wiesen
eine signifikant erhohte Proliferationsrate (+270%) gegeniiber Wildtypen und einfachtransgenen
Tieren auf.

Zwischen den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 zeigten sich auch zu diesem Zeit-

punkt keine Unterschiede hinsichtlich der Proliferationsrate (Abb. 3.32.)
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Abb. 3.32. Proliferationsrate zum Zeitpunkt Ti+8

Gegeniiberstellung der Proliferationsrate der Epidermis (MW=SEM), bei den verschiedenen Tiere der Linien K5-
Smad7-tgl (A) und K5-Smad7-tg2 (B) zum Zeitpunkt TO. Signifikante Abweichungen (* = p<0,005 ; ** = p<0,001)
wurden markiert, wenn sie gegeniiber der wt- und der tgl-Kontrollgruppe bestanden. Anzahl der untersuchten Tiere
(n):n=>5.
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3.6.3. Regulation der Komponenten der TGF-B-Signaltransduktionskaskade

in der Haut

Neben den in 1.2.2.3. beschrieben Regulationsmoglichkeiten der TGF-B-Signaltransduktion,
kann die verdanderte Expression einer Komponente innerhalb einer Signalkaskade zur Expressi-
onsdnderung anderer Komponenten dieser Signalkaskade fiihren (Kraus, 1997). Daher wurden
die verschiedenen Tiere der beiden K5-Smad7-Linien zu den Zeitpunkten TO und Ti+8 auf Un-
terschiede in der die Expression weiterer Komponenten der TGF-B-Signaltransduktionskaskade
hin untersucht. Hierzu wurde die Gesamt-RNA der Haut isoliert und mittels RT-PCR (vgl.
2.2.1.5.) die Expression von Smadl-7 und des TGF-B-Rezeptors Typ II, unter der Verwendung
der in 2.1.4.2. beschriebenen Primer bestimmt. Als Kontrolle und Standard diente endogenes [3-
Actin. Um eine Aussage iiber die Expressionsstirke der untersuchten Gene treffen zu konnen,
wurde die Intensitdt der RT-PCR-Produkte von Smad1-7 und des TGF-f-Rezeptors Typ II mit
der Intensitidt des RT-PCR-Produktes von B-Actin verglichen (vgl. 2.2.1.5.). Die Intensitit des
RT-PCR-Produktes von -Actin wurde hierbei als 100% definiert.

Zum Zeitpunkt TO konnten bei den verschiedenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl bzw. -tg2

keine Unterschiede in der Expression der untersuchten Gene festgestellt werden (Abb. 3.35.).
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Abb. 3.35. Expression der Komponenten der TGF-B-Signaltransduktionskaskade zum Zeitpunkt T0
Nachweis der Expression der Komponenten der TGF-B-Signaltransduktionskaskade mittels RT-PCR unter Verwen-
dung der verschiedenen in 2.1.4.2. beschriebenen Primerpaare. Als Kontrolle und Standard diente endogenes -
Actin. Als Marker wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard ¢X174 x BsuR I verwendet. Anzahl der untersuch-
ten Tiere (n): n >3
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Zum Zeitpunkt Ti+8 zeigte sich, daB3 es zwischen Wildtypen, einfachtransgenen und uninduzier-
ten doppeltransgenen Tiere der Linie K5-Smad7-tgl keine Unterschiede hinsichtlich der Expres-
sionsstirke der untersuchten Gene gab. Bei den induzierten doppeltransgenen Tieren dieser Linie
hingegen war jedoch die Expression von Smad3 im Vergleich zu den anderen Tieren um 80%
reduziert. Bei allen anderen untersuchten Gene konnten keine Unterschiede beziiglich deren Ex-
pressionsstirke im Vergleich von induzierten doppeltransgenen Tieren zu Wildtypen, einfach-
transgenen bzw. uninduzierten doppeltransgenen Tieren dieser Linie festgestellt werden.

Die verschiedenen Tiere der Linie K5-Smad7-tg2 zeigten auch zu diesem Zeitpunkt keine Ver-

anderungen in der Expressionsstirke der untersuchten Gene (Abb. 3.36.)
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Abb. 3.36. Expression der Komponenten der TGF-3-Signaltransduktionskaskade zum Zeitpunkt Ti+8

Nachweis der Expression der Komponenten der TGF-f3-Signaltransduktionskaskade mittels RT-PCR unter Verwen-
dung der verschiedenen in 2.1.4.2. beschriebenen Primerpaare. Kontrolle und als Standard diente endogenes (-
Actin. Als Marker wurde der DNA-Molekulargewichtsstandard $X174 x BsuR I verwendet. Anzahl der untersuch-
ten Tiere (n): n >3
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4.1. Konditionell-induzierbares Expressionssystem fiir die adulte Maus

Fiir die Analyse physiologischer und pathologischer Funktionen einzelner Gene stehen Metho-
den zur Verfiigung, die es erlauben die Expression dieser Gene selektiv und konstitutiv zu ver-
andern (Jaenisch, 1989 ; Capecchi, 1989 ; Orban et al., 1992 ;). Bei diesen Methoden treten oft
verschiedene limitierende Effekte auf, die weitergehende Untersuchungen, speziell in adulten
Tieren, verhindern. Um nun die Funktion von einzelnen Genen in der adulten Maus untersuchen
zu konnen, muf3 daher die Problematik von auftretender Letalitét, Auswirkungen auf Entwick-
lungsvorgénge und etwaige weitere pleiotrope Effekte einer konstitutiven Expressionsdnderung
des Gens umgangen werden. Dieses kann man durch die Verwendung konditionell-
induzierbarer Expressionssysteme erreichen, die es erlauben, da3 sich die Expression eines Ge-
nes erst in der adulten Maus dndert (Sauer et al., 1989 ; Gossen et al., 1993 ; Metzger et al., 1995
; Rajewsky et al., 1996).

Fiir die konstitutive Uberexpression von Smad7 in epithelialen Geweben konnte gezeigt werden,
daB diese zu embryonaler bzw. perinataler Letalitit und zum Auftreten verschiedenster Phinoty-
pen fiihrt (He et al., 2002). Um in der vorliegenden Arbeit nun die Auswirkungen einer Uberex-
pression von Smad7 in epithelialen Geweben der adulten Maus untersuchen zu kénnen, wurde
eine Kombination von zwei Transgensystemen verwendet, die eine konditionell-induzierbare

Uberexpression von Smad?7 in Basalzellen epithelialer Gewebe ermdoglicht.

4.1.1. Verwendete Expressionssysteme

Das Effektorsystem, K5-Smad7 (Klopcic, 2002), ist ein Expressionssystem, welches eine kondi-
tionelle Uberexpression von Smad7 in mitotisch aktiven Basalzellen mehrschichtiger Plattene-
pithelien ermdglicht (Casatorres ef al., 1994). Die Zelltypspezifitidt wird dabei durch den ver-
wendeten bovinen Keratin 5-Promoter gewihrleistet (Ramirez et al., 1994). Ebenfalls ist be-
schrieben, dal die Expression eines lacZ-Reportergenes unter Kontrolle des bovinen KS5-
Promoters zu keinem Auftreten eines Phéanotyps fiihrt (Byrne ef al., 1994 ; Ramirez et al., 1994).
Das lacZ-Reportegen in dem hier verwendeten System verfiigt zusitzlich iiber eine Kernlokalisa-
tionssequenz, doch bewirkte diese Modifikation ebenfalls keine phénotypischen Verdnderungen
(Fire et el., 1990). Das Expressionsprofil der verwendeten transgene Tiere zeigte eine Reporter-
genexpression in den Basalzellen der Epidermis und der Zunge, in Zellen der &uBleren
Haarwurzelscheide, des oralen Epithels und in epithelialen Zellen des Thymus. Dieses
Expressionsmuster deckt sich im wesentlichen mit den fiir diesen Promoter bereits beschriebenen

Expressionsmustern (Byrne et al., 1994 ; Ramirez et al., 1994 & 2001 ; Robles et al., 1996). Un-
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stern (Byrne ef al., 1994 ; Ramirez et al., 1994 & 2001 ; Robles et al., 1996). Unterschiede zu
beschriebenen Expressionsmustern von anderen adulten transgenen Tieren, bei denen der gleiche
Keratin 5-Promoter verwendet wurde (Amendt et al., 1998 ; Breuhahn et al., 2000), lassen sich
darauf zuriickfiihren, das der Integrationsort in das Genom des jeweiligen Expressionsvektors flir
das Expressionsprofil von wichtiger Bedeutung ist (Ramirez et al., 2001). Die Funktionalitit des
hier verwendeten Transgensystems hinsichtlich Rekombination und anschlieBender Uberexpres-
sion von Smad7 konnte bereits gezeigt werden (Klopcic, 2002).

Als Induktorsystem, K14-creER™ (Li et al., 2000), wurde ein Expressionssystem verwendet,
welches konstitutiv eine induzierbare, chimire cre-Rekombinase, bestehend aus der cre-Rekom-
binase und einer mutierten Ligendanbindungsdomine des humanen Ostrogenrezeptors (°400",
M543% £544%) unter Kontrolle des humanen Keratin 14-Promoters exprimiert. Fiir den verwen-
deten Promoter konnte gezeigt werden, daB3 dieser selektiv in den Basallzellen mehrschichtiger
Plattenepithelien aktiv ist (Vassar et al., 1989). Bei den verwendeten transgenen Tieren war die-
ser Promoter zusitzlich in weiteren epithelialen Geweben aktiv (Wang et al., 1997 ; Li et al.,
2000). Die verwendete chimire cre-Rekombinase (creER'?) bietet im Vergleich zu anderen dhn-
lichen Rekombinasen die keine bzw. andere Mutationen innerhalb der Ligandenbindungsdoméine
aufweisen (creER bzw. creER") die Vorteile, daBf die Aktivitit der creER"*-Rekombinase nicht
durch endogenes Ostradiol induziert wird, und die Aktivitit der creER"*-Rekombinase im Ver-
gleich zu der creER'-Rekombinase bereits mit geringen Dosen von 4-OHT induziert werden
kann (Feil et al., 1996 ; Indra et al., 1999). Die Rekombinationseffizienz dieses Systems ist sehr
hoch, und die Rekombination der loxP-sites hat 8 Wochen nach Induktion der Rekombination
nahezu in allen Zellen stattgefunden. Allerdings konnte daneben auch eine gewisse 'Hinter-
grundaktivitit' im uninduzierten Zustand der creER™*-Rekombinase gezeigt werden (Li et al.,

2000 ; Indra et al., 2000), die sich in der vorliegenden Arbeit bestitigte.

4.1.2. Genetischer Hintergrund

Da die Tiere, welche transgen fiir das Effektorsystem bzw. das Induktorsystem waren, zwei ver-
schiedene genetische Hintergriinde aufwiesen (FVB/NHSD bzw. C57BL/6 x SJL), wurden die
verwendeten einfachtransgenen Tiere auf einen einheitlichen FVB/NHSD Hintergrund geziichtet
um Variationen der Phénotypen aufgrund der genetischen Varianz, wie z.B. fiir TGF-B1 deletier-

te Mause gezeigt (Kulkarni et al., 1993), ausschlielen zu konnen.
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4.1.3. Ziichtung doppeltransgener Tiere

Die Ziichtung von Tieren die doppeltransgen fiir das Effektor- (K5-Smad7-tgl1/2) und Induktor-
system (K14-creER'?) waren, zeigte eine Verteilung gemdB den Mendelschen Regeln (Seyffert
et al., 1998) und somit keine letalen Auswirkungen dieser Transgenkombination auf die Em-
bryonalentwicklung von doppeltransgenen Tieren, im Gegensatz zu Tieren die Smad7 konstitutiv
iberexprimieren und bei denen eine embryonale bzw. perinatale Letalitéit zu beobachten ist (He
et al., 2002 ; Klopcic, 2002). Somit erlaubt es die Verwendung eines konditionell-induzierbaren
Expressionssystems, die Auswirkungen einer verdnderten Expression eines Genes im adulten
Tiere zu untersuchen. Speziell konnte gezeigt werden, dafl das in dieser Arbeit verwendete kon-
ditionell-induzierbare Expressionssystem es im uninduzierten Zustand erlaubt, den Einfluf} einer

Smad7-Uberexpression auf die embryonale bzw. juvenile Entwicklung zu umgehen.

4.1.4. Induktion der Rekombination und Expression von transgenspezifschem

Smad?7

Die als sehr hoch beschriebene Effektivitdt der Induktion der Rekombination der loxP-sites
durch die K14-creER™-Expressionskassette bei doppeltransgenen Tieren (Li ef al., 2000 ; Indra
et al., 2000), konnte durch Betrachtung der reduzierten Reportergenexpression bestitigt werden
werden (80-90%). Die induzierte Rekombination des K5-Smad7-Konstruktes fiihrte parallel da-
zu auch zu einer signifikanten Erhéhung der transgenspezifischen Uberexpression von Smad7.
Innerhalb der Haut beschrinkten sich die induzierte Rekombination der loxP-sites weitgehend
auf Zellen der Basalschicht. In Zellen der dulleren Haarwurzelscheide konnte nach induzierter
Rekombination der loxP-sites des K5-Smad7-Konstruktes nur vereinzelt eine Reduktion der Re-
portergenexpression beobachtet werden. Dies konnte sich auf den verdnderten genetischen Hin-
tergrund der verwendeten Tiere zuriickfiihren lassen, da die bisher publizierten Daten beziiglich
der Funktion der K14-creER"*-Expressionskassete auf Tieren mit einem C57BL/6 x SJL Hinter-
grund basieren und die in dieser Arbeit verwendeten Tiere einen FVB/NHSD Hintergrund besa-
Ben. Aus anderen Arbeiten ist bereits bekannt, dafl der genetische Hintergrund einen zum Teil
erheblichen EinfluB3 auf die Funktion und Auswirkungen bei Verdnderungen der Expression von
Genen hat, wie sich z.B. bei der Tumorinzidenz Smad3-defizienter Tiere zeigt So zeigten diese
Tiere auf einem 129SV-Hintergrund eine 100%ige, auf einem 129SV x C57Bl6-Hintergrund nur
eine 30%ige Tumorinzidenz (Zhu et al., 1998 ; Yang et al., 1999 ; Datto et al., 1999).
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4.2. Auftretende phinotypische Verinderungen

Das erste Auftreten von verdnderten Phianotypen konnte 4 Wochen nach Induktion der Rekom-
bination beobachtet werden. 6 Wochen nach Induktion der Rekombination waren die Unter-
schiede im Phénotyp bereits gut erkennbar, fiir die Analysen der verdnderten Phianotypen wurden
jedoch Tiere zum Zeitpunkt 8 Wochen nach Induktion der Rekomination gewihlt. Zwar betrug
die Mortalitétsrate dieser Tiere bereits etwa 40%, allerdings waren die beobachteten Phanotypen
der Tiere zu diesem Zeitpunkt sehr gut ausgepragt.

Dieser beobachtet zeitliche Verlauf, ausgehend von der Induktion der Rekombination bis zum
ersten Auftreten verdnderter Phinotypen, deckte sich mit den Erwartungen die sich von der Re-
generationsdauer der Haut (Bogovski, 1997) bzw. der Zéhne (Zegarelli, 1944) her ableiten las-
sen. Li et al. machten dhnliche Beobachtungen bei Untersuchungen mit einem verwandten In-
duktionssystem, welches zu einer Deletion des Retenoid-X-Rezeptors in der Haut adulter Mause

fithrte (Li ef al., 2000).

4.2.1. Makroskopisch sichtbare phanotypische Verinderungen

Mit dem zu beobachtende Korpergewichtsverlust geht parallel dazu eine Zunahme der Mortali-
tatsrate einher. Dabei kann angenommen werden, dafl der Verlust an Korpergewicht und die Zu-
nahme der Mortalitdt auf eine etwaige Mangelerndhrung zurlickzufiihren sind, bei der die zu
beobachtende Mif3bildung der Schneidezihne eine entscheiden Rolle zu spielen scheint.

Fiir verschiedene Mitglieder der TGF-B-Superfamilie und Komponenten der entsprechenden
Signalwege konnte bislang gezeigt werden, dal3 diese fiir die korrekte Ausbildung der Zahnanla-
gen von Schneide- und Backenzidhnen essentiell sind (Thesleff et al., 1997 ; Ferguson et al.,
1998 ; Jernvall et al., 1998 & 2000 ; Tabata et al., 2002 ; Wang et al., 2004). In dieser Arbeit
waren nur die Schneidezéhne, nicht jedoch die Backenzdhne adulter Tiere von Verdnderungen
des Zahnschmelzes in Folge der induzierten Smad7-Uberexpression betroffen. Dies begriindet
sich aus der Tatsache, da3 zwar die verschiedenen Vorgénge bei der Anlage von sowohl Schnei-
de- als auch Backenzidhnen wihrend der Embryogenese weitestgehend identisch sind, im adulten
Tier allerdings lediglich die Schneidezédhne kontinuierlich erneuert werden (Zegarelli, 1944 ;
Maronpot, 1999).

Die konstitutive Uberexpression von Smad7 unter Verwendung dieser K5-Smad7-Expressions-
kassette flihrte hingegen zu Verdnderungen in der Anlage und spéteren Auspriagung sowohl der

Schneide- als auch der Backenzéhne. Dabei konnten auch gezeigt werden, da3 die Organisation
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der Amelioblasten gestort war (Klopcic, 2002). Auch bei anderen transgenen Tieren mit Verdn-
derungen in den Signalwegen der TGF-B-Superfamilie, konnten Verdnderungen im Aufbau des
Zahnschmelzes beobachtet werden. So zeigten Tiere die Smad2 unter Kontrolle des Keratin 14-
Promotors in epithelialen Geweben iiberexprimieren ebenfalls Verdnderungen im Zahnschmelz,
die auf Fehlentwicklungen wéhrend der Amelioblastendifferenzierung zuriickzufiihren sind (Ito
et al., 2001). Die Uberexpression von Follistatin, einem Inhibitor fiir Activin bzw. BMPs, fiihrte
zu ebenfalls zu einer Veranderungen der Amelioblastendifferenzierung. Dieses fiihrte in Tieren
die Follistatin {iberexprimieren zu einem gestorten Aufbau des Zahnschmelzes (Wang et al.,
2004). Auch bei TGF-B-defizienten Tieren konnten dhnliche Verdnderungen gezeigt werden
(D'Souza et al., 1998). Bei Tiere mit deletiertem Smad3-Gen konnten im adulten Tier Zahnde-
fekte beobachtet werden, welche sich mit den hier beobachteten deckten. Neben einer fehlenden
Verfarbung der Schneidezéhne fiihrte die Deletion von Smad3 zu einer Hypomineralisierung des
Zahnschmelzes und einer damit verbundenen Instabilitidt der Schneidezédhne. Dabei zeigte sich,
daf} die Amelioblasten wihrend der sekretorischen Phase keine Verdnderungen hinsichtlich ihres
Erscheinungsbildes oder ihrer Anordnung zeigten, sich diese Zellen jedoch wéhrend ihrer Aus-
reifung verinderten (Yokozeki et al., 2003). Die starken Ahnlichkeiten hinsichtlich der Schnei-
dezahndefekte zwischen Smad3-defizienten Tieren und den in dieser Arbeit gesehenen Verdnde-
rungen der Schneidezéhne lassen den Schlufl zu, daf die Erneuerung der Schneidezidhne in adul-
ten Tieren durch eine Smad7-induzierte Reduktion der Smad3-Expression beeinflullit wird. Diese
Interpretation wird durch die Beobachtung gestiitzt, daB in der Haut eine Uberexpression von

Smad?7 zu einer verminderten Expression von Smad3 fiihrt.

4.2.2. Phanotypische Verianderungen der Haut

Die Mitglieder der TGF-p-Superfamilie spielen bei der Regulation der Proliferation von Kerati-
nozyten eine wichtige Rolle. Dies konnte unter anderem speziell fiir TGF-3 gezeigt werden (Pit-
telkow et al., 1988 ; Sellheyer et al., 1993 ; Wang et al., 1999). Die fotal beginnende Uberex-
pression von Smad7 in Keratinozyten bewirkte eine Hyperplasie der Epidermis, die auf eine
Hyperproliferation dieser Zellen zuriickzufiihren ist. Dabei zeigte sich, dal in diesen Zellen die
Expression von c-myc bzw. p21 {iber die TGF- seine antiproliferiende Wirkung vermittelt (Pie-
tenpol ef al., 1990 ; Datto et al., 1995) hoch- bzw. herunterreguliert sind (He ef al., 2002). Neben
der antiprolferativen Wirkung auf Keratinocyten kann TGF- auch die Apoptose von epithelia-

len Zellen induzieren (Chen et al., 1998). Fiir Smad7 konnte in vitro ebenfalls eine proapoptoti-
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sche Wirkung gezeigt werden (Landstrom et al., 2000), allerdings lies die konstitutive in vivo
Uberexpression von Smad7 in der Epidermis keine Verinderung beziiglich der Apoptoseraten
erkennen (He et al., 2002). Bei den in dieser Arbeit verwendeten Tieren, die Smad7 in den epi-
dermalen Zellen iiberexprimieren, konnte in Ubereintsimmung mit den bekannten Ergebnissen
ebenfalls eine signifikante Erhohung der Proliferatiosrate der Keratinozyten beobachtet werden.
Es zeigten sich jedoch keine Hyperplasien. Die zu beobachtende Reduzierung der Epidermisdik-
ke und das verdnderte Erscheinungsbild der Keratinozyten 148t darauf schlieBen, dall die Vor-
ginge wihrend einer normalen Keratinozytendifferenzierung in der Epidermis beschleunigt sind.
Hierbei scheint die durch die Smad7-Uberexpression reduzierte Expression von Smad3 in der
Epidermis von Bedeutung zu sein. So zeigten Keratinozyten Smad3-defizienter Méuse eine ver-
ringerte Sensibilitdt gegeniiber der antiproliferative Wirkung von TGF-f3 (Aschcroft et al., 1999).
Die Ergebnisse, dall bei Tieren die epidermal Follistatin bzw. einen dominant-negativen Activin-
rezeptor Typ IB iiberexprimieren keine Verdnderungen der Proliferationsrate oder der Differen-
zierung interfollikuldrer Keratinozyten zu beobachten war (Wankell ef al., 2001 ; Bamberger et
al., 2005), lassen den Schluf} zu, daB3 in der adulten Haut die Hemmung des Activinsignalweges
keinen EinfluB} auf die epidermale Homdostase hat. Daher kann angenommen werden, daf die in
dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen bei den interfollikuldren Keratinozyten adulter Miuse
auf der Smad7-vermittelten Hemmung des TGF-B-Signalweges beruht.

Bei Smad7 konstitutiv tiberexprimierenden Tieren konnten auch Fehlentwicklungen der Haaran-
lage beobachtet werden (He et al., 2002 ; Klopcic, 2002). Diese dulerten sich in einer verzoger-
ten Entwicklung der Haarfollikel und einer Fehlausbildung der Haare. Dieser verdnderte Phéno-
typ gleicht dem der bei TGF-f3,- bzw. Activin-BA-defizienten Tieren auftrat (Matzuk et al., 1995
; Foitzik et al., 1999). Diese Phénotypen konnen dabei auf den Einflul von Smad7 wihrend der
Haarfollikelentwicklung in der Embryonalentwicklung zuriickgefiihrt werden (Findlay et al.,
2002 ; Botchkarev, 2003). Die in dieser Arbeit untersuchten Tiere zeigten in ersten Betrachtun-
gen keine Verdnderungen in der Entwicklung der Haarfollikel. Allerdings konnten bei den dop-
peltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl zum Zeitpunkt TO Verdnderung des Erschei-
nungsbildes der Tasthaaren gesehen werden. Die Ausbildung der Tasthaare waren dabei hin-
sichtlich Form und Lénge beeintriachtigt. Bei Tieren defizient fiir Follistatin zeigte sich, daf} de-
ren Tasthaare hinsichtlich ihres Erscheinungsbildes ebenfalls in Form und Lénge verdndert wa-
ren (Jhaveri et al., 1998). Aufgrund der Hintergrundaktivitit des K14-creER"*-Transgens (Li et

al., 2000) kann es daher bereits wihrend der Embryogenese zu einer Expression von trans-
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genspezifischem Smad7 kommen, so dall die zu beobachteten Schidigungen der Tasthaare bei
diesen Tieren auf eine BeeinfluBung der embryonalen Anlage der Tasthaare zuriickzufiihren ist.

Im Verlauf der Experimente hingegen zeigte sich, daB3 bei uninduzierten doppeltransgenen Tie-
ren die phinotypischen Verdanderungen der Schnurrhaare unverindert blieben und auch nur zum
Teil eine leichte Verdnderung des Fells stattfand, wohingegen induzierte doppeltransgene Tiere
eine Verstirkung der Schnurrhaarverinderungen, sowie eine starke BeeinfluBung des Feller-
scheinungsbildes zeigten. In diesem Zusammenhang, zeigten verschiedene andere Studien, daf3
Mitglieder der TGF-B-Superfamilie wie z.B. TGF-; und Activin BA, auch eine entscheidende
Rolle bei der Regulation des Haarzyklus spielen (Foitzik et al., 2000 ; Botchkarev et al., 2003 ;
Nakamura et al., 2003). Dies 148t darauf schlieBen, daB3 die in dieser Arbeit beobachteten Verin-
derungen der Tasthaare und des Fells im Wesentlichen auf einen gestorten Haarzyklus im adul-
ten Tier zuriickzufiihren sind. Da jedoch kaum rekombinierte Zellen in der dufleren Haarwuzel-
scheide beobachtet werden konnten sind die Verdnderungen in der Haarregeneration eher auf
systemische Effekte zuriickzufiihren als auf eine direkte Verdnderung der Zellen der &uBeren

Haarwurzelscheide.

4.2.3. Phanotypische Verinderungen des Thymus

Die T-Zellreifung beginnt mit CD4 CD8 -doppelnegativen Zellen, und fiihrt iiber CD4'CDS"-
doppelpositive Zellen zu entweder CD4'- oder CD8-einzelpositiven Zellen. (Janeway et al.,
1997). Von TGF-B; ist bekannt, daB3 dieses Cytokin eine wichtige Funktion als antiapoptotischer
Faktor bei der T-Zellentwicklung im Thymus spielt (Cerwenka et al., 1999). Bei der Reifung von
T-Zellen spielen auch die epithelialen Zellen des Thymus, speziell die des Thymuscortex und -
stromas eine wichtige Rolle. So konnte fiir diese Zellen gezeigt werden, da3 die Expression von
Cytokinen durch diese Zellen einen EinfluBl auf die T-Zelldifferenzierung hat, wie z.B. fiir IL-1
und IL-7 gesehen (Mossalayi et al., 1995 ; Schluns et al., 1997 ; Tang et al., 1997). Daneben
spielen diese epithelialen Zellen auch eine Rolle bei der positiven Selektion der reifenden T-
Zellen (Cosgrove et al., 1992 ; Fowlkes et al., 1995).

Die konstitutive Uberexpression von Smad?7 in epithelialen Zellen des Thymus fiihrte zu signifi-
kanten Verdnderungen sowohl der Gesamtzahl als auch dem Verhéltnis der T-Zell-Populationen
(He et al., 2002). Diese Verianderungen im T-Zellprofil des Thymus dhnelten stark denen, bei
TGF-B;-defizienten Tieren (Christ et al., 1994). In wie weit dies auf Entwicklungsstorungen der

T-Zellen bzw. selektive Apoptose einzelner T-Zellpopulationen zuriickzufiihren ist, ist noch un-
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klar. Hiermit decken sich die in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen die Gesamtzahl der
T-Zellen betreffend. Die Betrachtung der Verteilung der einzelnen T-Zellpopulationen zeigte,
daB sich die verdnderte Verteilung der untersuchten T-Zellpopulationen, ebenfalls mit den be-
kannten Ergebnissen deckten. In wie weit die konstitutive Smad7-Uberexpression EinfluB auf
Entwicklung und Differenzierung der epithelialen Zellen des Thymus hat und welche Auswir-
kungen auf die T-Zellen damit verbunden sind, ist noch ungeklért (He ef al., 2002). Somit konnte
mit dieser Arbeit gezeigt werden, daB3 auch in adulten Tieren ohne angeborene Thymusatrophie,
Mitglieder der TGF-B-Superfamilie eine bedeutende Funktion in der Regulation epithelialer Zel-
len des Thymus haben und somit auch eine essentielle Rolle bei der Selektion und Differenzie-

rung von T-Zellen spielen.

4.3. Vergleich der beiden verwendeten K5-Smad7-Linien

Verschiedene Analysen einer TGF-B-Uberexpression in der Epidermis in vivo haben gezeigt, daf
dessen Wirkung dosisabhingig zu sein scheint (Wang, 2001). Auch fiir Activin BA konnte ge-
zeigt werden, dall dessen Wirkung auf die Morphogenese der Haut in einer dosisabhingigen
Weise erfolgt (Bamberger et al., 2005).

Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere der Linien K5-Smad7-tgl bzw. -tg2 wurden ebenfalls mit
Keimbahndeleter-Effektormédusen (Nestin/cre) (Betz et al., 1996) verpaart um die Effekte einer
embryonalen Smad7-Uberexpression zu untersuchen. Dabei zeigte sich, daB bei Verpaarungen
der Nestin/cre-Effektormédusen mit Tieren der Linie K5-Smad7-tgl iiber 97% der doppeltransge-
nen Tiere in utero oder kurz nach der Geburt starben, wohingegen doppeltransgene Tiere aus
Verpaarungen mit Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 erst spétestens 6 Wochen nach Geburt star-
ben. Dabei zeigten doppeltransgene Tiere beider K5-Smad7-Linien Abnormalitéten der Tasthaa-
re und des Fells. Dabei konnte bei doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 gezeigt
werden, dal} die Haarfollikel dieser Tiere unterentwickelt waren. Auch die Zihne waren in ihrer
Auspriagung beeinflulit. So zeigten sich bei doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tgl
Storungen in der Organisation von Amelioblasten und Odontoblasten der Schneide- und Backen-
zahne und einer damit verbundenen Stérung der jeweiligen Mineralisierungsvorgiange. Auch bei
doppeltransgenen Tieren der Linie K5-Smad7-tg2 wurden Verdnderungen in der Mineralisierung
der Schneidezdhnen nachgewiesen (Klopcic, 2002).

Die in dieser Arbeit beschriebenen und diskutierten Ergebnisse lassen darauf schlieBen, daf3 die

Wirkung von Smad7 dosisabhidngig ist. Wahrend bei der Embryonalentwicklung die schwichere
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Uberexpression von transgenspezifischem Smad7 der Linie K5-Smad7-tg2 zur der Ausbildung
von phinotypischen Verinderungen fiihrt, ist im adulten Tier diese schwiichere Uberexpression
nicht in der Lage, phinotypische Verinderungen zu bewirken. Eine stirkere Uberexpression von
transgenspezifischem Smad7 wie bei der Linie K5-Smad7-tgl fiihrt hingegen wihrend der Em-
bryonalentwicklung zu einer fast vollstdndigen Letalitdt und ist im adulten Tier in der Lage die
in dieser Arbeit gezeigten phédnotypische Verdnderungen zu induzieren.

Die primdre Wirkung von Smad7 liegt in der negativen Regulation des TGF-B-/Activin-
Signalweges (Nakao et al., 1997 ; Hayashi ef al., 1997), jedoch zeigten andere Untersuchungen
auch, daB eine Uberexpression von Smad7 auch zu einer Hemmung des BMP-Signalweges fiih-
ren kann (Souchelnytskyi et al., 1998). In wie weit die aufgetretenen Phénotypen auf der Hem-
mung des TGF-B-, Activin- bzw. BMP-Signalweges durch Smad7 beruhen, muf3 noch in weite-

ren Arbeiten geklart werden.
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4.4. Zukiinftige Arbeiten

4.4.1. Weitere Analysen der phanotypischen Verinderungen

Da mit dem beobachten signifikanter Verlust an Korpergewicht und der massive Schadigung der
Schneidezéhne eine Erhohung der Mortalitétsrate einhergeht, wére zu untersuchen, ob die Ver-
dnderung der Nahrung in Form einer Umstellung von Hartfutter auf Fliissignahrung, auch die
Mortalitédtsrate der induzierten-doppeltransgenen Tiere beeinflult. Dies ist zu iiberlegen, da die
Schadigung der Schneidezéhne aller Wahrscheinlichkeit nach diesen Tieren keine effektive und
ausreichende Aufnahme von Hartfutter erlaubt. In diesem Zusammenhang sind auch noch detai-
liertere Betrachtungen der Verdnderungen der Zéhne hinsichtlich deren Zahnarchitektur, chemi-
schen Zusammensetzung und Regeneration durchzufiihren. Auch die Amelioblasten miissen
noch auf mogliche Verdanderungen in ihrer Differenzierung (Y okozeki et al., 2003), der Expres-
sion von fiir den Zahnschmelzaufbau wichtigen Genen wie z.B. MMP-20 und KLK4 (Simmer e?
al., 2002) und der Wechselwirkung mit anderen Zellen, speziell den Odontoblasten, hin unter-
sucht werden.

Ein Hauptaugenmerk beziiglich weiterer Analysen liegt auf der Haut. Hier miissen die Auswir-
kungen der Smad7-Uberexpression noch weiter untersucht werden. So zeigte diese Arbeit in der
Epidermis Verdnderungen in der Proliferationsrate und dem Erscheinungsbild der Keratinozyten.
Um diese Verdnderungen genau definieren zu kdnnen, miissen die epidermalen Zellen dieser
Tiere hinsichtlich der Expression von Markergenen fiir die Keratinozytendifferentiation wie z.B.
Keratine 1, 6, 10 und 16 untersucht werden (Fuchs et al., 1980 ; O'Guin et al., 1990 ; Coulombe
et al., 2000). Auch die Durchfiihrung struktureller Analysen der Epidermis sind von Interesse, da
diese Auskunft iiber eine mdgliche verdnderte Zellarchitektur geben konnten (Reichelt et al.,
2001). Daneben sollte auch die Expression von weiteren Genen analysiert werden, die entweder
durch den TGF-B-Signalweg reguliert werden oder diesen Signalweg regulieren und Einfluf3 auf
Proliferation (Datto ef al., 1995 , Reynisdottir et al., 1995), Apoptose (Landstrom et al., 2000 ;
Lallemand et al., 2001) und Autbau (Moustakas et al., 1999 ; Fujimoto ef al., 2001) von Kerati-
onzyten haben . Dabei darf nicht nur die Expression dieser Gene auf RNA-Ebene, sondern auch
deren Aktivitit bzw. vorhandenen Menge auf Proteinebene untersucht werden. Denn es konnte
gezeigt werden, daB die Uberexpression von Smad7 nicht die Expression von Rezeptoren der
TGF-B-Superfamilie beeinfluBlt, sondern deren Degradation bewirkt (He et al., 2002).

Bei weiteren Analysen des Thymus muf3 analog zu den weiteren Untersuchungen in der Epider-
mis ebenfalls der EinfluB der Smad7-Uberexpression auf die Entwicklung und Differenzierung

der epithelialen Zellen untersucht werden. Neben dem Cytokinprofil dieser Zellen (Schluns et
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al., 1997) ist auch die Expression der epithelialen MHC-Klasse I-Rezeptoren zu betrachten, da
diese Rezeptoren fiir die positive Selektion der T-Zellen im Thymus notwendig sind (Cosgrove
et al., 1992 ; Fowlkes et al., 1995). So konnte fiir T-Zellen TGF-p1-defizienter Méduse gezeigt
werden, daB bei diesen Tieren die Expression dieses Rezeptors signifikant hochreguliert ist
(Christ et al., 1994). Tiefergehende Analysen hinsichtlich der Verteilung und der Apoptoserate
der verschiedenen T-Zellpopulationen im Thymus wéren ebenfalls von Interesse. Des weiteren
differenzieren sich im Thymus aus den untersuchten T-Zellpopulationen noch weitere T-
Zellsubpopulationen wie z.B. CD4'CD25" regulatorische T-Zellen (Groux, 2000 ; Shevach,
2002) aus und es stellt sich die Frage in wie weit auch deren Verteilung und Entwicklung veran-
dert ist. Da in der Milz zwar keine Unterschiede hinsichtlich der untersuchten T-
Zellpopulationen festgestellt werden konnte, bleibt auch noch die Frage zu kldren, ob sich das T-
Zellprofil der Peripherie durch die Verdanderung der T-Zellentwicklung im Thymus verdndert

(Huber et al., 2004).

4.4.2. Anwendungsmoglichkeiten fiir dieses Tiermodell

Nach vollstandiger Charakterisierung bietet diese Tiermodell Anwendungsmdoglichkeiten bei
verschiedenen Fragestellungen, speziell die Haut betreffend, in denen TGF-3 eine Rolle spielt.
Eine Anwendungsmoglichkeit wire in Karzinogenesemodellen der Haut. So haben Verdnderun-
gen innerhalb des TGF-B-Signalweges zum Teil signifikante Auswirkungen auf die Krebsent-
wicklung. Dabei lieBe sich nicht nur der generelle EinfluB einer Smad7-Uberexpression auf die
Krebsentwicklung untersuchen, sondern dieses Modell bietet auch die Méglichkeit eine Uberex-
pression von Smad7 in verschiedenen Stadien der Krebsentwicklung zu induzieren.

Auch bei Fragestellungen zur Wundheilung kann dieses Tiermodell Anwendung. Da bei Smad3-
defizienten Médusen die Wundheilung beschleunigt ist, wiaren auch die Auswirkungen einer
Smad7-Uberexpression bei Wundheilungsvorgiéingen von Interesse und niher zu charakterisie-
ren, da Smad7 zum Einen die TGF-B-Signalweiterleitung hemmt und wie gezeigt zu einer Ex-

pressionsreduzierung von Smad3 fiihrt.
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Smad7 ist eine inhibitorische Komponente der Signaltransduktionskaskaden von TGF-3 bzw.
Activin und erfiillt eine wichtige Aufgabe bei der Regulation deren Signaltransduktion. So fiihrt
eine konstitutive Uberexpression von Smad7 in epithelialen Geweben zum Auftreten verschie-
dener Phinotypen, wie embryonaler bzw. perinataler Letalitit, Hyperproliferation der Epidermis
und Thymusatrophie. Auch die Entwicklung der T-Zellen im Thymus und epithelialer Anhangs-
gebilde wie z.B. von Haaren und Zahnen wird dadurch beeintrachtigt.

In dieser Arbeit sollte nun in der adulten Maus der Effekt einer Uberexpression von Smad7 in
epithelialen Geweben untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde ein, auf dem Cre/loxP-Prinzip
beruhendes Transgensystem verwendet (K5-Smad7-tg und K14-creER™), welches eine kondi-
tionell-induzierte Uberexpression von Smad7 in epithelialen Zellen der adulten Maus erlaubte.
Die so geziichteten doppeltransgenen Tiere wiesen keine signifikanten Verdnderungen gegen-
tiber ihren wildtyp bzw. einfachtransgenen Geschwistertieren auf.

Nach Induktion des K5-Smad7-Konstruktes fiihrte die Uberexpression von Smad7 in epithelialen
Geweben der adulten Maus zu einem Auftreten verschiedenster verdnderter Phénotypen. Bei
diesen Tieren konnte beobachtet werden, dal3 sich im Verlauf der Wochen nach erfolgter Induk-
tion der Rekombination ein signifikanter Korpergewichtsverlust einstellte, mit dem auch eine
Erhohung der Mortalitdtsrate einher ging. Desweitern war das allgemeine Erscheinungsbild des
Fells, der Schnurrhaare und der Schneidezidhne verandert. Ndhere Analysen zeigten weitere si-
gnifikante Verdnderungen in Haut und Thymus. So war die Epidermis dieser Tiere diinner, die
epidermalen Zellen abgeflacht und weniger differenziert, das stratum corneum im Verhéltnis zur
Epidermis verdickt und es konnte eine Erhohung der Proliferationsrate epidermaler Zellen beo-
bachtet werden. Bei der Betrachtung der Expressionsstirke weiterer Komponenten der TGF-3-
/Activin-Signaltransduktionskaskade in der Haut zeigte sich eine reduzierte Expression von
Smad3. Die Analyse des Thymus zeigte, dal die Gesamtzahl der lebenden T-Zellen reduziert
und dabei der relative Anteil von CD4 - bzw. CD8"-T-Zellen erhdht und der von CD4 CD8"-T-
Zellen verringert war.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daf3 die Signalkaskaden von TGF-3 und Activin in epi-
thelialen Geweben essentiell fiir die Homdostase der Haut, die Entwicklung der T-Zellen im
Thymus und die Erneuerung der Schneidezihne sind, und daB diese Prozesse durch die Uberex-
pression von Smad7 beeinflult werden. Auch 148t ein Vergleich der beiden verwendeten K5-
Smad7-Linien und deren verschiedenen Tiere untereinander auf einen dosisabhédngigen Effekt

der Smad7-Uberexpression schlieBen.
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7.1. Abkiirzungsverzeichnis

4-OHT
Abb.
ActR
AP

AS
BMP
BMPR

BrdU
BSA
CD
cDNA

Co-Smad
DEPC
DNA

Dpp
DVR

EDTA

EGF
FACS

FITC

Mikrogramm

Mikroliter

Grad Celsius

Mikromolar
4-Hydroxytamoxifen
Abbildung
Activin-Rezeptor

alkalische Phosphatase
Aminoséure

bone morphogenetic protein
bone morphogenetic protein-
receptor

Basenpaare
5-Brom-2'-Desoxyuridin
bovine serum albumin
cluster of differentiation
komplementire Desoxyribo-
nukleinsdure

common partner-Smad
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinséure
decapentaplegic
decapentaplegic-vegetal
related
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-
tetraacetat

epidermal growth factor
fluorescence activated cell
sorting
Fluoresceinisothiocyanate

Gramm, Erdbeschleunigung

GDF

GDNF

H>044
HE

Lp.
IFN

IL
[-Smad
K14
K5

MQ
Mad

mg

MHC

min

MIS

ml
mM
MMP
mRNA
MW
p.c.
PBS
PCR

growth and differentiation
factor
glial-derived-neurotropic-
growth-factor

destiliertes Wasser
Héamatoxylin/Eosin

intra peritoneal

Interferon

Interleukin
inhibitorisches Smad
Keratinl4

Keratin5

Molar

Megaohm

mothers against
decapentaplegic
Milligramm

major histocompatibility
complex

Minute

miillerian inhibiting
substance

Milliliter

Millimolar
Matrixmetalloproteinase
messenger-Ribonukleinsdure
Mittelwert

post coitum

phosphate buffered saline

Polymerasekettenreaktion
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PDGF

PE

pH
REM
RNA
R-Smad
RT

SDS
sec

SEM

Sma
Smad
TBR
Tab.

plateted derived growth
factor

Phycoerythrin

pH-Wert
Rasterelektronenmikroskop
Ribonukleinsdure
rezeptor-reguliertes Smad
Reverse Transkriptase ;
Raumtemperatur

Sekunde
Natriumdodecylsulfat
Sekunde
Standardabweichung des Mit-
tels

small body size
Sma/Mad-related
TGF-B-Rezeptor

Tabelle

TAE

tg
TGF

Tris

i.N.
U/min
UTR
uv
v/v
Vol.
w/v

wt

ZVTE

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
transgene Linie
transforming growth factor
tumor necrosis factor
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan
Enzymeinheiten (Units)
tiber Nacht

Umdrehungen pro Minute
untranslatierter Bereich
Ultraviolett
Volumenprozent
Volumen
Gewichtsprozent

Wildtyp

Zentrale Versuchstier-

einrichtung





