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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Cytoskelett

Eukaryotische Zelen durchspannt ein dreidimensondes Netzwerk aus Filamenten (Fasern).
Diese komplexe Struktur im Cytoplasma der Zellen wird ds Cytoskdett bezeichnet. Es
ermoglicht die unterschiedliche Morphologie, Funktion und Bewegung enes jeden Zdltyps
des Organismus. Beigidswveise is die Bildung von chaakterisischen Zdlgrukturen wie
langgestreckte Axone der Nervenzdlen oder die fingaférmigen Villi der Darmepithezdlen
ene wesentliche Funktion des Cytoskdetts. Waetere wichtige Aufgaben wie Muskd-
kontraktion, der Trangport von cytoplasmatischen Veskeln, oder die Separation der
Chromosomen bzw. die Einschnirung der Zedle wéhrend der MitosfMeiose werden auch
durch Strukturproteine des Cytoskel etts ermdglicht.

Unterschieden werden anhand ihres Baus und ihrer Dicke drei unterschiedliche Fasertypen:

Die ca. 6 nm dicken Mikrofilamente, die ca 10 nm dicken Intermediafilamente (IF) und die
23 nm messenden Mikrotubui (Fuchs und Cleveland, 1998).

Mikrofilamente und Mikrotubuli snd hauptverantwortlich fir Transportvorgdnge in der Zele
und die Zdlbewegung. Se werden unter ATP bzw. GTP Verbrauch aus Monomeren bzw.
Heterodimeren polymerisert und, wenn nétig, wieder depolymeridgert. Mikrotubuli  snd
rohrenformige  Strukturen, die aus&a -Tubulin-Dimeren polymeriset werden, se snd an
Transportvorgdngen von Vesken, dem axonden Transport und auch der Ausbildung des
Spindelepparats vor der Zdltellung beteligt (Downing und Nogaes, 1998, Mcintosh und
Hering, 1991).

Das Mikrofilament Actin i e€n dementarer Bedandtel dler Zdlen und wird
dementsprechend dtark exprimiert. Es macht ca 1-5% dler intrazdlulérer Proteine aus, in
Muskdlzdlen wird es ds integrader Bedtandtell der Muskdfibrillen mit 10% noch dstérker
exprimiert (Lodish et a., 2000).

Intermediafilamente wie bespidsveise die Keraine durchgpannen das Cytoplasma und sind
an Desmosomen bzw. Hemidesmosomen der Zdlimembranen verankert (Abb. 1.1).
Desmosomen gdlen Zdl-Zdl, Hemidesmosomen Zdl-Matrix Kontakte her (Abb. 1.2), diese
hdten ads integrde Membrankomplexe die Epithdien der Haut oder anderer Organe
zusammen (Jones et d., 1986).
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Abb. 1.1: Desmosomen und Hemidesmosomen

Desmosomen stellen Zell-Zell Kontakte her, wéhrend die Zellen an der extrazelluldren Matrix mittels
Hemidesmosomen fixiert sind. An beiden Strukturen greifen die Mikro- und Intermedi&r-Filamente an, die das
Cytoplasma durchspannen (verandert nach Fuchs und Cleveland, 1998).
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Abb. 1.2: Intestinale Epithelzelle

Das einschichtige intestinale Epithel wird durch Enterocyten gebildet, die durch Desmosomen fest untereinander
verbunden sind. Hemidesmosomen fixieren die Zellen auf der Basallamina An den Desmosomen und
Hemidesmosomen greifen die Intermediérfilamente an, die das Cytoplasma durchspannen und die Zelle
stabiliseren. Tight junctions an der luminalen Seite der Zellen sorgen fir einen festen Verschiul der
Zellzwischenrdume gegeniiber dem Darmlumen (veréndert nach Lodish, 2000).
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Die Intermedi&filamente konnen aber auch an anderen integrden Proteinen verschiedenster
Organdlen angrefen, so hdten se zB. den Zdlkern und das Endoplasmatische Retikulum in
Podtion und Form, indem de die Organdlen zur Zdlimembran quervernetzen (Carmo-
Fonseca und David-Ferreira, 1990).

Die Intermedi&filamente bestimmen die Form der Zelle und geben dementsprechend erst die
Maoglichkeit komplexe Gewebe zu bilden. Se vermittdn dso ausschliefdich die srukturelle
Sabilitdt der Zdlen und snd an Trangportvorgdngen nicht direkt beteligt (Abb. 1.3). Die
Expresson der Intermediafilamente ads Strukturdement macht ca 1% des zdlul&ren Proteins
aus. In audifferenzierten Zellen wie Kerainocyten oder Neuronen kann der IF Gehdt bis zu
85% betragen (Fuchs und Cleveland, 1998).

Abb.1.3: Intrazelluldres K eratinnetzwerk

K eratinfilamente durchspannen das Cytoplasma und verbinden die Zellmembran mit anderen Organellen.

Deutlich wird die Kondensation des Keratin-Netzwerks um den Nukleus. Die Keratinfilamente einer PtK2 Zelle
wurden mit einem anti-Keratin Antikorper sichtbar gemacht (Basehoar und Berns, 1973; Webster et a., 1978;
Klymkowsky, 1982).
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1.2 Intermediarfilamente

Die Gene der Intermediafilanente gehtren zu ener Multigenfamilie, die fir Proteine
ahnlicher Struktur codieren. Sie werden gewebespezifisch in den unterschiedlichen Geweben
exprimiert. Bidang snd 65 Gene bekannt, so dald die Intermedi&filamente zu den 100
groiten Genfamilien des Menschen gehdren (Hesse et al., 2001).

Die Intermediafilamente der Vertebraen wurden anhand ihrer  Sequenzhomologien,
Strukturhomologien und ihres Expressonsmugers in 5 Genfamilien einggeilt (Fuchs und
Weber, 1994; Herrmann und Aebi, 2000):

Typ |

Die Intermediafilamente der ersen homologen Gruppe umfassen 16 Vertreter der Typ |
Keratine und neun der verwandten Typ | Haar-Keratine, die auch ds Hart-Keratine bezeichnet
werden, well se Hauptbestandtell der Haare und Né&gd snd (Langbein et d., 1999). Die
Keratine dnd charakterigisch fur Epithelzelen dler Korperorgane, wobel jedes Epithe
verschiedene charakteristische Kombinationen an Keratinen exprimiert.

Typ Il

Ebenso wie be den Typ | Proteinen gibt es unterschiedliche Typ Il Intermediafilamente.
Vertreter dieser Gruppe snd 11 Keratine und sechs Haar-Keratine (Langbein et a., 1999;
Rogers et al., 2000). Se ddlen die Patner fur die spdtere Filamentbildung mit den Typ |

Keratinen dar.

Typ 11
Deamin, Vimentin, glial fibrillary acidic protein (GFAP) und Peripherin snd Typ Ill Proteine

(Granger und Lazarides, 1979; Gard und Lazarides, 1980; Bovolenta et a., 1984). Desmin
wird in der quergedreiften Muskulatur produziet und ist dort fir die Binddung der
Myofibrillen verantwortlich (Lazarides et d., 1982). Vimentin ig typischeawease in
Endothdzdlen der Blutgefd¥e, in wenigen Epithdzdlen und in mesenchymden Zdlen wie
Fibroblasten zu finden (Blose und Mdtzer, 1981). In Fettzdlen umschligd Vimentin wie @n
,K&ig Lipidiropfen, um ene Fuson mit anderen Tropfen oder der Zdlmembran zu
verhindern. Haufig ist das Protein auch mit Mikrotubuli assoziiert (Franke et al., 1987).

Typ IV
& Internexin, Syncailin (Newey et al., 2001), Negtin, Synemin und die Neurofilamente NF-L,
NF-M und NF-H bilden die Gruppe der Typ IV Intermediarfilamente.
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Die Neurcfilamente snd fir die radide Ausdehnung d.h. den Durchmesser des Axons
verantwortlich, welcher direkt fir die Geschwindigkeit der Sgndwaeterleitung verantwortlich
is (Kriz et al., 2000).

Typ V

Die Lamine A/C, B1 und B2 bilden die finfte Gruppe. Diese Proteine finden sich exklusv im
Nukleus. Se formen die nuklere Laming, die an der Innensate den Kern auskleidet und
diesen in Form hdt (Aebi et al., 1986).

Bis auf wenige Ausnahmen werden die Intermedidfilamente von single copy Genen codiert,
deren Divergenz nicht durch dternatives splicing erhoht wird (Fuchs und Weber, 1994).

Alle Typ | Keratin- und Haar-Keratin-Gene bis auf K18 (Waseem et d., 1990) liegen in
gnem cluster des Chromosom 17g12-g21. In dem DNA Abschnitt von fast 1 Mb liegen
mindestens 25 funktionae Gene und zwe Pseudogene (Hesse et d., 2001).

Alle Typ Il Gene snd auf Chromosom 12g13 lokdidert. Der cluster enthdt 24 funktionde
Gene und 5 Pseudogene Uber einen Bereich von 1,2 bis 1,3 Mb. Die Gendichte der beiden
cluster ist so mit 35 kb pro Gen deutlich héher ds im Gesamtgenom (Hesse et a., 2001). Alle
anderen Intermedi&rfilament-Gene and nicht in clustern organisert (Lander et d., 2001).

Die homologen Typ | Keratingene der Maus snd auf Chromosom 11 ebenfdls in einem
cluster lokdidert. Geordnet nech der chromosomden Organisation snd in diesem Abschnitt
die Gene fir K10, K12, K13, K15, K19, K14 und K17 enthalten (Sato et a., 1999). Die Gene
flr K20 und K23 wurden fur die Maus noch nicht beschrieben.

Aufgebaut dnd die Intermedi&filament-Protene aus ener  aminoterminden  globuléren
Enddoméne, ener gabformigen Grundstruktur, die ds Kerndomédne bezeichnet wird und
einer carboxyterminden globul&ren Enddoméne. Die Kerndoméne besteht aus vier, sdten dre
Subdoménen, die durch nichthelikde spacer unterbrochen snd. Die Kerndomanen sind
sowohl in ihrer Grole, ihrer Sekundérstruktur und ihrer Sequenz  bemerkenswert hoch
konsarviert. Die spacer und nichthelikden Enden der Keratine snd hingegen sehr variabe in
Sequenz und Grof3e (Steinert und Roop, 1988).

Alle Flamente werden aus Untereinheiten polymerisert. Be  Vimentin, Desmin  und
Glidfilamenten handdt es dch um Homopolymere, de snd Mitglieder der Typ llI
Intermedi&rfilamente (Steinert et ., 1981; Hong und Davison, 1982).

Die Untersuchung der IF-Expressonsmuger von Zdlen kann genutzt werden um die
Herkunft von Tumoren zu besdimmen und diese dann richtig zu thergpieren Tumorzelen
haben oft ene verdnderte Morphologie und konnen nicht mehr endeutig dem epithdiden,
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mesenchymalen oder neuronalen Typ zugeordnet werden. Fast dle Karzinome der Brust bzw.
des Gadrointestindtrakts exprimieren Keratine aber kein Vimentin. Be den mesenchymaen
Stromazdlen ist es genau umgekehrt (Moorthi et ., 1993).

1.3 Keratine

Die Keratine bestehen aus ener komplexen Familie verschiedener Proteine, die mittlerwelle
Uber 20 Mitglieder zdhlt. Die Molekulargewichte der Keratine bewegen sich von 40 kD bis
68 kD. Anhand ihres Molekulargewichts und ihres isodekirischen Punkts lassen se Sch
zweidimensond im Ge auftrennen und 0 in die sauren Typ | und die basschen Typ Il
Keratine entelen (Moll et a., 1982). Zu den Typ Il Vetretern gehdren die Keratine K1 bis
K8 (Hesse et a., 2001), zu den Typ | Proteinen werden K9 bis K20 (Hesse et a., 2001) und
K23 (Zhang e d., 2001) gezdhlt. Die Flamente werden im Verhdtnis 1.1 aus sauren und
basischen Keratinkomponenten polymerisert. Eine Keratinkomponente dlein kann  keine
Flamente formen.

Exprimiet werden Kerdaine Ubewiegend in Epithdzdlen, je nach Epithdtyp werden
spezifische Keratinkomponenten gebildet. Die Kerndoménen der Heterodimere formen ene
sg. &hdikde Superhdix (coiled-coil). Im graifizieten Epithd der Epidermis werden
vornehmlich die sauren Typ | Keratine K10 und K14, bzw. die basischen Typ Il Proteine K1,
K2 und K5 exprimiert (Mol et a., 1982). Davon formen hauptsichlich K5 und K14 in den
Keratinocyten der Basdschicht Heterodimere. In den termind differenzierenden suprabasalen
Schichten wird die K5K14 Expresson weitgehend eingestelt dafir kommt es zur Induktion
der Keratine K1 und K10 (Fuchs, 1993; Fuchs, 1995). In den einfachen Epitheien der
Brustdrise, der Leber und des Darms snd vor dlem Heterodimere aus K8K18 und
variierende Proteinmengen von K8/K19 und K8/K20 zu detektieren (Franke et a., 1981; Moall
et a., 1982; Cooper et al., 1985; Quinlan et a., 1985).

Ein Epithd bzw. ene Zdlinie kann durch das gpezifisches Expressonsmuder saner
Keratinkomponenten charakterisert werden. Die Keratine K5 und K6 beispidsveise snd
typische Proteine drdifizieter (mehrschichtiger) Epithelien wie der Epidermis (Moll et 4d.,
1982).
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1.4 Keratinexpression im Darm

In den Epitheien des Intestinatrakts werden die sauren Typ | Keratine K18, K19 und K20
bzw. das badsche K8 exprimiert. Die dre sauren Vertreter bilden mit ihrem Patner K8
Heterodimere, die dann Heterotetramere, Protofilamente und  letztendlich  Intermediar-
filamente bilden (Moll et d., 1990). Die Keratinexpresson is nicht nur auf die einschichtigen
Mucosen des Dunndarms (lleum) bzw. des Dickdarms (Colon) beschrankt. Mit Ausnahme
von K20 werden die Keratine in dlen Zdlen der Mucosa gleichmddg stark exprimiert. Dies
gilt fir die Enterocyten, die schlemsekretierenden Becherzdlen und die Zdlen an der
Kryptenbasis. K8, K18 und K19 werden aul}erdem in ener Viezahl anderer einschichtiger
Epithdien exprimiert. Nachgewiesen wurden de bagidswese in der Leber, im
Brustdriisenepithed und Tumoren, welche von diesen Epithdien absammen (Moll et 4d.,
1982).

1.5 Expression desKeratin 20

Die Keratin 20 Expresson ig im Vergleich zu K8, K18 und K19 wesentlich sringenter
reguliet. Wahrend K20, wie die anderen Keratine im kompletten Intestinatrakt exprimiert
wird, ist es in anderen Organen wie z.B. der Leber und Niere nicht zu finden (Mall et 4.,
1992; Moall et a., 1993). Starke Expresson findet sch in den foveolaren Epithdien des
Magens, in den Mucosen des Duodenum (Zwdlffingerdarm), des Jgunum und Ileum
(Dinndarm), im Blinddarm und im Colon (Grimmdarmepithd) (Moll et a., 1992). Auljerhalb
des Intestindtrakts wird K20 nur noch in den Merkelzellen der Haut (Moll et d., 1990) und
sehr schwach im Urothd exprimiert (Moll et a., 1992; Moll et d., 1990). Erwartungsgemé&l3
wird K20 in Tumorzelen, deren Ursprung Mucosazellen des Magen-Darmtrakts sind, sehr
dak exprimiert. Gleches gilt fur Zdlinien, die aus Tumoren zB. des Colon generiert
wurden. Beisiide hiefir and die humanen Colon Adenokarzinomzdlinen HT-29, DLD-1
oder CaCo-2 (Mall et d., 1992).

Bemerkenswert ist auch, dal3 K20 nicht wie K8, K18 und K19 homogen in alen Enterocyten
der Mucosa exprimiert wird. Die kaum differenzieten Paneth Kornerzellen an  der
Kryptenbasis der Villi intestinales snd K20 negativ. Beginnend mit der Differenzierung der
Enterocyten wéhrend der Migration entlang der Villi in Richtung Villuspitze ig die K20
Expresson kontinuierlich stark vorhanden Nach dem Erreichen der Villusspitze werden die
Zdlen in das Darmlumen abgeschilfert (Moll et al., 1993; Potten, 1997).
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1.6 Genomische Organisation des Gensfur Keratin 20

Die Sequenz des humanen Gens fur K20 wurde 1993 von Moll e d. verdffentlicht. Der
beschriebene Klon umfasst ca 18 kb und codiert fir ein Gen bestehend aus 8 Exons und
7 Introns. Die klonierte Sequenz gliedert sch in 4,8 kb 5 flankierende Region, einen 9,3 kb
Exon/Intron Bereich und 3,9 kb 3flankierenden Bereich. Die ersten beiden Introns snd mit
2,15 kb und 1,8 kb im Vergleich zu anderen Keraingenen auffdlend grof3 Untersuchungen
mittels Southern-Blot ergaben, dal3 es sch um ein single copy Gen handet.

Die mRNA des K20 hat eine Lénge von 1,75 kb, codiert ir ein Protein mit 424 Aminosiuren
und einem Molekulargewicht von 48553 Da Das initide Methionin fehlt im refen Proten.
Aufgrund seiner Struktur und des isodlektrischen Punkts von pH 5,66 wurde K20 as saures
Typ | Kedin klassfiziet (Moll et a., 1993). Auf Aminosduresbene i K20 mit dem
humanen K14 und K15 eng verwandt (Moll et a., 1993).

Im cluster der Typ | Keratine ist das Gen fur K20 zwischen den Genen fir K23 und K12
lokdisert. Alle dra Gene enthdten 8 Exons, 7 Introns und haben die gleiche chromosomde
Orientierung. Die Grofe der Exorvintron Bereiche igt dlerdings variabd. Die Untersuchung
eines 137022 bp langen PAC Klons (Accesson Nr. AC004231) aus einem Bereich des
Chromosoms 17qg12 ergab die genaue Postion der drel Keratingene zueinander (Abb. 1.4).

Die Exon/Intron Sequenzen von K23 erstreckt sich Uber 14,8 kb, bel K20 sind es 9,3 kb und
be K12 nur 59 kb. Der Abstand von K23 zu K20 betrégt 37,8 kb, zwischen K20 und K12
liegen 8,7 kb (Mall et a., 1993; Zhang et a., 2001; Nishida et a., 1997).

K23 K20 K12
| I I | | ﬁ | I I | | I I #I \* | | I | | | I |

20 kb 40 kb 60 kb 80 kb 100 kb 120 kb 137 kb

Abb. 1.4: Genomische Organisation des Gensflr Keratin 20

Der 137022 bp lange PAC Klon (Accession Nr. AC004231) tragt einen Abschnitt des Typ | Keratinclusters,
lokalisiert auf dem humanen Chromosom 17g12. Enthalten sind die Keratingene K23, K20 und K12, die as
Pfeile dargestellt sind. Die Exon/Intron Sequenzen nehmen beim K23 14,8 kb, beim K20 9,3 kb und beim K12

5,9 kb ein. Zwischen K23 und K20 liegen ca. 37,8 kb, zwischen K20 und K12 ca. 8,7 kb.
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1.7 Regulation der Keratinexpression

Die effiziente Initiation der Transkription von eukaryotischen Promotoren der RNA-
Polymerase Il wird durch den Transkriptions-Initiations-Komplex vermittelt. Dieser enthdt
die generdlen Transkriptionsfaktoren TFIIA, B, D, E, F, H und die RNA Polymerase Il, was
fir eine basale Expresson von eukaryotischen Promotoren der Klasse Il ausreicht. Vergtérkt
werden kann die Expresson durch DNA bindende Proteine (Transaktivatoren). Diese
Fektoren binden sequenzspezifisch DNA Bereiche im Promotor bzw. auch an up- oder
downstream Seguenzen und interagieren mit dem Transkriptions-Inititions-Komplex. Diese
Transaktivatoren konnen  zdltypspezifisch exprimiert sein, andere sind ubiquitér zu finden
und flr die konditutive oder versérkte Expresson einer Relhe von Genen verantwortlich
(Briggs et d., 1986; Dynan et a., 1986).

Die Expresson der Keratingene wird hauptsichlich auf transkriptiondler Ebene reguliert,
obwohl auch podtranskriptiondle Modifikationen beschrieben wurden (Eichner et d., 1984;
Fuchs und Green, 1980; Roop et d., 1988). Die Genexpression wird ublicherweise durch
proximae Promotoren in Vebindung mit ener TATA Box und der Initistorsequenz am
Transkriptionsstart gesteuert. Allerdings kann die TATA Box (TATAA) wie im Fal des K5
bzw. des K20 degeneriert sein (GATAA; Casatorres et a., 1994, bzw. CATAA; Moall et d.,
1993). Hinzu kommen Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren (Transsktivetoren), die
meis proxima des Promotors liegen (Blessng et a., 1989). Sdten snd diese aer auch in
Introns oder Exons lokdisert wie zB. im humanen Gen fir K18 (Pankov et a., 19943
Pankov et d. 1994b; Neznanov und Oshima, 1993). Enhancereigenschaften der 3
downstream Regionen wurden bisher fir die Keratingene K1 und K19 beschrieben. In beiden
Fdlen snd AP-1 Bindungsstdllen 3° des polyA-Signds fir die Regulaion entscheidend (Huff
et a., 1993; Hu und Gudas, 1994).

Am haufiggen wurden bisher fir die Regulation epithdider Promotoren die Transkriptions-
faktoren selective promoter factor 1(Spl), activator protein 1 (AP-1), activator protein 2
(AP-2) und Ets beschrieben. Vermutlich steuern AP-1 und AP-2 die zdltypspezifische
Expresson der Keratingene in den Epithdzelen. Spl, ein ubiquitér vorkommender Faktor, it
eher an der Modulation der Expressonsstérke beteiligt. Allerdings bedingt nicht en enzelner
Transkriptiondfaktor die zdltypspezifische Expresson eines Gens, sondern dies wird mest
durch das Zusammenspie verschiedener Faktoren ermdglicht (Wasylyk et al., 1990; Leask et
al., 1991; Wanner et d., 1997; Sinhaet d., 2000; Leprince et d., 1983).

Eine Vidzahl von Keratingenen wurde in vitro und in vivo auf Kontrolldemente untersucht,
die an der Regulation der zdItyp- bzw. gewebespezifischen Expresson betelligt snd.
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Hierzu wurden meist genomische Fragmente verwendet, welche die untersuchten Keratingene
inklusve unteschiedlich langer up- und downstream Sequenzen enthidten. Be dlen
untersuchten Genen waren weniger as 10 kb 5 wupstream Sequenz fir eine dsarke
gewebespezifische Expresson in transgenen Mausen ausreichend.

Mit Konstrukten bestehend aus dem humanen Gen fir K5 inklusive 5 kb der 5 upstream
Sequenz i es moglich transgene Expresson in basden Keratinocyten und Follikelzelen der
Epidermis zu ereichen (Byrne und Fuchs, 1993). Sechs kb der 5° upstream Region des
bovinen K5 dnd augechend fir eine sarke gewebespezifische Expresson in der Haut
transgener Méuse (Ramirez et a., 1994). Ahnliche Verhdtnisse bestehen beim K10 Promotor,
auch hier reichen 5 kb proximaer Sequenz aus, um transgene Expresson gewebespezifisch in
die suprabasden Schichten der Epidermis zu dirigieren (Balleul et d., 1990). Lediglich die
induzierbare Expresson enes K6 Tranggens in interfollikuléren Keratinocyten nach
Verwundung oder chemischer Promotion bendtigt mindestens 10 kb der 5° upstream Region.
Allerdings reichen 605 bp proximder 5 Sequenz fir eine dake Expresson enes
Reporterkonstrukts in vitro (Blessing et d., 1989; Blessng et a., 1993; Blessng et d., 1995;
Ramirez et d., 1995; Ramirez et d., 1998).

Die Stuation fir Kerdingene der enfachen (einschichtigen) Epithdien ig dhnlich. Die K18
Expresson wird von 25 kb 5 Region im Zusammenspid mit Bindungsstdlen fir ets, AP-1
im Intron 1 und AP-1 im Exon 6 des Gens reguliet. Auch in diessm Fal snd genannte
Kontrolldemente fir eine gewebespezifische Expresson des Transgens ausreichend (Abe und
Oshima, 1990; Neznanov und Oshima, 1993; Pankov et a., 1994a; Pankov et al., 1994b;
Umezawa et ., 1997; Rhodes und Oshima, 1998).

Bam humanen K19 gnd dle notwendigen cis-regulaorischen Elemente fir transgene
Expresson im Bereich zwischen —8,6 kb vor dem Transkriptionsstart bis 0,7 kb nach dem
polyA-Sgnd lokdiset (Bader und Franke, 1990). In vitro wurde in der 3" Sequenz en
enhancer identifiziert, der ene AP-1 Bindungsstdle enthdt und fur die Transkription
essentidl i (Hu und Gudas, 1994). Bis jetzt wurden fir die beiden Keratin-cluster keine
Lokus-Kontrolledlemente (LCR-locus control region) beschrieben, die ene koordinierte
Expresson mehrerer Keratingene dseuern, wie das beispidsweise beim human growth
hormone (hGH) oder den humanen Globingenen der Fdl is. Bem Globinlokus sind
Kontrolldemente bis zu 50 kb 5 upstream bzw. 20 kb 3 downstream vom
Transkriptionsstart lokalisert (Jones et a., 1995; Grosveld et d., 1987).
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1.8 Der Darm

Dinn- und Dickdarm sind muskulése Hohlorgane, die durch die Ileozokaklappe vonenander
getrennt sind. Diese Organe bewdtigen die Stoff-, Wasser- und Elektrolytaufnahme und
haben beim Erwachsenen eine mittlere Lange von 280 cm beim Dinndarm und 110 cm bem
Dickdarm. Der DuUnndarm gliedert sich in den bogenformigen Zwdlffingerdarm (Duodenum),
den Gekrosedarm (Intestinum mesenteride), der sich wiederum in Leerdarm (Jgunum) und
den Krummdarm (lleum) aufteillt. Die gesamte Dinndarmschleémhaut weist ene grole Zahl
von Schleimhauterhebungen (Darmzotten, Villi intestindles, Abb. 1.5) auf, die der Stoff- und

Wasseraufnahme (Resorption) dienen.

Abb. 1.5 Villi intestinales

Hamatoxilin/Eosin geférbter Dinndarmschnitt. Die Oberflache des Zwdlffingerdarms und Dunndarms wird
durch eine Vielzahl fingerformiger Darmzotten (Villi intestinales) vergrof3ert. Das einschichtige Epithel der
Mucosa wird hauptséchlich durch Enterocyten und schleimsekretierende Becherzellen gebildet. Die
Schleimvakuolen sind deutlich als helle Ovale in der Epithel schicht zu erkennen. 10fache VergréRerung.

Der Dickdarm (Intestinum crassum) gliedet sch in drei Abschnitte. Unterhalb  der
Einmindungsstelle des Dinndarms gelegenen befindet sSch der 6-8 cm lange Blinddarm
(Caecum) mit dem 5-8 cm langen Wurmfortsatz (Appendix vermiformis). Daran schliefd sch
der Grimmdarm (Colon), mit den Unterteilen Colon ascendens, transversum, descendens und
sigmoideum an. Das Ende des Intestinatrakts bildet der ca. 20 cm lange Mastdarm (Rektum).

Die Drisen des DiUnn- und Dickdarms snd von tubul&dem Bau (Glandulae intestindes
Lieberkuehni), daneben finden dch schleimsekretierende  Becherzdlen und — Solitére
Lymphfollike (Folliculi lymphatici solitaxii).
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Um die Resorptionsoberflache zu vergrof¥ern bilden die Zelen des Dinndarms fingerformige
intestinde Zotten (Villi) aus (Abb. 1.5). Das einschichtige Epithd aus Enterocyten ist auf der
Lumensaite noch zusdzlich mit enem Birgensaum, den Mikrovilli versshen, wobe es sch
um fingerformige Membranfortsitze handdt (Abb. 1.1 und 1.6). Gedtitzt werden die
Mikrovilli durch intrazellulére Actinbindd, die an der Basis durch Spectrin quervernetzt und
zusétzlich mit dem Keratingerist der Enterocyte verbunden sind (Abb. 1.6).

Abb. 1.6 Mikrovilli
Elektronenmikroskopische
Aufnahme der  Mikrovilli-
stutzstruktur. Parallele Actin-
biindel fixieren die Membran-

ausstiil pungen der Enterocyte
Membran-

Eliratbipdinii mittels Querverbindungen.

: Die Basis der Actinbilindel ist
fetsiado mit dem  Keratinnetzwerk
Uber Spectrin verknupft. Die
Mikrovilli sind ca. 2um lang.
Der Basalbereich wo sich das
Actin mit den Keratinen

Basis der Actinbiindel )
quervernetzt ist ca 0,5 pm.

Spectrin verbindet 20000fache VergroRerung
die Fasern (Hirokawa  und  Heuser,
1981).

Keratin Filamente

Auf der extrazdlul&rer Sete tragen die Mikrovilli @n Netzwerk aus Glykoproteinen
(Glykokayx, Abb. 1.7), welche die Verdauungsenzyme beherbergen (Hirokawa und Heuser,
1981).

Insgesamt ergibt sich durch diese Morphologie eine Resorptionsoberflache von 200-300 nf.
Im Dickdarm sind keine Zotten sondern eher grobere Faten zu beobachten, ebenso fehlen
Mikrovilli und Glykokayx (Abb. 1.8).

Das Darmepithd unterliegt massven chemischen und mechanischen Beangpruchungen durch
die Vedauungsprozesse und die Peiddtik, deshdb ig ene géndige Zdlerneuerung
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notwendig. Diese Regeneration geht von der Bass der Villi, den Krypten aus. Nahe den sg.
Lieberkihn  Krypten dnd pluripotente  Stammzdlen lokaigert, die permaenent fir
Zdlnachschub an trandent amplifizierenden Zdlen sorgen. Von der Krypte aus wandern die
Enterocyten entlang der Villusachse in Richtung Zottenspitze, se ddlen die Telung en und
differenzieren. Nach Erreichen der Villusspitze werden se ins Darmlumen abgeschilfert.

Abb. 1.7 Glykokalyx

Die Mikrovilli tragen an
", den Spitzen ein Netzwerk
-:—-i"' aus extrazelluldrer Matrix,
-f.j welches as  Glykokayx
E"‘ bezeichnet  wird. Das
(5 Geflecht aus Glyko-
proteinen trégt eine Reihe
von Verdauungsenzymen,
wie zB. der Sucrase
|somaltase. 50000fache
VergrofBerung  (Hirokawa
E und Heuser, 1981).
E
=

Abb. 1.8 Colon

Hamatoxilin/Eosin  Férbung
eines Dickdarmschnitts.
Erkennbar sind die
ausgepragten Falten der
Mucosa statt der Villi wie
im  Dinndarm.  10fache

Vergréferung.
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1.9TGF-I3

Die Entwicklung, Homoodase und Reparaiur von Geweben wird durch ein kompliziertes
Netzwerk sekretierter Proteine, der extrazdlularen Matrix reguliert. Ein Tell dieses Systems
and die Cytokine, de wirken auf spezifische Zdloberfléchenrezeptoren der Zidzdlen. Einer
der wichtigden regulatorischen Faktoren fir Proliferation und Differenzierung it
transforming growth factor 3 (TGF-i}), en Mitglied dimerer Wachsumsfaktoren der TGF-I3
Superfamilie Hierzu gehtren TGF-13;.3, die bone morphogenetic proteins (BMPs) und die
Activine. Prinzipidl produziert jede Korperzdle TGF-f3 und hat die notwendigen Rezeptoren
fur den Liganden (Lyons und Moses, 1990; Kingdey, 1994).

Die TGF-R3 Signdkaskade beginnt mit der Bindung des dimeren Cytokins an den Typ I
Rezeptor, der den Typ | Rezeptor in den Komplex rekrutiert (Attisano et a., 1994; Ebner et
a., 1993). Die intrazdluldre Serin/Threonin-Kinasedoméne des Typ [l Rezeptors
trangphosphoryliert die GS Doméne des Typ | Rezeptors. Die Phosphorylierung von Smad?2
oder Smad3 durch den Typ | Rezeptor emdglicht die Bindung von Smad4 zu dimeren
Komplexen. Die Trandokation der Dimere in den Zdlken fuhrt letiztendlich zur
Transkription von TGF-[3 regulieten Zidgenen (Wrana et a., 1994; Nakao et al., 1997,
Heldin et d., 1997).

TGF-3 reguliert die Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zelen, die embryonde
Entwicklung, Wundheilung und Angiogenee (Glick et d., 1993; Motyl et a., 1998; Guo und
Kyprianou, 1999). Allerdings reguliet TGF-I3 die Proliferation abhéngig vom Zdltyp, d.h. die
Proliferation der meigen Epithe-, Endothe- und hdmatopoetischen Zdlen wird durch TGF-3
inhibiert, da der Zdlzyklus in der Gl Phase durch die Expresson spezifischer Inhibitoren
fixiert wird (Ravitz und Wenner, 1997). Die essentidle Rolle von TGF-3 in diesen Prozessen
zeigt sch be gezidter Dediion von Genen der Sgnakaskade. TGF-B Uber- bzw.
Unterproduktion  wird mit  zahllosen  Krankhetsbildeen in Verbindung  gebracht,
beispidsweise Arteriosklerose bzw. Fibrosen von Leber, Niere und Lunge (Border und Noble,
1994; Bedossa et da., 1995). Mutationen der Gene von TGF-[3, dessen Rezeptoren oder
inrazdlulé&rer Sgnalmolekile dnd  aber auch  aulerordentlich  wichtig be  der
Krebsentstehung. Krebszedlen mit Mutationen im TGF-B Signdweg konnen resgtent gegen
die antiproliferativen Wirkungen von TGF-Bwerden (Knaus et a., 1996).

TGF-3 defiziente Méduse zeigen massve Entzindungen der Lunge, des Herzen und des
Intestindsystems, was die verséakte Aktivieeung und Proliferation inflammatorischer Zelen
verdeutlicht (Shull et a., 1992; Kulkarni et d., 1993; Geiser et d., 1993).
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Normadeweise fungiet TGF-3 ds Tumorsuppressor indem es die zdluldre Proliferation
inhibiert oder die Zdldifferenzierung oder Apoptose unterstitzt. Be der Krebsentstehung
veliet die Zdle die TGF-B vermittdte Wachsumskontrolle durch Mutation en oder
mehrerer Gene der Signalkaskade. Bel colorektalen Karzinomen werden ca. 80% der Féle
durch mindestens eine fehlerhafte Komponente des TGF-3 Signawegs verursacht (Markowitz
et a., 1995; Myeroff et d., 1995; Grady et a., 1998).

1.10 TGF-Rim Darm

TGF-B i en daker Inhibitor epithdider Proliferation im Darm. Auf Fibroblagten, die bel
der Wundhellung ene Rolle spiden, wirkt TGF-13 chemotaktisch. Es stimuliert die Produktion
extrazdlulérer Matrixproteine und inhibiert proteolytische Enzyme, die das neugebildete
Bindegewebe wieder zerstéren wirden (Potten et d., 1997; Booth et a., 2000).

Das intedinde Immunsysem wird durch ene Rehe proinflammatorischer und  anti-
inflammatorisccher Zellen und Molekile reguliet.  Stimulatorische Molekile  wie
Bakterienantigene  konnen Makrophagen und T-Zdlen zur Sekretion chemotaktischer und
proinflanmatorischer Signde  gimulieren.  Normderweise  werden  diese  dedtruktiven
immunologischen und  inflammatorischen  Ereignisse  durch  suppressve  Zytokine  wie
Interleukin 10 (IL-10), TGF-[3, IL-4 und IL-1 Rezeptor Antagonist gedampft. Be chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen scheinen diese anti-inflammarorischen  Effekte nicht  oder
nur zum Tell zu funktionieren (Sartor, 1994; Kuhn et al., 1993).

Je nach dem, ob eine Ty oder Ty Immunantwort induziert wird, kommt es entweder zur
Aushildung enes Morbus Crohn oder einer ulcerativen Colitis Be Patienten mit chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen fihrt die Antigenprésentation vorwiegend zur Stimulation
von CD4" T-Hdfezdlen, was zu einer versakten mucosden Immunantwort und ener
chronischen Entzindung fohrt (Fiocchi, 1997b; Fiocchi, 1997a). Der TGF-R Sgndverlust
fuhrt in intedinden Geweben zu ener erhdhten Suszeptibilitét fur Colitis ulcerosa durch
erhohte MHC |l Expression, erhthte Aktivitdt der Matrixmetaloproteinasen (MMPs) und
vergérkte Produktion von Auto-AntikOrpern. Diese Faktoren fuhren gemeinsam zu ener
mucosalen Destruktion (Hahm et al., 2000).

In Bezug auf das Immunsysgem, dimuliet TGF-R die Proliferation von naven T-Zelen,
induziert die Expresson von Cytokinen und die Expanson von Effektorzdlen (Cerwenka et
a., 1994; Cerwenka et d., 1996; Zhang et d., 1995). Allerdings wird TGF-[3 auch starke
immunsuppressve Wirkung zugeschrieben (Kehrl et d., 1986; Ahuja et a., 1993; Espevik et
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a., 1987; Espevik et d., 1990; Fargess et d., 1992; Mule et al., 1988; Smyth et a., 1991). Die
Dysregulation der TGF-3 Expresson kommt fir die Pathogenese und potentidle Thergpie
inflammatorischer Erkrankungen in Betracht (L etterio und Roberts, 1998).

Ein gut untersuchtes Belgpid ig die chronisch entzindliche Dickdarmerkrankung Morbus
Crohn. Vermutlich werden antigen presenting cells (APCs) im Darm durch ein unbekanntes
Antigen zur Sekretion von IL-12 stimuliert, welches die Sekretion von IFN-& durch CD4"
T-Zdlen des Twi Typs dimuliet. IFN-& simuliet Makrophagen, diese sezernieren die
proinflammatorischen Cytokine TNF4, 1L-6 und IL-18, welche die Entzindung hervorrufen.
Eine pogtive Ruickkopplung vermittelt durch TNF-& und IFN-& simuliet APCs zur Sekretion
von IL-12, was die induzierte Typ Entzindungsresktion weiter propagiert. Die Suppression
der Entzindung wird durch APCs in den Peyerschen Plagues vermittelt. Diese APCs
dimulieren T-Zdlen IL-2 zu produzieren, das die Sekretion von TGF-3 durch T-Zdlen
hervorruft. TGF-[3 inhibiert dann die IFN-& Produktion durch Tyi Zelen, dies fuhrt zu einer
Suppresson  der  destruktiven Ty Antwort. Tiermodelle  bedtdigen  diesen
Regulationamechanismus. Transggene Méause, die STAT-4 Uberexprimieren, das intrazdlulére
Sgndmolekdl fir IL-12 in T-Zdlen, entwicken ene Colitis verursacht durch Ty Zdlen
(Wirtz et d., 1999). IL-2 defiziente Mause entwicken ebenfdls eine Tyi vermittdte Colitis
(Sadlack et a., 1993). Neutrdiserende Antikorper gegen IL-12 verhindern in diesen Tieren
die Krankheitsentstehung, dies verdeutlicht die zentrde Rolle des Cytokins in  der
Pathogenese (Ehrhardt et a., 1997). Die Applikation von anti-CD3 Antikorpern, ein potenter
Simulus fir T-Zdlen, supprimiet ebenso die Colitisentstehung in IL-2 defizienten Méusen.
Die anti-CD3 Behandlung fuhrt in diessm Sysem zur TGF-3 Sekretion durch T-Zdlen, das
effektiv die Ty Antwort supprimiert (Ludviksson et a., 1997). Dies fuhrt zu der Hypothese,
dad die UberschieRende Th1 Antwort bel ener Colitis gar nicht oder nur schwach durch
TGF-3 moduliet wird. Das Konzept der immunsuppressven und regulatorischen Rolle von
TGF-3 wird unterstiitzt durch den Befund, dal3 TGF-I3 ebenfdls die orde Toleranz, sekretiert
durch Tyz Zdlen, vermittdt (Miller et d., 1992; Khoury et ., 1992).

1.11 Zielsetzung der Arbeit

Das Gen fur humanes Keain 20 soll fir die Generierung eines Expressonsvektors zur
Expresson von Tranggenen in der Mucosa intestinder muriner Gewebe verwendet werden.
Im Hinblick auf diese Anwendung mul3 der K20 Lokus auf regulatorische Elemente néher
untersucht werden. Der 18 kb lange | -Klon CK20-1T19 (Moll et a., 1993) trégt den
Exonvintronbereich des K20 inklusve 4,8 kb 5 upstream und 3,9 kb 3 downstream
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Sequenzen. In 5 Richtung soll dieser Klon erganzt werden, um weitere Kontrolldemente fur
die K20 Expresson zu identifizieren und zu charakteriseren. Hierfir soll ene genomische
Phagenbank durchsucht und der benétigte 5° Bereich kloniert werden.

Die Keratingene werden unter anderem durch spezifische Transkriptionsfaktoren (TF) wie
AP-1, AP-2 und Spl reguliert, diese Snd meist 5° upstream des Promotors oder im Gen selbst
lokdidert. Die Exigenz regulatorischer Elemente soll mittels verschiedener K20 Konstrukte
in vitro untersucht werden, wobel die cDNA fir das enhanced green fluorescent protein
(EGFP) ds Reporter Verwendung findet. Das EGFP eignet sch besonders gut ds
Reportergen, da es in vitro einfach detektiert werden kann, ohne die Kulturzellen abttten zu
missen und die Expresson lésst sch quantitativ im Huorometer messen (Cormack et a.,
1996; Yang et a., 1996)

K20 Seguenzbereiche, die enhancer-Eigenschaften bedtzen, <ollen dann  detallierter
untersucht werden. Die subklonieten Bereiche konnen wiederum fir  Trandfektions-
experimente eingesetzt werden um die TF Bindungsstellen enzugrenzen. Diese Experimente
missen padld mit K20 podtiven Kulturzdlen (HT-29) und ener Kontrallinie (Hela)
durchgefiihrt werden, damit die Zdltypspezifitét der Vektoren untersucht werden kann.

Aullerdem sollen transgene Tiere generiet werden, die gewebespezifisch die cDNAs fur
TGF-13 (Brunner et d., 1989; Hemdey et d., 1989) bzw. den dominant negativen TGF-13 Typ
I Rezeptor (dn RII; Brand et al., 1993) oder EGFP in Enterocyten der Maus exprimieren.

Wichtig be deren Charakteriserung it die Gewebespezifitdt und die Expressonsstérke des
Transgens im Epithd. Des weteren sollen die Auswirkungen transgener Expresson auf die
Hombostase der Dammucosa und auf submucosde immunologische Zdlen in
unterschiedlichen Darmabschnitten untersucht werden.

Besonders interessant sind die Auswirkungen einer Uberexpresson von TGF-B bzw. des
dn RIl in Bezug auf chronisch entziindliche Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn oder
Colitis ulcerosa. Diese beiden schwerwiegenden Erkrankungen des Colon  kdnnen im
Tiermodell chemisch induziet werden, de unterscheiden sich aber in der Expresson
spezifischer  Cytokinmugter. Da TGF-[3 eine zentrde Rolle be den o.g. Erkrankungen
gnnimmt, konnten die Untersuchungen an  transgenen Tiermoddlen neue Erkenntnisse

beziiglich Krankheitsentstehung und Progression erbringen.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

Die verwendeten Mausstdmme und F1-Kreuzungen (FVB/NHSD und C57BL/6J x C3H-F1)
entdammten der Zucht des Tiaddls der ZVTE (Zentrde Versuchdiereinrichtung) des
Hochhauses am Augustusplatz, Mainz (Nishioka, 1995; Taketo et al., 1991).

2.1.2 Zdlinien

Fir Trandfektionsexperimente  wurden folgende humane Zdlinien von der  Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zd lkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen:

Hel.a Humanes Cervixkarzinom, DSMZ Nr. ACC 57 (Scherer, 1953).

DLD-1: Humanes Colon Adenokarzinom, DSMZ Nr. ACC 278 (Dexter et d., 1979).

HT-29: Humanes Colon Adenokarzinom, DSMZ Nr. ACC 299 (Fogh und Trempe, 1975).

2.1.3 Bakterienstamme

Zur Amplifikation, der in Plasmidvektoren klonieten DNA-Fragmente, dienten die E. coli
Stamme top10, HB101 und IM 105 (Invitrogen, Groningen, Niederlande).

2.1.4 Klonierungsvektoren

Als Klonierungsvektoren wurden Derivate von pBR322 (Aa I1/Nde | Fragment von pBR322
mit Polylinker; Blessng et d., 1993), pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA, USA) und
pSL 1190 (GenBank Accession Nr. U13866; Pharmacia Biotech, Freiburg) eingesetzt.

2.1.5 Expressionsvektoren

Die Vektoren pEGFP-N1 (Accession Nr. U55762) und pDsRed1-N1 (noch keine Accesson
Nr. bekannt) wurden von Clontech (Pado Alto, CA, USA) bezogen. Die cDNAs aus pEGFP-
N1, des dmian TGF-[3 und des dominant negativen TGF-I3 Typ Il Rezeptors wurden in die
humanen Keratin 20- Expressonsvektoren einkloniert.

pDsRed1-N1 diente as Transfektionskontrolle.
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2.1.6 Chemikalien, Enzymeund Proteine

Wenn nicht anders vermerkt wurden Enzyme der Firma New England Bioldbs GmbH
(Schwabach), AGS (Heiddberg), MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und Roche (Mannheim)
verwendet. Chemikdien und Feinchemikdien wurden von den Firmen Riedd-de Haen
(Sdze), Sgma (Desenhofen), Difco (Detroit, USA), DAKO (Hamburg), Roth (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt) und Biomol (Hamburg) bezogen.

2.1.7 Zdlkulturmedien

Die Medien fir Zdlkultur, PBS, Antibiotika und Sdektionsmedien wurden von Life
Technologies  (Eggendtein), fotdes Rindersrum  von  Vitromex  (Sdters)  und
Accutase/Accumax zum Ablésen der adhé@renten Zelen von PAA Laboratories (Colbe)
bezogen.

2.1.8 Radioaktive Nukleotide

a-32P-dATP (3000 Ci/mMoal) Amersham Buchler GmbH, Braunschwelig
a-32P-dCTP (3000 Ci/mMol) Amersham Buchler GmbH, Braunschwelg

2.1.9 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fir PCR-Anaysen, Klonierungen und zur Generierung von Northern
Blot Sonden wurden von Metabion (Planegg-Martingried) synthetisert. Die verwendeten
Primerkombinationen wurden nach dem Vorkommen im Ergebnistell aphabetisch sortiert.

A. Bestimmung der Insertlangeisolierter 1 -Klone

Erwartete PCR Produktgréfie 803 bp.

-12,8 kb Primer 1: 5°-TCT CCC TGA GCT TGA GGC TA-3’; Position 65579 bis 65598.
-12,8 kb Primer 2: 5°-TGG CTG GTC ACA ATC TCG TA-3'; Position 66381 bis 66362.
Erwartete PCR Produktgrof3e 797 bp.

-17,8 kb Primer 1: 5-ATG TGG CTC GAT TGC TTC TTC-3;” Position 60633 bis 60653.
-17,8 kb Primer 2: 5-TGC CTG CAG CTC AGA GTT TAG-3'; Position 61429 bis 61409.
Die angegebenen Pogitionen beziehen sich auf die GenBank Accession Nr. AC004231.
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B. M odifikation desK20 Exon 1

Erwartete PCR Produktgrofe 351 bp.

Pac | Primer: 5-GAA AAA AAC CTG CCA AGG CAG G-3'; Podition 4543 bis 4564
Nru |l Primer: 5-CCA TTC GCG ATT CCA GGA GGG AG-3'; Position 4894 bis 4872
Die angegebenen Pogitionen beziehen sch auf die GenBank Accession Nr. X73501

C. Kontrolleder Fragmentorientierungen bel der K20 Charakteriserung

5 Fragment 5: 5-TTG CTA GAA TGA AGC CTT GTC A-3; Position 60057 bis 60078.
5 Fragment 4: 5-GTG GAG CTT GAG TTA TCC ATC C-3'; Position 63496 bis 63517.
5 Fragment 3: 5-GAG TCC TGC TGT AGG GAA GAA A-3; Position 66673 bis 66694.
5 Fragment 2: 5-GAG ACT GAC CAA CAT GGT GAA A-3'; Position 70242 bis 70263.
5 Fragment 1: 5-CAT GTG AAA GGC AAA ACC ATA A-3'; Position 73761 bis 73782.
Keratin 20 Promotor Primer: 5-CTA AAT TGC GGG ACT GTT TAG G-3;

Position 74104 bis 74083.

Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die GenBank Accession Nr. AC004231.

D. RNA Expressionsanalysetransfizierter HT-29 Zellen (RT-PCR)
Erwartete PCR Produktgrofe 720 bp.

EGFP Primer: 5-AGC TGA CCC TGA AGT TCA TCT G-3;;

Position 803 bis 824; GenBank Accession Nr. U55762

Keratin 20 Exon 8 Primer: 5-GAC CTT GCCATC CACTACTTCT-3;
Position 13684 bis 13663; GenBank Accession Nr. X73501.

E. Analyse transgener Nachkommen der Linie Tg-C1-TGF-i3
Erwartete PCR Produktgréfe 709 bp.

Keratin 20 Primer: 5-TTC TTG CCT GTG GACTTC ATA A-3;
Position 4788 bis 4809; GenBank Accession Nr. X73501

dmian TGF-BPrimer: 5-CACATG CTG CTCCACTTT TAA C-3;;
Position 765 bis 744; GenBank Accession Nr. M16658.

F. Analyse transgener Nachkommen der Linien Tg-C1-dn RII
Erwartete PCR Produktgréfe 583 bp.

Keratin 20 Primer: 5-TTC TTG CCT GTG GACTTC ATA A-3;

Position 4788 bis 4809; GenBank Accession Nr. X73501

dn hTGF-B RII Primer: 5-GGA ACA CAT GAA GAA AGT CTC ACC-3;;
Position 774 bis 753 ; GenBank Accession Nr. M85079.
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G. Analysetransgener Nachkommen der Linien Tg-C3-EGFP und Tg-C4-EGFP
Erwartete PCR Produktgrofe 566 bp.

Keratin 20 Primer: 5-TTC TTG CCT GTG GACTTCATA A-3;

Pogtion 4788 bis 4809; GenBank Accession Nr. X73501

EGFP Primer: 5-ACG TTGTGG CTG TTGTAGTTG T-3;

Position 1130 bis 1109; GenBank Accession Nr. US55762

H. RNA Expressionsanalyse transgener C1-dn RIl Tiere (RT-PCR)
Erwartete PCR Produktgréfie 680 bp.

hTGF-3dn RIl Primer: 5-GGA AGA TGC TGC TTC TCC AAA -3;;
Position 674 bis 694; GenBank Accession Nr. M85079.

Keratin 20 Exon 2 Primer: 5'-CTG AAG TCC TCA GCA GCCAGT -3
Position 7505 bis 7485; GenBank Accession Nr. X 73501

I. Murine BM P6 Northern-Blot Sonde und PCR-Kontrolle

Erwartete PCR Produktgréfe 270 bp.

mBMP6-1: 5-ATG AAT GCC ACC AAC CAC G-3’; Position 110 bis 127.
MBMP6-2: 5-GTT CGT GGT TTA AGG CAG-3’; Position 468 his 451.

Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die GenBank Accession Nr. U73520.

J. Murine BM P6 Northern-Blot Sonde und PCR-Kontrolle

Erwartete PCR Produktgréfze 599 bp.

MBMP6-P1: 5-CAG CAT TTA CCA AGT CTT GCA G-3'; Position 260 his 281,
GenBank Accession Nr. U73516.

MBMP6-P2: 5'-GGA CGT ACT CGG GAT TCA TAA G-3'; Position 264 bis 243;
GenBank Accession Nr.U73520

K. Humane K20 Exon 3-8 Northern-Blot Sonde

Erwartete PCR Produktgrof3e 721 bp.

Keratin 20 Exon 3 Primer: 5-ATC TCC AAG GCC TGA ATA AGG T-3;
Position 260 bis 281.

Keratin 20 Exon 8 Primer: 5-GAC CTT GCCATC CACTACTTCT-3;
Position 981bis 960.

Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die GenBank Accession Nr. X73502.
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L. Murine GAPDH Northern-Blot Sonde und PCR-Kontrolle

Erwartete PCR Produktgréfe 180 bp.

MGAPDH-P1: 5-CAA CTA CAT GGT CTA CAT GTT C-3; Position 159 bis 180.
MGAPDH-P2: 5-ACC AGT AGA CTC CAC GAC-3’; Position 340 bis 323.

Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die GenBank Accession Nr. M32599.

M. Humane K20 Exon 8 Northern-Blot Sonde

Erwartete PCR Produktgréfe 370 bp.

Keratin 20 Exon 8 Primer: 5-GCA GAG TCA TGT GCCTGA ATT A -3
Position 13578 bis 13599.

Keratin 20 UTR Primer: 5-TGC TCA CTGGAT TTCATT TTT G -3

Position 13947 bis 13926.

Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die GenBank Accession Nr. X73501.
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2.1.10 Gerate

Bakterienschiittler Certomat

Brutschrank Cellstar

Brutschrank, Trockenofen WTC
Digitales Kamerasystem Cybertech CSl it
Durchlichtmikroskop CK 2
Elektrophoreseapparaturen (Agarosegele)
Elektrophoresegpparaturen (Proteingele)
Fluoreszenzmikroskop AX70
Hybridiserungsofen OV-1
Invers-Huoreszenzmikroskop 1X70 S8F2
Invers-Mikraoskop Diaphot 200
Invers-Mikroskop

Kryostat CM 1900

Micropipette-Puller

Mikromani pulator

Mini Protean |1 Elektrophoresekammer
Mini Trans Blot Electrophoretic Transfer Cdll
Monitor VM920E

Netzgerdt, Power Pack P25
Phospho-Imager Storm 860
Photoprinter, XL S 8600PS

Sonifier

Sonorex RK 510S

Spekirafluorometer flx

Spektra photometer Helios g
Stereomikroskop SZ 40

Sterilbank Microflow

Thermodrucker P67E

Thermocycler Techne Genius
Thermocycler DNA engine PTC-200
Thermocycler RoboCycler Gradient 96
Trandlluminator (312 nm)

Ultra Thurrax T8

Ultra Thurrax T25

UV-Stratalinker 2400

Zentrifugen

B. Braun, Mesungen

Nunc, Wiesbaden

WTB Binder Labortechnik GmbH, Tuttlingen
Hitachi, Japan

Olympus, Hamburg

OWL Scientific Uber Labotec, Wiesbaden
Biometra, Gottingen

Olympus, Hamburg

Biometra, Gottingen

Olympus, Hamburg

Nikon GmbH, Diisseldorf

Leica, Benshem

Leica, Benshem

Sutter Instruments Co, Novato, CA, USA
Leica, Benshem

BioRad, Miinchen

BioRad, Minchen

Hitachi, Japan

Biometra, Gottigen

Molecular Dynamics, Sunnyvae, CA, USA
Kodak, Rochester, USA

Branson, Danbury, USA

Banddin, Berlin

SAFAS, Monaco

Spectronic Unicam, England

Olympus, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Mitsubishi, Japan

thermo-Dux, Wertheim

MJ Reseaerch, Watertown, Mass., USA
Stratagene, Heidelberg

Renner, Danngtadt

| KA-Labortechnik, Staufen i. Br.

| KA-Labortechnik, Staufen i. Br.
Stratagene, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Sorval Du Pont, Bad Homburg
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2.1.11 Sonstige M aterialien

cDNA Synthese Kit

DNA Ligation Kit

DNA Marker

| -DNA Mix Marker (48,5-8,2 kb)

| -DNA Eco 47111 / Bst Ell (21-0.7 kb)
| -DNA Eco RI / Hind 111 (21,2-0.5 kb)
| -DNA Sty 1 (19,3-0.4 kb)

F X174 DNA Heelll (1353-118 bp)
Eindeckmedium (Aqua Poly / Mount)
Einfriermedium Jung

Entdlan

GeneClean Spin Kit

Haltekapillaren

Human Placenta Lambda Genomic Library
Hybond N-und N+-Membran
ImmobilonP Transfer Membran
Injektionskapillaren

Kungstoffware

M2 Medium

M16 Medium

Nick Columns Sephadex G50
Nucleospin-Extract-Kit

Pasmid Midi- und Maxipraparationskits
Pasmid Minipréparationskit
Polyvinyliden difluorid-Membran (PVDF)
Protein Molekulargewichtsmarker
Roéntgenfilm Kodak BioMax MR- 1
Tranfektionsreagenz CLONfectin
Tranfektionsreagenz FUGENE 6
Trandfer-Kapillaren

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
TaKaRa Biomedicals, Japan

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Polysciences Inc, Warrington, USA
Leica, Benshem

Merck, Darmstadt

biol01, CA, USA

Leica, Benshem

Stratagene, La Jolla, CA, USA
Amersham Buchler GmbH, Braunschwelg
Millipore, USA

World Precision Insruments, Fa. Fein, Berlin
Eppendorf, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson Labware, New Jersey, USA
Sgma-Aldrich, Taufkirchen
Sgma-Aldrich, Taufkirchen

Pharmacia Biotech, Freiburg

Macherey & Nagel, Diren

Qiagen, Hilden

Macherey-Nagel, Diren

Gelman Sciences, Ann Aarbor, M1 USA
AP Biotech, Freiburg

Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Clontech, Palo Alto, CA, USA

Roche, Mannheim

Promochem, Wesdl
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2.1.12 Benutzte Puffer und Medien

LB-Medium: 10 g/l NaCl
10 ¢/l Casein
5 g/l Hefeextrakt
auf pH 7,5 engelen

LB-Aga: LB-Medium plus 15 ¢/l Agar
DNA-Auftragspuffer: 60 % Glyceral (v/v)

100 mM EDTA

100 mM Tris-HCI pH 7,5

0,1 % Bromphenolblau (w/v)
DNA/RNA-Hybridiserungspuffer: 500 MM NaP; pH 7,2
(Church und Gilbert, 1984) 7% SDS

1%BSA

1mM EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM EDTA
50" TAE Elektrophorese-Puffer: 2 M Trig/Acetat

50 mM EDTA

auf pH 8,0 eingelen

2" RNA-Probenpuffer: 56 % Formamid (v/v), deionidert
12 % 10 x MOPS-Puffer (Viv)
16 % Formadehyd (V/v)
8 % dH,0 (V/V)
8 % Glycerin (VIV)
0,01 % Bromphenolblau (w/v)
1 % Ethidiumbromid (v/v)

10"~ MOPS-Puffer: 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
auf pH 7,0 engdlen, autoklavieren
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20" SSC:

2"~ SDS Ge-Ladepuffer:

Transferpuffer (Western-Blot):

Blocklosung (Western-Blot):

10" PBS (Phosphate Buffered Saline):

20 ml

100 pl
100 pl
6,2 pl

Chemilumineszenz- Substrat:

I njektionspuffer:

Proteinase K-Puffer:

Sonification buffer (Haupts et ., 1998):

3 M NaCl
0,3 M tri-Natriumcitrat
auf pH 7,0 eingellen

100 mM TrigHCI (pH 6,8)
200 mM [3-Mercaptoethanol

4 % SDS (Elektrophoresegrad)
0,02 % Bromphenolblau (w/v)
20 % Glycerol (Vv)

39mM Glyan

48 mM Tris-Base

0,037 % SDS (Elektrophoresegrad)
20 % Methanol

5 % Milchpulver
gdéginl” PBS

1,5M NaCl

70 mM NaHPO4

30 mM NaH»PO4

auf pH 7,2 mit NaOH eingtdlen

100 mM TrigHCI pH 8,5

250 mM 3-Aminophthahydrazid in DM SO
40 mM p-Cumarsaure in DMSO

30 % H02

5mM Tris-HCl, pH 7,5
0,02 mM EDTA, pH 8,0

100 mM Tris-HCl pH 8,4
200 mM NaCl

5mM EDTA

0,1% SDS

10 mM Zitronensiure
100 mM K>HPO,4
auf pH 8,5 mit KOH eingdlen
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2.2 Methoden

2.2.1 Plasmid-DNA Pré&paration
2.2.1.1 Plasmid Minipr&paration

Klene Mengen Plaamid-DNA wurde aus entsprechenden E. coli- Kulturen mit Hilfe der
Anionenaustausch-Chromatographie gewonnen. Bakterien einer 2 ml Ubernachtkultur wurden
peletiet und mit dem ,Nucleospin Plasmid Kit* von Macherey & Nagd (Duren)
aufgearbeitet.

2.2.1.2 Plasmid Midi- und Maxipr &par ationen

Grolere  Mengen Plaamid-DNA  wurden aus  Bakterienkulturen  mit  Hilfe  der
Anionenaustauschchromatographie  gewonnen. Die Prgparation efolgte entsprechend  den
Angaben des Herstdlers fr diese Saulen (Qiagen, Hilden).

2.2.1.3 Endotoxinfreie Plasmid M axipr apar ation

Fur Zdltrandfektionsexperimente und die Prgparation von DNA (>20 kb) fur die
Pronukleusinjektion wurde das Endofree Plasmid Maxi-Kit von Qiagen verwendet.

2.2.1.4 Endotoxinfreie Maxipraparation sehr grol3er Plasmide

Herkdmmliche Prgparationen sehr groler Plasmid DNAs weisen darke Verunreinigungen mit
gescherter und genomischer DNA auf, deshab wurden Plasmide grof}er 20 kb mit dem Large
Construct Kit von Qiagen prépariert. Zusétzlich wurden mit dem endotoxin removal buffer
ausdem Endofree Plasmid Kit die Endotoxine entfernt.

2.2.2 DNA-Restriktion und Gelelektr ophor ese

Die Redriktion von DNA wurde mit Hilfe von 5-10 U Endonukleasen pro ng DNA im
entsprechenden  Redtriktionspuffer fir 1-2 h be der vom Hergeller angegeben Temperatur
durchgefuihrt.

Die dektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten efolgte in 0,8 bis 2%igen
horizontalen Agarosegden, die mit 01 ng/ml Ethidiumbromid versetzt wurden. Vor der
Elektrophorese wurde die aufzutrennende DNA mit 1/10 Vol. DNA-Auftragspuffer versstzt.
Als Elektrophoresepuffer diente 1 x TAE.
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Als Molekulargewichtsmarker wurden verschieden redringierte | -DNAS bzw. F X174 DNA
benutzt.

Die Dokumentation efolgte auf enem UV-Trandlluminaior mittels digitder Kamera und
Thermodrucker.

2.2.3 Subklonierung von DNA-Fragmenten

Der jewellige Vektor (2-10 ng) und das entsprechende DNA-Fragment wurden mit den
entgporechenden  Redtriktionsenzymen  verdaut. Die  DNA-Fragmente  wurden  Uber  en
Agarosegd  aufgetrennt (1% Agarose) und die Banden von Interesse mit enem Skadpel
ausgeschnitten. Aus den Agarosestiicken wurde die DNA mit dem ,,Nucleospin-Extract-Kit*
nach Angaben des Hergtdlers wiedergewonnen. Fir die Ligationsresktion von Vektor- und
Insert-DNA wurden 400 U T4-DNA-Ligase benutzt (Sambrook et al., 1989). Hergelung und
Trandformation kompetenter Bakterienzellen erfolgte nach der im Labor etablieten Methode
(Hanahan, 1983).

2.2.4 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Fur die Markierung von DNA-Fragmenten nach der ,random primed oligo labding -Methode
wurde das Markierungssystemn PrimelT-11-Kit verwendet. Fir die radioaktive Markierung
wurden 50 nCi a-32P-dATP oder a-32P-dCTP engesetzt. Nicht eingebaute Nukleotide
wurden Uber ene Gdfiltrationssiule (Nick Columns Sephadex GB50) a&bgetrennt. Die
markierte Probe wurde mit 50 m TE-Puffer versetzt, auf die Saule aufgetragen und nach
Einlaufen mit weteren 400 m TE-Puffer versstzt. Das Saulentotvolumen wurde verworfen,
und die radioaktiv markierte Sonde mit 500 m TE-Puffer duiert. Das Eluat wurde thermisch
denaturiert und zur Hybridiserung eingesetzt.

2.2.5 DNA I solierung aus Geweben

Fur die Isolierung genomischer DNA wurden Schwanz- oder Ohrbiopsen von Méusen mit
Proteinase K Uber Nacht bei 55°C verdaut. Die Proteinase K Stocklésung. (20 mg/ml in
Proteinase K-Puffer) wurde dazu 1:40 mit Proteinase K Puffer verdinnt. 25 pl dieser Lésung
wurden fir eine Ohrbiopsie, 50 ul fir eine Schwanzbiopse eingesetzt. Fir ene PCR wurde
etwa 0,2 bis 0,5 % der verdauten Bopsie verwendet. Fir Southern-Blot Andysen wurde die
DNA aus Schwanzbiopsen 2 x mit Phenol/Chloroform/Isoamylakohol  extrahiert, mit 2-
Propanol gefdlt und anschliefRend mit 70% EtOH gewaschen.
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2.2.6 Southern-Blot Analyse

Nach efolgtem Verdau der genomischen DNA mit einem entsprechendem Redriktionsenzym
wurde die fragmentierte DNA auf einem 1%igem Agarosegd aufgetrennt (Southern, 1979).

Transfer der DNA auf ene Membran

Die DNA-Fragmente wurden mit der Methode des Kapillartransfers (Sambrook et al., 1989)
unidirektional auf Nylonmembran (Hybond N oder N+) Ubertragen. Nach erfolgtem Transfer
wurde die Membran fir 2 Stunden be 55°C getrocknet und anschlielfend durch UV-
Begtrahlung mit 3 kJm? fixiert.

Hybridisierung filtergebundener DNA

Die Flter wurden mindestens ene Sunde in Hybridiserungspuffer (Church und Gilbert,
1984) bel 65°C im Hybridiserungsofen préhybridisert, um free Hachen auf der Membran
abzusitigen. Die Hybridiserung  efolgte in Hybridiserungspuffer  unter  Zusatz  der
denaturierten radioaktiven Probe bel 65°C Uber Nacht. Das ‘Waschen' erfolgte 2 bis 3 md bel
niedrigen Sazkonzentrationen (0,1 x SSC, 0,1% SDS). Der Filter konnte dann im eine Folie
eingeschweil¥ und mit einer Vergérkerfolie flr eine ausreichende Zeit autographiert werden.

2.2.7 Polymer asekettenr eaktion (PCR)

Fur die PCR (Saki et d., 1985) mit genomischer DNA wurden die 25 ul der Proteinase K-
verdauten Ohrbiopsie (2.24.1) 1:20 verdinnt. 2ul der Verdinnung wurden in Polymerase-
Puffer mit 0,66 bis 1 pM Primern, 200 uM dNTPs und 1U Tag- Polymerase amplifiziert.

Fur die Amplifikation von Plasmidfragmenten wurde 1-5 ng DNA verwendet.

Fur die Generierung von Northern-Blot Sonden wurde ca 200 ng aus Gesamt-RNA
generierter cDNA as Template eingesetzt.

Proteinase K wurde durch 5 minltige Denaturierung (95°C) inaktiviert. Die PCR wurde unter

folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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2.2.7.1 Bestimmung der Transgenitét

Entsorechend der Linie wurden die Primerkombinationen E (Linien Tg-C1-TGF-[3), F (Linien
C1-dnRIl) und G (Linien Tg-C3-EGFP, Tg-C4-EGFP) verwendet.

Aufgrund nahezu identischer TmWerte dler verwendeten Primer und PCR-Produktgréfzen
von 600- 750 bp, konnten fir dle Linien identische PCR-Bedingungen gewahit werden.

Je 35 Zyklen: Denaturierung: 35sba 94°C
»aneding*: 35she 57°C
Polymerisation: 40sbel 72°C

2.2.7.2 Herstellung von Northern-Blot Sonden

Hierbel diente cDNA aus Leber oder Darm von wt Mausen ds Template fur die PCR.
Beispidswveise wurden bel der Herselung der GAPDH Northern-Blot Sonde, folgende
Bedingungen firr 35 Zyklen gewahlt:

Dendurierung: 30she 95°C
»aneding*: 30she 51°
Polymerisation: 30she 72°C

2.2.8 RNA | solierung aus Geweben

Alle zur Isolierung verwendeten Ldsungen wurden vor Gebrauch mit 0,1% DEPC versetzt
und anschlieRend autoklaviert. Porzdlan und Meal-Gerdte wurden bei 180°C fur 4 Stunden
hitzesterilisert.

Die Prgparation von Gesamt-RNA aus verschiedenen Maus-Geweben oder Kulturzdlen
efolgte mittedls Tri-Reagent. Hierzu wurden 100 mg unter flissgem Stickstoff pulverisertes
Gewebe oder das Zdlpdlet in 1 ml Tri-Reagent suspendiert, und mit 200 ul Chloroform
versetzt. Nach Durchmischung der Probe wurde diese be 12000 g (15°C) far 10 min
zentrifugiet und die Gesamt-RNA des walkigen Uberstandes mittels Isopropanol gefdlt. Die
Nukleinsdure kann durch Zentrifugation be 15000 g (4°C) fir mind. 15 min peletiert
werden. Mit 70%igem EtOH wurde die RNA gewaschen, anschlief?end getrocknet und kurz
bel 65°C in entsprechender Menge DEPC-Wasser gel6st.
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2.2.9 Northern-Blot Analyse

Fur Northern-Blot Hybridiserungen (Goldberg und Timberlake, 1980) wurden zwischen 20
und 25 ng Gesamt-RNA in enem 1%igen Agarosegd mit 6,2% Formadehyd aufgetrennt.
Als Elektrophoresepuffer wurde 1 © MOPS verwendet, welcher sich ebenfals im 2 © RNA-
Probenpuffer befand. Nach erfolgter Elektrophorese und Dokumentation wurde das Gel 3 10
min in Wasser gewaschen und fir 20 min in 10 ~ SSC inkubiert. Die Ubertragung der RNA
ausf ene Nylonmembran (Hybond N+) efolgte mitteds ener Trandferbricke durch
Kapillartransfer Uber Nacht mit 10 ~ SSC (Sambrook et al., 1989). Die RNA wurde durch
einglndige Inkubation be 55°C und zwefache UV-Bedrahlung in enem UV-Crossinker (3
kdn?) auf der Membran fixiert. Die Hybridiserung mit radioaktiv-markierter DNA und die
Detektion der Signale wurde wie beim Southern-Blot beschrieben durchgefihrt.

2.2.10 Screening einer genomischen | -Phagenbank

Zur Verlangerung des K20 Promotors in 5-Richtung wurden verschiedene | -Klone ais einer
.,Lambda FIX Il Library* (Stratagene, Heddberg) isoliet. Diese humane genomische
Lambda- Phagenbank wurde aus der Placenta eines weiblichen Fotus erstelIt.

Als Wirtsbakterien fir die Phagen dienten die E. coli St&mme XL-1 Blue MRA und XL-1
Blue MRA(P2).

Die ldentifizierung der entsprechenden | -Klone efolgte nach den Vorgaben des Herstelers.
Als Sonde wurde das 1,7 kb lange Xho | Fragment vom 5 Ende des K20 ( -Klon CK20-
IT19, Accesson Number X73501) verwendet. Die Herstellung grofRerer Mengen | -DNA fir
Redriktionsandysen und Subklonierungen  wurde nach dem Protokoll von Hems
durchgefihrt (Helms et al., 1987). Die Inserts der sechs langsten | -Klone (15-19 kb) wurden
in pSL1190 subkloniert.

2.2.11 Western-Blot Analyse

Die humanen Colon Adenokarzinomzdlinien DLD-1 und HT-29 wurden wie murine Gewebe
mittels Western Blot auf K20 Expresson Uberprift. Als Kontrolle diente die Cervixkarzinom
ZdlinieHeLa

Die Zdlen wurden zwe ma mit eskadtem PBS gewaschen und anschliefiend auf Eis mit
enem Schaber von den Zdlkulturplatten abgeldst, bel 1500 U/min peletiet und mit 2°
Laemmli Puffer aufgekocht. Mausgewebe wurden unter Stickstoff gemédrset und in 2
Laemmli Puffer aufgekocht.

Die Proteinkonzentrationen wurden mittddls ,Bio Rad Proteinassays’ festgestdlt. Die
Auftrennung der Proteine wurde mit einer 10%igen SDS-PAGE durchgefihrt, der Transfer
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auf PVDF Membran geschah mittels Elekiroblotter. Die freien Bindungsstellen der Membran
wurden durch 1 h Inkubation bae RT in 5% Magermilchpulver/PBS geblockt. Der
Primarantikérper Monoclonad Mouse Anti-Human Cytokeratin 20 (Dako, Hamburg) wurde in
der Verdinnung 1:1000 2-4 h be RT in Blocklosung inkubiert. Uberschiissiger Ak wurde
durch 4 5 min Waschen mit PBS entfernt. Der Sekundérantikorper Schaf anti-Maus 1gG Fab
POD (Roche, Mannheim) wurde in der Verdinnung 1:2000 in Blocklésung 1 h bei RT
inkubiert. Vor der Signadetektion wurde Uberschissger Ak durch 3 Waschen mit PBS
entfernt. Die Signddetektion efolgte mit Chemilumineszenz-Substrat in der  Dunkekammer
und Kodak Bio Max Flm.

2.2.12 Kultivierung humaner Zélinien

Fur die Transfektionsexperimente der verschiedenen K20 Kongrukte wurden die Zelinien
DLD-1, HeLa und HT-29 Kkultiviet. Die Kulturbedingungen 37°C, 5 % CO; in
wasserdampfgeséttigter  Atmosphdre waren fir dle Zdlinien bis auf die unten aufgefihrten
Kulturmedien identisch.

DLD-1 Kulturmedium: Endkonzentration
450 m  RPMI 1640 Medium mit Glutamax
50 m FBS 10 %
2 m Glukose (1,25 g/ml) 45 g/l
5m HEPES(pH 7,2) 10 mM
500 pl  Gentamicin (10 mg/ml) 100 pg/ml

Hel a Kulturmedium:
450 m  RPMI 1640 Medium mit Glutamax

50 m FBS 10 %
500 pl  Gentamicin (20 mg/ml) 100 pg/mi

HT-29 Kulturmedium:
450 m Mc Coy’s 5A Medium mit Glutamax

50 m FBS 10 %
500 yl  Gentamicin (10 mg/ml) 100 pg/ml

Aliquots der Zdlen wurden in Kulturmedium + 20 % FBS und + 10 % DMSO be —70°C
eingefroren. Am néchsten Tag wurden die Zdlen in fllissgen Stickstoff Uberfuihrt.
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2.2.13 Transfektion humaner Zdlinien

Fir stabile Transfektionen von HelLa Zellen wurden am Vortag 8 10° von HT-29 6 10°
Zdlen auf enea 94 mm Zdlkulturschae ausplatiert. Zur Trandfektion der Zdlen wurde das
Reagenz FUGENE 6 (Roche, Mannheim) bzw. Clonfectin (Clontech, Pao Alto, CA, USA)
engesstztt.  Die  Pasmid-DNAs  wurden  endotoxinfrel  prgpariet  um  hohere
Trandektionseffizienzen zu erechen. J Kondrukt wurden zwe  Trandfektionen
durchgefihrt, hierzu wurden unabhdngige DNA Préparationen verwendet. Das molare
Verhdtnis Vektor DNA zu Resigenzplasmid betrug 5:1. Das Verhdtnis Transfektionsreagenz
zu DNA betrug 3,5:1 be FUGENE 6 be Clonfectin 1,5:1. Die Trandfektionen wurden nach
dem Schema in Tab. 21 und der Anleitung des Hersdlers des Transfektionsreagenz
durchgefihrt.

24 h nach der Transfektion wurden die Zdlen auf zwei 145 nm Kulturschaen verteilt und die
klonde Sdektion begonnen. Sdektiert wurde mit 0,5 mg Geneticin (G418) / ml Medium Uber
enen Zetraum von ~20 Tagen. Alle zwe Tage wurde das Sdektionsmedium gewechsdt, um
abgetGtete Zelen zu entfernen.

Nach der Selektion konnten stabile Klone von der Platte gepickt und expandiert werden.

Konstrukt Kongrukt |DNA Menge| Resistenzplasmid FUGENE 6
Bezeichnung Grofde (kb) (ng) 6,8 kb (g) (ul)
CO-EGFP 8,5 5 0,8 18
C2-EGFP 13,2 7,8 0,8 28
C1-EGFP 20,4 12 0,8 42
F1-C2-EGFP 16,3 9,6 0,8 34
F2-C2-EGFP 17 10 0,8 35
F3-C2-EGFP 16,5 10 0,8 35
F4-C2-EGFP 16,7 10 0,8 35
F5-C2-EGFP 16,4 10 0,8 35
C4-EGFP 29,1 17,1 0,8 60
C3-EGFP 37,1 21,8 0,8 80

Tab. 2.1: Transfektionsschema fur stabile Transfektionen

Nach dem gezeigten Transfektionsschema wurden HT-29 und Hel.a Zellen stabil transfiziert. Berlicksichtigt sind
die molaren Verhdtnisse Vektor-DNA zu Resistenzplasmid von 5:1 und Transfektionsreagenz zu DNA von
351
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2.2.14 Fluor eszenzmessung

Die Stérke der EGFP Expresson trandizieter Zdlen wurde mittels Spektra- Fluorometer
bestimmit.

Die Zdlen wurden mit Accutase von den Kulturplatten gedost, be 800 U/min zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Das Zdlpdlet wurde 5 min mit AccuMax/PBS behanddt, um
ene klumpenfree Einzezdlsuspenson zu erhdten. Die Zdlen wurden gezéhlt, be 1800
U/min peletiet und der Uberstand verworfen. Das Pelet wurde bis zur Fluoreszenzmessung
bel —20 °C gelagert.

Fir die Messung wurden je 2 107 Zdlen 400 pl sonification buffer zugesetzt und 20 Pulse
(05 gPuls) esgekihlt mit Ultraschal lysert. AbschlieRend wurden die Zdltrummer  bel
14000 U/min 20 min abzentrifugiert und der klare Ubergtand fir die Messung im Fluorometer
engesetzt.

Das EGFP Absorptionsmaximum liegt bei 488mm, deshdb wurde die Anregungswelenldnge
mit 488+3nm festgdegt. Das Emissonsmaximum rekombinanten EGFPs liegt bei 507 nm.
Die Emissonsmessung von 500 bis 525 + 1nm zegte, dad in HT-29 Zdlen exprimiertes
EGFP das Maximum bel 511,5 nm hat. Fir Berechnung der rdativen Huoreszenz wurden die
Messwerte bel 511,5 nm herangezogen.

2.2.15 Generierung transgener Mause
2.2.15.1 Préaparation der Expressionsvektoren zur Oocyten-Injektion

For dle Loésungen wurde doppdtdedtilliertes Wasser (agua ad injectabilia) sowie
endotoxinfrede EinwegKunggoff-Materidien verwendet. Die aus dem Plasmid restringierte
Expressonskassette wurde Uber ein Agarosegel aufgetrennt und die DNA mittels GeneClean
Gedextraktionskit isoliert und mit Injektionspuffer euiert. Die DNA-Konzentration wurde auf
enem Agaosegd mittels Vergleichdbanden abgeschédzt und auf etwa 25 bis 50 ng/mi
eingestellt. DNA-Aliquots wurden be —20 °C gelagert. Zur Injektion wurde die DNA in
Injektionspuffer oder Wasser auf 05 bis 2 ng/m verdinnt und 5 min be 15000 g
zentrifugiert. Anschlief?end wurden die oberen zwel Drittel der DNA Losung in en deriles
Eppendorf- Gefa Uberfihrt und zur Mikroinjektion eingesatzt.

2.2.15.2Mikroinjektion

Die Mikroinjektion wurde im wesentlichen, wie von Hogan et al. beschrieben, durchgefihrt
(Hogan et al., 1986). Es wurden befruchtete Eizelen von FVB/N-Webchen verwendet
(Taketo et a., 1991), be denen eine Superovulaion induziert wurde, um die Anzahl von
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inizierbaren Eizdlen zu erhdhen. Dafir wurden FVB/N-Weibchen im Alter von 4 his 6
Wochen 3 Tage vor Eizdlentnehme mit 75 U Pregnant Mare Serum (PMS) i.p. injiziert.
PMS Ubernimmt die Funktion des follikegtimulierenden Hormons (FSH). 47 Stunden danach
wurden 7,5 U humanes Chorion Gonadotropin (hCG) i.p. injiziert, welches das Iuteiniserende
Hormon (LH) ersetzt. Die Webchen wurden am gleichen Tag mit fertilen Mannchen
(FVBIN) verpaart. Am néchgen Tag konnten die Eizdlen entnommen und durch Behandlung
mit Hyauronidese (10 mg/ml) von den Kumuluszdlen befreit werden. Aulerhab des
Brutschranks werden Eizdlen in M2-Medium und innerhab des Brutschranks (37°C, 5%
CO,) in M16-Medium gelagert. Nach Mikroinjektion der Vektor-DNA in den ménnlichen
Pronukleus der befruchteten Eizellen wurden diese in das linke Ovidukt von scheintréchtigen
Lehmittern (C57BL/6xC3H-F1-Weibchen) trandferiert. Die Reproduktionsorgane der
Lehmitter wurden am Tag vor der Mikroinjektion durch Verpaarung mit Ma&nnchen
(C57/BI6), die durch Vasektomie deiliset wurden, auf die transferieten Eizdlen
vorbereitet.

2.2.15.3Zucht und Selektion transgener Tiere

Die Zucht transgener Tiere wurde generdl nur heterozygot fortgefihrt, das heild transgene
Tiere wurden immer mit Wildtyptieren verpaat. Fir dle Experimente wurden nur
heterozygote Tiere mit nichttransgenen Geschwisern  ds  Kontrollen  verwendet.  Die
Nachkommen wurden routinemddg mittels SouthernBlot oder PCR Uberprift und der
Genotyp des einzelnen Tieres bestimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Genomische Organisation des Gensfir K20

Das humane Gen fur Keratin 20 wird auf Chromosom 17g12 von den Genen fur Keratin 23
und Keratin 12 flankiert. Der | -Klon CK20-1T19 tragt en 18 kb langes genomisches
Fragment, codierend fur das humane K20 (Mall et d, 1993). Der Klon gliedert sich in einen

9,3 kb Exon/Intron Bereich mit einer 4,8 kb langen 5° upstream Sequenz und einem 39 kb 3
downstream Bereich (Abb. 3.1). Kloniert wurde der | -Klon in das Plasmid pBR322-
polylinker/Bluescript, ein 2 kb grol¥es Nde I/Aat 1l Fragment aus pBR322, das nur ori und
Ampidllinresgenz enthdlt, kombiniert mit dem Polylinker aus pBluescript (Blessng et d.,
1993). Wurde das genomische Fragment direkt in andere Plasmide wie pBluescript kloniert,
kan es zu haufigen Rekombinaionsereignissen, so da? die prdpariete DNA nicht zu
vewenden war. Die Ausbeute an Plasmid-DNA mit dem verwendeten Vektor ist zwar
geringer, stellte aber den besten Kompromil3 beziiglich der DNA Quadlitét dar.

Dader 5 upstream Bereich von CK20-1T19 lediglich 4,8 kb umfasst, wurde eine genomische
| -Phagenbank nach entsprechenden  Klonen durchsucht. Die verwendete kommerzielle
Phagenbank wurde mittds DNA isoliet aus ménnlicher humaner Plazenta generiert. Als
Sonde wurde das 1,7 kb lange Xho | Fragment (Postionen —4810 bis —3112; Abb. 3.2) vom
5 Ende des K20 (CK20-1T19) verwendet. Isoliet wurden 10 | -Klone mit unterschiedlich
grolen Inserts zwischen 15 kb und 20 kb. Der in der GenBank verdffentlichte PAC Kion
AC004231 ist 137 kb lang und enthdt auch die K20 Sequenz inklusve der up- und
downstream Bereiche. Ga. 80 kb der 5° Sequenz des K20 waren somit bekannt und konnten
zur Auswahl spezifischer Primerkombinationen genutzt werden. Die Primerpaare wurden O
gewdhit (Sehe 219 Primerkombinationen A), dald die ungefdhre Lange der isolierten
| -Klone in 5°-Richtung bestimmt werden konnte. Es wurde eine —12,8 kb spezifische und
ene —17,8 kb spezifische Primerkombination verwendet (Abb. 3.1). Sechs der zehn | -Klone
zegten zwel PCR-Signde, waren ds0 in 5 Richtung léanger ds 13 kb. Die Inserts dieser
sechs | -Klone wurden in pSL1190 subkloniert und von beiden Vektorenden ansequenziert.
Der Sequenzvergleich mit dem PAC Klon AC004231 gab Aufschlufd Uber die genaue Lage
und Lange der Inserts.

Der Klon | 6k (18,4 kb) war fir die Klonierung der 5= Sequenzen des K20 optimd, da eine
1,7 kb Uberschneidung zu CK20-1T19 vorlag (Sondenbindungsbereich Position —4810 bis
-3112) und s0 die vorhandene Xho | Redriktionsschnittstelle (Postion —3112) fur die
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Klonierung verwendet werden konnte. Abziglich der Sequenziiberschneidung wurden 16,7 kb
ds neue 5 upstream Sequenz fir K20 hinzugewonnen. Nach der Klonierung betrug die zur
Verfligung stehende 5 upstream Sequenz 21,5 kb (Abb. 3.1).

K23 K20 K12
I I I | I q | I I | | I I P I I * | I I | | I I |
20kb  40kb leoko | lgokb { 100kb  120kb 137kb

+1

T J;
Not | BamH | BamH | Stu | SnaB | . Xhol Pacl

Nru | (394 =
(21506) (-18353)  (-14807) (-11680)  (-7910)  ‘(-3112) (-226) I;L;A(I (7)72) Nool (@066 -
| I I | || s e |
' I T e I T | 48w [ 2 345 678 39kb
322kb 345kb 322kb  3,77kb  3,12kb ' ExonsInrons
2kb
| 6k (18,4 kb) —

: | | CK20-1T19 (18 kb)

Abb. 3.1: Genomische Organisation des Gensfir Keratin 20

Dargestellt ist der 137 kb lange PAC Klon AC004231, der ein Fragment des humanen Chromosoms 17912 trégt.
Die Sequenz enthdlt die Keratingene K23, K20 und K12, welche in gleicher Orientierung auf den Chromosom
lokalisiert sind. Die Gene sind als Pfeile dargestellt. Die Ausschnittsvergrof3erung zeigt die K20 Genstruktur.
| -Klon CK20-1T19 gliedert sich in eine 4,8 kb 5 Sequenz, 8 Exons verteilt Uber 9,3 kb und einen 3,9 kb 3
Bereich. |-Klon 6k enthdlt weitere 5 upstream Sequenzen, die zur Charakterisierung mit den angegebenen
Restriktionsenzymen in die Fragmente F1-F5 unterteilt wurden. Die Balken markieren die Grenzen der
verwendeten | -Klone 6k und CK20-IT19. Die grauen Balken in den Fragmenten F4 und F5 entsprechen den
PCR Produkten, welche mit den Primerpaaren —12,8 kb bzw. —-17,8 kb (siehe 2.1.9 Primerkombinationen A)
erhalten wurden. Mit den beiden Primerkombinationen wurde die Lange isolierter | -Klone abgeschétzt.

3.2 K20 Konstrukte

Die K20 Expressonsvektoren sollen zur Charakteriserung der regulatorischen Elemente des
Gens und zur Generierung von transgenen Mausen genutzt werden. Da K20 in der
Darmmucosa dark  exprimiert  wird, konnte en K20 Expressonsvektor fir ene
gewebespezifische Expresson von Transgenen in den Enterocyten genutzt werden.

Vor der Vewendung ads Expressonskassette mulde der K20 Vektor noch modifiziert werden.
Die ersten 347 bp des Exon 1 wurden inklusve dler ATG Startcodons deetiert. Hierfir
wurde mit pezifischen Primern (dehe 2.1.9 Primerkombination B) und CK20-IT19 ds
Template ein PCR Produkt amplifiziert, welches den Bereich von Postion —226 (Pac I) bis
Pogtion 56 Im Exon 1 einschloR. Der 5° Primer (P1) bindet vor der Pac | Erkennungssegquenz
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an die K20 DNA (Abb. 3.2). Die Sequenz des 3° Primers (P2) enthidlt zwel Basenaustausche
gegenlber dem Template, so da3 ene Nru | Schnittstelle am Ende des PCR Produkts
entdand. In der P2 Primersequenz 3 -GAGGGAGGACCTT AGCGCT TACC-5 gnd die
ausgetauschten Basen unterstrichen und die Nru | Erkennungssequenz kurdv dargestelt. Das
PCR-Fragment wurde Pac I/Nru | geschnitten und in die Pac I/Nru | (Postionen —226 und
394; Abb. 3.2) geschnittene pBR/CK20-1T19 DNA ligiet. Der Bereich vom urspringlichen
Trandationsstart bis zur Nru | Schnittstelle an Ende des Exon 1 wurden dadurch deletiert.
Erhdten blicben vom Exon 1 des K20 nur die wiederhergestdite Nru | Restriktions-
schnittstelle zur Insertion von cDNAS an Postion 48 und die redtlichen 56 bp bis zum ergen

Intron.
o= Pl ckaoumie  *l e K20Bxonl Nl
[ [
2226 €= P2 394
Nru |

Pacl  pCRProdukt ~ +1  Nrul
SIM 3,

-226 48
Pac | C1 +1  Nru I/Exon -
5 3
-226 48

Abb. 3.2: Modifizierung desExon 1

Mit den spezifischen Primern P1 und P2 (siehe 2.1.9 Primerkombination B) wurde mit CK20-1T19 als Template
ein PCR Fragment amplifiziert, welches den Bereich von Position —226 bis 48 einschlo3. P2 enthielt zwei
Basenaustausche gegentiber dem Template, so da am 3" Ende des PCR Produkts eine Nru | Schnittstelle
entstand. Der Vektor pBR/CK20-IT19 und das PCR Fragment wurden Pac | und Nru | restringiert und ligiert.

Hierdurch wurden die ersten 347 bp des Exon 1 im Konstrukt C1 deletiert. Die wiederhergestellte Nru |
Schnittstelle diente der Klonierung von cDNAS.

Nach der Modifizierung des Exon 1 wurde der K20 Expressionsvektor ads Cl bezeichnet
(Abb. 3.3). Diese Arbeten wurden noch von Prof. Dr. Manfred Blessng vor dem Beginn
meiner Arbet durchgefihrt. Der C1 Vektor diente ds Bads fur die Generierung dler weiteren
K20 Expressonsvektoren.

Die Redtriktion von C1 mit BsaA | und Nae | (Positionen 426 und 7720; Abb. 3.3) und die
anchliellende Reigation fuhrten zur Deletion der Exons 2 bis 7 in @nem 7,3 kb grof3en
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Fragment. Dieses Kongtrukt wurde as C2 bezeichnet, es enthdlt das entstandene Hybrid-
Intron 1/7 (Abb. 3.3). Das korrekte splicing des Vektors wird in vitro bel Punkt 3.6
untersucht.

Die Vektoren C1 und C2 wurden am 5° Ende mit Hilfe des isolierten Klons | 6k verlangert.
Hierfir wurde das 16,7 kb lange Age I/Xho | Fragment (Postionen —21570 und —3112) des
Klons | 6k am 5 Ende der Age I/Xho | verdauten Konstrukte Cl1 bzw. C2 eingeflgt
(Positionen —4832 und —3112). Die erhatenen Vektoren tragen nun enen 21,5 kb langen 5
upstream Bereich und wurden as C3 bzw. C4 bezeichnet (Abb. 3.3). C4 enthdt andog zu C2
das Hybrid-Intron 1/7.

Des weiteren wurden die 16,7 kb der | 6k Sequenz in funf etwa gleich grole Fragmente von
31 kb bis 3,7 kb redringiert. Die Auswahl der Enzyme war abhangig von vorhandenen
nutzbaren Schnittstellen. Die enzenen Fragmente wurden in gleicher 5-3° Orientierung am
5 Ende des Konstrukts C2 eingefligt. Daraus ergaben sich die Vektoren (F1-F5)-C2 (Abb.
3.3). Die korrekte Orientierung der Fragmente in den Vektoren wurde mit spezifischen
Primern Uberprift (Sehe 2.1.9 Primerkombinationen C).

Der Vektor CO wurde erzeugt, indem mit Pac | (Postion -226) die 5 upstream Sequenzen
von C1 entfernt wurden. CO enthdt nur 226 bp des K20 Promotorbereichs ohne weitere 5°
upstream Sequenzen.

Alle Expressonskassetten lassen sch aus dem  bakteridlen pBR322 mittds Aa I
ausschneiden (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: K20 Konstrukte
Die K20 Konstrukte basieren auf den |-Klonen 6k und CK20-IT19. Die ersten 347 bp von Exon 1 wurden
inklusive aller Start-Codons deletiert. Fur die Klonierung von cDNAs steht bei Position 48 eine Nru |
Schnittstelle zur Verfligung. Dieses Konstrukt wurde C1 benannt, davon leiten sich alle anderen Konstrukte ab.
Die Deletion der Exons 27 bei C1 mittels BsaA I/Nae | Restriktion fihrt zu Konstrukt C2. Die Verlangerung
des 5 Bereichs von C1 his —21,5 kb ergibt Konstrukt C3. C4 wurde aus C3 analog wie C2 aus C1 kloniert. Die
einzelnen Fragmente F1-F5 wurden in eine Eco RV Schnittstelle vor der 4,8 kb 5 upstream Sequenz von C2
eingeflgt. Die resultierenden Vektoren wurden (F1-F5)-C2 genannt. CO enthalt nur 226 bp 5™ upstream Sequenz.
Mit Aat 1l lassen sich alle Expressionskassetten aus dem bakteriellen pBR322 ausschneiden.



Ergebnisse 41

3.3 K20 Expressionsvektoren

Fur die Klonierung der K20 Expressionsvektoren mufden die verwendeten cDNAs blunt end
gechnitten vorliegen, da die Nru | Schnittstdle in den K20 Kongtrukten ebenfals glatte
Enden erzeugt. Fir die Ligationen der TGF-13 cDNA des Affen (1472 bp) in den C1 Vektor
wurde pUCB/TGF-B mit Hinc Il verdaut, die Fragmente aufgereinigt und ligiet. Die
Vektorbezeichnung lautet C1-TGF-(3.

Der humane dominant negative TGF-I3 Typ |l Rezeptor (dn RII) wurde aus pBluescript/dn RII
mit Sma | ausgeschnitten (926 bp) und andog zu TGF-[3 in C1 ligiert. Das Konstrukt wurde
as Cl1-dn RII bezeichnet.

Die cDNA des Reportergens EGFP enhanced green fluorescent protein, 746 bp) wurde mit
Sma | aus dem Vektor pEGFP-N1 geschnitten und in die Vektoren C1, C2, C3 und C4
kloniert. Die Vektoren wurden entsprechend ihres Insarts as Cl1-, C2-, C3- und C4-EGFP
bezeichnet. Nach Transformation und Préparation der Vektor DNAs wurde jewells die
richtige Orientierung der Insats im Expressonsvektor mittds Redriktionen  Uberpriift.
Zuséizlich wurde eéne PCR mit spezifischen Primern fir den K20 Promotor und das klonierte
Insert durchgefihrt (Sehe 2.1.9 Primerkombinationen E, F, G).

Andog zu den vorangegangenen Klonierungen wurden die Vektoren (F1-F5)-C2-EGFP
generiert. Hierfir wurden die Fragmente F1-F5 aus | 6k vor C2-EGFP kloniert und dann as
Kongtrukte F1-C2-EGFP bis F5-C2-EGFP bezeichnet. Fragment F5 liegt am wetesten 5
upstream, das Fragment F1 schliefld sich unmittdlbar am 5° Ende des | -Klon CK20-1T19 an
(Abb. 3.3). Das Konstrukt F1-C2-EGFP konnte direkt aus Fragment F1 (I 6k SnaB 1/Xho |
gechnitten) und C2-EGFP (Eco RV/Xho | geschnitten) kloniert werden. F2-C2-EGFP wurde
ebenfdls direkt aus Fragment F2 (1 6k SnaB 1/Stu | geschnitten) und C2-EGFP (EcoR V
gechnitten) kloniert. Fir die Klonierung der Fragmente F3, F4 und F5 in C2-EGFP mufden
diese zuerd in pSL1190 subkloniert werden, um se blunt end ausschneiden zu kénnen. Aus
| 6k wurde Fragment F3 mit BamH 1/Stu I, Fragment F4 BamH | und Fragment F5 Not
I/BanH | ausgeschnitten und in die entsprechenden Schnittstelen von pSL1190 ligiert. Fir
die Klonierung vor C2-EGFP wurde Fragment F3 Sma 1/SnaB |, Fragment F4 Sma I/EcoR V
und Fragment F5 Sma I/Nru | aus pSL1190 blunt end ausgeschnitten und in die EcoR V
Schnittstelle von Konstrukt C2-EGFP ligiert.

Nach Abschiu? der Klonierungsarbeiten wurden dle funf Kondrukte mittddls PCR auf ihre
korrekte 5°-3° Fragment-Orientierung untersucht. Verwendet wurden dazu spezifische Primer
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fur die entsprechenden Fragmente und ein Primer fir den 5 Bereich des C2-EGFP Vektors
(sehe 2.1.9 Primerkombination C).

3.4 Zdlinien fur Transfektionsexperimente

Fur die geplanten Transfektionsexperimente mit den K20-EGFP Vektoren wurde eine K20
postive Zdlinie bendtigt. Ausgewahlt wurden die humanen Colon Adenokarzinom Zdlinien
DLD-1 und HT-29, da sie beide mucosden Ursprungs snd und bereits ds K20 postiv
publiziet waren. Als Kontrolle diente die humane Zdlinie HelLa die dch von enem
Cervixkarzinom ableitet und keine K20 Expresson aufwe <.

Die K20 Expresson wurde an Zellysaten der drel 0.g. Linien mittds Western-Blot Uberprift.
Vewendet wurde der murine monoklonale Antikorper 1T-Ks20.8 gerichtet gegen humanes
K20. Wie ewartet war be den Kontrollzelen HeLa kein Signd detektierbar, wéahrend bel
HT-29 nach sehr kurzer Expostionszeit des Films ein starkes Signd die K20 Expression
anzegte. Die DLD-1 Zdlen exprimierten auch K20, dlerdings wesentlich schwécher ds die
Line HT-29 (Abb. 3.4). Die DLD-1 Zdlen weisen in der Kultur eine wechsend starke K20
Expresson auf, wahrend die HT-29 Zdlen kontinuierlich gark in dlen Subpopulationen der
Linie K20 exprimieren. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die HT-29 Zdlen as K20
positive Zelinie fur die folgenden Transfektionsexperimente ausgewdahit.

N
(b, i
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Abb. 3.4: K20 Western-Blot der Zellinien HeLa, DLD-1und HT-29

Je Zéellinie wurden 30pg Protein tUber eine SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nylonmembran transferiert und mittels
murinem anti human K20 Antikorper (IT-Ks20.8) detektiert. Zwischen HelLa, DLD-1 und HT-29 befindet sich
jeweils eine freie Gelspur. Bei den HelLa Zellen lief3 sich keine K20 Expression nachweisen. DLD-1 Zellen
produzieren wenig, die Zellen der Linie HT-29 vid Keratin 20. Die ermittelte Grofie von 48,5 kD des K20
korreliert mit den publizierten Ergebnissen.
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3.5 Stabile Transfektion humaner Zellinien

Die K20-EGFP Kongrukte C1-, C2-, C3- und C4-EGFP wurden padld fir dabile
Trandektionen von HT-29 und HelLa Zdlen verwendet. Stabile Klone sollten gentigend
EGFP fir die quantitative Fluoreszenzmessung exprimieren. Da die K20 Kondrukte ene
Ampidllin- aber keine Neomycin-Resstenz bedtzen, wurde mit einem neo-Resstenzplasmid
kotrandfiziet. Fir die einzdnen Transfektionen wurden jeweils aguimolare Mengen Vektor-
DNA engestzt. Das molare Verhditnis Vektor-DNA zu Resgenzplasmid betrug 5:1, das
Verhdtnis Trandektionsreagenz zu DNA 351 Je K20-EGFP Kongrukt wurde mit zwel
unabhangigen DNA Préparationen trandfiziert, um spéer eine bessere datistische Auswertung
vornehmen zu konnen.

Nach der Transfektion von jewels 6" 10° HT-29 bzw. 8 10° HelLa Zdlen schloR sich eine
etwa 20tégige Selektion mit Genetecin (G418) an. Nach der Seektionsphase wurden stabil
trandiziete Klone auf den Kulturschden dchtbar. Die Gesamtklonzahl je Schae wurde
bestimmt und die fluoreszierenden Klone mittds Huoreszenzmikroskop detektiet und
markiert. Die verwendeten Konstrukte und die erhdtene Klonausbeute der Transfektionen mit
HT-29 Zdlen ig in Tab. 3.1 dargestdlt. Die makieten EGFP exprimierenden Klone jeder
Transfektion wurden gepickt und einzeln expandiert.

Die vier K20-EGFP Konstrukte zeigten deutliche Unterschiede in der Stérke der EGFP
Expresson. Mit C1-EGFP und C2-EGFP trandizierte Zdlen zeigten nur schwache bis kaum
wahrnehmbare Fuoreszenz. C3-EGFP und C4-EGFP Vektoren erzeugten massve EGFP
Expresson bei den meisten der fluoreszierenden Klone, Solch ein stark exprimierender Klon
ig in Abb. 35 dargestelt, die Zdlen wurden mit C4-EGFP trandfiziet. Das EGFP wird in
adlen Zdlen des Klons homogen exprimiert.

Die geringe Anzahl fluorezierender Klone bel den Transfektionen mit den Kongrukten Cl1-
EGFP und C2-EGFP ig die Folge extrem schwacher EGFP Expresson. Fir die Expanson
konnten nur Klone ausgewahlt werden, die visudl wahrnehmbare Huoreszenz zeigten und as
solche markiert wurden.
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Kongtrukt Grolle | fluoreszierendeKlone | Gesamtklone
C1-EGFP 20,5kb 14 165
C2-EGFP 13,2 kb 14 140
C3-EGFP 37,2kb 34 147
C4-EGFP 29,9 kb 45 144

Tab. 3.1: Verwendete Konstrukte fur die Transfektion von HT-29 Zellen

Fir die stabile Transfektion wurden vier K20-EGFP Konstrukte verwendet. Transfiziert wurde die DNA nach
ihrem molaren Verhdtnis, so dal? fur ale Transfektionsansdtze nahezu gleiche Kopienzahl verwendet wurde.
Das Verhdltnis K20-EGFP DNA zu Resistenzplasmid betrug 5:1. Nach ca. 20 Tagen Selektion mit G418 wurden
dle Klone gezdhit. Anschliefend wurden die fluoreszierenden Klone markiert, gepickt und bis zur
Fluoreszenzmessung expandiert. Die maximale Abweichung von 10 % der Gesamtklonzahl vom Mittelwert
deutet auf gleichméf3ige Transfektionsbedingungen der einzelnen Ansétze hin.

Abb. 3.5: EGFP Expression eines stabil transfizierten HT-29 Klons

Exemplarisch gezeigt ist hier ein EGFP exprimierender HT-29 Zellklon, welcher aus der Transfektion mit
Konstrukt C4-EGFP hervorging. Alle Zellen zeigen homogene Fluoreszenz. Nach den Transfektionen mit dem
Vektor C4-EGFP konnten die am stérksten fluoreszierenden Zellen beobachtet werden. Klone mit visuell
wahrnehmbarer Fluoreszenz wurden von der Kulturplatte gepickt und bis zur Messung einzeln expandiert.
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Nach der Expanson der fluoreszierenden Klone (Tab 3.1) auf ca 2 10’ Zdlen wurde
anthlielend  die genaue Zdlzahl bestimmt. Abhéngig von de Zdlzahl wurde de
entsprechende Menge Puffer zugegeben. Die Zdlen wurden mit Ultraschal lysiert und das
EGFP freigesetzt. Vor der Messung wurden die Zdltrimmer abzentrifugiert und abschlief3end
die EGFP Fluoreszenz des Uberstands quantitativ im Spektralfluorometer bestimmt.

Es zeigte sch, da die Zdlen trandiziet mit C1-EGFP und C2-EGFP nur schwache EGFP
Expresson erechten, was den visudlen Eindruck be der Auswahl unter dem
Fluoreszenzmikroskop bestétigt. Fir beide Konstrukte wurden Expressongraten kleiner 2 %
gemessen (Abb. 3.6). Die maximade Expresson wurde mit C4-EGFP erreicht, deshab wurde
diessr Maximadwert ds 100% Huoreszenz definiert. Die gemessene Aktivitd des Konstrukts
C4-EGFP ig im Veglech zu Kongrukt C1-EGFP kew. C2-EGFP ca. 50 ~ bzw. 80 ~ stérker.
Dea Extremfdl war ba enem C4-EGFP Klon die 400fache Expressonsstérke im Vergleich
zum erechneten Mittdwert dler C2-EGFP Konstrukte. Verglecht man C3-EGFP mit C1-
EGFP bzw. mit C2-EGFP schrumpft der Unterschied auf einen Faktor 7 bzw. 12 zusammen
(Abb. 3.6). Obwohl C3-EGFP dle Sequenzbereiche inklusve der nativen ExorvIntronstruktur
im Gegensatz zu CA-EGFP enthdt, wurden nie so hohe EGFP Fuoreszenzwerte gemessen.
Moglicheweise is die ins Genom integriete Kopienzehl bel Klonen trandiziet mit C3-
EGFP wesentlich niedriger, was mit der Grofe des Vektors von 37,2 kb zusammenhangt. Die
Effizienz der Transfektion ist abhéngig von der Konstrukigrolle, je grofer das Kongrukt, je
weniger fluorezierende Klone waren auf der Kulturschale nach der Sdlektion detektierbar.
Die Gesamtzahl resstenter Klone der vier Transfektionen blieb annghernd gleich (Tab. 3.1).

Die Signifikanz der vier Gruppen wurde mit dem Programm SigmaStat (Protokoll One Way
ANOVA Version 2.0) Uberprift. Die Werte der Transfektionen mit C1-EGFP und C2-EGFP
unterscheiden dch nicht dgnifikent. Allerdings unterscheiden sch  die  Ubrigen  Gruppen
deutlich. Vergleicht man C1-EGFP mit C3-EGFP oder C4-EGFP bzw. C2-EGFP mit C3-
EGFP oder C4-EGFP erechnen sch dgnifikante Unterschiede von P<0,001. Der in den
Vektoren C3-EGFP und C4-EGFP enthdtene langere 5° upstream Bereich ist verantwortlich
fur eine moderate bis starke Expressionssteigerung unter Kontrolle des K20 Promotors.

Die ds Kontrolle fir das Transfektionsexperiment verwendeten HelLa Zelen wurden paald
mit dem gleichen Mix aus DNA/Trandektionseegenz trandfiziert wie die HT-29 Zdlen. Die
erhatenen dabilen Klone zeigten aber mit keinem der vier K20-EGFP Vektoren schtbare
Fluoreszenz. Die Vektoren werden gewebespezifisch nur in K20 pogtiven HT-29 Zdlen
exprimiert.
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EGFP Expression verschiedener K20-EGFP Konstruktein HT-29 Zellen
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Abb. 3.6: Prozentuale EGFP Expression der K20-EGFP Kongtruktein HT-29 Zellen

Die Transfektion von HT-29 und HelLa Zellen mit den vier K20-EGFP Konstrukten wurde parallel durchgefihrt.
Stabile Einzelklone wurden je Zellinie separat expandiert und deren EGFP Emission im Spektralfluorometer
gemessen. Die Konstrukte C1-EGFP und C2-EGFP zeigten in HT-29 Zellen kaum messbare Fluoreszenz.
Hingegen wurde mit Konstrukt C4-EGFP meximde EGFP Expression erreicht. Konstrukt C3-EGFP erreichte
nur 7?12fach starkere Expression im Vergleich zu C1-EGFP und C2-EGFP. Die Unterschiede der Konstrukte
C1-EGFP zu C3-EGFP und C4-EGFP bzw. C2-EGFP zu C3-EGFP und CA-EGFP sind signifikant (P<0,001).
Konstrukt C1L-EGHP und C2-EGFP zeigen keine signifikanten Unterschiede. Stabil transfizierte HeLa Klone
zeigten mit keinem der K20-EGFP Konstrukte visuell wahrnehmbare Fluoreszenz.

3.6 Charakterisierung der 5° upstream Sequenzen des K20

Die dabilen Trandfektionen mit den Konstrukten C3-EGFP und C4-EGFP hatten Klone mit
wesentlich stérkerer EGFP Expresson hervorgebracht as die mit C1-EGFP oder C2-EGFP
generierten. ES missen regulatorische Elemente in den 5° upstream Sequenzen der Vektoren
C3 und C4 enthdten sain, die in diesen Kondrukten eine Expressonssteigerung hervorrufen.
Die Charakteriserung der K20 upstream Sequenzen wurde mit den Vektoren (F1-F5)-C2-
EGFP durchgefiihrt, die jewells nur ein Fragment der 5° upstream Sequenz tragen (vergleiche
Abb. 3.3). Die Konstrukte C1-EGFP bzw. C2-EGFP erechten beim Transfektionsexperiment
(35 nur maxima 1,9% der Expressonsstérke von C4-EGFP. Obwohl die Aktivitét der
beiden Vektoren sehr niedrig war wurde zusédtzlich das Kongrukt CO as Negativkontrolle fir
die Promotorcharakteriserung kloniert, welches nur noch einen Minimapromotor mit 226 bp
enthdt.
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Die be 3.3 klonierten Kongrukte wurden wie be 35 fir die Transfektion von HT-29 Zdlen
eingesetzt, mit dem Unterschied, dal3 keine stabilen Einzelklone gepickt wurden.

Je Kongrukt (Tab 3.2) wurden zwel unabhangige endotoxinfreie DNA Prdparaionen zur
Trandfektion der Zdlen je enr 94 mm Kulturschde verwendet. 24 h nach der Trandfektion
wurden die Zdlen dann abgelést und zur Sdektion auf je zwel 145 mm Kulturschaen verteilt.
Pro Kongtrukt wurden dso vier 145 mm Kulturschaen verwendet. Nach erfolgter Selektion
wurden ale entstandenen Klone einer Kulturschde as Polyklon weiterverarbeitet. Die Klone
wurden gemeinsam von der Schade gddst und s0 lange mit Accumax behanddt, bis ene
Einzdzdlsuspenson vorlag. Das Zdlgemisch wurde auf e@ne neue 145 mm Schae Uberfihrt
und bis zu FHuoreszenzmessung expandiert.

Die vier Polyklone je Kongrukt wurden separat gemessen, um die Standardabweichung so
klein wie maglich zu haten.

Konstrukt Beschreibung

CO-EGFP Kontrolle mit 226 bp Minimal promotor

C1-EGFP 4,8 kb 5" upstream Sequenz, native Exon- Intronstruktur

C2-EGFP 4,8 kb 5" upstream Sequenz, Exon 2-7 deletiert
F1-C2-EGFP Fragment 1 plus 4,8 kb 5° upstream Sequenz des C2
F2-C2-EGFP Fragment 2 plus 4,8 kb 5" upstream Sequenz des C2
F3-C2-EGFP Fragment 3 plus 4,8 kb 5" upstream Sequenz des C2
FA-C2-EGFP Fragment 4 plus 4,8 kb 5™ upstream Sequenz des C2
F5-C2-EGFP Fragment 5 plus 4,8 kb 5 upstream Sequenz des C2

C3-EGFP 21,5 kb 5" upstream Sequenz, native Exort Intronstruktur

C4-EGFP 21,5 kb 5" upstream Sequenz, Exon 2-7 ddletiert

Tab. 3.2: Verwendete Konstrukte zur Charakterisierung der 5 upstream Sequenzen des K 20

Die zehn gelisteten Konstrukte wurden zur Transfektion von HT-29 Zellen verwendet. Nach der Selektionsphase
wurden alle Klone einer Kulturschale als Polyklon weiterverarbeitet und deren EGFP Expression abschlief3end
im Spektralfluorometer gemessen.

Wie bel Experiment 3.5 wurde auch bel diesem Versuch mit Kongrukt C4-EGFP das stérkste
Signd gemessen und gleich 100% gesetzt (Abb. 3.7).

Die Kontrolle CO mit nur 226 bp 5 upstream Sequenz erreichte im Vergleich zu C4-EGFP
lediglich schwache Expresson. Die ebenfdls schon in Experiment 35 verwendeten
Konstrukte C1-EGFP und C2-EGFP zeigten keine stérkere Expresson ds die Kontrolle CO-
EGFP. Die drei Konstrukte CO-EGFP, C1-EGFP und C2-EGFP unterscheiden sich kaum in
ihrer Expressonsstérke. Starke EGFP Expresson zeigten hingegen die Konsrukte F5-C2-
EGFP (85%) und F4-C2-EGFP (74%), die offenbar postive Kontrolldemente fir die K20
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Expresson enthdten. Die Fragmente F5 und F4 liegen am weteden 5  des
Transkriptionsstarts, die dazwischen liegenden Fragmente F3 , F2 und F1 dagegen tragen zur
Verstérkung der Expression nicht sgnifikant bel.

Charakterisierung der 5" upstream Sequenzen des K20
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Abb. 3.7: Prozentuale Expression der K20-EGFP Konstruktein HT-29 Zellen

Mit dem Konstrukt C4-EGFP wurde maximae EGFP Expression gemessen, dieser Wert wurde als 100%
definiert. CO-EGFP diente as Kontrolle mit Minimapromotor. C1-EGFP und C2-EGFP erreichten im Vergleich
zu CO-EGFP keine Expressionssteigerung, sie hatten in Experiment 3.5 (Abb. 3.6) schon nahezu keine
Expression gezeigt. Das Konstrukt C3-EGFP erreicht mit 97% Expression fast den Wert von C4-EGFP, beide
enthalten die komplette 21,5 kb 5° upstream Sequenz. F1-C2-EGFP, F2-C2-EGFP oder F3-C2-EGFP erhohen
die Expression im Vergleich zu CO-EGFP nicht signifikant. Im Gegensatz dazu erreichen die Konstrukte F5-C2-
EGFP und F4-C2-EGFP eine deutliche Steigerung der Expressionsrate.

3.7 Spleifen des Hybrid-Introns

Das Hybrid-Intron 1/7 der Konstrukte C2 und C4 besteht aus den ersten 330 bp des Intron 1
und den letzten 720 bp des Intron 7 von K20 (Abb. 3.8). Das korrekte Spleif3en des Introns
wurde mitteds gabil trandfizieter HT-29 Klone untersucht. Aus gabil trandfizierten Klonen
generiet mit C2-EGFP bzw. C4-EGFP wurde RNA gewonnen und ene RT-PCR
durchgefiihrt. Je Kongrukt wurde en fluoreszierender Zellklon untersucht. Mit spezifischen
Primern fir EGFP und das Exon 8 des K20 (dehe 2.1.9 Primerkombination D) wurde das
Spleilfen des 1050 bp langen Hybrid-Introns 1/7 nachgewiesen (Abb. 3.8 und 3.9). Be der
PCR entgeht mit der verwendeten cDNA en diagnostisches Fragment von 720 bp wenn das
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Intron korrekt gespleif® wird. Be beiden untersuchten Klonen, generiert mit C2-EGFP (Klon
1, Abb. 3.9) bzw. C4-EGFP (Klon 2, Abb. 3.9) wurde das Intron korrekt gespleif¥. Als
Kontrolle diente zdluld&re DNA, gewonnen aus trandizieten HT-29 Zdlen (Klon 1). Das
erwartete Fragment von 1775 bp ba Vewendung von zdlulder DNA wurde nicht
amplifiziert, well die PCR Bedingungen auf das kleinere cDNA Signa abgestimmt waren.

Pl->  EGFP El I1 |7 ES

AN —/ 7+ -

330bp  720bp < P2

1770 bp

Abb. 3.8: Spleien desHybridIntron 1/7

Dargestellt ist ein Ausschnitt der Konstrukte C2-EGFP und C4-EGFP. Zwischen der cDNA fir EGFP/Exonl
(EGFP/EL) und Exon 8 (E8) des K20 befindet sich das 1050 bp lange Hybrid-Intron 1/7. Die ersten 330 bp
stammen vom Intron 1 (11), die letzten 720 bp vom Intron 7 (17) des K20. Die spezifischen Primer (P1, P2) fr
EGFP und Exon 8 erzeugen in der PCR ein diagnostisches Fragment von 1775 bp bei Verwendung von
zellulérer DNA bzw. 725 bp mit cDNA as Template.
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Abb. 3.9: Spleiflen desHybridIntrons /7 in stabil transfizierten Zellklonen

Das korrekte SpleiRen des Hybrid-Intron 1/7 wurde mittels RT-PCR untersucht. Enthalten ist das Hybrid-Intron
in den Konstrukten C2 und C4. Zur Kontrolle wurden HT-29 Zellen mit den Vektoren C2-EGFP bzw. C4-EGFP
stabil transfiziert und aus einzelnen fluoreszierenden Klonen RNA fir die RT-PCR gewonnen. Untersucht wurde
je Konstrukt ein Zellklon. Beide Klone zeigten bei der RT-PCR mit spezifischen Primern fir EGFP und Exon 8
des K20 die erwartete Bande bei 725 bp. Das 1050 bp Intron wurde also in beiden Fallen korrekt gespleilt.
Zelluldre DNA aus transfizierten HT-29 Zellen (Klon 1) erzeugte bei den gewéahiten PCR-Bedingungen kein
Signd.



Ergebnisse 50

3.8 Trangente Transfektionen humaner Zellinien

Die zdltypspezifische Expresson der K20 Vektoren, wie Se be den dabilen Transfektionen
be 35 gezeigt wurde, sollte auch be trandenten Experimenten bestétigt werden, da diese fur
die geplante Generierung transgener Mause entscheidend ist. Uberpriift wurde diese Spezifitét
mittels trandenter Trandfektionen von HT-29 und Hela Zdlen mit verschiedenen K20-EGFP
Vektoren. Verwendet wurden die Konstrukte C1-, C2-, C3- und C4-EGFP jewaells fur beide
Zdlinien. Insgesamt zeigten dch bel den Trandektionen mit HT-29 Zdlen nur wenige
fluorezierende  Zdlen, was mit der geingen Trandektionssffizienz diesr  Linie
zusammenhadngt. Deutlich wurde aber, dal3 bel Verwendung der C1-EGFP und C2-EGFP
Vektoren schwach fluoreszierende Zdlen entstanden (Abb. 3.10A). Hingegen exprimierten
die Zdlen wesentlich mehr EGFP bei Verwendung der Konstrukte C3-EGFP und C4-EGFP
(Abb. 3.10B). Trandfiziete HelLa Zdlen zeigten mit keinem der vier K20-EGFP Konstrukte
schtbare Huoreszenz (Abb. 3.10C). Die von enem Colon Adenokarzinom abgeletete
Zdlinie HT-29 konnte den K20 Promotor der K20-EGFP Kongrukte aktivieren, wohingegen
die Kontrollinie HeLa dazu nicht in der Lage war. Werden diese Vektoren zur Generierung
transgener Tiere engesetzt, kann daher mit ene gewebespezifiscchen Expresson des
Transgens im Darmepithd gerechnet werden.

Abb. 3.10 Transiente Transfektion humaner Zellinien (Seite 51)

Die humanen Zellinien HT-29 und HeLa wurden transient mit den K20-EGFP Expressionsvektoren C1-, C2-,
C3-und CA4-EGFP transfiziert, im Fluoreszenzmikroskop mit blauem Licht (460-490 nm) angeregt und
fotografiert. (A) Der Pfeil markiert eine HT-29 Zele, transfiziert mit C1-EGFP. Sichtbar ist eine schwache
EGFP Expression. (B) Starke EGFP Expression wird bei Verwendung des C3-EGFP oder C4-EGFP Vektors
sichtbar, hier exemplarisch fir das Konstrukt C3-EGFP gezeigt. (C) Als K20 negative Kontrolle diente die
Cervixkarzinomlinie HelLa, diese zeigte nach Transfektion mit keinem der K20-EGFP Expressionsvektoren
sichtbare Fluoreszenz. (D) Als Transfektionskontrolle fir die HeLa Zellen wurde der Vektor pEGFP-N1
verwendet, der die EGFP cDNA unter Kontrolle des CMV,g Promotor enthdlt und das Protein stark exprimiert.
DieBaken in den Bildern A, B und D entsprechen 50 pm.
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3.9 Generierung transgener Mause

Mit Hilfe der Mikroinjektion in den mannlichen Pronukleus befruchteter FVB/NHSD
Mausoocyten wurden transgene Mause mit verschiedenen K20-Vektoren generiert (Tab 3.3).
Fur die Mikroinjektion wurde die Plasmid-DNA endotoxinfrel prapariert und der bakteridle
Tell des Vektors (pBR322) anschliellend mit Aat 1l von der Expressionskassette entfernt
(Abb. 3.3).

Generiert wurden jewells dre founder mit den Konstrukten C1-TGF-13 und Cl1-dn RII. Die
Genotypiserung der Tiere efolgte mittedls PCR aus Protenase K verdauten Ohrbiopsen.
Vewendet wurden je nach Linie entsprechende Primerpaare spezifisch fur das jewellige
Kongrukt. Bel der PCR entstanden diagnostische DNA-Fragmente mit ener Lange von
709 bp fur C1-TGF-B (sehe 2.1.9 Primerkombination E) bzw. 583 bp fur C1-dn RIl (Sehe
2.1.9 Primerkombination F).

Mit den generierten sechs Foundertieren konnte aber nur ene Linie fir C1-TGF-3 (Tg-C1-
TGF-3;) bzw. zwe Linien fur Cl-dn RIl (Tg-Cl-dn RIly,) etabliert werden. Die Ubrigen
Tiere erwiesen sch ds deril oder es fand keine Keimbahntransmission statt. Nach Kreuzung
heterozygoter transgener Tiere mit  Wildtyptieren trugen, wie ewartet, ca 50% der
Nachkommen das jewelige Transgen. Der transgene Nachwuchs der drel founder zegte
keinen offenschtlichen Phanotyp, weder in der F1 Generation noch in spéteren Generationen.

Nachdem die Trandfektionsexperimente bel 3.5 gezeigt hatten, dald die in den Vektoren C3
und C4 enthaltenen 5° upstream Bereiche die Expresson in vitro seigern kénnen, wurden die
Konstrukte C3-EGFP und CA4-EGFP ebenfdls zur Pronukleusnjektion eingesetzt. Aus den
Injektionen mit C4-EGFP gingen funf founder hervor mit denen auch funf transgene Linien
etabliert werden konnten (Tg-C4-EGFP1,.5).

Die Mikroinjektion des Kongtrukts C3-EGFP wurde von Dr. Refenberg in der Zentraen
Versuchdierenrichtung der Uniklinikk Mainz durchgefihrt. Es wurden 14 founder generiert.
Bisjetzt konnten 8 Linien etabliert werden (Tg-C3-EGFP11.g).

Die Genotypiserung transggener Tiere der Linien Tg-C3-EGFP und Tg-C4-EGFP efolgte
mittels PCR aus Ohrbiopsen, das diagnogstische Fragment hatte eine erwartete Grofde von
566 bp (sehe 2.1.9 Primerkombination G).
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TgC1-TGFR | Tg-Cl-dnRIl TgC3-EGFP | Tg-C4-EGFP
Generierte founder 3 3 14 5
erhdtene Linien 1 2 bisher 8 5

Tab: 3.3: Ubersicht der generierten transgenen Linien

3.10 Gewebespezifische Expression der Transgene

3.10.1 RT-PCR Analyse

Die transgenspezifische RNA Expresson wurde be den Linien Tg-C1-TGF-3; und Tg-C1-
dn Ril; >, mittds RT-PCR untersucht. Vor der RNA Prgparation wurde das Intestinalsystem
der Maus in Seben Abschnitte gegliedert: Magen, vier etwa gleich lange Dunndarmabschnitte
(D1-D4), Blinddarm (Appendix) und Grimmdarm (Colon).

Als Kontrollgewebe wurden Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge und Rickenhaut verwendet, die
dle ds K20 negaiv chaakterisiet worden waen. Vewendet wurden spezifische
Primerkombinationen fir das jewelige Insart und das Exon 2 des K20. Die Primerpaare
flankierten das Intron 1 des K20, so da3 PCR Produkte verursacht durch Verunreinigungen
mit genomischer DNA von cDNA Signden unterschieden werden konnten. Die erwartete
PCR-ProduktgroRe lag bei 680 bp fir Gewebe der Linien Tg-Cl-dn RIl (sehe 2.1.9
Primerkombination H). Als interne Kontrolle fir die RT-PCR wurde das ubiquitdr exprimierte
BMP-6 verwendet. Erwartet wurde eine PCR-Produktgréf3e von 599 bp, die BMP-6 Primer
flankieren ebenfdls Introns (Sehe 2.1.9 Primerkombination J).

Nachgewiesen werden konnte die transgenspezifiscche RNA Expresson in dlen intestinden
Geweben. Im Magen liellen sch nur geringe Mengen transgenspezifischer RNA  detektieren,
das RT-PCR Signd war verglechswese schwach. Mit RNAs isoliet aus dlen Telen des
Dinndarms (D1-D4), Appendix und Colon wurden starke RT-PCR Sgnde nachgewiesen.
Die verwendeten Kontrollgewebe Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge und Haut aus den gleichen
Tieren lieferten keine Sgndein der RT-PCR (Abb. 3.11).

Die RT-PCR Ergebnisse waren fur dle dre untersuchten transgenen Linien Tg-C1-TGF-[3,
TgCl-dn RIl; und Tg-Cldn RIl, identisch. Es zegten dch kene Unterschiede im
Expressonsmuger. Die transgenspezifische Expresson beschrénkte sch auf die intestinden
Gewebe und war in keinem der Kontrollgewebe nachweisbar. Exemplarisch fur die dre
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verwendeten transgenen Linien it in Abb. 3.11 die RT-PCR Andyse der Linie Tg-C1-dn Rll»
gezadt.

Die RT-PCR wurde zur Kontrolle pardle mit RNAs isoliert aus den gleichen Geweben von
Wildtyptieren (wt) durchgefihrt. Hier lied sch weder in intetinden Geweben noch in
Kontrollgeweben ein RT-PCR Signd nachweisen (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: RT-PCR mit transgenspezifischen Primern

Der Nachweis transgenspezifischer RNA Expression ist hier am Beispiel der Linie Tg-Cl-dn RIl, gezeigt. Fir
die RT-PCR wurde Gesamt-RNA der entsprechenden Gewebe verwendet. Die anschlief3ende RT-PCR wurde mit
Primern spezifisch fir den dn RIl und das Exon 2 des K20 durchgefiihrt. Die PCR Primer flankieren das Intron 1
des K20, damit Verunreinigungen der cDNA mit genomischer DNA nicht ein gleichgrofes Artefakt erzeugen
konnen.

Die Spuren Magen, Dunndarm, Appendix und Colon zeigen transgenspezifische Expression, hingegen ist in den
Kontrollgeweben Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge und Rickenhaut keine transgenspezifische Expression
nachweisbar. Erwartete PCR-Produktgrofie 688 bp.

Das gleiche Expressionsmuster zeigte die RT-PCR bei den Linien Tg-C1-dn RIl; und Tg-C1-TGF-3;.

Die Wildtypkontrolle (wt), die mit der gleichen Primerkombination wie fir transgene Gewebe durchgefiihrt
wurde, zeigt in keinem Gewebe Expression. Als PCR Kontrolle fir alle Gewebe diente das ubiquitér exprimierte
BMP-6. Erwartete PCR-Produktgréf3e 599 bp. Gezeigt ist hier die BMP-6 Kontrolle fir die Gewebe der Linie
Tg-Cl-dnRll,.

3.10.2 Northern-Blot Analyse

Die transgenspezifische RNA Expresson wurde ebenfdls mittels Northern-Blot Andyse an
den Linien Tg-C1-TGF-13;, Tg-C1-dn RIl> und Tg-C4-EGFP;.5 untersucht. Es wurden RNA
Préparation aus den gleichen Geweben wie bel der RT-PCR Anadyse beschrieben verwendet:
Magen, Diunndarm, Appendix und Colon. Als Kontrollgewebe dienten Leber, Niere, Milz,
Herz, Lunge und Riickenhauit.

Die Untersuchung transgenspezifischer  RNA  Expresson wurde mit  spezifischen  Sonden
gegen TGF-13 bzw. den dominant negativen Rezeptor durchgefiihrt. Damit lief3 sich aber keine
tranggenspezifisch exprimiete RNA be den Linien Tg-C1-TGF-3; und Tg-Cl-dn Rlli»
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nachweisen. Hingegen wurde mit einer Sonde, welche die K20 mRNA Sequenz der Exons 3
bis 8 erkennt (dehe 2.1.9 Primerkombination K), eine sehr starke endogene K20 mRNA-
Expresson in den murinen intestinden Organen festgedtdlt. Die Kortrollgewebe zeigten
diese endogene K20 Expresson nicht. Die 1,7 kb Bande in Abb. 3.12 représentiert die
endogene K20 Expression. Die transgenspezifischen mRNAs wurden bel Tieren der Linie Tg-
C1-TGF-13 be 2,8 kb, be Tieren der Linie Tg-C1-dn RII bei 2,3 kb erwartet. Bei keiner der
durchgefiihrten Northern-Blot Andlysen konnte transgenspezifische mRNA  detektiert werden.
Exemplarisch dargestellt ist in Abb. 3.12 die Northern-Blot Andyse, durchgefihrt mit RNASs
isoliet aus Tieren der Linie Tg-C1-TGF-3. Als Ladekontrolle diente eine Sonde gerichtet
gegen das ubiquitdr exprimierte GAPDH (siehe 2.1.9 Primerkombination L)

& fb&
& ?)1"' E‘Qb"\ %a z.‘%{\
Q‘S* '@Q SRV P @“ &5
transgen- - 285 RNA
spezifische RNA P -« 28 kb

mK20 RNA P P <1.7kb

GAPDH h-...”“'. <« 13kb

Abb. 3.12: Northern-Blot Analyse muriner intestinaler Gewebe

Gewebe der Linie Tg-C1-TGF-3; wurden auf transgenspezifische mRNA Epression untersucht. Die RNAsS
wurden aus Magen, Dinndarm, Appendix, Colon, Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge und Haut isoliert. Von den
Geweben wurden je 25 pg Gesamt-RNA nach Gelelektrophorese auf eine Nylonmembran transferiert und mit
einer spezifischen Sonde gerichtet gegen Exon 38 des K20 hybridisiert. Transgenspezifische mRNA liel sich
bei 2,8 kb nicht nachweisen. Hingegen konnten in den intestinalen Geweben starke endogene K20 Expression
bei 1,7 kb detektiert werden. Die Kontrollgewebe exprimieren kein K20 und blieben somit signalfrei. Als
Ladekontrolle diente fir alle Gewebe dashouse-keeping gene GAPDH.

Mit Geweben der Linien Tg-C4-EGFPis wurden ebenfdls Northen-Blot Anadysen
durchgeftihrt. Isoliet wurden die RNAs aus Geweben der F1 Generationen. Mit der
verwendeten Sonde gerichtet gegen die cDNA des EGFP liel3 sch in keinem F1 Tier der funf
Linien en tranggenspezifisches RNA Sgnd nachweisen. Auch mit einer spezifischen Sonde
gerichtet gegen Exon 8 des K20 wurde kein Signd detektiert (siehe 21.9 Primerkombination
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M). Die RNA Expresson tranggener Tiere zeigte keinen Unterschied zu den
Wildtypkontrollen (Daten nicht gezeigt).

3.11 Transgenspezifische EGFP Expression

Untersucht wurde die transgenspezifische Proteinexpresson des EGFP bel den Linien Tg-C3-
EGFP1.s und Tg-C4-EGFP;.s. Von kleinen Stiicken des Dunndarms und Colon wurde die
Epitheschicht abgeschabt und direkt im Huoreszenzmikroskop betrachtet. EGFP FHuoreszenz
lie dch bea kenem tranggenen Tiear nachwasen. Als  Kontrolltiere dienten  die
nichttransgenen  Geschwider.  Zusiizlich wurden  die  Gewebe mitteds  Kryoschnitten
untersucht. Hierfir wurden von Dunndarm und Colon wenige mm grofe Stiicke in flissgem
Stickgoff engefroren und 5-50 pum dicke Schnitte angefertigt. Bel keinem der Schnitte lief3
sich EGFP Huoreszenz im Darmepithel beobachten.

Darmdiicke transgener Tiere wurden auch nach der Entnéhme in Formdin  oder
Paaformddenyd fixiet und mittds Paraffinschnitten untersucht.  Allerdings ergab sch das
gleiche Resultat wie bei den Kryoschnitten.

Die sarke EGFP Expression in der Zdlkultur, welche unter Kontrolle des K20 Promotors mit
den Konstrukten C3-EGFP und C4-EGFP erreicht wurde, it auf das transgene Mausmodell
nicht Ubertragbar. Sowohl der Vektor C3-EGFP mit nativer ExorvIntronsequenz as auch C4-
EGFP mit Hybrid-Intron 1/7 zeigten keine spezifische Expresson im transgenen Tier.
Demnach snd fir die Expresson in vivo keine regulaorischen Elemente in Intron oder
Exonsegquenzen des K20 enthaten, welche die Funktion eines enhancers Ubernehmen. Fir die
Expresson in vivo dnd offenbar weitere Kontrolldemente notig, die weter up- oder

downstream des klonierten Bereichs liegen.
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4. Diskussion

4.1 Generierung gewebespezifischer Expressionsvektoren

Auf Bass des humanen Gens fir Keratin 20 (K20) wurden Expressionsvektoren kloniert, die
zur Charekteriserung der  zdltypspezifischen Expresson in vitro genutzt wurden. Des
weteren konnten mit diesen Vektoren transgene Tiere generiet werden, um die
gewebespezifische Expresson der Transgene in Enterocyten des Darmepithels von Méusen
zu untersuchen. K20 wird hauptsichlich in gadrointestinden Epithdien, Merkezelen der
Haut und Tumoren, welche von diesen Geweben abstammen, exprimiert (Moll et a., 1990;
Moll e d. 1992, Moll et a., 1993). Bisher wurden noch keine Expressonsvektoren
beschrieben, die Tele des Gens fir K20 enthdten. Charakterisert wurden bidang die Gene
fur K8, K18 und K19, weche dnlich wie K20 in enschichtigen Epithelien exprimiert
werden (Kulesh und Oshima, 1988; Abe und Oshima, 1990; Neznanov und Oshima, 1993,
Hesse et al., 2000; Casanovaet d., 1995).

Fur die Klonierung verwendet wurde der | -Klon CK20-1T19, en 18 kb grof3es genomisches
Fragment des humanen Chromosom 17g12. Dieses Fragment enthdlt die komplette
ExorvIntronstruktur des K20 inklusive 4,8 kb 5~ upstream und 3,9 kb 3" downstream Bereich
(Moll et d., 1993). Ein dnliches Fragment wurde zur Generierung transgener Mause flr
humanes K18 verwendet. Das 10 kb grofRe Kongtrukt enthielt neben der Exor/Intronstruktur
25 kb 5 und 35 kb 3 flankierende Sequenz. Mit diesem K18 Vektor konnte
gewebespezifische Expresson, vergleichbar mit der des endogen exprimierten Gens erreicht
werden (Neznanov und Oshima, 1993).

Fur die Kongruktion der K20 Expressionsvektoren wurde das Exon 1 modifiziert. Die ersten
342 bp wurden inklusve dler ATG-Startcodons deletiert, so dald lediglich ene Nru |
Redriktionsschnitistelle fir Klonierung von ¢cDNAs und die 56 bp des Exon 1 bis zum
Intron 1 verblieben. Die Vewendung der eigenen ExorVintronstruktur mit polyA-Sgnd <oll
zu eine effizienten Transkription der klonierten cDNAs betragen. Kondrukte, die natlrliche
Introns bzw. Hybrid-Introns enthaten, erreichen wesentlich stérkere transgene Expression im
Gegensaiz zu Vektoren ohne Intron (Whitdaw et a., 1991; Choi et a., 1991). Auf Bass
dieses ds Cl1 bezeichneten Kongrukts wurden dle weiteren Expressonsvektoren kloniert.
Die Generierung des ds C2 bezeichneten Vektors diente der Untersuchung der
Exon/Intronsequenzen auf regulatorische Elemente. Da der Bereich zwischen Intron 1 und
Intron 7 deetiet wurde, lassen sich moglicherweise Unterschiede in der Promotoraktivitét der
Deetionsvariate festdelen. Be der Regulation des Gens codierend fir K18 gspiden
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beispidsweise enhancer und silencer Elemente im Intron 1 bzw. Exon 6 eine wichtige Rolle
(Pankov et d., 1994b; Neznanov et d., 1997; Umezawa et d., 1997). Be den Keraingenen,
die in der Haut aktiv snd und zur Generierung transgener Mause verwendet wurden, spidt
die interne Exon/Introngtruktur keine Rolle Mes wurden nur die Keratinpromotoren
inklusve 5 flankierender Seguenzen in Kombination mit heterologen Introns und polyA-
Signaen zur Kongruktion der Vektoren verwendet. Beispidsweise fanden das (3-Globin
Intron und das polyA-Signd des human growth hormone (hGH) schon Verwendung in einem
K10 Expressionsvektor (Werner et a., 1993).

Die Charakteriserung der K20 5 upstream Region verlangte nach der Klonierung eines
moglichs langen 5 flankierenden Bereichs. Hiefir wurde der Klon | 6k aus ener
genomischen | -Phagenbank isoliet und zur Ergénzung der K20 Sequenzen (CK20-1T19)
verwendet. Die Klonierung dieser Sequenzen vor das 5° Ende der Vektoren C1 und C2 fihrte
zu den Kongtrukten C3 bzw. C4. Im Vergleich zu C1 und C2 mit 4,8 kb 5 upstream Sequenz
enthdten die Vektoren C3 und C4 insgesamt 21,5 kb 5 flankierende Sequenz. Die langste
bisher verwendete proximae Sequenz von 11 kb wurde beim bovinen K6 Expressionsvektor
engestzt, mit dem bespidsvese BMP-4 in der Epidermis transgener Méuse exprimiert
wurde (Blessing et d., 1993; Blessing et d., 1995; Ramirez et d., 1995).

Die Vektoren C1 his C4 delen die Bads zur Charakteriserung der K20 Kontrolledemente in
vitro dar. Die Klonierung des Reporters EGFP in diese Vektoren ermdglicht ene einfache
Untersuchung der K20 Genexpresson in der Zdlkultur, histologischen Schnitten sowie in
vivo. Aul¥erdem &% sch die EGFP Expresson quantitativ mit einem Fluorometer bestimmen
(Krempen et a., 1999).

Zur ldentifizierung und Lokaisation regulatorischer Elemente in der 21,5 kb 5 upstream
Region der Vektoren C3 und C4 wurde die Sequenz in funf Fragmente unterteilt und
subkloniert. Die Fragmente wurden jewells be —4,8 kb am 5° Ende des Vektors C2-EGFP
engefigt und dann ds (F1-F5)-C2-EGFP bezeichnet. Als Kontrolle mit minimaer 5
Sequenz wurde der Vektor CO-EGFP generiert, dieser enthdt nur eénen Minimapromotor mit
226 bp.

5 und 3 flankierende Bereiche wurden schon bel  enigen Keralingenen mittes
Ddetionsandysen untersucht.  Allerdings wurden die Fragmente mes in Vektoren kloniert,
welche die Reportergene fir [(-Gactosdase oder Chloramphenicol Acetyltransferase
enthidlten (Blessing et d., 1989; Casatorres et d., 1994; Pankov et a., 1994b; Wanner et d.,
1997).

Zur Generierung transgener Méause wurden die Vektoren C1-TGF-13 und C1-dn RIl eingesetzt,
aber auch die Konstrukte C3-EGFP und C4-EGFP. Die cDNAs codierend fur TGF-I3 des
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Affen (Brunner et a., 1989; Hemdey e d., 1989) und den humanen dominant negativen
TGF-3 Typ Il Rezeptor (Brand et d., 1993) wurden schon unter der Kontrolle verschiedener
Promotoren zur Generierung transgener Mause efolgrech engesetzt. Das Konstrukt
CRPTGF-3 bespidswveise diente der Untersuchung der Fibrogenese in der Leber. Unter
Kontrolle des humanen CRP Promotors (C reactive protein) kommt es zur
gewebespezifischen TGF-3 Expresson in Hepatocyten transgener Mause (Kanzler et d.,
1999).

Die Vewendung des bovinen K5 Expressonsvektors in Verbindung mit der cDNA des
dominant negativen TGF-3 Typ Il Rezeptors (dn RIl) fuhrte zu einer starken RNA und
Proteinexpresson in basden Keratinocyten. Untersucht wurde an diesem Tiermoddl die
Proliferstion und Differenzierung der Epidermis bzw. die Kazinomentwicklung nach
Tumorpromotion (Amendt et a., 1998). Des weiteren wurde der dn RIl unter Kontrolle des
humanen CRP Promotors in Hepatocyten transgener Méause gewebespezifisch exprimiert. Die
Unterbrechung der TGF-R Signdkaskade in der Leber zeigte, dad TGF-R ds
Tumorsuppressor bel der chemisch induzierten Hepatokarzinogenese wirkt (Kanzler et d.,
2001).

Die EGFP Expresson in vitro und in vivo wurde mehrfach efolgreich demondriert (Chdfie
et d., 1994; Ikawa et a., 1995). Unter Kontrolle des TK Promotors kommt es beispidswveise
zur EGFP Expresson in dlen Geweben von knock-in Reportermausen (Constien et a., 2001).

4.2 Charakterisierung der 5° upstream Sequenzen des K20

Die quantitative EGFP Expresson unter Kontrolle der K20 Vektoren sollte urspringlich mit
trangent trandizieten HT-20 Zdlen emittdt werden. Alledings waen  die
Trandektionseffizienzen diesr Zdlinie s0 niedrig, da3 e@ne Messung im  Huorometer
unmdglich war. Deshdb mufden fir die quantitative Messung gabile Klone generiert werden,
die enzen expandiert und gemessen wurden. Die Klone erzeugt mit den Vektoren C1-EGFP
und C2-EGFP, die 4,8 kb 5 upstream Sequenz enthdten, waren in ihrer Fluoreszenz sehr
schwach. Meg war kein Unterschied zur Autofluoreszenz nicht trandfizierter Kontrollzellen
fedsdlbar. Auch der Vegleich der beiden Kongrukte untereinander zeigte keine
bedeutenden Unterschiede auf. Mit immunhistologischen Farbungen wurde bel HT-29 Zdlen
starke K20 Expresson nachgewiesen (Moll et d., 1992). Dies wurde auch durch die Western
Blot Ergebnisse in dieser Arbet bestétigt. Die Zdlinie zeigte eine sarke K20 Expression,
sollte dso auch in der Lage sein den Promotor der K20 Konstrukte zu aktivieren. Diese
fehlende Aktivierung der Reporterkonstrukte it ungewohnlich, da mit adlen untersuchten, auf
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Keratinpromotoren baserenden Vektoren, Expresson in entsprechenden Zdlinien gezeigt
werden konnte. Meigt fihrte schon der Promotor in Verbindung mit ca. 1 kb 5 upstream
Sequenz zu darker zeltypspezifischer Expresson des Reporterkonstrukts in vitro. Dies wurde
gezeigt fUr den bovinen K5 Promotor, beim bovinen K6 snd sogar nur 605 bp 5
flankierender Region mit den darin enthdtenen Elementen notwendig (Casatorres et al., 1994;
Blessing et d., 1989).

Erg mit der Verwendung der Vektoren C3-EGFP und CA4-EGFP inklusve 215 kb 5
upstream Sequenz konnten stark fluoreszierende Zellklone beobachtet werden. Mit C4-EGFP
dabil trandiziete Klone erechten die hdchsten Fluoreszenz Messwerte des Versuchs. C3-
EGFP ereichte nur 14% Expresson des CA4-EGFP Durchschnitts. Insgesamt  betrachtet
ereicht der C4-EGFP Vektor ca die 50-80fache Expressonsstéarke von C1-EGFP bzw. C2-
EGFP. C3-EGFP zeigt nur ene Steigerung um das 7-12fache im Vergleich zu den gleichen
Kondrukten. Be den Experimenten mit Polyklonen zeigten C3-EGFP und C4-EGFP
vergleichbare Expressonsstérke. Die klonierten Sequenzen aus | 6k in den Vektoren C3 und
C4 misen regulatorische Elemente enthdten, welche die Transkriptionsstdrke in vitro
deutlich erhthen.

Ba den meden Keralingenen snd die regulatorischen Elemente in den proximden Regionen
der Promotoren zu finden. Bisher wurden bei Promotorstudien von Kerdtinen in vitro nur 5
upstream Sequenzen bis 5 kb Lange untersucht, well sch berets mit den dort lokdiserten
Kontrolldementen die Expresson in enem Reporterkonsrukt um en Vidfaches segern
lielR. Prominente Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren, die in viden 5 Regionen von
Keratingenen identifiziet und charakterisert wurden, snd AP-1, AP-2 und Spl. Diese drei
Transkriptionsfaktoren wurden beziiglich der Regulation von Keratingenen bisher  am
héufigsten beschrieben (Bailleul et d., 1990; Blessing et a., 1989; Jang et d., 1991; Jonas et
al., 1989; McNab et d., 1990; Snape et al., 1990).

Allerdings spiden diese dre Faktoren auch bel der Regulation vider anderer Gene eine Rolle.
Bem humanen Gen fir pro-al(l) Collagen wurden die Interaktionen dieser Transkriptions-
faktoren untersucht. Be der  Tranamissons-Elektronenmikroskopie zeigten dch  DNA
Schleifen, die durch Protein-Protein Interaktionen hervorgerufen wurden. Die Faktoren Spl
und AP-2 bringen den Promotor mit dem enhancer im Intron 1 Uber eine Schleife in Kontakt
(Vergeer et d., 2000; Bornstein et a., 1988). Transaktivierung durch Spl und AP-1 wurde
bespidsveise fir die Promotoren des humanen GM-CSF, das murine Feritin und den
porcine tissue factor beschrieben (Ye et a., 1996b; Tsuji et ., 1998; Moall et a., 1995).

AP-1, en ubiquitdr vorkommender nukledrer Faktor, i an der Zdlproliferation vermittelt
durch Wachstumsfaktoren beteiligt. Das DNA-Bindeprotein bedtzt en leucine-zipper Maotiv
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und setzt dch aus Jun/dun Homo- oder Jun/Fos Heterodimeren zusammen (Abe und
Maniatis, 1989; Angd und Karin, 1991). Die Bindung des Transkriptionsfaktors an die
consensus Sequenz reguliert die transkriptionelle Aktivitde AP-1 abhéngiger Gene (Ryder et
a., 1988; Ryseck et a., 1988). Begpidswvese werden Cytokingene, die AP-1 Elemente in
ihren Promotoren enthaten durch diesen TF reguliert (Gottschalk et a., 1993; Rao, 1994).

AP-2 ig en Transkriptionsfaktor epidermder und neuronder Zdlen (Mitchel et d., 1991).
Die genaue Rolle von AP-2 in epidermaen Genexpression ist noch nicht geklart (Byrne et d.,
1994). Funktiondle Bindungsstdlen exidieren in den 5 upstream Regionen vider epidermd
exprimierter Gere (Leask et al., 1990).

Sl wird konditutiv in viden Zdltypen exprimiet. Es ig ds zinc-finger Protein an der
transkriptiondlen Regulation ener Vidzahl von Genen beteligt (Kadonaga et al., 1987)
(Courey und Tjian, 1988). Spl wirkt as proximaer Promotorfaktor, der die Transkription
Uber spezifische Bindungsstellen aktiviet (Dynan und Tjian, 1985; Dynan et d., 1986; Ye &
al., 1996a).

52 kb 5 upstream Sequenz des bovinen K5 flhrten zu einer 40fachen Expressionssteigerung
im Reporterkonstrukt. Identifiziert wurde eine AP-1 Bindungsstdlle bei ca. —1 kb, welche fur
die Transkriptionsstérke in vitro bedeutend ig. Allerdings dimuliete die AP-1
Bindungssdle, enthdten in @nem kleinen Fragment, die Expresson nur um das 12fache. Erst
das Zusammenspid der AP-1 Bindungsstelle mit anderen Faktoren aus dem kompletten
Fragment von 5,2 kb fuhrt zur maximaen Expresson des Vektors (Casatorres et a., 1994).
Auch der bovine K6 Promotor wird durch Kontrolldemente im Bereich von —180 bp bis
—605 bp reguliert, die ene zdltypspezifische Expresson in vitro ermdglichen. Die weiter 5
upstream liegenden Sequenzen tragen in diesem Fal zu einer weteren Expressonssteigerung
nicht mehr be (Blessing et d., 1989). Allerdings snd weiter 5'upstream liegende Sequenzen
zwischen -4 und -9 kb fir die gewebespezifische Expresson im transgenen Tier essentidl
(Ramirez et d., 1995). Beeligt an der Kontrolle dieses Gens sind die Transkriptionsfaktoren
AP-2 und AP-1 bzw. Retinsdure (retinoic acid-RA) Uber ein RARE Moativ (retinoic acid-
responsive element), moglicherweise in Verbindung mit weteren Faktoren. (Navarro et a.,
1995). Retinsdure kann die transkriptiondle Aktivitdé AP-1 abhangiger Gene wie der
Collagenase reprimieren. Der RA Rezeptor a formt mit c-Jun Komplexe und verhindert die
Bindung an die Zid- Sequenz (Schule et ., 1991).
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4.3 ldentifizierung regulatorischer Elemente

Die Charakteriserung der Vektoren C1-EGFP bis C4-EGFP hatte gezeigt, dal? die langeren 5
upstream Sequenzen der Konstrukte C3 und C4 tatsichlich enhancer Elemente enthdten
missen, welche die Expresson eines K20 Expressonsvektors in vitro verstérken konnen. Die
Lokdisation dieser Elemente wurde mit den Vektoren (F1-F5)-C2-EGFP durchgefthrt, die
jeweils Teile des 21,5 kb 5 upstream Bereichs enthdten. Diese Sequenzen wurden ebenfdls
in vitro charakterisgert. CO-EGFP mit 226 bp Minimadpromotor diente ds Kontrolle, auf die
sch die Expressonsstérken der anderen Vektoren beziehen. Die Konstrukte (F1-F5)-C2-
EGFP eareichten be den durchgefiihrten stabilen Transfektionen sehr unterschiedliche EGFP
Expressonsstérken. Lediglich die am weteten 5 upstream liegenden Fragmente F5
(21,5 kb bis —18,4 kb) und F4 (18,4 kb bis —14,9 kb) konnten die Expresson um das 7fache
bzw. das 6fache gegentiber CO-EGFP dgnifikant seigern. Die Fragmente F3-F1 (14,9 kb bis
—4,8 kb) erreichten lediglich eine 1,5 bis 1,9fache Expressonssteigerung.

Die expressonssteigernden Effekte der Fragmente F5 und F4 korrelieren mit dem Auftreten
von Transkriptionsfaktorbindungsstdlen in diesen beiden Abschnitten. Mit dem Programm
Proscan (http:/bimas.dcrt.nih.gov/cgi-binmolbio/proscan, Verson 1.7, Prestridge, 1995)
wurde die komplette Sequenz des 137 kb langen PAC Klon AC004231 nach Bindungsstellen
fur Transkriptionsfaktoren durchsucht. Auf den Transkriptionsstart des K20 bezogen wurde
der Bereich von -78,7 kb bis 58,3 kb bertckschtigt. Identifiziet wurde in Fragment F4 en
cluster mit vier Sp1 Bindungsstelen be —16,4 kb. Im Fragment F5 sind eine AP-2 und Spl
Erkennungssequenz be —20,6 kb lokalidert. Die Bindungsstdlen der Fragmente F4 und F5
tragen zur Steigerung der Expresson bei, da mit C3-EGFP und C4-EGFP die
Expressonsstérke gesteigert wurde, welche beide Elemente enthdten. Das langste Konstrukt
C3-EGFP enthdt zwar auch beide Fragmente, erreicht aber nicht ganz die Expressonsstérke
des Vektors C4-EGFP. Dies zegte sch auch schon be der Untersuchung der abil
trandizierten Einzelklone. Hier wurde schon die Integration des Vektors in Abhéangigkeit von
der Vektorlange angesprochen. Mdoglicheweise ist aber das in C4-EGFP enthdtene Hybrid-
Intron 1/7 ein Grund fir die st&rkere Expresson. Hybrid-Introns in Vektoren konnen im
Vergleich zu Kongrukten ohne Intron die Transkription und/oder Prozesserung um das 5-
300fache deigern. Aulerdem unterstlitzen Hybrid-Introns manchmd die Transkription und
Prozessierung effektiver as natiirlich vorkommende Introns (Choi et al., 1991).
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4.4 Zdltypspezifische EGFP Expression

Die Zdlinie HT-29 leitet sch von einem humanen Colon Adenokarzinom ab, die endogen
K20 exprimiert (Moll et d., 1992; Moll et d., 1993). Die sarke K20 Expresson der Linie
wurde auch im Western-Blot bestétigt. Die trandente Transfektion der HT-29 Zdlen ergab
ene ser schlechte Trandektionseffizienz mit dlen getesteten Transfektionamethoden. Da die
HT-29 Zdlen sch nur sehr schwer trandizieren lassen, lagen die Effizienzen sdbst mit einem
kommerzidlen Trandfektionseagenz unter 0,1 %, obwohl dieses die besten Ergebnisse
lieferte. Untersucht wurde die zdltypspezifische Expresson der Vektoren C1-, C2-, C3- und
C4-EGFP in HT-29 und HelLa Zdlen. Huorexzierende Zdlen liefen dch mit den vier
Kondrukten lediglich in den HT-29 Zdlen beobachten, nicht aber in den
Kontrolltrandektionen mit HeLa Zdlen. Alle Vektoren zegen dso ene vom Zdltyp
abhdngige Expresson. Unterschiede ergaben dch lediglich in der Stéake der EGFP
Expresson. Trandektionen mit Cl-EGFP und C2-EGFP ergaben kaum wahrnehmbare
Sgnde. Die Kongrukte C3-EGFP und CA4-EGFP lidfeten telwese sehr  dake
Fuoreszenzen, wo die EGFP Expresson in den Zdlen um ein vidfaches hther liegen musste
ds im Vegeech zu CI1-EGFP und C2-EGFP. Diese Ergebnisse bestétigen die quantitativen
Messwerte stabiler Transfektion.

Die zdltypspezifische Expresson unter Kontrolle des K20 Promotors i demnach mit dlen
vier Kongrukten gegeben. Die Kontrolldemente fir die Gewebespezifitdt missen entweder
proxima des Promotors bis —4,8 kb liegen, oder im 3 downstream Bereich bis 12,9 kb
lokdisert san. Diese Sequenzen dnd in dlen K20-Vektoren enthdten. Fir die Regulation
kommen z.B. Elemente in Frage, die im Bereich bis —1,2 kb vor dem Transkriptionsstartsigna
des K20 liegen. Ba den meden Keraingenen snd hier Bindungsstelen fur AP-1, AP-2 und
1 zu finden, die an der Regulation der Gene beteiligt Snd. Beim K20 snd proxima des
Promotors von —100 bp bis —275 bp zwel AP-2 und eine Spl Bindungsstdle lokdigert. In
enem zweten Abschnitt von —978 bp bis —1147 bp dnd zwel weitere Bindungsstelen fir
AP-2, zwe fur Spl und ene fur AP-1 lokdisert. Beim Gen fir bovines K5 wurde en
epithd spezifisches AP-1 Element ba —960 bp beschrieben, welches die Expresson in vitro
um das 10fache deigert, aber auch fir die Zdltypspezifitét verantwortlich ist. Ebenso sind im
proximden Promotorbereich zwischen —35 bp und —-105 bp zwe Spl und ene AP-2
Bindungsstelle zu finden (Casatorres et al., 1994).

Das humane Gen fir K4 enthdt bei —315 bp eine AP-2 Bindungsstelle, die fir die Expresson
in vitro entscheidend ist. Wird die Sequenz ddetiert, it keine Expresson des
Reporterkongtrukts mehr  nachweisbar.  Allerdings snd noch weitere  Transkriptionsfaktoren
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an der Regulation der Expresson beteligt. Diese Elemente liegen noch weiter 5° upstream
und steigern die Expression um das dreifache (Wanner et d., 1997).

Auch bem bovinen Gen fir K6 dgnd regulaorische Elemente zur gewebespezifischen
Expresson in unmittelbarer N&he zum Promotor lokdisert. Die Sequenz bis —605 bp vor der
cap-site is fur maximae Expresson enes Reporterkondrukts in vitro ausreichend. Die
zdItypspezifische Expresson ig gewdhrleget (Blessng et d., 1989). Allerdings ig fir ene
sarke Expresson in vivo ein wesntlich langerer 5 upstream Bereich notwendig.
Zufriedengtellende gewebespezifische Expresson in transgenen Mausen wurde ers mit enem
Vektor erreicht, der eine 11 kb lange 5° upstream Sequenz beinhatete. Der Vektor mit 605 bp
upstream Bereich war in tranggenen Tieren vdllig inektiv (Blessing et d., 1995, Ramirez et
al., 1995; Casatorres et a., 1994). Die Kooperation der Bereiche —9 kb bis —4 kb und —830 bp
bis =180 bp ig fir ene gpezifische Expresson in tranggenen Tieren ausschlaggebend
(Ramirez et d., 1998). Der enhancer fur die Expresson in vitro ig zwischen —180 bp und
—605 bp lokdisgert und enthdt zwei AP-1 Bindungsselen und en RARE Element. Die
beden AP-1 Bindungsstdlen dnd vermutlich fir die suprabasde Induktion des K6
verantwortlich. Welche Rolle ein ebenfdls vorhandenes AP-2 Element @nnimmt ig noch
unklar. Uber des RARE Motiv ist eine Induktion des Promotors mit Retinsiure moglich. Wird
die Sequenz deletiert, entfdlt die Induzierbarkeit des Gens (Navarro et a., 1995).

4.5 Generierung transgener Mauslinien

Dea K20 Expressonsvektor i im Vergleich zu ene Vidzahl auf Keratingenen baserender
Vektoren noch nie zur Generierung transgener Tiere eingesetz worden. Mit einem K20
Kongrukt soll die gewebespezifische Expresson eines Transgens in mucosden Schichten des
Darmepithels ermdglicht werden. Besonderes Interesse gilt dem Cytokin TGF-(3, welches fur
die Homoogstase des Epithds eine wichtige Rolle spielt (Planchon et al., 1999). Eine
Uberexpression von TGF-R bzw. die Expresson eines dominant negativen TGF-13 Rezeptors
im Damepithd konnte Aufschiu? Uber die Entsgehung und Entwicklung chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen geben. Es gibt enige Hinweise, dad TGF-3 be der
ulcerativen Calitis und Morbus Crohn eine wesentliche Rolle ennimmt (Neurath et al., 1996;
Powrie et d., 1996; Autenrieth et d., 1997). Mit den Expressionsvektoren C1-TGF-13 und C1-
dn RIl wurden transgene Mause durch Mikroinjektion in den ménnlichen Pronukleus
generiert (Hogan et a., 1986). Aus den Mikroinjektionen mit Cl1-dn RIl gingen drei founder
hervor mit denen zwe transggene Linien (Tg-C1-dn RIl;») etabliert werden konnten. Ebenfdls
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drei founder wurden mit dem Vektor C1-TGF-3 generiert, dlerdings lie? sch nur ene
transgene Linie (TgC1- TGF-(%;) etablieren.

Mit dem Kongtrukt C4-EGFP wurden funf transgene founder generiert, die dle das Transgen
trangmitierten und ds Maudinien etabliet werden konnten (Tg-C4-EGFP,.5). Der C4-EGFP
Vektor wurde zuerst verwendet, weil dieser in den Transfektionsexperimenten die stérkste
EGFP Expresson gezeigt hatte. Das Konsrukt C3-EGFP wurde zuletzt zur Mikroinjektion
eingesetzt, woraus 14 founder hervorgingen. Bisher konnten acht transgene Linien etabliert
werden (Tg-C3-EGFPyg). Alle tranggenen founder und F1 Nachkommen zeigten im
Vergleich zu den nichttransgenen Geschwigtern keine Auffaligkeiten.

Alle durchgeflihrten Untersuchungen wurden an heterozygoten Tieren dieser transgenen
Linien durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten die nichttransgenen Geschwidtertiere.

4.6 Gewebespezifische Expression der Transgene

Die gewebespezifische Expresson der Tranggene in den Linien Tg-C1-TGF-(%, TgCl-dn RIl;
und Tg-Cl-dn RIl; wurden mittds RT-PCR Andyse der Organe Magen, Dunndarm,
Blinddarm, Dickdarm, Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge und Rickenhaut nachgewiesen. Unter
Vewendung spezifischer Primerkombination gerichtet gegen die kloniete ¢cDNA (TGF-[3,
dn RII) und das Exon 2 des K20 Gens, konnte transgenspezifische Expresson nachgewiesen
werden. Die RT-PCR wurde Uber das Intron 1 des K20 durchgefiihrt, somit ist gesichert, dal3
es dch be dem PCR Produkt um ein ¢cDNA-Signd und nicht um en genomisches Artefakt
handdt. Da das Intron 1 des K20 2,15 kb gro3 i, lassen sch Signde von Verunreinigungen
mit genomischer DNA in der RNA deutlich vom ewarteten kleneren c¢cDNA Sgnd
unterscheiden (Blessng et a., 1996; Breuhahn et d., 2000). Lediglich in den intestinden
Geweben Magen, Diunndarm, Appendix und Colon transgener Tiere wurden RT-PCR Signde
detektiert. Kontrolltiere wiesen diese Banden nicht auf. Dieses gewebespezifische
Expressonsmudter zeigte Sch ba dlen drel untersuchten Linien.

Northern-Blot Andysen der transgenen Linien Tg-C1-TGF-(3;, TgCl-dn RIl; und Tg-C1-
dn RIl,, durchgefihrt mit RNAs isoliert aus den gleichen Geweben wie bel der RT-PCR,
ergaben keine transgenspezifiscchen Signde. Unter Nutzung ener Sonde gerichtet gegen die
Exons 3-8 des K20, welche sowohl die endogene K20 mRNA as auch das Transkript des
TGF-B bzw. des dn RIl erkennt, konnte transgenspezifische Expresson in keinem der
verwendeten Gewebe nachgewiesen werden. Erwartet wurde die transgenspezifische mRNA
Bande bel ca 2,8 kb fir TGF-I3 bzw. 2,3 kb fur dn RIl. Da sch in dlen drel transgenen Linien
keine soezifische RNA nachweisen liefd, kann die Moglichkeit von Podtionseffekten bel der
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Integration ins Genom grofdentells ausgeschlossen werden. Lediglich das murine endogen
exprimierte K20 intestinder Gewebe erzeugte starke gewebespezifische Signale bel 1,7 kb.
Dies korrdiert mit der fir K20 beschricbenen mRNA Grofe (Moll et a., 1993). Der Magen
zeigte nur schwache endogene K20 Expresson, hingegen zeigte Sch besonders im
Dinndarm, aber auch im Blinddarm und Dickdarm massive Expresson. Die Kontrollgewebe
Leber, Niere, Milz, Herz, Lunge und Riickenhaut blieben sgndfre.

Diese Ergebnise zeigen, da? endogenes K20 gewebespezifisch exprimiet wird und die
transgenspezifische  Expresson schwach i, Die K20 Expressonskassete ig fir ene
gewebespezifische Expresson der Transgene in intestinder Mucosa geeignet, dlerdings it
die Expressionsstérke schwach, da nur mittels RT-PCR nachweisbar.

Die Untersuchung der EGFP Expresson der Linien Tg-C3-EGFP;.g und Tg-C4-EGFPi.5
wurde an Schnitten des Intestindtrakts durchgefiihrt. In keinem der transgenen Tiere dler
Linien konnte EGFP Huoreszenz in Zelen des Mucosagpithds nachgewiesen werden. Die
Vermutung, dal3 EGFP durch die cytoplasmatischen Bedingungen in Enterocyten nicht aktiv
i, konnte durch die ubiquitére Expresson in ener knock-in Maus widerlegt werden. Das
EGFP wird in dlen Zdlen der Maus inklusve der Darmmucosa exprimiert (Condtien et d.,
2001).

4.7 Kontrollelemente der K20 Transkription

Offengchtlich reicht fir eine Sarke gewebespezifische Expresson von Transgenen unter
Kontrolle des K20 Promotors ein Bereich von —21,5 kb bis 12,9 kb immer noch nicht aus. Die
gewebespezifische Expresson der Kongtrukte it zwar gegeben, dies wurde in vitro mit den
Transfektionen der HT-29 Zdlen, aber auch in vivo mit den transgenen Cl-dn RIl Tieren
gezeigt. Es fehlen aber noch wetere Faktoren, um mit dem K20 Expressonsvektor eine der
endogenen K20 Expression vergleichbarer Stérke zu erreichen.

Die Transkriptionsfektoren AP-1, AP-2 und Spl spiden be den Keraingenen ene
entscheidende Rolle (Magnaldo et a., 1993; Ohtsuki et a., 1993). Beém Keratin 5 and zwel
Spl und ene AP-2 Bindungssele im Bereich bis —100 bp des Promotors lokaisert. Die
Expressonsstérke wird durch enen enhancer reguliert, der zwischen —762 bp und —1009 bp
upstream des Transkriptionsstarts liegt. Das enthdtene AP-1 Element vergtérkt die
Expresson um den Faktor 6 bis 10, abhéngig vom verwendeten Reporterkonstrukt. Es handelt
sch um enen gewebespezifischen enhancer, denn wird die AP-1 Sequenz mutiert, geht auch
die Gewebespezifitét verloren (Casatorres et d., 1994).
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Auch bem Keain 6 drigiet en zdltypgezifischer enhancer die Expresson in das
entsorechende Epithel. Der Bereich bis —605 bp vor der cap-site kann in enem Reporter-
Assay die Expresson um ca. das 100fache steigern (Blessing et d., 1989).

Im Fdl des K20 ig die Vertelung der Transkriptionsfaktor-Bindungsstdlen dhnlich wie be
den anderen Keraingenen. Im Bereich bis —120 bp vor der cap-site snd ene AP-2 und eine
Spl Bindungsstelle lokdidert. Welter upstream zwischen —1150 bp bis —970 bp liegen zwe
wetere AP-2, eine Ap-1 und zwe Spl Bindungsstdlen in einem cluster. Diese Faktoren sind
zwar fir die gewebespezifische Expresson des K20 in vitro und in vivo ausreichend,
dlerdings is die Expressonsstérke sehr gering. Erst im Zusammenspid mit dem enhancer
aus dem Fragment F4 kommt es zur Expressonssteigerung. Verantwortlich dafir sind
vermutlich die vier Spl Bindungsstdllen bet —16,4 kb. Fur K3 und K16 wurden Spl Elemente
beschrieben, welche die Promotoren in vitro aktivierten (Chen et d., 1997; Magnado e a.,
1993). Der enhancer in F5 dimuliet das Reporterkongrukt in dhnlicher weise wie F4.
Enthdten dnd je ene Ap-2 und Spl Bindungsstdle be —20,6 kb. Die Funktion des AP-2
kann je nach Keratingen variieren. Aktivierender Einflul zeigte sch auf die Expresson des
K4, K14 und K16 (Wanner et d., 1997; Leask et d., 1991; Sinha et d., 2000; Magnaldo et d.,
1993). Hingegen wirkt AP-2 ds Repressor auf die K3 Expression, indem es die Spl Aktivitét
supprimiert (Chen et a., 1997). Beém K10 Gen konnte in vivo gezeigt werden, dal3 C/EBP
den Promotor aktiviert und AP-2 dies unterdriickt. (Maytin et a., 1999). Bisher wurden fir
kein Kerdingen Transkriptionsfektoren beschrieben, die so weit 5 upstream der
Initiationssequenz  binden und fir ene addguate Proteinexpresson in vivo noch in vitro
notwendig wéren.

Maoglicherweise spidt en cluster mit vier Sp1 Bindungsstdlen be —26 kb ene essentiele
Rolle be dear K20 Regulaion in vivo. Wetere rdevatte Bindungsselen fir
Transkriptionsfaktoren noch weiter 5° upstream wurden mit dem Programm Proscan nicht
identifiziert, da sch dann bereits das Gen fur Keratin 23 anschliefd.

Die Exon/Intronsequenzen spiden beim K20 keine Roalle, da die Vektoren C3-EGFP und C4-
EGFP in vivo keine Unterschiede in der Expresson zeigten. Bezliglich der Promotoraktivitét
macht es demnach keinen Unterschied ob das Konstrukt die Exons 2-7 enthdt oder nicht.
Regulatorische Elemente in Exons oder Introns wie beim K18 kdnnen fir die Expresson in
vivo ausgeschlossen werden (Oshima et d., 1990; Neznanov et d., 1997). Offengchtlich muid
zwischen Keatingenen enfacher und drdifizieter Epithdien beziglich der Regulation
unterschieden werden. Die in einfachen Epithelien exprimierten Gene fir K8, K18 und K19
snd anders drukturiert, dies zeigte sch be der Generierung transgener Tiere und den

resultierenden Expressonsmugtern andyserter Gewebe. K8 bildet mit den Partnern K18, K19
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und K20 spezifische Heterodimere, charakteristisch fir das jewelige Epithd (Moll et 4d.,
1982; Eichner et d., 1984).

In tranggenen Mausen, generiet mit dem humanen Gen fir K8, |&% dch transgene
Expresson in Trachea, Lunge, Magen, Dam, Leber, Niere, Thymus und verschiedenen
Drisen nachweisen, die weitgehend dem endogenen Muster entspricht. Das verwendete K8
Kongtrukt hatte eine Lange von 12 kb inklusve 1,1 kb 5 upstream Sequenz und 3,2 kb 3
flankierender Sequenz. Bel dlen Linien liel3 sich gewebespezifische Expresson abhdngig von
der Kopienzahl und unabhangig vom Integrationsort nachweisen. Lediglich bel ener Linie,
bel der das Transgen extrem stark exprimiert wurde, kam es beispidsweise zur untypischen
Expresson in de Basdschicht der Epidermis. Wurden die Exorn/Intronsequenzen des
Kongtrukts durch das bakteridle lacZ Gen ersetzt, war keine transgenspezifische Expresson
mehr nachweisbar. Die Autoren vermuten deshdb Bindungsstdlen fir  regulatorische
Elemente in den intragenischen Sequenzen des K8 (Casanova et al., 1995).

Solche Bindungsstellen wurden fur das K18 bereits beschrieben. Mit einem 10 kb Vekior
inklusve 25 kb 5 und 35 kb 3 flankierender Sequenz konnte gewebespezifische Expresson
in Leber, Lunge, Dam, Niere und Gehirn transgener Méause gezeigt werden. Alle dafir
notwendigen regulatorischen Elemente sind offenbar in dem Konstrukt enthdten (Abe und
Oshima, 1990). Allerdings fehlte die Expresson in Milz, Herz und Skeettmuskd. An der
K18 Regulaion beteiligt snd AP-1 und ETS Bindungsstdlen sowie dre silencer im Intron 1,
sowie AP-1 im Exon 6 und proxima des Promotors lokdiserte Faktoren (Pankov et d.,
1994b; Umezawa et d., 1997; Neznanov et a., 1997).

K19 wiederum wird durch einen 3 enhancer mit AP-1 Element reguliert, der mit dem
proximalen Promotor interagiert (Hu und Gudas, 1994).

Die hisher fir die Charakteriserung des K20 verwendeten Sequenzen haben noch keine
absolute Klarheit Uber die Regulation des Gens erbracht. Vermutlich snd die Elemente bis
-1,2 kb oder auch die 3 Sequenz an der zdltyp- und gewebespezifischen Expression
beteiligt, da dle vier vewendelen Vekioren Zdltypspezifitd in vitro zegten. Die
Verdnderung des ExorvIntronbereichs hatte keinen Effekt auf das Expressonsmuder, dies
zeigte sch bel der Charakteriserung der K20 Sequenzen. Fir eine starke Expression in vitro
snd die Fragmente F4 und F5 dcherlich ausreichend, dlerdings trifft dies fir die transgeren
Tiermodelle nicht zu. Mdglicherweise ig der in den Vektoren enthdtene 3° Bereich nicht
auseichend und notwendige regulatorische Elemente befinden sch weter downstream der
verwendeten Sequenz.

Die Keratingene K23 und K12 flankieren K20 im cluster der Typ | Keratine. Bis auf deren
Sequenz und ihre Funktion it nichts Uber die Regulation bekannt. Se wurden auch noch
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nicht zur Generierung transgener Tiere eingesatzt (Nishida et d., 1997; Zhang et d., 2001).
Die Moglichkeit, da3 diese Keratingene von ener lucus control region (LCR) kontrolliert
werden kann deshalb nicht ausgeschlossen werden. Fir Keratingene, die auch in zwe clustern
organigert and, wurden LCRs noch nie beschrieben. Beispide fur LCR Funktionen snd fir
den humanen Globinlokus oder den cluster humaner Wachstumsfaktoren beschrieben worden
(Grosveld et d., 1987; Jones et d., 1995). Fur den Globinlokus wurden LCRs identifiziert, die
bis zu 50 kb 5" upstream bzw. 20 kb 3° downstream von den enzelnen Genen entfernt sind.
Ein Kongrukt aus LCRs und [-Globingen erechte postionsunabhéngige Expresson in
transgenen Mausen, vergleichbar der endogenen Expressonsstérke (Grosveld et a., 1987).
Ohne die Kontrolldemente vaiiert die Expresson des [-Globins in Abhéngigket vom
Integrationsort des Kongtrukts in jeder transgenen Linie (Magram et a., 1985; Chada et dl.,
1985).

Im cluster der humanen Wachgumshormone snd funf Gene in einem Bereich von 48 kb
lokaisert. Die Gene zeigen inklusve der Promotoren ca 90% Sequenzidentitét, werden aber
in unterschiedlichen Geweben wie Hypophyse oder Plazenta exprimiert (Barsh et d., 1983,
Chen et d., 1989). Das hGH-N, welches am weiteten 5 im cluster liegt, wird ausschlieldich
in der Hypophyse exprimiet. In transgenen Mausen reichte fUr ene transgenspezifische
Expresson des hGH-N ein 4,6 kb 5 upstream und 26 kb 3" downstream Bereich nicht aus.
Erg die Verwendung enes Vektors mit 40 kb upstream Sequenz gewdahrleistete adéquate
gewebespezifische Genexpresson. Die enthdtenen zwel Kontrollregionen be —15 kb und —30
kb dirigieren transgenspezifisch die Expresson des hGH in die Hypophyse. Sie kdnnen auch
separat die Expresson unabhdngig vom Integrationsort verstérken, dlerdings geht dabe die
Gewebespezifitdt und physologische Kontrolle verloren. Die identifizierten Elemente sind
Tel ener LCR, die fur die kontrolliete Expresson der Gene des hGH cdugters verantwortlich
ig (Joneset a., 1995).
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4.8 Ausblick

Die Chaakteriserung der Linien Tg-C3-EGFP1.s und Tg-C4-EGFP;.5 hatte keine EGFP
Proteinexpression in tranggenen Tieren gezeigt. Die Regulaion in vivo ist komplexer ds dies
die in vitro Ergebnisse vermuten liel¥en. Die ExonvIntronsequenzen des K20 spielen bel der
Aktivierung der verwendeten Kongrukte keine Rolle. Regulatorische Elemente missen welter
5 oder 3 des untersuchten Sequenzbereichs von —21,5 kb bis 12,9 kb liegen. Deshdb wird
der Sequenzbereich bei —26 kb fir weitere Untersuchungen in vitro kloniert. Die mit Proscan
dort identifizieten Spl Motive snd moglicheweise an der Regulation des K20 in vivo mit
betelligt. Néher untersucht werden mul3 auch der 3° downstream Bereich des K20, da sich
dort noch Kontrolldemente fUr die Transkription wie bel K19 befinden konnten. Sollte sich
be den Zdlkulturexperimenten zeigen, da3 die untersuchten Sequenzen enhancer-
Eigenscheften bestzen, werden diese in Vebindung mit den Fragmenten F4 und F5 zur
Generierung neuer K20 Expressonsvektoren genutzt. Die Funktionditét der Kongrukte wird
zuest mit der ¢cDNA fir EGFP in transggenen Mausen Uberprift, um damit die
gewebespezifische Expresson in Enterocyten zu zeigen. Wenn die klonierten Abschnitte die
ewartete Funktion nicht Ubernehmen, wird der komplette PAC Klon AC004231 nach
Kontrollelementen durchsucht.

Snd die notwendigen Faktoren fir ene darke gewebespezifische Expresson in intestinder
Mucosa gefunden, deht die Untersuchung der TGF-R  Funktion be  entzindlichen
Erkrankungen des Intestindsystems wieder im Vordergrund. Hierfir werden die cDNAs fir
TGF-3und den dn RII in den Vektor kloniert und diese zur Pronukleus njektion eingesetzt.
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5. Zusammenfassung

Keain 20 i en Intermediafilament, das ds Strukturdement in den Epithdien des
Intestindtrekts und den Merkdzdlen der Haut exprimiet wird. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden verschiedene K20 Expressonsvektoren generiert, mit denen die gewebespezifische
Expresson in vitro und in vivo andyset wurde. Die Vektoren baseren auf den Klonen
CK20-1T19 und | 6k. Charakterisert wurde mit diesen beiden Klonen ein Bereich von
-21,5 kb bis 12,9 kb vom Transkriptionsstart des K20. Insgesamt wurden zehn K20-EGFP
Vektoren kloniet und fir dabile Transfektionen von K20 exprimierenden HT-29 Zdlen
eingestzt. Die Vektoren, welche die Sequenz von 21,5 kb bis 12,9 kb umfassten, konnten
die Expresson bis zum 80fachen gegentiber den Kongtrukten mit 4,8 kb 5° upstream Bereich
deigen. Zur ldentifizierung regulaorischer Elemente in der 5° upstream Sequenz wurde
diee in die Fragmente F1-F5 untertelt und ebenfdls in vitro mittds EGFP Assays auf
enhancer Eigenschaften untersucht. Die zwei am wetesten 5 liegenden Fragmente F5
(21,5 bis -184 kb) und F4 (=184 his —-14,9 kb) verstérkiten die Expresson der
Reporterkongrukte signifikant. Bei der Datenbankrecherche fanden sch im Fragment F5
mehrere Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren (TF) Spl und AP-1 bei —20,6 kb bzw.
snd im Fragment F4 vier Sl Erkennungssequenzen bel —164 kb lokdiset. Diese TF
siden be der Regulation von Keratingenen eine wichtige Rolle und werden auch im Fdl des
K20 fur die Steigerung der Expression verantwortlich gemacht. Die Ubrigen Fragmente F1-F3
konnten die Expressonsstarke der Reporterkongrukte nicht dgnifikant steigern. Die drikte
Zdltypspezifitdt der verwendeten K20 Vektoren wurde mit dsabilen und trandenten
Trandfektionen von HT-29 und HelLa Zdlen veifiziert.

Zur Generierung transgener Méuse wurden verschiedene K20  Expressionskassetten
verwendet. Die cDNAs fur TGF-3 und den dominant negaiven TGF-3 Typ Il Rezeptor
wurden in einen K20 Vektor mit 4,8 kb 5 upstream Sequenz eingefigt. Mit diesen
Kongrukten wurden, mittels Pronukleusnjektion, transgene Tiere generiet und die
gewebespezifische mMRNA  Expresson der Transgene untersucht. In intestinden Geweben
konnte mittdls RT-PCR transgenspezifische RNA nachgewiesen werden. Mit NorthernBlot
Analysen wurde in keinem Gewebe transgenspezifische Expresson detektiert. Die K20-EGFP
Vektoren mit 21,5 kb 5 upstream Sequenz wurden ebenfals zur Generierung transgener
Tiere eingesetzt. Allerdings konnte in diesen Tieren keine EGFP Fuoreszenz in Enterocyten
oder anderen Geweben nachgewiesen werden. Fir die gewebespezifische Expresson des K20
Vektors reicht die 4,8 kb 5upstream Sequenz aus, der Bereich bis —21,5 kb verstérkt die
Expresson in vitro, dlerdings fehlen fir die darke gewebespezifische Expresson von
Transgenen in vivo noch weitere Kontrollelemente.
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7. Anhang

7.1 Abkdrzungen

Abb.
AcOH
Ak
AP-1, AP-2
AS

bp

bps
BSA
CD
cDNA
Ci

cm

d
dATP
dCTP
DEPC
dH,O
DMSO
DNA
DNase
dNTP
E. coli
EDTA
EGFP
EtOH
Ets
FBS
FSH

g
GM-CSF

°C

h
hCG
I
IFN
Ig
IL
i.p.
K1, K20
kb
kD
kg

I

I

Abbildung

Essgsiure

Antikorper

activator protein 1, activator protein 2
Aminoséure

Basenpaare

basepairs

bovine serum albumin - Rinderserumabumin
cluster of differentiation
komplementére Desoxyribonukleinsaure
Curie

Zentimeter

Teg

Desoxyadenosyl-triphosphat
Desoxycytidin-triphosphat
Diethylpyrocarbonat

destilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotid

Escherichia coli
Ethylendiamin-N,N,N’ N’ -tetraacetat
enhanced green fluorescent protein
Ethanol

E-twenty-six specific

fetal bovine serum - Fotaes Rinderserum
Follikel stimulierendes Hormon
Gramm, Erdbeschleunigung
granulocyte macrophage-

colony stimulating factor

Grad Cddus

Stunde, human

humanes Chorion Gonadotropin
Intron

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

intraperitoned

Keratin 1, Keratin 20 usw.

Kilobasen

Kiloddton

Kilogramm

Lambda, Wdlenlénge

Liter
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LB-Medium
LMP

L.

M

m

mA

Mb

PKC

PMS

PMSF
polyA-Sgnd
PVDF

RNA
RNase

RT

SDS
Spl

Tab.
TAE
TE
Tg
TGF
Tris

U/min
UTR
uv
Voal.
viv

wiv

Luria Bertani Medium

low melting point

Losung

Molar

murin

Milliampere

M egabasenpaare

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimolar

Millimol
3-(N-Morpholino)-propansulfonséure
messenger - Ribonukleinsture
Mikrocurie

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Nanogramm

Nanometer

Polyacrylamid- Gel el ektrophorese
phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Pikogramm

pH-Wert

Proteinkinase-C

pregnant mare serum
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyadenylierungssignd
Polyvinylidindifluorid
Ribonukleinsaure
Ribonuklease
Raumtemperatur, Reverse Transkriptase,
Sekunden
Natriumdodecylsulfat
selective promoter factor
Sandard- Sdine- Citrat- Puffer
Tabdle
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Puffer

tranggene Linie
transforming growth factor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Enzymenheiten (Units)
Umdrehungen pro Minute
untrandatierter Bereich
Ultraviolett

Volumen

Volumenprozent

Wildtyp

Gewichtsprozent
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7.2 Vektorkarten

Aat 11, 32

Adt 11, 2026
Xho I, 2064

3" Sequenz

~-BamH [, 3048

-Xho, 3761

4,8kb
5 upstream
14599, Nae | - Sequenz
. Nrul, 6920
BsaA I, 7305

Abb. 7.1: Expressionsvektor C1

Der C1 Expressionsvektor enthélt die 18 kb des | -Klons CK20-1T19, welcher fur das humane Keratin 20 codiert
(Moll et a., 1993). Die Sequenz gliedert sich in einen 4,8 kb 5° upstream Bereich, 8 Exons vertellt Uber 9,3 kb
und 3,9 kb 3" Sequenz. Das Exon 1 wurde groftenteils deletiert, es verblieben nur 56 bp bis zum Intron 1. Fir
die Klonierung von cDNAs steht bei 6920 bp eine Nru | Schnittstelle im Exon 1 zur Verfugung. Der bakterielle
Tell des Vektorsist ein 2 kb pBR322 Derivat, das eine modifizierte multiple cloning site und fast ausschlief3lich

ori und Ampicillinresistenz enthalt (Blessing et al., 1993).

Aat 11, 32

At I, 2026
£Xhol, 2064

3" Sequenz
BamH 1, 3048

Xhol, 3761

4.8kb
C1-TGF-R3 5 upstream
21200 bp Sequenz
5920, (Nru l)
TGF-3 oder dn RII

Abb. 7.2: Expressionsvektor C1-TGF-3 bzw. C1-dn RII

In die Nru | Schnittstelle des Vektors C1 wurden die 1472 bp des simian TGF-3 (pUC8/simian TGF-3 Hinc Il
geschnitten) bzw. die 926 bp des humanen dominant negativen TGF-R Typ Il Rezeptors (pBluescript/dn RIl Sma
| geschnitten) kloniert. Diese Vektoren wurden fir die Generierung der transgenen Tiere bei 3.9 verwendet. Als
Sonde, zum Durchsuchen einer genomischen Phagenbank, wurde das 1,7 kb Xho | Fragment verwendet

(Position 2064 bis 3761).
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Aatll, 32

Aat 1. 2026
LAgel, 2041
i-Xho |, 2064

3" Sequenz
-BamH |, 3048

.-Xhol, 3761

C1-EGFP 48Kkb
Nael, 15344~ 5 upstream
20477 bp Sequenz
“(Nrul), 6920
. (Nru1), 7665

~ BsaA|l,8050
BsaA |, 8300

Abb. 7.3: Expressionsvektor C1-EGFP mit 4,8kb 5 upstream Sequenz

Konstrukt C1-EGFP besteht aus C1 mit der ¢cDNA fir EGFP im Exon 1. Der Vektor enthdlt die native
Exon/Intronstruktur des K 20.

Aatll, 32

pBR 322

IAat 11, 2026
i Agel, 2041

3" Sequenz ‘- Xhol, 2064

C2-EGFP - BamH 1, 3048
13179 bp
" Xhol, 3761
Exon 8 48kb
5 upstream
) Sequenz
(BsaA I/Nael) " )
7665, (Nru I)

,

6920, (Nru I

Abb. 7.4: Expressionsvektor C2-EGFP mit 4,8 kb 5'upstream Sequenz und deletierten Exons 2-7

Das Konstrukt C2-EGFP wurde kloniert aus Konstrukt C1-EGHP indem mit BsaA | (Position 8050) im Intron 1
und Nae | (Position 15344) im Intron 7 geschnitten und religiert wurde. Die Exons 2 his 7 wurden so mit eéinem
7,3 kb Fragment deletiert.
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Adt I, 32
’ ; Aat 11, 2026
3 Sequenz i iAgel, 2041

Neel, 32084 ., -BamH I, 5259

%0 C3-EGFP
37212bp -

..BamH [, 8715

21,5kb
5 upstream

Sequenz

“swil, 11932

150
200

O askh
5 upstream
Sequenz

Xhol, 20500
BamH |, 19787

BsaA |, 24792
EGFP

'SnaB 1, 15702

Abb. 7.5: Expressionsvektor C3-EGFP mit 21,5kb 5™ upstream Sequenz

Konstrukt C3-EGFP wurde aus Konstrukt C1-EGFP kloniert, indem das 18,4 kb Age | / Xho | Fragment aus
pSL-l 6k (Abb. 7.7) eingefugt wurde. Der Vektor hat nun 21,5 kb 5 upstream Sequenz, die Gesamtlange betragt
37,2 kb.

Aatll, 32
; § Aat 11,2026
3 Sequenz LAgel, 2041

Exon 8

Exonl
EGFP

.-BamH [, 5259

C4-EGFP

48kb 29918 bp
5 upstream 100

Sequenz A
150

215kb
5 upstream Sequenz

“BamH I, 8715
Xho I, 20500
BamH |, 19787

‘Stul, 11932

SnaB I, 15702 BamH [, 13598

Abb. 7.6: Expressionsvektor C4-EGFP mit 21,5 kb 5™ upstream Sequenz und deletierten Exons 2-7
Konstrukt C4-EGFP wurde aus Konstrukt C2-EGFP kloniert, indem das 18,4 kb Age |l / Xho I Fragment aus

pSL-l 6k (Abb. 7.7) eingefligt wurde. Der Vektor hat nun 21,5 kb 5 upstream Sequenz, die Gesamtlange betragt
29,9 kb.
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20095 . pSL1190

-Age | ,3298
‘-Not | ,3362

16961, SnaB | - Fragment 5
pSL -1 6k - 3156 bp
5.0
21758 bp
15.0
F;ag;geg:)Z "BamH | 6518
) Fragment 4
13191, Stu|l 3456 bp
Fragment 3 'BamH | 9974
3217 bp

Abb. 7.7: pSL-l 6k

pSL-l 6k enthélt 18,4 kb K20 5° upstream Sequenz, die fir deren Charakterisierung in finf Fragmente unterteilt
wurde. Die Teile sind zwischen 3,1 kb und 3,7 kb grof3 und wurden anhand nutzbarer Schnittstellen fir die
Klonierung bzw. Subklonierung ausgewdahlt. Die verwendeten Schnittstellen sind in der Vektorkarte zwischen
den farbigen Fragmenten eingezeichnet. Als Sonde bezeichnet wurde die 1,7 kb Uberschneidung mit CK20-1T19
mit der | 6k aus der genomischen Phagenbank isoliert wurde.

Aat 11,32

JAat 1l 2026
“.(Eco RV) ,2050
i BamH | ,2063

3" Sequenz PBR322

F3-C2-EGFP
16494 bp

Fragment 3

Exon 8

Exon 1_ '

: ".(EcoRV) ,5353
10976, (Nrul)

Xho ,5379

10235, (Nrul)

'Xho ;7076

Abb. 7.8: Expressonsvektor F3-C2-EGFP

Das Konstrukt enthélt das Fragment F3 aus pSL-l 6k vor der 4,8 kb 5™ upstream Sequenz des V ektors C2-EGFP.
Mit den spezifischen Primern 1 und 2 wurde mittels PCR die korrekte Orientierung geprift (siehe 2.1.9
Primerkombinationen C). Dieses Konstrukt steht exemplarisch fir die Konstrukte (F1-F5)-C2-EGFP.



