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2 Einleitung

2.1 Die Leber

Die Leber (griech. Hepar, lat. iecur) ist das grofte Stoffwechselorgan und die grofite Driise
des Korpers. Zu ihren wichtigsten Aufgaben gehoren die Produktion lebenswichtiger Proteine
(z. B. Gerinnungsfaktoren), die Verwertung von Nahrungsbestandteilen (z. B. Speicherung
von Glukose), die Galleproduktion und damit einhergehend der Abbau und die Ausscheidung
von Stoffwechselprodukten, Medikamenten und Giftstoffen. Néhrstoffe, die aus dem Darm
ins Blut aufgenommen werden, gelangen iiber die Pfortader (Vena portae) zur Leber und
werden dann von dieser je nach Bedarf ans Blut abgegeben oder aus dem Blut entfernt.

Die Grundeinheit des Leberparenchyms besteht aus den um das periportale Feld gruppierten
Leberzellbalken und wird als Leberldppchen bezeichnet (Abb. 2.1). Dieses ist ein im
Anschnitt sechseckiges Gebilde, das vorwiegend aus Leberzellen (Hepatozyten) besteht. Die
Hepatozyten haben meist mehrere Zellkerne und sind in Stringen angeordnet
(,,Leberzellbalken®). An den Eckpunkten benachbarter Leberldppchen liegen die
Periportalfelder. In diesen Periportalfeldern verlduft jeweils ein Ast der Leberarterie, der
Pfortader und ein Gallengang. Dies bezeichnet man als Glisson-Trias (Glissonsches Dreieck,
periportale Trias). Die Leber weist eine funktionelle Heterogenitét von Leberzellbezirken auf.
Die periportalen Bezirke zeichnen sich durch eine hohere Aktivitit des Glykogenabbaus, der
Gluconeogenese, der Fettsdureoxidation, der Harnstoftbildung aus Aminosdurestickstoff
sowie Gallensdure- und Billirubinausscheidung aus. In der perivendsen Zone finden dagegen
Glykogensynthese, Glykolyse, Lipogenese und die Harnstoffbildung aus Ammoniak statt.

Auch die Biotransformation kdrpereigener und korperfremder Stoffe, die eine Rolle bei der

12
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Krebsentstehung spielen kann, ist in diesem Teil der Leber angesiedelt (Cunningham et al.,

2003).

Leberliappchen

. Zentralvene
Ausschnitt

Leberarterie

N

periportales Feld
mit Glisson Trias

Hepatozyten

- 2 %

Sinusoide

Gallengang

Abbildung 2.1: Aufbau des Leberlappchens (verindert nach Cunningham et al., 2003).

2.2 Das Mehrstufenmodell der Kanzerogenese

In den meisten Léndern ist Krebs heute nach Herz- und Kreislauferkrankungen die
zweithdufigste Todesursache. Unter Krebs versteht man einen bosartigen Tumor
(Geschwulst), dessen Wachstum autonom und iiberschieBend ist und der gewisse
pathologische Charakteristika aufweist. Hierzu gehoren Zellatypien, invasives Wachstum und
hiufig Metastasierung. Eindeutiges Zeichen der Malignitét ist die Bildung von Metastasen.
Hierbei handelt es sich um vom Primartumor getrennte Tochtergeschwulste (Marquardt und

Schifer, 1994). Im Gegensatz zum geordneten zelluliren Wachstum im normalen
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Organismus, das stets geregelt ist — wie z.B. die Regeneration der Leber oder die
Kontaktinhibition des Wachstums isolierter Zellen in Kultur —, sind beim bdsartigen
Wachstum von Tumorzellen diese Wachstumskontrollen aufgehoben. Bei bdsartigen
Tumoren erfolgt das Wachstum invasiv und infiltrierend mit Destruktionen der Umgebung,
wihrend gutartige Tumoren aus sich heraus expansiv wachsen. Die Abstimmung von
Wachstum, Teilung und Zerstorung ist bei Krebszellen im Zellverband auBBer Kraft gesetzt.
Regulierende Signale werden nicht erkannt oder nicht ausgefiihrt, da meistens der dafiir
benotigte genetische Code defekt ist.

Die Kanzerogenese (Tumorentwicklung) ist ein komplexer Prozess, bei dem eine normale
Zelle eines Organs in eine maligne Tumorzelle transformiert wird. In der Regel wandeln sich
normale Korperzellen nie unmittelbar in maligne Zellen um. Sie entwickeln sich vielmehr in
einem lang dauernden Prozess, der meist einen erheblichen Teil der Lebenszeit des
Individuums ausmacht, schrittweise zu malignen Zellen. Obwohl die genaue Anzahl an
Schritten, die zur Transformation einer normalen Korperzelle zu einer malignen Tumorzelle
ndtig sind, noch nicht genau bekannt ist, wird die Mehrstufen-Theorie der Krebsentwicklung
vertreten (Abb. 2.2.), in der die Krebsentstehung in Initiation, Promotion und Progression
untergliedert wird (Fearon und Vogelstein, 1990; Moolgavkar und Knudson, 1981;

Moolgavkar, 1983).
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prodmales - _ — Inaktivierun
Karzinogen 9
ultirm ales .
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Abbildung 2.2: Mehrstufenmodell der Kanzerogenese.

In der Initiation ist die bei einigen Kanzerogenen notwendige metabolische Aktivierung der an sich
unwirksamen Ausgangssubstanz (proximales Kanzerogen) zum eigentlich wirksamen Agens
(ultimales Kanzerogen) aufgefiihrt. Neben der Apoptose (programmierter Zelltod) sind ferner die
metabolische Inaktivierung, DNA-Reparatur und Immunabwehr als weitere Mechanismen zur

Tumorabwehr integriert (nach Schwarz und Bock, 1998)

In der ersten Phase der Kanzerogenese, der Initiation, wird in einem Gen in einer Zelle durch
ein Karzinogen eine Mutation ausgeldst. Wenn diese nicht durch DNA-Reparatur beseitigt
oder die Zelle nicht durch Apoptose ausgeschaltet wird, manifestiert sich die Mutation und
wird irreversibel. Wichtig hierbei ist, dass die Mutation in einem fiir die Kontrolle des
Zellzyklus und der Zellteilung zustindigen Gen, z.B. einem Tumorsupressorgen, vorliegt.

Verédnderte Tumorsupressorgene, die ihre Funktion nicht mehr ausfithren konnen, werden als
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Onkogene bezeichnet. Diese Gene fordern das Wachstum und die Proliferation der Zelle. Die
Initiation wird als irreversibler Prozess angesehen, da die Einwirkung eines Promotors auch
nach ldngerer Zeit noch die Tumorbildung férdert. Nur der Tumorinitiator wirkt mutagen. Ein
Tumorpromotor dagegen wirkt proliferationsfordernd, ohne selbst Mutationen zu
verursachen. Initiatoren, die auch ohne nachfolgende Gabe eines Promotors Tumoren
erzeugen konnen, werden als komplette Kanzerogene bezeichnet. In der darauffolgenden
Promotionsphase erfolgt die Beschleunigung der Tumorentstechung durch priferentielle
Vermehrung initiierter Zellen. Initiierte Zellen reagieren auf einen Tumorpromotor in deutlich
stairkerem Mafle mit Vermehrung als normale Zellen des gleichen Gewebes. Weitere
Mutationen in Tumoren fithren zu einer Zunahme der Wachstumsautonomie, des
destruierenden Potentials und der Metastasierungsfahigkeit des Tumorgewebes. Dieses

Stadium, in dem die Malignitdt des Tumors zunimmt, wird als Progression bezeichnet.

2.3 Der Wnt-Signalweg und g-Catenin

Wnt-Proteine — 19 Gene sind bisher in Mensch und Maus bekannt - sind Glykoproteine, die
Zellwachstum, Beweglichkeit und Differenzierung wéhrend der Embryonalentwicklung
regulieren (Lustig und Behrens, 2003) und konnen parakrin durch Aktivierung diverser
Signalkaskaden innerhalb der Zielzellen iiber frizzled-Rezeptoren wirken (Cadigan and Nusse,
1997). Einige Komponenten des Wnt-Signalwegs spielen eine groBle Rolle bei der
Tumorentstehung. Der Wnt-Signalweg ist somit einer der wichtigsten Signalwege, die bei der
Krebsentstehung eine Rolle spielen.

Man unterscheidet zwischen dem kanonischen und den nicht-kanonischen Wnt-Signalwegen,
wobei bei letzteren zwischen dem planaren Zellpolaritits-Signalweg und dem Wnt/Ca®'-
Signalweg unterschieden wird. Der planare Zellpolaritits-Signalweg reguliert die

zytoskeletale Neuordnung, wihrend der Wnt/Ca®"-Signalweg, der durch Wnt5a und Wntl1
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aktiviert wird, unter anderem fiir einen Anstieg der intrazelluliren Ca’"-Menge und eine
Aktivierung Ca’’-sensitiver Signalkomponenten sorgt. Der kanonische Wnt-Signalweg
aktiviert Zielgene durch Stabilisierung von zytosolischem [-Catenin, das anschliefend in den
Zellkern translozieren und als Protoonkogen fungieren kann (Lustig und Behrens, 2003). Als
Protoonkogene werden normale Gene der Zelle bezeichnet, die durch eine Mutation im

Regulationsbereich zu Onkogenen mutieren konnen.

2.3.1 Der Wnt-Signalweg

Der kanonische Wnt-Signalweg kontrolliert das Zellverhalten durch Steuerung der
transkriptionellen Eigenschaften DNA-bindender Proteine der T-cell factor/lymphoid
enhancer-binding factor-1 (TCF/LEF-1)-Familie. Im Zentrum des Wnt-Signalwegs steht die
Stabilisierung von [B-Catenin, das Wnt-Zielgene durch Bindung an TCF/LEF-1-Proteine
aktiviert, im Nukleus (Abb. 2.3.). Wenn kein Wnt-Signal vorliegt, assoziieren diese Proteine

mit Corepressoren, um die Expression von Wnt-Zielgenen zu blockieren.
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Abbildung 2.3: Wnt-Signalweg (modifiziert nach Huelsken und Behrens, 2002).

Ohne Wnt-Signal wird B-Catenin durch Glykogensynthase Kinase 3 (GSK3[B) phosphoryliert,
anschliefend ubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut. Wenn allerdings Wnt-Proteine an den
frizzled Rezeptor binden, kommt es zur Blockierung des B-Cateninabbaus. Das so stabilisierte 3-
Catenin kann dann in den Zellkern gelangen und dort mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren

assoziieren, was zur vermehrten Transkription von Zielgenen, wie z.B. c-myc, fiihrt.

Das erste Wnt-Protein, das in Séugetieren gefunden wurde, wurde urspriinglich als Int-1
bezeichnet. ,,Wnt“ setzt sich zusammen aus Wg fiir wingless und int-1. Die Bezeichnung
wingless-type stammt aus Beobachtungen mit der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, in
der Mutationen im wingless-Gen zu einer fliigellosen Variante der Fliegen fiihren. Das intl-
Gen fordert bei Mausen die Entwicklung von Brustkrebs, wenn seine Expression durch die
Integration des mouse mammary tumor Virus (MMTYV) in der Néhe des intl (heute Wnt-1)
aktiviert wird (Rijsewijk et al., 1987).

Nicht alle bekannten Wnt-Proteine aktivieren den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg.

Die am besten untersuchten Wnt-Proteine sind hierbei Wnt-1, Wnt-3a und Wnt-8. Es wird
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vermutet, dass die Amino-terminale Region der Wnt-Proteine die Interaktion mit Wnt-
Rezeptoren vermittelt, wihrend der Carboxy-Terminus den jeweiligen Rezeptor aktiviert
(Lustig und Behrens, 2003).

Whnt-Proteine binden an frizzled-Rezeptoren, die sieben Transmembran-Doménen aufweisen.
Sie besitzen eine extrazelluldre, aminoterminale cystein-reiche Doméne (CRD), die mit Wnt-
Proteinen und anderen Wnt-Rezeptoren interagiert. Der intrazelluldre C-Terminus vermittelt
die Bindung und Aktivierung von Dishevelled (Dsh) (Abb. 1.3). Bisher konnten zehn
verschiedene frizzled-Rezeptoren beim Menschen nachgewiesen werden. Es wird vermutet,
dass frizzled-Proteine heterotrimere G-Proteine nutzen, um Wnt Signale zu {ibertragen (Liu et
al., 2001; Malbon et al., 2001).

LRP (LDL-receptor related Protein) 5 und 6 fungieren als Co-Rezeptoren der Wnt-Liganden,
indem sie an diese binden und einen terndren Komplex mit Wnt und frizzled bilden. Diese
Interaktion kann durch Dickkopf (Dkk) inhibiert werden (Lustig und Behrens, 2003). Bisher
sind vier Isoformen des Dkk-Proteins bekannt. Dkk-3 beeinflulit den Wnt-Signalweg nicht,
wohingegen Dkk-1 und Dkk-2 diesen in Xenopus inhibieren. In der Maus fiihrt die Ablation
des Dkk-1-Gens zu einem Fehlen der Kopfstrukturen, sowie zu Duplikationen und Fusionen
von GliedmafBien (Mukhopadhyay et al., 2001).

Im klassischen kanonischen Wnt-Signalweg werden Zielgene durch Stabilisierung von
zytosolischem [-Catenin, das darauthin in den Zellkern translozieren kann, aktiviert.
Normalerweise wird der B-Catenin-Gehalt in der Zelle negativ reguliert. Wenn kein Wnt-
Signal vorliegt, werden APC und Axin durch Glykogensynthasekinase 3p (GSK3p)
phosphoryliert. Dadurch wird deren Bindungsaffinitit zu B-Catenin erhoht, welches auch
durch GSK3p phosphoryliert wird (Lustig und Behrens, 2003).

B-Catenin wird durch Caseinkinase (CK) lo und/oder le an Serin 45 phosphoryliert. Dies

filhrt dazu, dass GSK3p die Serin/Threonin-Reste 33, 37 und 41 phosphorylieren kann. Die
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Phosphorylierung der beiden erstgenannten Aminosduren 16st die Ubiquitinylierung des
B-Catenins durch die Ubiquitinligase Beta-transducing repeat-containing protein (B-TrCP)
aus. Im letzten Schritt wird B-Catenin dann im Proteasom abgebaut. Des Weiteren assoziieren
TCF Proteine mit Corepressoren und verhindern dadurch die Expression von Wnt-Zielgenen
(Lustig und Behrens, 2003).

Wird allerdings der frizzled-Rezeptor durch Wnt-Proteine aktiviert, fithrt dies zur Blockierung
des P—Catenin-Abbaus durch das dishevelled-Protein. Dies fiihrt zur Stabilisierung des
zytosolischen B-Catenins, das in Folge dessen in den Zellkern transloziert und dort mit
Transkriptionsfaktoren, wie TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor), die zu einer
aus mindestens vier Mitgliedern bestehenden Familie gehoren, interagiert (Behrens et al.,
1996). Dies fiihrt zur Expression der entsprechenden Wnt-Zielgene. Weitere Griinde fiir die
Stabilisierung des zytosolischen -Catenins konnen Mutationen im APC- oder B-Catenin-Gen
(Ctnnbl) sein, wodurch keine Phosphorylierung und damit letztlich kein proteasomaler

Abbau des -Catenins erfolgen kann.

2.3.2 B-Catenin

B-Catenin spielt sowohl im Wnt-Signalweg, als auch bei der Kontrolle von Zell-Zell-
Adhisionen eine Rolle. Es wurde urspriinglich als Bindungspartner von E-Cadherin und
a-Catenin identifiziert und ist indirekt an der Bindung von Cadherin-Zelladhdsionsmolekiilen
an das Actin-Zytoskelett beteiligt (McCrea et al., 1991; Huelsken and Behrens, 2002; Weis
and Nelson, 2006; Stepniak et al., 2009). p-Catenin besitzt eine core-Doméne aus zwolf
sogenannten arm-repeats, die zuerst im Drosophila-Homolog armadillo entdeckt wurden,
sowie amino- und carboxy-terminal flankierende Dominen (Peifer et al., 1994). Die arm-

repeat Doménen binden an verschiedene Partner, wie z.B. Cadherine, TCFs, APC und
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Axin/Conductin (Lustig et al., 2003; von Kries et al., 2000). Die amino-terminale Doméne
enthalt Serin- und Threonin-Reste, die fur den Abbau von
B-Catenin eine wichtige Rolle spielen.

Der B-Catenin-Gehalt der Zelle wird normalerweise negativ reguliert. In Abwesenheit eines
Wnt-Signals kann p-Catenin sowohl durch die Caseinkinasen CK Ia und Ie am Serin-Rest
45, als auch durch GSK3f an den Serin/Threonin-Resten 33, 37 und 41 phosphoryliert
werden. Im Anschluss daran erfolgt die Ubiquitinylierung des Proteins und schlieBlich der
Abbau im Proteasom.

Durch Bindung von Wnt an den frizzled-Rezeptor und seinen Korezeptor LRP (low density
lipoprotein receptor-related protein) wird mit Hilfe des zytosolischen dishevelled-Proteins
(Dvl) der Destruction Complex destabilisiert und inaktiviert, wodurch B-Catenin nicht mehr
phosphoryliert wird. Eine Deregulation der -Catenin-Stabilisierung kann des Weiteren auch
durch  Mutationen einer oder mehrerer Serin- und  Threonin-Reste  des
B-Catenins hervorgerufen werden. Diese Mutationen wurden u.a. in einer Vielzahl humaner
Tumoren gefunden (Polakis, 1999) und fiithren dazu, dass p-Catenin nicht mehr
phosphoryliert und in Folge dessen nicht mehr abgebaut werden kann. Nicht phosphoryliertes
B-Catenin transloziert in den Zellkern, wo es an Elemente der TCF/LEF-Familie bindet. Diese
enthalten eine hochkonservierte high mobility group (HMG) Box, die aus ca. 80 Aminosduren
besteht und als Monomer an die DNA bindet. Neben der Vermittlung der DNA-Anlagerung
induziert die HMG Box einen Knick in der DNA, so dass weitere Transkriptionsfaktoren
gebunden werden konnen. B-Catenin bindet mittels seiner armadillo repeats an ecine
konservierte N-terminale Region in TCF (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996),
wodurch ein Transkriptionsfaktor-Komplex entsteht. Nach der Bindung an DNA aktiviert
B-Catenin die Transkription der Zielgene. TCF/LEF-Elemente konnen nur mit Hilfe von Co-

Aktivatoren die Transkription von Zielgenen aktivieren.
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Ctnnbl-Mutationen wurden hauptsichlich in Codons detektiert, die fiir funktionell wichtige
Reste codieren, die in den [-Catenin-Abbau involviert sind. Bei einem Grofteil der
Mutationen in Ctnnbl handelt es sich um aktivierende Mutationen, die vorwiegend in Exon 3
in einer der vier Phosphorylierungsstellen auftreten (Polakis, 2000). Mit Hilfe des Cre-loxP-
Systems konnte die Deletion von Exon 3, das die Phosphorylierungsstellen von (-Catenin
enthalt, erreicht werden. Dieses fiihrte zu intestinaler Tumorigenese (Harada et al., 1999).

Die ersten Tumoren, in denen eine nukledre Akkumulation von [-Catenin nachgewiesen
werden konnte, waren kolorektale Tumoren (Inomata et al., 1996). Des Weiteren wurden
aktivierende Mutationen in Ctnnbl haufig in Hepatoblastomen gefunden (bis zu 70%)
(Taniguchi et al., 2002). Dies ist eine Tumorart, die vor allem in frither Kindheit auftritt.
Auch hepatozelluldre Karzinome (HCC) wiesen in geringerem Malle Ctnnb1-Mutationen auf
(ca. 25 %) (de La Coste et al., 1998; Park et al., 2001; Taniguchi et al., 2002). Eine groBere
Zahl von Ctnnbl-Mutationen konnte dagegen in HCC gefunden werden, die mit einer

Hepatitis C-Virusinfektion einher gingen (Huang et al., 1999).

2.3.3 B-Catenin-Zielgene

Viele [-Catenin-Zielgene spielen durch die Regulation von Zellproliferation und
Tumorprogression eine Rolle in Entwicklung und Tumorigenese. Die meisten sind direkte
Zielgene, deren Promotoren TCF-Bindungsstellen enthalten, d.h. die Expression dieser Gene
wird durch TCF-B-Catenin-Komplexe hochreguliert.

Zu den ersten Zielgenen, die identifiziert werden konnten, gehdren das Protoonkogen c-myc,
das durch Bindung an den p21“"-Promotor einen Zellzyklusarrest autheben kann (He et al.,
1998), und Cyclin D1, ein Aktivator Cyclin-abhéngiger Kinasen (He et al., 1998; Shtutman et

al., 1999; Tetsu and McCormick, 1999). Auch der vascular endothelial growth factor
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(VEGF), dessen Expression in kolorektalen Karzinomen auf Grund von TCF-Bindungsstellen
im Promotor gesteigert werden kann, gehort zu den Zielgenen des Wnt-Signalwegs. Dies
erfordert allerdings das gleichzeitige Auftreten von Mutationen im ras-Onkogen (Zhang et al.,
2001).

B-Catenin reguliert auch Gene, die in der Tumorinvasion und —metastasierung eine Rolle
spielen. Ein solches Zielgen ist z.B. Matrilysin/MMP7 (Brabletz et al., 1999; Crawford et al.,
2001). Die Matrix Metalloproteinase Matrilysin beeinflusst die Krebsentwicklung, da das
Fehlen von Matrilysin in sogenannten Min (multiple intestinal neoplasia)-Mdusen zu einer
Abnahme der Gesamtzahl und Gréfle von Tumoren fiihrte (Crawford et al., 1999).

Das multi drug resistance (mdr)-Gen weist ebenfalls TCF4-responsive Elemente in seinem
Promotor auf. Es stellt somit ein weiteres -Catenin-Zielgen dar (Yamada et al., 2000). Auch
der Peroxisome proliferator-activated receptor 6 (PPARS) und Cyclooxygenase 2 (COX-2)
gehoren zu den Zielgenen des Wnt-Signalwegs und sind von besonderem Interesse, da sie in
der Entwicklung kolorektaler Karzinome eine Rolle spielen und durch chemopréventive, non-
steroidale, anti-inflammatorische Medikamente, wie z.B. Sulindac und Acetylsalicylsdure,
inhibiert werden konnen (Wang et al., 2004). COX-2 wird iber die Induktion von
stabilisiertem B-Catenin durch Wnt-1 in Maus-Brust-Zelllinien hochreguliert (Howe et al.,
1999). Dabei scheint B-Catenin COX-2 indirekt durch Hochregulation von
Transkriptionsfaktoren aus der PEA3-Familie (Polyomavirus enhancer activator 3), die zur
Ets Transkriptionsfaktor-Familie gehort, zu stimulieren (Howe et al., 1999).

Als weiteres B-Catenin-Zielgen konnte die Glutaminsynthetase (GS) in der Leber identifiziert
werden (Cadoret et al.,, 2001; Loeppen et al., 2002). Dieses Enzym ist ein wichtiger
Bestandteil des Stickstoff-Stoffwechsels und katalysiert die Bildung von Glutamin, welches
als Speicherform des Ammoniaks und als Aminogruppendonor, z.B. in der Purin- und

Pyrimidin-Biosynthese, dient.
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2.3.3.1 Die Glutaminsynthetase — ein 3-Catenin-Zielgen

Die Glutaminsynthetase ermoglicht die Bildung von Glutamin aus Glutaminsdure und
Ammoniumionen. Diese Reaktion ist endergon, sie kann daher nur unter Verbrauch von ATP
ablaufen. Glutamin stellt die Transport- und Speicherform des Ammoniaks im Organismus
dar. Es besitzt von allen Aminosduren die hochste Konzentration im Blutplasma. Da
Ammoniak fiir die Zelle giftig ist, darf er nicht in freier Form im Organismus vorliegen. In
den verschiedenen Geweben wird daher NH4" an Glutamat gebunden und das entstandene
Glutamin tiber die Blutbahn zur Leber und zur Niere transportiert. In der Leber wird Glutamin
dann hydrolytisch gespalten und es entstehen Glutamat und Ammoniumionen. Diese
Ammoniumionen kénnen iliber den Harnstoffzyklus zum ungiftigen Harnstoff umgewandelt
werden, der dann iiber die Niere ausgeschieden werden kann. Auch in der Niere kann
Glutamin gespalten werden, wobei das entstehende NH;" als Ammoniumhydrogencarbonat
(NH4HCOs3) ausgeschieden wird. Dieser Prozess dient vor allem zur pH-Regulation in der
Niere. Glutamin ist des Weiteren die Stickstoffquelle zur Synthese von Aminosduren und
Nucleobasen.

Das Enzym Glutaminsynthetase (GS) wird in der Leber nur in wenigen Zellen exprimiert, die
als GS-positive Hepatozyten bezeichnet werden und in ein bis drei Zellreihen um die
terminalen  hepatischen ~ Venolen lokalisiert sind (Gebhardt et al., 1983).
Bemerkenswerterweise wird das Enzym in den GS-positiven Hepatozyten in sehr hohem
Ausmall gebildet. Untersuchungen zur spezifischen Expression der GS in isolierten
Hepatozyten zeigten, dass ein bislang unbekannter Transkriptionsfaktor fiir die hohe
Expression des Enzyms verantwortlich ist (Gebhardt et al., 1989). Die Uberexpression der GS
in verschiedenen menschlichen Lebertumoren deutet auf eine wichtige Rolle des Enzyms bei

der Progression von Lebertumoren hin.
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Neben Genen wie c-myc und Cyclin D1 gehort auch das Glutaminsynthetase-Gen zu den
Zielgenen des B-Catenin/TCF-Transkriptionskomplexes (Cadoret et al., 2001). Dies konnte
mit Hilfe transgener Maéuse, die eine onkogene Form des P-Catenins in der Leber
exprimieren, gezeigt werden. Diese Méause entwickeln eine signifikante Hepatomegalie und
zeigen stark erhohte hepatozelluldre Proliferation. In diesen hyperplastischen Lebern sind
weder das c-myc- noch das Cyclin D1-Gen induziert, im Gegensatz zum Glutaminsynthetase-
Gen sowie den Genen fiir Ornithin-Aminotransferase und Glutamin-Transporter 1 (GLT1),
die somit weitere Targetgene des B-Catenins darstellen (Cadoret et al., 2001).

Zunichst nahm man an, dass Glutaminsynthetase in der Leber in allen parenchymalen Zellen
gleichermallen exprimiert wird. Eine ebenso gleichméaBige Verteilung wurde fiir neoplastische
Gewebe angenommen, obwohl einzelne Tumoren oder Hepatomzelllinien sich stark
unterschieden. Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen konnte gezeigt werden, dass nur
7-8 % der Parenchymzellen in Rattenlebern Glutaminsynthetase exprimieren. Diese Zellen
bilden 1-3 kontinuierliche Zellreihen um die Zentralvenen der Leber aus (Gebhardt et al.,
1983; Brosnan et al., 2009). Untersuchungen von Lebergewebe anderer Sduger, einschlieSlich
humanem Lebergewebe, ergaben eine dhnliche Heterogenitit. Diese heterogene Verteilung
der Glutaminsynthetase-Expression wird auf prétranslationaler Ebene kontrolliert (Gaunitz et
al., 1997). Die GroBe dieser GS-positiven Bereiche kann durch die Gabe initiierender
Karzinogene, wie z.B. Diethylnitrosamin (DEN), reduziert werden. Man nimmt an, dass diese
Reduktion der GS-positiven Bereiche eher durch den Verlust GS-positiver Hepatozyten als

durch negative Regulation zustande kommt.

2.3.4 Mutationen des B-Catenin-Gens in Lebertumoren der Maus

Fiir die Untersuchung der chemisch induzierten oder der spontanen Kanzerogenese hat sich

die Nagerleber als geeignetes Modell erwiesen. Durch einmalige oder chronische Gabe eines
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chemischen Leberkanzerogens, wie z.B. N-Nitrosodiethylamin (DEN), kénnen in der Leber
praneoplastisch verdnderte Herde monoklonalen Ursprungs, sogenannte Foci, und Tumoren
induziert werden. Diese Foci weisen unter anderem eine verdnderte Expression und Aktivitit
von Enzymen des Fremdstoffmetabolismus auf (Buchmann et al., 1985). Des Weiteren zeigen
Lebertumoren, die durch DEN-Gabe induziert wurden, aktivierende Mutationen im Ha-ras-
Protoonkogen (Buchmann et al., 1991; Maronpot et al., 1995). Dadurch besitzen diese
Lebertumorzellen gegeniiber Tumorzellen ohne Mutationen im Ha-ras-Protoonkogen einen
selektiven Wachstumsvorteil, was zu einer klonalen Expansion dieser Zellen fiihrt. Durch die
Gabe von Tumorpromotoren, wie Phenobarbital oder 2,3,7,8-Tetrachlordibenzodioxin
(2,3,7,8-TCDD), kann die hepatozellulire Kanzerogenese beschleunigt werden. Wird Nagern
im Anschluss an die DEN-Gabe Phenobarbital gegeben, so entwickeln diese Tiere
Lebertumoren, die zu 80 % Mutationen in Ctnnbl aufweisen (Aydinlik et al., 2001).
Betroffen sind hier die Codons 32, 33, 37 und 41. Alle diese Mutationen betreffen die
GSK3B-vermittelte Phosphorylierung des Proteins. Dabei sind weder die zelluldre
Konzentration des B-Catenins, noch die Konzentration des Zielgens c-myc deutlich erhoht.
Die Konzentration von Cyclin D1 ist zwar in Tumoren erhdht, zeigt aber keine deutlichen
Unterschiede zwischen Tumoren mit wildtyp- und mutiertem Ctnnbl. Dies weist darauf hin,
dass die promovierende Wirkung von Phenobarbital nicht mit einer Wechselwirkung mit der
B-Catenin/TCF-abhéngigen Transkription zusammenhangt.

Mauslebertumoren unterscheiden sich genetisch von humanen hepatozelluldren Karzinomen
(HCC). Mauslebertumoren weisen im Gegensatz zu HCCs hohe ras-Mutationsraten bei
gleichzeitig fehlenden p53-Mutationen auf (Schwarz et al., 1991; Maronpot et al., 1995).
Dagegen treten Mutationen im -Catenin-Gen sowohl in Lebertumoren der Maus als auch in
HCCs des Menschen auf (de La Coste et al., 1998; Renard et al., 2000; Aydinlik et al., 2001;

Calvisi et al., 2001).

26



Einleitung

2.4 Der Fremdstoffmetabolismus

Unpolare, d.h. lipophile Fremdstoffe konnen aufgrund ihrer Fettloslichkeit im
Gastrointestinaltrakt sehr gut resorbiert werden. Sie konnen allerdings in unverdnderter Form
bilidr oder aber nur sehr langsam renal ausgeschieden werden, da die Exkretion iiber die Niere
eine hohe Wasserloslichkeit voraussetzt. Ohne chemische Verdnderung wiirden sie also im
Organismus kumulieren und diesen so schiddigen. Aus diesem Grund miissen die
aufgenommenen Fremdstoffe mit Hilfe spezieller Enzymsysteme durch Biotransformation in
weniger toxische Stoffwechselprodukte umgewandelt werden, um dann schneller
ausgeschieden werden zu kénnen (Marquardt und Schéifer, 1994). Diese Enzyme besitzen eine
breite Substratspezifitdt. Sie sind daher in der Lage, Arzneistoffe und eine grole Zahl
synthetischer chemischer Verbindungen abzubauen und werden als
fremdstoffmetabolisierende Enzyme bezeichnet. Diese finden sich bei Wirbeltieren vor allem
in der Leber. Die Reaktionen laufen in den Hepatozyten am glatten endoplasmatischen
Retikulum ab. Hierbei werden  Oxidationsreaktionen von Cytochrom P450-Systemen
katalysiert (Marquardt und Schéfer, 1994).

Bei den durch fremdstoffmetabolisierende Enzyme katalysierten Biotransformationen
unterscheidet man zwischen Phase I- und Phase II-Reaktionen, wobei es sich in Phase I um
Funktionalisierungs-  bzw. Umwandlungsreaktionen und in Phase I um
Konjugationsreaktionen handelt. In Phase I werden funktionelle Gruppen in das unpolare
Molekiil eingefiihrt oder vorhandene funktionelle Gruppen umgewandelt. Diese Gruppen
konnen an der zu konjugierenden Stelle elektrophil (elektronenarm) oder nukleophil
(elektronenreich) sein.  Elektrophile Stoffe konnen zum Beispiel elektrophile
Kohlenwasserstoffe, wie Epoxide oder Halogenide, oder elektrophile Heteroatome, wie
Peroxide und Disulfide, sein. Die Reaktionen des Typs I haben in der Regel eine Erh6hung

der Polaritit und eine Verringerung der biologischen Aktivitit oder Giftigkeit zur Folge. Zu
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Phase I-Reaktionen gehoren Oxidation, Reduktion, Hydrolyse und Hydratisierung (Marquardt
und Schifer, 1994).

Phase II-Reaktionen werden durch Transferasen katalysiert. Funktionelle Gruppen werden mit
sehr polaren, negativ geladenen endogenen Molekiilen gekoppelt. Die so entstandenen
Konjugate sind sehr polar, somit gut wasserloslich und kénnen daher schneller renal und
bilidr ausgeschieden werden. In Phase II finden Glucuronidierung, Sulfatierung,
Methylierung, Acetylierung sowie die Konjugation mit Aminosduren und Glutathion statt.
Besitzen Fremdstoffe bereits fiir die Konjugation geeignete funktionelle Gruppen, kann auch
ohne vorherige Phase [-Reaktion eine direkte Konjugation stattfinden.

Der Fremdstoffmetabolismus stellt in der Regel ein Entgiftungs- und Inaktivierungssystem
dar, da viele Metabolite entweder unwirksam sind oder deutlich abgeschwicht wirken. Phase
I-Metabolite, die selbst pharmakologisch wirksam sind oder Metabolite, die das eigentliche

Wirkprinzip darstellen, werden als Prodrug bezeichnet.

2.4.1 Cytochrom P450

Cytochrom P450-Isoenzyme (CYPs) sind Him-Thiolat-Proteine mit einem Molekulargewicht
zwischen 45 und 55 kD. Sie gehdren zur Gruppe der Monooxygenasen, die als redoxaktives
Coenzym ein Hdm enthalten. In der reduzierten Form kann dieses Him Kohlenmonoxid (CO)
binden und zeigt dann eine charakteristische Lichtabsorption bei 450 nm, was zur
Bezeichnung Cytochrom P450 fiir diese Enzyme gefiihrt hat. CYP450-Isoenzyme kommen
sowohl in prokaryotischen, als auch in eukaryotischen Organismen vor und konnen in
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden (Myasoedova, 2008). Hierzu gehoren die
Leber, die Mucosa des Gastrointestinaltrakts, Niere, Lunge und Hirn. Sie spielen eine
wichtige Rolle im intrazelluldren Stoffwechsel, z.B. bei Hormonsynthese und -abbau,

Cholesterinbiosynthese und Vitamin D-Stoffwechsel. Bisher konnten mehr als 63
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menschliche Gene identifiziert werden (davon 57 Gene und 5 Pseudogene), die fiir
verschiedene Cytochrom P450-Isoenzyme codieren.

Cytochrom P450-Enzyme sind hauptsidchlich membran-assoziierte Proteine, die entweder in
der inneren Membran von Mitochondrien oder in der Phospholipidmatrix des glatten
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind. CYPs metabolisieren sowohl exogene, als
auch endogene Komponenten (Handschin et al., 2003). Die meisten dieser Enzyme kénnen
mehrere Substrate metabolisieren. In der Leber gehdren zu diesen Substraten neben
Medikamenten und toxischen Substanzen auch Stoffwechselprodukte wie Bilirubin (ein
Abbauprodukt des Hamoglobins). Cytochrom P450-Enzyme katalysieren Giftungs- und
Entgiftungsreaktionen. Sie katalysieren den Einbau eines Atoms Sauerstoff aus O, in ihr
Substrat und fiihren eine Reihe von Funktionalisierungsreaktionen durch, wie z. B. die
aliphatische Hydroxylierung, Epoxidierung, N-Oxidation, Desaminierung.

Das Cytochrom P450-Enzymsystem besteht neben dem CYP450-Isoenzym aus der NADPH-
abhingigen Cytochrom P450-Reduktase, einem Flavoprotein mit nur einer Form pro Spezies.
Dieses Flavoprotein enthélt pro Mol Apoprotein 1 Mol Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) und
1 Mol Flavin-Mononucleotid (FMN) gebunden. Zusammen mit dem Cofaktor NADPH als
Quelle fiir die Elektronen, die aus ihm tiber die Cytochrom P450-Reduktase zum Cytochrom
P450 flieBen, bilden P450-Isoenzym und CYP-Reduktase die funktionelle Einheit des
Cytochrom P450-Enzymsystems (Handschin et al., 2003).

Eine einzige Spezies kann verschiedene Cytochrom P450-Isoformen besitzen. Die
entsprechenden Gene werden aufgrund ihrer Sequenzhomologie nummeriert und in
Genfamilien, z.B. CYP1, CYP2, Subfamilien, diec mit einem Buchstaben gekennzeichnet
werden, z.B. CYP1A, CYP2B, und innerhalb derer in Isoformen, die mit einer Nummer
bezeichnet werden, z.B. CYP2D6, unterteilt. Alle Enzyme, die eine Sequenzhomologie von

mehr als 40% aufweisen, werden in einer Familie zusammengefasst. Innerhalb der Genfamilie
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erfolgt die Unterteilung in Subfamilien, wobei die Sequenzhomologie der Isoformen
innerhalb dieser Subfamilien mehr als 55% betragt (Ingelman-Sundberg et al., 1999).

CYPs der Genfamilien 1-4 weisen eine hohe Substrat- und Produktspezifitit auf. Sie
metabolisieren endogene Substanzen, wie z.B. Steroide, Gallensduren, Fettsduren,
Prostaglandine und andere Eicosanoide, sowie Retinoide (Honkakoski et al., 2000). Sie
weisen komplexe geschlechts-, gewebs- und entwicklungsspezifische Expressionsmuster auf,
die durch Hormone und Wachstumsfaktoren reguliert werden. Die fiir den Fremdstoffwechsel
beim Menschen relevanten Isoformen gehoren den Genfamilien 1, 2 und 3 an. Die iibrigen
CYP-Enzyme sind an Synthese und Metabolismus von Thromboxan, Prostacyclin,
Cholesterin, Vitamin D3, Gallensduren und Steroidhormonen beteiligt. Mit 30% des gesamten
P450-Gehalts in der menschlichen Leber stellt CYP3A4 das am héufigsten vorkommende
hédmhaltige Entgiftungsenzym dar (Hashimoto et al., 1993). Es ist an der Verstoffwechslung

von mehr als 50% aller momentan therapeutisch verwendeten Wirkstoffe beteiligt.

2.4.2 Induktion und Regulation von Cytochrom P450-Enzymen

Der Enzymbestand einer Zelle kann durch Erhéhung oder Erniedrigung der Enzymmenge
angepasst werden. Hierfiir ist die Anderung der Transkriptionsrate spezifischer, fiir Enzyme
codierender Gene ndtig, wofiir extra- oder intrazelluldre Signale benétigt werden. Die
Erhohung der Proteinmenge durch Steigerung der Transkriptionsrate wird als Induktion
bezeichnet. Im Falle der fremdstoffmetabolisierenden Enzyme handelt es sich um die
Erhohung einer fremdstoffmetabolisierenden Enzymaktivitit, die nicht sofort nach Agensgabe
auftritt. Sie dauert nach Absinken der Agenskonzentration noch eine gewisse Zeit an
(Deinduktionszeit) und wird hédufig durch eine Erhohung der Transkriptionsrate
hervorgerufen. Stoffe mit &hnlichen induzierenden Eigenschaften werden zu Gruppen

zusammengefasst. Induktorprototypen sind z.B. 3-Methylcholanthren, TCDD (Dioxin), sowie
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Phenobarbital und Isoniacid. Die Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme tritt
hauptsdachlich in der Leber auf (Biihler et al., 1992). Daneben kdénnen auch in anderen
Organen, wie Lunge, Niere, Darm, Haut oder Plazenta Induktionsvorginge beobachtet
werden.

Beziiglich Arzneimitteln fiihrt die Induktion von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen zur
sogenannten pharmakokinetischen Toleranz. Zur Aufrechterhaltung der Wirksamkeit des
Arzneistoffes und zur Minimierung der Toxizitdt muss dann die Dosis entsprechend angepasst
werden. Wird der Induktor abgesetzt, kommt es mit zeitlicher Verzogerung zur Deinduktion,
so dass die Dosis erneut angepasst werden muss. Induktoren vom Phenobarbital (PB)-Typ
besitzen eine Deinduktionsdauer von einer bis mehreren Wochen. Sie kann bei sehr
persistenten Induktoren, wie z.B. TCDD, bis zu mehrere Monate betragen. Eine Gruppe von
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen wird hdufig gemeinsam induziert. Zum Beispiel
induzieren polyaromatische Kohlenwasserstoffe, wie 3-Methylcholanthren und 2,3,7,8-
Dibenzo-p-dioxin (TCDD), sowohl Cytochrom P450 1A1 und 1A2 (CYP1A1, CYP1A2) als
auch Glutathion-S-Transferase 1 (GST1) und UDP-Glucuronosyltransferase 1 (UGT1).

Die Regulation von CYP-Enzymen kann auf verschiedene Weise erfolgen. Im Falle des
CYP2EI kann die Regulation auf transkriptionaler, translationaler und posttranslationaler
Ebene erfolgen. Die Expressionshohe der CYP2E1 mRNA korreliert mit der
Proteinexpression des Enzyms. Trotzdem kann es zu Unterschieden in der Regulation des
Enzyms auf mRNA- und Proteinebene kommen (Ho et al., 2004). Auf transkriptioneller
Ebene kann die CYP2E1-Expression durch die zwei Polymorphismen der Nukleotide —1259
(Pstl) und —1019 (Rsal) in der Region stromaufwérts des Startcodons reguliert werden. Mit
Hilfe von Primirhepatozyten konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Zytokinen,
Hormonen, Wachstumsfaktoren und Insulin zu einer Herunterregulierung der CYP2EI

mRNA fiihrt (Hakkola et al., 2003; Thasler et al., 2006).
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Die CYP2B-Regulation ist durch die starke Induzierbarkeit einiger Isoenzyme durch
strukturell unterschiedliche Xenobiotika, wie Barbiturate (z.B. Phenobarbital) und Pestizide,
gekennzeichnet (Waxman et al., 1992). Die Induktion durch Phenobarbital beinhaltet eine
Okadainsdure-sensitive Dephosphorylierung. Isoenzyme der CYP2B-Familie, wie z.B.
CYP2B2 der Ratte, CYP2B10 der Maus und humanes CYP2B6, besitzen PB-responsive
Elemente, sogenannte PBREMs (phenobarbital-responsive enhancer modules). Werden
Hepatozyten mit Phenobarbital behandelt, kommt es zu einer verstirkten Proteinbindung an
PBREM sowohl in vivo als auch in vitro (Kim et al., 1997; Honkakoski et al., 1998). Durch
Cotransfektionen in HepG2-Zellen konnte gezeigt werden, dass nur der nukledre Constitutive

Androstan Rezeptor (CAR) PBREM aktivieren kann (Honkakoski et al., 1998).

2.5 Transgene Tiere

Transgene Organismen sind Lebewesen, denen entweder eigene Genomteile entfernt oder
inaktiviert wurden oder die iiber zusitzliche artfremde Gene verfiigen. Die Chromosomen
transgener Tiere enthalten stabil integrierte Kopien exogener Gene, zusdtzliche Kopien
endogener Gene oder Genkonstrukte. Es handelt sich also um genetisch verdnderte
Organismen, die mit gentechnischen Methoden hergestellt werden, indem zusitzliche Gene in
das Erbgut der Versuchstiere eingebracht oder Gene im tierischen Genom ausgeschaltet
werden, um die Funktionsweise einzelner Gene zu studieren. Zu diesem Zweck verwendet
man Maiuse, Ratten oder andere Sidugetiere, in deren QOozyten oder Embryonen
(Blastozysten) Fremd-DNA eingefiihrt wird.

In der Entwicklungsbiologie, Genetik und anderen biologischen und medizinischen Bereichen
sind transgene Organismen wichtige Werkzeuge zur Untersuchung von Genfunktionen.
Transgene Tiere werden fiir die Grundlagenforschung regulatorischer Gen-Elemente, zur

Identifikation der Gen-Funktion mittels Uber- und Unterexpression von Genen, fiir Modelle
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von menschlichen Krankheiten und in der Toxikologie als Testobjekte gebraucht. Die
Effizienz des Gentransfers ist hierbei niedrig und liegt bei der Maus mit 10 bis 15 Prozent
noch am hochsten. Bei Schweinen betrdgt sie durchschnittlich nur etwa zwei Prozent, beim
Rind sogar nur ein Prozent. Fiir die Generierung transgener Tiere kommen verschiedene
Techniken zur Anwendung, z.B. die Mikroinjektion linearer DNA in den Vorkern
(Pronukleus) oder der Transfer embryonaler Stammzellen in Blastozysten.

Eine Strategie zur Herstellung transgener Lebewesen (eukaryotischer Vielzeller) sieht
folgendermallen aus: Zunichst werden pluripotente Stammzellen (ES) gewonnen und fremdes
Erbgut in diese Zellen eingeschleust. Dies kann z.B. durch Mikroinjektion erfolgen. Im
Anschluss daran konnen sich die so verdnderten Stammzellen zu vollstindigen Organismen
entwickeln. Durch das Einbringen der so modifizierten Zellen in die Keimbahn konnen
vollstindig transgene Organismen erhalten werden. Im Gegensatz dazu konnen durch die
Integration in somatisches Gewebe genetische Chimére erzeugt werden, die nur partiell
transfiziertes Gewebe enthalten. Diese Chiméren konnen dann aber durch geeignete
Kreuzungen zu vollstindig trangenen Organismen weitergeziichtet werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Generierung transgener Lebewesen ist das Einbringen von DNA
iber Infektion mit Retroviren oder die direkte Injektion in einige Gewebetypen.

Transgene Maiduse konnen des Weiteren mit Hilfe der Mikroinjektion von DNA in den
Pronukleus erhalten werden. Ein Plasmid, das das gewiinschte Fremdgen enthélt, wird in eine
befruchtete Eizelle eingebracht, die dann scheinschwangeren Muttertieren implantiert wird.
Die so erhaltenen Nachkommen sind mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit transfiziert und
werden beziiglich des Transgens analysiert, also genotypisiert. Tiere, die das Transgen in sich
tragen, werden anschlieBend mit Mé&usen verpaart, die eine unter einem, z.B. organ-

spezifischen, Promotor stehende Cre-Rekombinase des E. coli Bakteriophagen P1 tragen.
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Hierbei handelt es sich um eine ortsspezifische Rekombinase, die eine DNA-Neuordnung
iiber ihre DNA-Zielsequenz, namlich loxP, vermittelt. Die loxP-Sequenzen bestehen aus 34
Basenpaaren und enthalten eine 8 bp Spacer Region, die von zwei 13 bp invertierten
Wiederholungen (inverted repeats) flankiert wird (ATAACTTCGTATA ATGTATGC
TATACGAAGTTAT). Diese dienen als Erkennungssequenzen fiir die DNA-Bindung der
Cre-Rekombinase. Das Rekombinationsereignis ist lediglich von diesen beiden Bestandteilen
abhingig und wird mit absoluter Zuverlédssigkeit durchgefiihrt.

Je nach Plasmidaufbau konnen durch dieses Verfahren aber auch Tiere erhalten werden, die
ein einzelnes Gen so verdndert (mutiert) in sich tragen, dass das durch das Fremdgen codierte
Protein nicht mehr exprimiert werden kann. Das Genprodukt wurde ausgeschaltet, so dass es
sich in diesem Fall um sogenannte ,.knock out“-Tiere handelt. In einem Stamm von Méausen
konnen auch mehrere Gene ausgeschaltet (,,knocked out™) werden. Der Vorteil dieser Knock
out-Tiere liegt darin, dass die Funktion des fehlenden Proteins im lebenden Tier oder seinen
Zellen und Geweben untersucht werden kann, indem man nach Unterschieden zwischen den
jeweiligen Mutanten und Wildtyp-Tieren (meist Geschwister aus demselben Wurf) sucht.

Die oben beschriebene Technik der Mikroinjektion zur Generierung transgener Tiere wurde
zundchst 1980 von Gordon et al. etabliert. Ein rekombinantes Plasmid wurde direkt in den
Vorkern befruchteter Eizellen injiziert und damit in die Chromosomen eingefiihrt. So konnten
bei 2 von 78 neugeborenen Méusen eine stabile Integration der injizierten DNA-Sequenz
erzielt werden. Die Fremd-DNA konnte in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden.
Die Effizienz lag zu dieser Zeit bei 10-15% transgener Nachkommen und war daher in der
Praxis sehr gut nutzbar. Nach der Ubertragung des genetischen Materials wird dieses nach
dem Zufallsprinzip in eines der Chromosomen des Embryos integriert. Somit enthélt bei der
Geburt der Tiere jede Zelle des Tieres eine Kopie dieser neuen Information. Die DNA muss

vor der Verdopplung des genetischen Materials, die der ersten Zellteilung vorausgeht, in das
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Genom integriert werden. Wenn dies nicht der Fall ist, wird das Gen nur in wenige Zellen
eingebaut. Daher wird die DNA im frithesten Stadium in die befruchtete Eizelle eingefiihrt,
namlich direkt im, auf die Befruchtung folgenden, Vorkernstadium.

Nachdem das Spermium in die Eizelle eingedrungen ist, sind méannlicher und weiblicher
Vorkern im Lichtmikroskop einige Stunden lang sichtbar und liegen als getrennte Einheiten

vor. Erst nach dieser Zeit verschmelzen sie zur sogenannten Zygote.

Fraher Embryo

im Vorkernstadium
Injektionskapillare
mit DNA-LOsung

Haltekapillare

[
—

Abbildung 2.4: Mikroinjektion von DNA in den Vorkern einer befruchteten Eizelle (mit

minnlichem und weiblichem Vorkern).

Die DNA kann bei gleichbleibendem Resultat in jeden dieser Vorkerne injiziert werden,
wobei normalerweise der minnliche Vorkern fiir die Mikroinjektion bevorzugt wird, da dieser
etwas grofer ist als der weibliche Pronukleus und sich ndher an der Oberfliche der Oozyte
befindet (Abb. 2.4.). Die so verdnderten Eizellen werden anschlieBend in den Uterus
scheintrachtiger Empfangertiere iibertragen und die Nachkommen auf die erfolgreiche
Integration des betreffenden Transgens mittels PCR untersucht. Insgesamt trdgt die
Transgenese bei Méusen wesentlich zur Identifikation von Mechanismen der Genregulation

bei.
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2.6 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern sich die Expression
verschiedener Cytochrom P450-Isoenzyme in Mauslebertumoren, die punktmutiertes Ctnnbl
enthalten, gegeniiber Normalgewebe unterscheidet. Hierzu wurde die Expression von
CYPIA, CYP2B, CYP2C und CYP2E1 in Mauslebertumoren auf RNA- und Proteinebene
untersucht. Eine weiteres Ziel dieser Arbeit war die Generierung einer transgenen Maus, die
induzierbar eine punktmutierte Form des humanen B-Catenins exprimiert. Zusitzlich zu
normalem Wildtyp-Ctnnbl sollten diese Tiere ein humanes Ctnnbl tragen, das eine
Punktmutation in Codon 33 besitzt (Ctnnb1-S33Y). Diese fiihrt zu einem Austausch von
Serin (S) nach Tyrosin (Y), so dass an dieser Stelle keine Phosphorylierung durch GSK3f3
stattfinden kann. Damit sollte ein In-vivo-Modell zur Untersuchung von [-Catenin-
Mutationen in der Mausleber erhalten werden.

33Y .
S33Yy_Miuse wurden durch

Die durch Mikroinjektion erhaltenen transgenen Tg(loxP(pA)BCat
Genotypisierung charakterisiert und im Anschluss daran mit Tg(albCre)-Mausen verpaart.
Diese Tiere exprimieren die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des leberspezifischen
Albumin-Promotors. Die Lebern der daraus enstandenen transgenen  Tiere
(Tg(albCre/BCat>Y)) wurden immunhistochemisch sowie auf RNA- und Proteinebene
hinsichtlich der Expression des Transgens sowie dessen Zielgene untersucht. Langfristig
konnte mit Hilfe der Tg(alere/BCatS33Y)-Maus ein in vivo-Modell erhalten werden, mit

dessen Hilfe die Rolle des durch Punktmutation in Codon 33 aktivierten

B-Catenins in der Leberkanzerogenese der Maus weiter aufgeklart werden konnte.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Reagenzien

e Acrylamid (30%; rotiphorese Gel 30)
e Agar, bakteriologisch

e Agarose (ultra pure)

e 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

¢ Ammoniumperoxodisulfat (APS)

e Ampicillin Natriumsalz > 98%

e Ampuwa (bidest. Wasser)

e Antikorper

e Kaninchen-Anti-CYP450-Isoenzyme der Familien

2C, 1A, 2B

e Kaninchen-Anti-CYP450 2E1

e Kaninchen Anti-Glutathion-S-Transferase
plazentuldr (polyklonal)

e Kaninchen Anti-Glutaminsynthetase

e Ziegen-anti-Kaninchen-IgG HRP
e Ziegen-anti-Kaninchen-IgG (alkal. Phosphatase-
konjugiert)
e Arginin-HCl

e Bacto” Trypton
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Bacto® Yeast Extract (Hefeextrakt) Difco

Bakterien

e One Shot® ccdB Survival™ Competent Cells Invitrogen

e One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli Invitrogen

e E.coli DH5a AG Prof. Jung
FlendA1 hsdR17(rg'mg ") SUpE44 thi-1 recAl Universitét Tiibingen

gyrA (Nal) deoR phoA ArelAl
A(lacZY A-argF)yi69(P80lacZAM15)

Borsiure Merck

Bradford Reagenz (Quick Start Bradford Protein Assay Kit) Bio-Rad

Bromphenolblau Serva
CDP-Star Chemoluminiszenzsubstrat Tropix
Chloroform Merck
Deionisiertes Wasser, RNAse- und DNAse-frei, ICN Biomedicals, Inc.
DEPC-behandelt

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
Dinatriumhydrogenphosphat - Na2HPO4-2H20, p.a. Merck
dNTP-Mix (10mM) Fermentas
Eisessig Merck
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Serva
Entellan® Merck
Enzyme

e Tag-Polymerase [1U/ul], nativ oder recombinant Fermentas
e Scal[l10U/ul] Fermentas
e PstI[10 U/ul] Fermentas
e Pvul[10U/ul] Fermentas
e Smal[10 U/ul] Fermentas
e Smal[50 U/ul] Fermentas
e BsrGI[10 U/ul] Fermentas
e BamHI[10 U/ul] Fermentas
e EcoRI[10U/ul] Fermentas
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e T4 DNA Ligase [1 U/ul]
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FCS (Fotales Kélberserum)

Gene PORTER™ 2 mit DNA-Diluent
Glycin

Hamalaun

Heringssperma-DNA

Hybond-N Nylonmembran

[-Block

Isopropanol (2-Propanol)

Kaisers Glyceringelatine

LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green |
Magnesiumchlorid (25mM)
Magnesiumsulfat - MgSo4, p.a.
Marker

e (X174 Hae III

e BenchMark™ Prestained Protein Ladder
e DNA-Mass Ruler High Range

e DNA-Mass Ruler Low Range

e Kaleidoscope Prestained Standard
e pBR322

e 1kb Gene Ruler

e 100 bp Ladder plus
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat - Na2CO3, p.a.
Natriumchlorid

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Natriumdihydrogenphosphat - NaH2PO4-1H20, p.a.

Natriumhydrogencarbonat - NaHCO3, p.a.
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
NBT / BCIP-Stammldsung:
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

5-Brom-4-Chlor-3-indoloy-phosphor, Toludidin-Salz (BCIP)

oligo(dT) [0,5 pg/ul]

Qualex Low Melt Agarose
Penicillin/Streptomycin
Phenobarbital

Phenol

Proteinase K

Random Hexamere (N)g [0,5 png/ul]

Reverse Transkriptase

Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V, Lyophilisat

Rotiphorese Gel A (30% Acrylamid,

0,8% Bisacrylamid)

10 x RT-Puffer

Schweinenormalserum

Streptavidin AP

5 x T4 Ligase-Puffer

10x Tag-Puffer + oder + MgCl,

TCDD (2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-Base)
Trizol

Trypsin/EDTA

Trypton

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Xylol

Ziegennormalserum
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3.1.2 Sonstiges Material

Dual-Luciferase Reporter® Assay-System
Qiaquick Gel Extraction Kit

Fettstift

EluTip-d-Saulchen

Gateway® LR Clonase™ Enzyme Mix
Gateway® Vector Conversion System
Gelauftragsspitzen

Hybond-N Transfermembran
Luminometer-Kunststoffrohrchen
pENTR™/D-TOPO® Cloning Kit

PCR Reaktionsgefafie 0,5ml

PCR Reaktionsgefiafie 0,2ml

Plasmid Purification Maxi Kit
PVDF-Membran Immobilon P 0,45um
Qiaquick PCR Purification Kit
Schraubdeckel-Gefafie (0,5 ml und 1,5 ml)
Whatman Paper

3.1.3 Losungen und Medien

0,1 M Acetat-Puffer

AEC-Losung
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Biozym
Amersham-Buchler
Sarstedt

Invitrogen

Biozym

Peqlab

Qiagen

Millipore

Qiagen

Biozym

Whatman

1,2 ml Eisessig
10,75 g Natriumacetat
pH 5,2

4 mg AEC

1 ml N,N"-Dimethylformamid
14 ml Acetatpufter

15 pl H,0,
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10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)

10x Assaypuffer

Blockpuffer (I-Block)

5 g APS
auf 50 ml bidest. Wasser

2 M Tris-Base
100 mM MgCl,x6H,0
pH 9,5

11PBS
6,3 g I-Block

- 1 h auf 65°C erwérmen bis eine milchige Losung entsteht

EDTA

High Salt Puffer fiir EluTip-DNA-Reinigung

Injektionspuffer fiir EluTip-DNA-Reinigung

10x Ladepuffer (-)
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0,5 ml Tween 20
200 mg Natriumazid

0,5 M EDTA
20 g NaOH-Pellets
pH 8

1 M NaCl
20 mM Tris, pH 7,4
1 mM EDTA

10mMTris
0.ImMEDTA
pH 7.4

0,25 % (w/v) Xylencyanol
15 % (w/v) Ficoll 400
50 mM EDTA
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2x Lammli-Puffer

LB-Amp-Medium

125 mM 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
20% (v/v) Glycerin

4% (w/v) SDS

10% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,004% (w/v) Bromphenolblau

1,0% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) NaCl

- autoklavieren, abkiihlen lassen und mit 0,1% (v/v) einer

wassrigen sterilfiltrierten Ampicillinlosung (100 mg/ml)

versetzen

LB-Amp-Agar-Platten

1,0 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1,0 % (w/v) NaCl

17 g Bacto-Agar

- autoklavieren, auf 50-60°C abkiihlen lassen, mit 0,1% (v/v)

einer wassrigen sterilfiltrierten Ampicillinlosung

(100 mg/ml) versetzen und in @ 10 cm-Kulturschalen gieflen

Low Salt Puffer fiir EluTip-Aufreinigung:

Natriumacetat

NBT / BCIP-Firbelosung

0,2 M NaCl
20 mM Tris, pH 7,4
1 mM EDTA

3 M Natriumacetat

pH 7,5

200u1 NBT/BCIP-Stammldsung
10 ml Tris-Puffer

Férbelosung erst unmittelbar vor Gebrauch aus Puffer und Stammldsung herstellen

43



Material und Methoden

NBT / BCIP-Stammldsung (von Boehringer)

PBS

PBS /S (PBS supplementiert mit

Rinderserumalbumin und NaCl)

PBS/T

Puffer P1 (Plasmid Purification Maxi Kit)

Puffer P2 (Plasmid Purification Maxi Kit)

Puffer P3 (Plasmid Purification Maxi Kit)
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18,75 mg/ml NBT
9,4 mg/ml BCIP
in 67% DMSO (v/v)

80 mM Na,HPO4x2H,0O
1,4 M NaCl

27 mM KCl

15 mM KH;PO4

pH 7.4

200 ml PBS
1% Rinderserumalbumin (einsinken

lassen, nicht einriihren- schaumt!)

0,35 M NaCl

11PBS
0,5 ml Tween 20
200 mg Natriumazid

6,06 g Tris-Base

3,72 g Na,EDTAx2H,0
pH 8.0

ad 11

100 mg Rnase A

8,0 g NaOH-Pellets
50 ml 20% (w/v) SDS
ad 11

294,5 g Potassium Acetat
ad 1 1 bidest. Wasser
pH 5,5
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Puffer QBT (Plasmid Purification Maxi Kit) 43,83 g NaCl
10,46 g MOPS
150 ml Isopropanol
ad 11
pH 7,0

Puffer QC (Plasmid Purification Maxi Kit) 58,44 g NaCl
10,46 g MOPS
150 ml Isopropanol
pH 7,0
ad 11

Puffer QF (Plasmid Purification Maxi Kit) 73,05 g NaCl
6,06 g Tris-Base
150 ml Isopropanol
pH 8,5
ad 11

10x RNA- Ladepufter 50 ml Glycerin
37 mg EDTA
400 mg Bromphenolblau
ad 100 ml bidest. Wasser

20 % SDS 200 g SDS
ad 1 1 bidest. Wasser

10x SDS-PAGE Laufpuffer 30 g Tris-Base
144 g Glycin
10 g SDS bzw. 50 ml 20% SDS
ad 1 I bidest. Wasser

45



Material und Methoden

20x SSC

50x TAE-Puffer

0,05 M TB-Puffer

10x TBE-Puffer

10 x TBS-Puffer

0,15 M TBS-Puffer

0,2 M TBS/S-Puffer

10x TE-Puffer
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3 M NaCl
300 mM Na;Citratx2H,O
pH 7

2 M Tris-Base

400 mM Natriumacetat
50 mM EDTA

pH 8

6,0g Tris-Base
406 mg MgCl,x6H,O
pH 8,7

900 mM Tris-Base
1,1 M Borsiure

25 mM EDTA

pH 8

200 mM Tris-HC1
1,35 M Natriumchlorid

0,6 g Tris-Base
5,8 g NaCl
pH 7,36

0,2 M Tris-Base
0,2 M Maleinsaure
pH 6,5

10 mM Tris-Base
1 mM EDTA
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e 10x Transferpuffer (ohne Methanol) 30 g Tris-Bse
144 g Glycin
ad 1 I bidest. Wasser

e 1x Transferpuffer (mit Methanol) 100 ml 10x Transferpuffer
200 ml Methanol
ad 1 1 bidest. Wasser

e 0,1 M Tris-Puffer 0,05 M MgCl,x 6 H,O
0,1 M NaCl
pH 9.5
e 1,5M Tris/HCI 1,5 M Tris-Base
pH 8,9
e 0,5M Tris/HCI 0,5 M Tris-Base
pH 6,8
3.14 Zelllinien
55.1c:
Zelltyp: Maus-Hepatom
Herkunft: Sublinie aus einem Lebertumor einer DEN-induzierten C57BL/6J-Maus
Mutationsstatus: B-Catenin heterozygote Deletion von Exon 2 (*) Ha-Ras Codon 61 wt /

wt p53 wt/ wt

Referenzen: Kress et al., 1992
Quelle: Dr. Kress, Tiibingen
Néhrmedium: Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM- High Glucose) mit

10% FCS, 0,02 % L-Arginin und Antibiotika P/S (10 U Penicillin/ml,
10 mg Streptomycin/ml)
Passage: einmal pro Woche (Verdiinnung der Zellsuspension: 1:50 bis 1:100,

abhingig von der Konfluenz)
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Medienwechsel:

Fotos:

nach 3 Tagen

3.1.5

zweimal pro Woche

Erhaltungskulturen (10er-Objektiv)

nach 5 Tagen

Plasmide

pClneo (Leervektor)

Beschreibung:

Promotor:

Quelle:

Expressionsvektor fiir
Saugerzellen;
Grundvektor des

pBCat>*Y/CIneo

immediate-early
Enhancer/ Promotor-
Region des

menschlichen
Cytomegalievirus (CMV)

Fa. Promega
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nach 7 Tagen

Bgl Il
ofi Sgfl
CMV LE. )
Enhancer/Promaoter -Fpo j |
Nhel |1085
Xho!l 1091
Intron EcoR | [1008
i | 1102
pCl-neo SV40 Late Xbal |1114
Vector poly(A) Sall  [1120
5472b Accl |1121
( P) ) Smal |1127
f1 ori Not| |1131
IEN )

SV40 Enhancer/
Early Promoter

neo
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ppCat**¥/CIneo

Beschreibung:

Ausgangsvektor:

Quelle:

pRL-CMV

Beschreibung:

Promotor:

Quelle:

Expressionsvektor fiir
punktmutiertes
b-Catenin-Protein;
codiert full-length-b-
Catenin mit dominant-
positiver S33Y-
Mutation;
S33Y = Serin an
Position 33 gegen
Tyrosin ausgetauscht
pCl-neo (Fa. Promega)
Dr. Oliver Miiller
(Max-Planck Institut fiir
Molekulare
Physiologie, Dortmund)

interner Kontrollvektor in
Kombination mit
Reportervektoren fiir
Cotransfektion in
Séugerzellen

mit leicht modifizierter

Rluc-cDNA

Rluc codiert Renilla
Luciferase
CMV-Enhancer/
Promotorelemente starke
Expression von Rluc

Fa. Promega
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CMV-Promotor-/
-Enhancer

SV40 poly 1&-.\
signal N

pS33Y
8074 bps

ampr bcat

SV40 Enhancer! /

\"‘-\_ Eary Promotor "
Q. Neo /

2257 BamH |-
EV40 late
poly(A) pRL-CMV BgillA
2005 X | Vector g

. (4079bp)

GMV Immediate Early
Enhancer/Promoter

EcolGR 1725

~_ ~Hind [Il 754
1074 Cspds 1 —| “pariBae
Ahe 1 1058
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B-Catenin/TCF (Topflash) Reporter
Beschreibung: T-Cell factor (TCF)Reporter-

Plasmid

Enthélt zwei Sets von vier %
o TOPFLASH S

Kopien der TCF- (wt TCF binding sites) g

Bindungstelle (wild-typ),
welche stromaufwirts des

Thymidinkinase-

Minimalpromotors und des
Luciferase-Open-Reading- Abb. Upstate Biotech
Frames liegen. Das zweite Set
liegt allerdings in
umgekehrter Orientierung
VOr.
Quelle: Dr. O. Miiller (Max-Planck
Institut fiir Moleculare
Physiologie, Dortmund,

Germany)

5’-CYP2B1-Luc Reporter (pGL3C2B1)

Beschreibung: Reportergenkonstrukt fiir Cytochrom P450 2B1;
abgeleitet von pGL3-Basic-Vektor;
enthilt die Phenobarbital-responsive Enhancer-Module (PBREM)-
enthaltende Promotorregion des Cyp2B1-Gens

Quelle: Dr. K. Hirsch-Ernst (Universitit Gottingen);

Ah Rezeptor (pDR/CMV4)

Beschreibung: Expressionsvektor fiir AhR

Quelle: Dr. L. Poellinger (Karolinska Institute, Stockholm, Sweden);
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CAR (pCR3mCAR1)
Beschreibung: Expressionsvektor fiir CAR
Quelle: Dr. M. Negishi (National Institute of Environmental Health Sciences,

NIH, Research Triangle Park, N.C.)

pT81LUC/3xDRE Reporter

Beschreibung: abgeleitet von Leervektor pT81Luc (6,6kb);
ein Oligonukleotid mit drei hintereinander geschalteten Dioxin-
responsiven Elementen (DREs) aus dem hCYP1A1-Enhancer, die die
DRE-Core-Sequenz und angrenzende Basen enthalten;

dieses wurde zwischen Xhol- und HindllI-site der MCS kloniert

Promotor: “trunkierter” TK-Promotor (-81 bis +52, distales GC und CCAAT
deletiert
Quelle: Schmiechen, 2001; Kress et al., 1998
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3.1.6

PCR-, Sequenzier- und Genotypisierungs-Primer

Primer

Sequenz

pCALNLS for

5’- CGG GGA TCT CAT GCT GGA GT -3

pCALNLS rev

5"-TTG TTC ATG GCA GCC AGC ATA -3’

GatewayPrimerl_for

5’- CAC ATT ATA CGA GCC GGA AGC AT -3’

GatewayPrimer2 rev

5’- CAG TGT GCC GGT CTC CGT TAT CG -3’

Maus-CYP1A1 for

5¢=TGT CCT CCG TTA CCT GCC TA -3¢

Maus-CYPIAI rev

5‘—GTG TCA AAC CCA GCT CCA AA -3¢

Maus-CYP2B10_for

5¢=TACTCC TAT TGC ATG TCT CCA AA — 3¢

Maus-CYP2B10 rev

5¢=TCC AGA AGT CTCTTT TCA CAT GT - 3¢

Maus-CYP2E1 for

5¢=TCC CTA AGT ATC CTC CGT GA -3¢

Maus-CYP2EI rev

5¢=GTA ATC GAA GCG TTT GTT GA -3¢

GatewayS33YEntry F

5- CACCGTATACCATACAACTGTTTTGAAAATCCAG -3’

GatewayS33YEntry R

5- ACTCCTAAAGGATGATTTACAGGTCAGTAT -3’

MutagenS33Y for

5'- GAAGGGATGGAAGGTCTCCTTGGGACTCTTG - 37

MutagenS33Y rev

5’- CAAGAGTCCCAAGGAGACCTTCCATCCCTTC -3’

S33Ymiddle for

5’- TGCGTTCTCCTCAGATGGTG -3’

S33Ymiddle rev

5- ATTCGGTTGTGAACATCCC -3’

up.int.cre_for

5-TTT GCC TC ATT ACC GGT CGA TGC - 3’

int.cre_rev

5’- TCC ATG AGT GAA CGA ACCTGG TCG - 3’

transgMausloxP_for

5- ATT ATA CGA AGT TAT CTC GAG TCG CTC - 3’

transgMaus! _rev

5-CCT CTT CCT CAG GAT TGC CTTTACC -3’

Cx26flox-A3_for

5’- CTT TCC AAT GCT GGT GGA GTG - 3’

Cx26flox-A5 rev

5’- ACA GAA ATG TGT TGG TGA TGG- 3’

b-Cat-K.0.662 - for

5-ACT GCCTTT GTT CTCTTCCCTTCT G -3’

b-Cat-K.o. 803n - rev

5’- CAG CCA AGG AGA GCA GGT GAG G -3

mx1

5-TTC ACG GTT TCA ATT CTC CTC TGG -3’

mx2

5-CACCGG CAT CAACGT TTT CTT TC -3’
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3.1.7

Gerite

Netzgerat GPS 200/400
Netzgerit ST 606 T

Photometer

Schiittler

Spacer

Speed-Vac Typ BA-VC-300H
Thermoblock BT-11
Thermocycler Uno-Thermoblock
Trans Blot Cell

Zentrifugen

e Kiihlzentrifuge 5417 R

e Micro Tischzentrifuge Biofuge 13
e Megafuge

e Beckman Zentrifuge J2-21

e CCD Kamera mit RechnerAnschluss TI-1 Raytest

e DNA-Agarosegelektrophoresekammern Gibco BRL
EG&G Luminometer Berthold
Glasplatten fiir mittelgroBes DNA-Gel (20x20cm) Biorad
Gelkamm Biorad
Heidolp Titromax 1000 Heidolph
Heizblock Eppendorf
Heraeus Minifuge T Heraeus
Kugelmiihle Mikro-Dismembrator B.Braun
Mikroskop Leitz

E-Pharmacia
Gibco BRL
Shimadzu
Multimed
Biorad
Bachhofer
Biotherm
Biometra

Biorad

Eppendorf
Heraeus
Heraeus

Beckman
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3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemische Firbungen

Die immunhistochemische Farbung dient dem Nachweis und der Lokalisation von Proteinen
in einem Gewebeverband oder innerhalb von Zellen. Mit Hilfe spezifischer Antikdrper kann
die Verteilung bestimmter Antigene sichtbar gemacht werden. Hierfiir eignen sich besonders
Antigene, die spezifisch nur in bestimmten Zelltypen oder nur in bestimmten Geweben
vorkommen. Fiir Antikorperfarbungen wird fixiertes Gewebe verwendet, das aus
Gewebeschnitten besteht (zum Beispiel Mikrotomschnitte von Organen der Maus oder des
Menschen).

Die Darstellung von Antigenen in Geweben und Zellen durch Immunfirbung in einem
Zweistufenprozess beinhaltet zunichst die Bindung eines Antikdrpers (Primér-Antikorper) an
das jeweils nachzuweisende Antigen und anschlieBend den Nachweis und das
Sichtbarmachen von gebundenem Antikdrper durch ein Enzym-Chromogen-System. Man
unterscheidet hierbei indirekte und direkte Nachweismethoden. Bei der direkten Methode
wird das Enzym direkt an den Primér-Antikérper gekoppelt, wihrend bei der indirekten
Methode das Enzym an einen Sekundir-Antikorper gebunden ist. Dieser sorgt fiir einen
zusdtzlichen Schritt zur Verstirkung des Antigen-Bindungsvorgangs und fiihrt zu einer
hoheren Empfindlichkeit. Im Rahmen dieser Arbeit wird eine indirekte Methode, das Biotin-

Streptavidin-amplifizierte (B-SA) System, eingesetzt.
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3.2.1.1 Entparaffinieren von Paraffinschnitten

Gewebeproben konnen durch Einbetten in Paraffin konserviert und fiir Mikrotomschnitte
eingesetzt werden. In diesen Schnitten bleibt die Struktur, im Vergleich zu Gefrierschnitten,
wesentlich besser erhalten. Um in Paraffin eingebettetes Gewebe immunhistochemisch

untersuchen zu kénnen, muss es zunéchst entparaffiniert und in die wéssrige Phase tiberfiihrt

werden.

Durchfiihrung:

e Entparaffinieren in Xylolbad I (100% Xylol) 10 min
e Entparaffinieren in Xylolbad II (100% Xylol) 10 min
e Spiilen in Ethanolbad I (100% Ethanol) 1 min
e Spiilen in Ethanolbad II (100% Ethanol) 1 min

Durch anschlieendes kurzes Eintauchen der Objekttriger in die Gefdle einer absteigenden
Ethanolreihe (96%iger, 80%iger und 50%iger Ethanol) werden die Schnitte rehydriert und

konnen dann immunhistochemisch gefarbt werden.

3.2.1.2 Detektion von Glutaminsynthetase

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen kann sichtbar gemacht werden, in welchen
Zellen des untersuchten Gewebes Glutaminsynthetase (GS) exprimiert wird.

Zunichst bindet der anti-GS Primérantikdrper aus Kaninchen an das zelluldre Antigen. Im
zweiten Schritt wird Merrettichperoxidase (horseradish-peroxidase, HRP) gekoppeltes

Schwein-Anti-Kaninchen-IgG als Sekundérantikdrper eingesetzt (Handbuch
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immunchemischer Féarbemethoden, DAKO, 1989). Im dritten Schritt weist man das
konjugierte Enzym durch katalytische Bildung eines Farbstoffes nach. Dabei geht HO, mit
der Peroxidase einen Komplex ein, der mit dem Elektronendonor 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(AEC) reagiert. Unter Oxidation bildet AEC ein rosarotes Farbprodukt, das alkoholloslich ist.
Im Anschluss daran kann mit Himalaun gegengefarbt werden. Die Himalaunfarbung wird als
Ubersichtsfirbung eingesetzt. Sie zeigt Zellkerne, sauren Schleim u.a. blau, alles iibrige in
verschiedenen = Tonabstufungen in  rot.  Hamalaun als  positiv  geladener
Farbstoff kann Basophilie einer Struktur anzeigen. Die meistens erwiinschte selektive
Kernfirbung wird durch die Aziditit der Losung und einen Uberschuss an Alaun erreicht:
Aluminiumionen und andere Kationen konkurrieren mit dem Farbstoff um die Bindung an
negativ geladenen Valenzen, das saure Milieu vermindert die Dissoziation von

Carboxylgruppen im Gewebe.

Durchfiihrung der Inkubation und der Féarbung:
Inkubation und Farbung schlieBen sich direkt an das Entparaffinieren des Gewebeschnittes an,
wobei darauf geachtet werden muss, dass die Schnitte nach der Entparaffinierung nicht

austrocknen.

e Blockierung unspezifischer Peroxidasen durch Eintauchen des Schnitts 15 min
in ein Methanol/ H,O,-Gemisch
e Waschen in PBS 3 x5 min

e Inkubation mit Schweinenormalserum 1:30 verd. in Phosphate 5 min
Buffered Saline supplementiert mit Rinderserumalbumin und NaCl
(PBS/S)

e Inkubation mit anti-GS 1:2000 verd. in PBS/S in einer feuchten uber Nacht

Kammer bei 4°C

56



Material und Methoden

e Waschen in PBS/S 5 min
e Inkubation mit Schweinenormalserum 1:30 verd. in PBS/S 30 min
e Inkubation mit Schwein-anti-Kaninchen-IgG HRP 1:20 verd. in PBS/S 90 min
e Waschen in PBS 5 min
e Inkubation in Acetatpuffer 5 min
e Férbung mit AEC-Ldsung 15 min
e Inkubation in Acetatpuffer 5 min
e Waschen in PBS 5 min
e Waschen in Aqua bidest. 5 min
e Blduen in Leitungswasser 10 min

e FEindecken in Glyceringelatine

3.2.1.3 Detektion von Cytochrom P450

Mit Hilfe immunhistochemischer Firbungen von Mauslebergewebeschnitten wird die
Expression der Cytochrom P450-Isoenzyme der Familien 2C, 1A, 2B (zur Verfligung gestellt
von Dr. R. Wolf, Biomedical Research Centre, University of Dundee, Dundee, UK) und 2E1
(zur Verfligung gestellt von Dr. M. Ingelman-Sundberg, Karolinska Institut, Stockholm,
Schweden) untersucht. Hierfiir werden Kaninchen-Antisera der entsprechenden Isoenzyme fiir
die Férbung eingesetzt. Als Sekundirantikorper dient ein Anti-Kaninchen-IgG-

Sekundérantikdrper.
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Durchfiihrung der Farbung:
Werden fiir die Farbung Gefrierschnitte eingesetzt, miissen diese zunidchst 1 Stunde bei 45°C

im Trockenschrank getrocknet werden.

e Aufdem Objekttriager befindliches Gewebe mit einem Fettstift umranden

e Fixieren des Schnitts in 3%iger Paraformaldehyd-Losung (gelost in PBS) 5 min
bei 4°C
e Inkubieren in 1x PBS 5 min

e Schnitt kurz in aufsteigende Methanolreihe eintauchen (50%, 70%, 90%)
¢ Inkubieren in Methanol/H,O,-Losung (200 ml + 667 pl) 15 min

e Schnitt kurz in absteigende Methanolreihe eintauchen (90%, 70%, 50%)

e Inkubieren in 1x PBS 2 x 5 min
e Inkubieren in PBS/S-Losung 5 min
e Schweinenormalserum 1:30 in PBS/S 5 min
e Je nach gewiinschtem Antikorper: Inkubation bei 4°C mit iiber Nacht

e Cyp2El (Kaninchen) 1:1000 oder

e Cyp 1A2 (Kaninchen) 1:1000 oder

e Cyp 2C6 (Kaninchen) 1:300
jeweils verdiinnt in PBS/S-Losung

e Inkubieren in PBS/S-Losung 5 min
e Schweinenormalserum 1:30 in PBS/S 5 min

e Inkubation mit Schwein-anti-Kaninchen-IgG HRP 1:20 verdiinnt in 20-60 min
PBS/S-Losung
e Inkubieren in PBS/S-Losung 5 min

e Acetatpuffer pH 5,2 5 min
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anschlieBende 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Férbung:

e Inkubieren in AEC-Ldsung unter mikroskopischer Kontrolle 10-30 min
e Acetatpuffer pH 5,2 5 min
e Inkubieren in 1 x PBS 5 min

e Kurz in bidestilliertes Wasser eintauchen
e Inkubieren in Himalaun 5 min
e Bléduen im flieBenden Leitungswasser

¢ FEindecken in Glyceringelatine

3.2.2 Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Maushepatomzelllinie 55.1c eingesetzt. Hierbei handelt
es sich um eine adhédrente Zelllinie, die aus einem Lebertumor einer DEN-induzierten
C57BL/6J-Maus gewonnen wurde. Diese Zellen weisen eine heterozygote Deletion im Exon
3 des Ctnnb1-Gens auf.

Arbeiten mit Zellkulturen diirfen nur unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden, um
Kontaminationen der Zellen mit Bakterien, Hefen, Pilzen u.d. zu vermeiden. Dazu gehort das
Arbeiten unter einer sterilen Werkbank, und die Verwendung steril verpackter Arbeitsmittel
(Einmalpipetten, Kulturplatten, Spritzen, Nadeln). Losungen wie PBS sowie Glas- und
Reaktionsgefale werden vor ihrer Verwendung autoklaviert, Pasteurpipetten durch trockene
Hitze sterilisiert. Medien werden durch Filter der Porengrofe 0,22 pm sterilfiltriert.
Arbeitsmaterialen werden mit 70% Ethanol abgespriiht, bevor sie unter die sterile Werkbank
gelegt werden. Beim Offnen eines GefiBes werden Deckel und Rand abgeflammt. Die Zellen
werden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 unter Wasserdampfsittigung kultiviert.

Losungen, mit denen die Zellen in Kontakt kommen, werden auf 37°C erwarmt. Alle Schalen
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miissen regelméfBig mikroskopisch auf Dichte, Zustand und Kontaminationen {iiberpriift
werden. Zur Kennzeichnung werden die Zellkulturplatten mit Datum, Zelllinie, Nummer der

Passage und evtl. Zellzahl oder Volumen an Zellsuspension beschriftet.

3.2.21 Auftauen tiefgefrorener Zellen

Zellen konnen in fliissigem Stickstoff bei —196°C gelagert werden. Zum Auftauen dieser
tiefgefrorenen Zellen werden die die Zellsupension enthaltenden Kryoréhrchen im Wasserbad
bei 37°C erwdrmt bis nur noch wenig gefrorene Zellsuspension {ibrigbleibt. Die
Zellsuspension wird in ein steriles 15 ml Falconrdhrchen iiberfithrt und die Zellen bei
Raumtemperatur und 200 g fiir 5 Minuten zentrifugiert (Heraeus Minifuge T, 1000 rpm).
AnschlieBend wird der Mediumiiberstand abgesaugt und die Zellen in 4 ml frischem DMEM-
Medium resuspendiert. Die Zellen kdnnen nun in eine Kulturschale mit 6 cm Durchmesser
iiberfiihrt werden. Durch vorsichtiges, gleichmafliges Schwenken der Kulturschale wird eine
gleichmiBige Verteilung der Zellen auf der Schale gewihrleistet. Vor dem Uberfiihren der
Schale in den Brutschrank wird mikroskopisch die Zelldichte und die Lebensfahigkeit der
Zellen tiberpriift, um gegebenenfalls eine andere PlattengrofSe wihlen zu konnen. Bei geringer
Zellzahl bzw. schlechter Vitalitdt der Zellen werden die Zellen in eine Kulturschale mit 3,5
cm Durchmesser bzw. bei hoherer Zelldichte in eine Kulturschale mit 10 cm Durchmesser
uberfiihrt. AnschlieBend werden die Zellen in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,

inkubiert.

3.2.2.2 Passagierung adhirenter Zellen

Bevor die Zelldichte auf der Kulturschale zu hoch wird, sollten 55.1¢ Zellen nach vier bis

fiinf Tagen passagiert werden, so dass das weitere Wachsen der Zellen weiterhin moglich ist.
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Andernfalls kann es zu einer Ablésung des Zellrasens und damit zum Absterben der Zellen
kommen.

Erhaltungskulturen von 55.1c-Zellen werden auf Kulturschalen mit 10 cm Durchmesser
angelegt. Das Medium der Zellen wird zundchst mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und
die Zellen einmal mit 10 ml steriler 1x PBS-Losung gewaschen. Anschlieend wird 1 ml
Trypsin/EDTA-Losung auf die Zellen gegeben und diese 5-10 min im Brutschrank inkubiert.
Das Ende der Inkubationszeit wird makroskopisch (sichtbares Ablosen des Zellrasens) und
mikroskopisch (abgerundete Zellen) kontrolliert. Die Trypsinierung wird durch Zugabe von

9 ml Vollmedium (FCS enthélt Trypsininhibitor) gestoppt. Die Zellen werden durch
mehrmaliges Trituieren mit Hilfe einer 10 ml-Spritze mit Kaniile (0,9 x 40 mm) vereinzelt
und resuspendiert. Fiir neue Erhaltungskulturen werden drei Kulturschalen mit je 10 cm
Durchmesser mit 0,1 ml, 0,3 ml und 0,5 ml der Zellsuspension versetzt und diese in je 10 ml
Vollmedium resuspendiert. Sollen die Zellen fiir Versuche, wie z.B. transiente
Transfektionen, ausgesdt werden, muss gegebenenfalls vor Aussaat der Zellen eine

Zellzahlbestimmung (s. Kap. 3.2.5.) durchgefiihrt werden.

3.2.23 Medienwechsel

Jeden zweiten bis dritten Tag muss ein Mediumwechsel durchgefiihrt werden. Hierfiir wird
zunéchst das {iberstehende Zellkulturmedium mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt. Der
Zellrasen wird, im Fall einer Zellkulturschale mit 10 cm Durchmesser, mit 10 ml steriler 1x
PBS-Losung gewaschen. Die Losung wird abgesaugt und 10 ml Vollmedium werden auf die
Kulturschale gegeben. Die Zellen konnen dann weiter im Brutschrank bei 37°C und 5% CO;

inkubiert werden.
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3.2.24 Einfrieren adhiarenter Zellen

Wenn die Zellen eine Konfluenz von ca. 80% erreicht haben, kénnen sie bei Bedarf in
fliissigem Stickstoff eingefroren werden. Werden die Zellen frisch aufgetaut, sollten sie erst
nach zwei folgenden Passagierungen wieder eingefroren werden. Allerdings sollten die Zellen
auch nicht zu oft passagiert worden sein, da die Zellqualitit dann leiden kann und die Zellen
nach dem erneuten Auftauen eventuell nicht mehr fiir Versuche bzw. fiir die Zellkultur
eingesetzt werden konnen.

Fiir das Einfrieren von Zellen miissen zunichst zum Trypsinieren benétigte Losungen (FCS-
haltiges Medium, 1x PBS, Trypsin/EDTA-L6sung) im 37°C warmen Wasserbad vorgewéarmt
werden. Mit Zelllinie, Passage, Datum und Name beschriftete Kryoréhrchen und FCS-
haltiges Medium mit 10% DMSO (v/v) werden auf Eis vorgekiihlt. Das Medium wird
abgesaugt und die Zellen — im Fall einer Zellkulturschale mit 10 cm Durchmesser — mit 10 ml
1 x PBS gewaschen. Nach Absaugen der PBS-Losung wird 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung auf
die Zellen gegeben und die Kulturschale 5-10 min im Brutschrank bei 37°C und 5% CO;
inkubiert (analog Kap. 3.2.2.). Nach Ablosung der Zellen wird die Reaktion durch Zugabe
von 9 ml FCS-haltigem Medium gestoppt. Die Zellen werden durch Trituieren vereinzelt und
eine Zellzahlbestimmung durchgefiihrt (s. Kap. 3.2.5.). Die Zellsuspension wird nun in ein
15 ml-Roéhrchen tiberfiihrt und 5 min bei RT und 200 g zentrifugiert. Nach Absaugen des
Medium-Uberstandes werden die Zellen in eiskaltem FCS-haltigem Medium mit 10 %
DMSO (v/v) resuspendiert, so dass eine Endkonzentration von 1-2 x 10° Zellen/ml erhalten
wird. Je 1 ml dieser Suspension wird in einem eisgekiihlten Kryoréhrchen 1 Stunde auf Eis
inkubiert. AnschlieBend werden die gekiihlten Zellsuspensionen iiber Nacht bei —70°C

gelagert und konnen am néchsten Tag in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt werden.
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3.2.2.5 Zellzahlbestimmung

Vor dem Auflegen des Deckglases wird die Neubauer-Zdéhlkammer angehaucht und somit
angefeuchtet. Das Deckglas wird vorsichtig so aufgesetzt, dass die Newtonschen Ringe
sichtbar werden. Durch Trituieren werden die Zellen gut vereinzelt und bei iiber 80%
konfluenten Zellkulturschalen die Zellsuspension vor der Zéhlung 1:10 mit Vollmedium
verdiinnt. 10-15 ul der Zellsuspension werden auf die Neubauer-Zihlkammer gegeben und
die Zellen unter dem Mikroskop ausgezihlt. Dabei werden 2-3 Kleinquadrate, bestehend aus
16 Kleinstquadraten (s. Abb. 3-1), gezédhlt. Pro Kleinquadrat ergibt sich so ein
Gesamtvolumen von 0,1 pl. Die Zellzahl pro ml errechnet sich aus der Zahl der Zellen pro 16
Kleinstquadrate nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = Zellzahl * 10 000 * Verdiinnung

&0 50 50 50

| Jeum |

: Tmm

Abbildung 3.1: Neubauer-Zihlkammer
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3.2.3 Transiente Transfektion adhirenter Zellen

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen.
Dies kann mit chemischen, physikalischen oder biologischen Methoden erreicht werden.

Bei chemischen Transfektionsverfahren unterscheidet man zwischen der Kalzium-Phosphat-
Prézipitation, der Lipofektion, sowie dem Einsatz kationischer Polymere. Physikalische
Verfahren sind z.B. die Mikroinjektion oder die Elektroporation, wéhrend als biologische
Verfahren Transferinfektion und Antikorper-vermittelte Transfektion unterschieden werden.
Im Rahmen dieser Arbeit werden Lipofektionen durchgefiihrt. Genetisches Material wird mit
Hilfe von Liposomen, also Vesikeln, die sehr leicht mit der Zellmembran fusionieren, in die
Zelle eingebracht. Die in die Zelle einzufiihrende DNA wird mit Hilfe von kationischen
Liposomen komplexiert. Diese fusionieren anschlieBend mit der Zelle, so dass die DNA in die
Zelle aufgenommen wird. Man nimmt an, dass diese Aufnahme der DNA-Liposomen-
Komplexe durch Endocytose erfolgt (Barron et al., 1999). Haufig eingesetzte, kationische
Lipide sind DOTMA (N-[1-(2,3-Dioleyl)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid) und
DDAB (Dimethyldioctadecylammoniumbromid) sowie sogenannte Helferlipide, wie
Cholesterin oder DOPE (Dioleylphosphatidylethanolamin). Die Vorteile der Plasmid-
Liposomen-Komplexe bestehen darin, dass sie fiir gewohnlich nicht immunogen und nur
wenig zytotoxisch, sowie in der GroBle nur wenig beschriankt sind. Thr Nachteil ist die im

Vergleich zu anderen Transfektionsmethoden relativ geringe Effizienz.

3.2.4 Transiente Transfektion mit GenePorter® 2

Das GenePorter® 2 Transfektionsreagenz (Peqlab, Erlangen) ermdglicht aufgrund einer
speziellen Lipidrezeptur die Transfektion einer Reihe von Séugerzellen mit hoher

Transfektionseffizienz. Des Weiteren wird aufgrund des speziellen Diluenten eine
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Transfektion in serumhaltigem Medium moglich, was die toxische Wirkung des
Transfektionsreagenz auf die Zellen verringert.

Samtliche Transfektionen im Rahmen dieser Arbeit werden auf 24-well-Platten durchgefiihrt.
Die Zellen — hier 55.1c-Maushepatomzellen — werden 24 Stunden vor der Transfektion mit
einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen/Vertiefung ausgesit (dies entspricht ca. 60% Konfluenz).
Zum Zeitpunkt der Transfektion haben die Zellen dann eine Konfluenz von ca. 70-80%
erreicht. Fiir die Transfektion wird das lyophilisierte GenePorter® 2 Transfektionsreagenz
zundchst in 1,5 ml Hydratisierungspuffer (Peqlab) rehydratisiert und das Reagenz durch
Vortexen gelost. Pro Vertiefung einer 24-well-Platte werden 3,5 pl GenePorter® 2
Transfektionsreagenz mit 21,5 ul FCS-freiem Medium versetzt und der Ansatz durch
Vortexen gemischt (= Losung 1). Je Ansatz werden 1,1 pg DNA (Zusammensetzung s.u.) mit
25 ul DNA-Diluent (Peqlab, Erlangen) versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
(Losung 2). Zu Losung 1 werden nun 25 pl Losung 2 gegeben und dieser Ansatz durch
Trituieren gemischt. Die so erhaltene Losung 3 wird 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend werden pro Ansatz 450 ul FCS-haltiges Medium zugegeben und die Losung
gemischt (Transfektionslosung).

Das Medium wird nun von den Zellen abgesaugt und der Zellrasen einmal mit 500 ul 1x PBS
pro Vertiefung gewaschen. Nach Absaugen der PBS-Losung werden pro Vertiefung 500 ul
der Transfektionslosung zugegeben und die Zellen iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C und
5% CO; iiber Nacht inkubiert. 24 Stunden nach der Transfektion kdnnen die Zellen je nach
Versuchsaufbau entweder mit Induktoren behandelt werden oder es wird ein normaler
Mediumwechsel durchgefiihrt, bevor die Zellkulturschale weitere 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert wird. 48 Stunden nach erfolgter Transfektion werden die Zellen fiir den Dual-

Luciferase Reporter™ Assay aufgearbeitet.
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3.2.5 Transfektionsschema

Die transienten Transfektionen der 55.1c-Maushepatomzellen werden auf 24-well-Platten
durchgefiihrt. Pro Vertiefung einer 24-well-Platte werden insgesamt 1,1 pug DNA, bestehend
aus 0,65 pg Expressionsvektor(en), 0,45 ug Reportervektor und 0,01 pg pRL-CMV-Renilla-
Expressionsvektor, pipettiert. Alle Transfektionen werden als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die verwendeten Vektoren sind in Kap. 2.1.4 beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit werden mit Hilfe von transienten Transfektionen von
Maushepatomzellen die Auswirkungen von Wildtyp- bzw. in Codon 33 punktmutiertem
Ctnnbl auf die Expression einzelner Gene untersucht. Dabei werden Reportergenkonstrukte
verwendet, die eine ca. 2,7 kb groBle upstream-regulatorische Region des Cytochrom P450
2B1-Gens (pGL3C2B1) oder Dioxin-responsive Elemente (pT81Luc/3xDRE) enthalten.

Die Transfektionen werden nach folgendem Schema angesetzt:

Vektor 1 2 3 4 5 6 7 8 Menge
in pug
Leervektor
+ + - - + + - - 0,325
pCI-neo
ppCat**¥/ClIneo | - - + + - - + + 0,325
Leervektor
) + + + + - - - - 0,325
Rezeptor
Rezeptor” - - - - + + + + 0,325
Renilla
+ + + + + + + + 0,01
(pPRL-CMYV)
Reporter’ + + + + + + + + 0,45
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Rezeptor AhR CAR
!: Leervektor fiir Rezeptor |pCMV4 pCl-neo
% Vektor fiir Rezeptor pDR-CMV mCAR1/pCR3
3 pT81Luc/
: Reportervektor pGL3C2B1
3xDRE
4: Induktor TCDD Phenobarbital
Losungsmittel fiir Induktor | DMSO 1xPBS
pl Induktor 0,5 5
Stammkonzentration s
10° M 0,2M
Induktor
Endkonzentration 0 3
10° M 2x10° M
Induktor

Die Proben 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6 sowie 7 und 8 werden jeweils im gleichen Gefal3 und als
Sfach-Ansitze (4 Proben + Pipettierreserve) angesetzt, da sie sich lediglich in der Behandlung
mit dem Induktor unterscheiden und bei der Transfektion die gleichen Vektoren eingesetzt

werden.

3.2.6 Reportergenanalysen

Reportergene werden bei Expressionssstudien in eukaryotischen Zellen eingesetzt. Mit Hilfe
dieser Gene konnen bestimmte Qualititen und Effekte anderer Gene gezeigt werden.
Reporter-Gene sind z.B. das Luciferase-Gen oder das B-Galactosidase-Gen. Die Aktivitit der
Proteine dieser Gene kann iiber ein messbares optisches Signal sichtbar gemacht werden.

B-Galactosidase kann zur Bestimmung der Transfektionseffizienz eingesetzt werden, wahrend
Luciferase zur Untersuchung einer Promotoraktivitit eingesetzt werden kann. Luciferasen
sind strukturell unterschiedliche Enzyme, in deren Anwesenheit Luciferine mit Sauerstoff
reagieren (Oxidation) und es zur Biolumineszenz kommt. Unterschieden werden unter

anderem Firefly-Luciferasen (aus dem Leuchtkifer), bei denen Luciferol, ATP und Sauerstoff
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zu Kohlendioxid, AMP und Licht reagieren, und Renilla-Luciferasen, die nur Luciferol und
Sauerstoff (kein ATP) zur Reaktion bendtigen. Die so erzeugte Biolumineszenz kann leicht
mit einem Chemilumineszenzassay nachgewiesen werden (siche unten).

Ein Beispiel fir den Einsatz des Luciferase-Gens ist im Folgenden beschrieben. Bei
Kulturzellen, die einen Rezeptor X exprimieren, flir den ein Agonist gefunden werden soll,
wird das Gen fiir Protein X durch das Luciferase-Gen ersetzt. Der Agonist kann den Promotor
des Protein-X-Gens aktivieren, so dass statt Protein X die Luciferase exprimiert wird. Die
Quantifizierung des Luciferase-Proteins liefert so indirekt Informationen iiber die
Transkriptionsaktivitdt des vorangeschalteten Promotors, der die Expressionsstirke des

Reporterproteins steuert.

3.2.6.1 Dual-Luciferase Reporter® Assay

Fiir die Reportergenanalyse wird das Kit “Dual-Luciferase Reporter” Assay” von Promega
eingesetzt. Im Rahmen dieses Assays werden Luciferasen aus dem Glithwiirmchen (Photinus
pyralis; Firefly) sowie der gemeinen Seefeder (Renilla reniformis; sea pansy bzw. Renilla) als
Reporter verwendet. Dabei dient das Plasmid pRL-CMV, das das Gen fiir die Renilla-
Luciferase enthilt, als Coreporter, durch dessen Aktivitdt man einen Standard erhilt, auf die
die Aktivitdt der Firefly-Luciferse normiert werden kann. Durch den Einsatz unterschiedlicher
Substrate und durch die Wahl geeigneter Versuchsbedingungen konnen die beiden Enzyme
sequentiell im selben Ansatz gemessen werden.

Fiir den Luciferase-Assay muss zunédchst der im Kit erhaltene 5x Passive Lysis Buffer (PLB)
mit bidestilliertem Wasser zu 1x PLB verdiinnt werden. Dieser kann direkt verwendet oder
bei —20°C gelagert werden. Pro Vertiefung einer 24-well-Platte werden 100 pl
I1x PLB eingesetzt, so dass die Zellen passiv, also ohne Abschaben oder Einfrieren, lysiert

werden konnen. Das Luciferase Assay Substrat fiir die Firefly-Luciferase wird in 10 ml
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Luciferase Assay Buffer 1l gelost, wodurch das Luciferase Assay Reagent Il (LAR II) erhalten
wird. Dieses ist vier Wochen bei —20°C bzw. ein Jahr bei —70°C haltbar. Das Stop&Glo®-
Substrat fiir die Renilla-Luciferase wird im Verhiltnis 1:50 in Stop&Glo®-Puffer verdiinnt, so
dass das Stop&GIo® Reagent (S&G) erhalten wird, welches maximal 14 Tage bei —20°C
gelagert werden kann. Da beide Losungen durch hédufiges Auftauen und Einfrieren an
Aktivitét verlieren konnen, werden sie vor dem Einfrieren in 1,5 ml-Gefédl3e aliquotiert.

Die transfizierten Zellen miissen zunédchst zweimal mit 1x PBS gewaschen werden, wobei pro
Vertiefung einer 24-well-Platte je 500 pl PBS eingesetzt werden. Nach Absaugen der PBS-
Losung werden pro Vertiefung 100 pl 1x PLB zugegeben und die Zellen unter Schiitteln bei
Raumtemperatur 15 min lysiert (Heidolp Titromax 1000). Das so erhaltene Zelllysat wird fiir
die Messung auf Eis gelagert und kann direkt zur Lumineszenz-Messung eingesetzt werden.
Es kann nach der Messung bei —20°C gelagert werden und ist so ca. 3-4 Wochen haltbar.

Die Messung wird mit Hilfe des EG&G Berthold-Luminometers durchgefiihrt. In ein 5 ml-
Rohrchen (Sarstedt) werden 50 ul LAR II vorgelegt. Nach Zugabe von 10 pl Lysat wird die
Losung durch Trituieren gemischt und die 10-sekiindige Messung der Firefly-Lumineszenz
im Luminometer durchgefiihrt. AnschlieBend werden 50 pl S&G-Reagenz zugegeben und der
Ansatz durch Vortexen gemischt. Durch dieses Reagenz wird die Lumineszenz der Renilla-
Luciferase messbar und gleichzeitig die durch die Firefly-Luciferase erzeugte Lumineszenz
um den Faktor 100.000 gequencht. Nach erneuter 10-sekiindiger Messung im Luminometer
kann die Auswertung erfolgen. Hierflir wird der Quotient aus den Lumineszenzen der Firefly-

und Renilla-Luciferase gebildet.
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3.2.7 Western-Blot

Um die Expression von B-Catenin, Glutaminsynthetase und der Cytochrom P450-Isoenzyme
auf Proteinebene zu untersuchen, wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Beim
Protein-Blotting werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung zunéchst
gelelektrophoretisch getrennt, elektrophoretisch auf eine Trigermembran {iberfiihrt und dann
einer Nachweisreaktion unterzogen, die fiir die zu untersuchenden Proteine der getrennten
Mischung spezifisch ist. An Probenvorbereitung und SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
schlieBen sich also der Transfer der Proteine auf eine Polyvinyldifluorid-Membran, die

Nachweisreaktion und abschlieend die Visualisierung an.

3.2.7.1 Proteinisolierung aus Gewebe

Fir die  Untersuchung der  Expression  verschiedener  Proteine  werden
Lebergewebehomogenate eingesetzt. Zur Herstellung dieser Homogenate werden
Leberproben in Homogenisierungspuffer (WCE-Puffer) mit Hilfe einer Kugelmiihle unter
Kiihlung mit fliissigem Stickstoff zertriimmert und anschlieend im Ultraschallbad beschallt,
um eine vollstindige Homogenisierung der Gewebe inklusive Zerstorung der Zellkerne zu

erreichen.

Durchfiihrung:

e alle bendtigten Gerdte (Teflongefdle, Mikrogefdle, Pinzette, Spatel) mit fliissigem
Stickstoff vorkiihlen.

e 500 pl des Homogenisierungspuffers in gekiihltem Teflongefal vorlegen.

e Leberprobe und Stahlkugel zugeben und Gefdl verschlieBen.

e Probe 30 sec im Mikrodismembrator zertrimmern.
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e Probe in gekiihltes Mikrogefdll geben und 30 min auf Eis auftauen lassen.
e dabei Proben mehrmals vortexen und Lebergewebe anschlieBend 30 sec bei mittlerer

Starke mit Hilfe von Ultraschall vollstindig zertrimmern.

Nach 10-mintitiger Zentrifugation bei 14 000 rpm und 4°C wird eine Proteinbestimmung nach
Bradford durchgefiihrt und somit die Gesamtproteinmenge bestimmt.
Die Leberhomogenate konnen nach S5-miniitigem Erhitzen auf 95°C bei —20°C in 2x

Laemmli-Puffer gelagert werden.

3.2.7.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradfort beruht darauf, dass der Farbstoff Coomassie-Brilliant-
Blau G-250 in saurer Losung sowohl mit den kationischen als auch den nichtpolaren,
hydrophoben Seitenketten von Proteinen Komplexe bildet.

In Gegenwart von Proteinen und in saurem Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum
des Coomassie-Brilliant-Blau G250-Farbstoffs von 465 zu 595 nm. Der Grund dafiir ist die
Komplexbildung des Farbstoffs mit Proteinen, die zur Stabilisierung seiner blauen,
unprotonierten, anionischen Sulfatform fiihrt. Der Extinktionskoeffizient des Farbstoff-
Protein-Komplexes ist sehr viel hoher als der des freien Farbstoffes. Somit kann die Zunahme
der Absorption bei 595 nm durch die Bildung des Komplexes mit hoher Empfindlichkeit
gegen das freie Farbreagenz photometrisch gemessen werden und ist ein Mal} fiir die
Proteinkonzentration der Losung. Die Proteinbestimmung ist relativ unempfindlich gegen
Storungen. Jedoch zeigt der Assay signifikante Unterschiede zwischen individuellen
Proteinen. Er eignet sich daher besonders zur Gesamtproteinbestimmung in Zelllysaten. Ein

weiterer Vorteil der Proteinbestimmung nach Bradford besteht darin, dass das
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Absorptionsmaximum des Protein-Farbstoffkomplexes schon nach 2 min erreicht ist und
anschlieBend circa eine Stunde konstant bleibt.

Fiir die Berechnung des Proteingehalts einer Probe werden Eichlosungen mit bekannten
Proteinmengen bendtigt, aus denen eine Eichgerade erstellt werden kann. Aus dieser konnen
dann die zu ermittelnden Proteinmengen errechnet werden.

Die Eichgerade wird wie folgt pipettiert:

Proteinkonzentration | BSA in pl bidestilliertes Wasser | Lyse-Puffer in pl
in pg/ml [S mg/ml in Wasser] |in pl

0 0 980 20
25 5 975 20
50 10 970 20
75 15 965 20
100 20 960 20
125 25 055 20
150 30 950 20
200 40 940 20
300 50 920 20

Zunichst wird das Farbreagenz (Quick Start Bradford Protein Assay Kit, Bio-Rad) im
Verhéltnis 1:5 mit bidestilliertem Wasser verdiinnt. Fiir die Proteinbestimmung werden je
Probe Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Pro Probe werden 10 ul der Proteinlosung im
Verhéltnis 1:100 mit bidestilliertem Wasser verdiinnt und der Ansatz gut gemischt. Je 20 pl
der so verdiinnten Probe bzw. der Proteinstandards der Eichkurve werden mit 1000 pl des

verdiinnten Farbreagenz versetzt und gut gemischt. Nach 5-miniitiger Inkubation bei
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Raumtemperatur werden die Proben erneut gemischt. Die Extinktion der Proben bei 595 nm
wird im Photometer gemessen. AnschlieBend kann aus den gemessenen Proteinstandards die
Eichgerade erstellt und mit Hilfe der Geradengleichung und unter Beriicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors der Proteingehalt der Proben bestimmt werden.

Dieser berechnet sich wie folgt:

clug/ml] = Absorption *Verddnnung
Steigung T

3.2.7.3 Probenvorbereitung und SDS-Polyacrylamidgelektrophorese

Proteine lassen sich durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach ihrem Molekulargewicht auftrennen. Bei der eindimensionalen
Gelelektrophorese werden die Proteine wihrend ihrer Wanderung durch die Gelmatrix in
Richtung der Anode in Gegenwart von 0,1% (w/v) SDS unter denaturierenden Bedingungen
nach Laemmli (1970) aufgrund ihres Molekulargewichtes getrennt. SDS ist ein anionisches
Detergens, welches die Eigenladung von Proteinen so effektiv iiberdeckt, dass Micellen mit
konstanter negativer Ladung pro Massenanteil Protein entstehen (1,4 g SDS/g Protein).

Vor der Elektrophorese werden die Proben denaturiert, so dass Sekundir-, Tertidr und
Quartérstrukturen aufgelost werden. Daher erfolgt die nachfolgende elektrophoretische
Trennung der Proteine lediglich nach ihrem Molekulargewicht, nicht nach ihrer
urspriinglichen Eigenladung oder nativen Konformation, wobei die Laufstrecke dem

Logarithmus des Molekulargewichts proportional ist.
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Fiir die Gelherstellung werden zunichst Acrylamidstammldsungen nach folgendem Schema

hergestellt:

e Sammelgel-Stammldsung (Acrylamidkonzentration: 4%):

e Rotiphorese Gel A (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid) 13,3 ml
e 0,5M Tris-HCI, pH 6,8 25 ml
e bidest. Wasser 60 ml
e 20% SDS 0,5 ml

e Trenngel-Stammlosung (Acrylamidkonzentration: 10%):

e Rotiphorese Gel A (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid) 33 ml
e 1,5M Tris-HCI, pH 8,9 25 ml
e Dbidest. Wasser 40 ml
e 20% SDS 0,5 ml

Die Stammlosungen konnen aliquotiert und bei —20°C mehrere Monate oder bei 4°C fiir
kiirzere Zeitraume gelagert werden.

Fir die Gelelektrophorese wird zundchst die Minigelkammer (10,3 cm x 8,3 cm)
zusammengebaut und die seitlichen Rédnder sowie der untere Rand der Kammer mit 1%-iger

Agarose abgedichtet. Fiir ein 10%-iges Trenngel werden folgende Komponenten pipettiert:

e Trenngel-Stammlosung (Acrylamidkonzentration: 10%) 10 ml

e 10%-ige Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Losung 200 ul
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Nach Mischen des Ansatzes werden 20 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED) als
Polymerisationsstarter zugegeben und der Ansatz nach nochmaligem Mischen in die
Gelkammer gegossen. Nach Uberschichten des Trenngels mit Isopropanol ldsst man das Gel
mindestens 60 min polymerisieren. Nach 60 min kann das Isopropanol abgegossen und das

4%-1ge Sammelgel vorbereitet werden. Hiefiir werden folgende Komponenten pipettiert:

e Sammelgel-Stammlosung (Acrylamidkonzentration: 4%) 15 ml

e 10%-ige Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Losung 150 pl

Nach Mischen des Ansatzes werden 15 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED) als
Polymerisationsstarter zugegeben und der Ansatz nach nochmaligem Mischen in die
Gelkammer gegossen. Man ldsst das Gel mindestens 60 min polymerisieren und setzt es
anschlieBend in die Gelelektrophoreseapparatur ein. Diese wird mit 1x SDS-PAGE
Laufpuffer gefiillt. Nach Ziehen des Gelkamms werden die einzelnen Taschen mit 1x SDS-
PAGE Laufpuffer luftblasenfrei gespiilt und somit von Polymerteilchen gereinigt, die beim
Auftrag der Proben storen wiirden.

Die Proben werden 1:1 mit 2x Laemmli-Puffer verdiinnt. Proben und Markerproteine werden
5 min bei 95°C inkubiert und kurz griindlich gemischt. Nach dem Abkiihlen wird das
Kondenswasser kurz abzentrifugiert und die Proben erneut gemischt. Mit Laemmli-Puffer
versetzte Proben konnen bei —20°C mehrere Monate lang gelagert werden und miissen vor
dem Probenauftrag erneut 5 min auf 40°C erhitzt und gemischt werden.

Von jeder Probe werden 10 pg Protein aufgetragen. Als Marker werde je 5 ul BenchMark™
Prestained Protein Ladder (Gibco BRL; Fragmentgrof3en: 184,2 kDa; 115,5 kDa; 83,6 kDa;
61,5 kDa; 50,8 kDa; 37,5 kDa; 25,4 kDa; 20,0 kDa; 14,0 kDa; 9,3 kDa) und Kaleidoscope

Prestained Standard (Fragmentgro3en: 208 kDa; 144 kDa; 87 kDa; 44,1 kDa; 32,7 kDa; 17,7
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kDa; 7,1 kDa) eingesetzt. Neben den eigentlichen Proben muss auch der Kaleidoscope
Prestained Standard vor dem Gelauftrag 5 min auf 40°C erhitzt werden.

Die Elektrophorese erfolgt bei 200 V ca. 60 min.

3.2.74 Proteintransfer auf eine Polyvinylfluorid-Membran (PVDF-

Membran)

Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgt der Transfer der getrennten
Proteine auf eine proteinbindende Membran. Der Transfer muss immer senkrecht zur
Trennrichtung erfolgen, damit das Muster der getrennten Proteine auf der Membran exakt
dem Trennmuster des Gels entspricht. Im Rahmen dieser Arbeit wird ein elektrophoretischer
Transfer durchgefiihrt (Towbin, 1979), bei dem die Proteine durch Anlegen einer Spannung
aus dem Gel auf eine Membran {iiberfithrt werden. Hierfiir wird das Wet-Verfahren (Tank-
Blot) eingesetzt.

Als Blottingmembran wird eine Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF-Membran) eingesetzt,
die eine sehr gute Bindekapazitit fiir Proteine (bis zu 600 pg/cm?), eine gute Resistenz
gegeniiber organischen Losungsmitteln, eine hohe Reillfestigkeit und ein gutes
Signal/Hintergrund-Verhéltnis mit Chemilumineszenz-Detektionssystemen aufweist. Sie
muss vor Verwendung erst noch mit Methanol benetzt werden. Bei der Wahl des
Transferpuffers muss darauf geachtet werden, dass der Puffer kein Natriumchlorid oder
andere gut leitende Salze enthélt, da dies zu sehr hohen Strémen fiihrt, was einen schlechteren
Transfer und eine Uberhitzung von Blot und Apparatur zur Folge haben kann. AuBerdem ist
es wichtig, dass sich der pH-Wert des Transferpuffers und der isoelektrische Punkt des zu
transferierenden Proteins unterscheiden. Der Methanolgehalt im Transferpuffer erleichtert das
Benetzen der Membran und lockert die Bindung der Proteine an SDS, was ihre Bindung an

die PVDF-Membran verbessern und damit hohere Transferraten liefern soll (Jacobson und
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Karsnds, 1990). Membran, Filterpapiere und Gel diirfen nur mit Handschuhen angefasst
werden, um Verschmutzungen und Fingerabdriicke zu vermeiden.

Zunéchst wird die Transferapparatur mit 1x Transferpuffer (methanolhaltig) gefiillt und ca.
1 h im Kiihlschrank auf 4°C abgekiihlt. Die PVDF-Membran wird mit Kugelschreiber
beschriftet, kurz in Methanol angefeuchtet und anschlieBend mind. 10 min in 1x
Transferpuffer (methanolhaltig) geschiittelt.

Nach der Elektrophorese wird das Sammelgel entfernt und der Blot nach folgendem Schema

von unten nach oben aufgebaut:

Kathode (schwarz)

Schwamm 1

Whatman 3 MM Papier
Gel

PVDF-Membran
Whatman 3 MM Papier

Schwamm 2

Anode (rot)

Der mit Transferpuffer angefeuchtete Schwamm 1 wird auf der schwarzen Platte der
Transferkammer positioniert. Ein Whatmann 3 MM Filterpapier wird auf das Gel aufgelegt
und beides wird mit dem Filterpapier nach unten auf Schwamm 1 gelegt. Die PVDF-
Membran wird so auf das Gel aufgebracht, dass die Beschriftung dem Gel zugewandt ist und
die Oberkante der Membran mit dem Gel abschlieft. Luftblasen zwischen Gel und Membran
werden entfernt, indem man mit einem Riihrfisch vorsichtig iiber die Membran streicht. Auf
die Membran wird ein zweites Whatmann 3 MM Filterpapier gelegt und Luftblasen wiederum
entfernt. Nach Auflegen von Schwamm 2 wird die Transferkammer geschlossen und in die

Transferapparatur eingebracht. Der Transfer erfolgt bei 400 mA 2,5 h bei 4°C unter Riihren
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mit einem Magnetriihrer. Anschliefend 148t man die PVDF-Membran an der Luft bei

Raumtemperatur trocknen.

3.2.7.5 Nachweisreaktion

Fiir die Nachweisreaktion werden Primir- und Sekundirantikérper in Blockierungspuffer,
dessen Zusammensetzung von den verwendeten Antikdrpern abhédngt, angesetzt. Alle
Antikorperinkubationen werden bei Raumtemperatur unter Schiitteln durchgefiihrt. Die
Volumina werden so gewihlt, dass die Membran gut mit Losung bedeckt ist (ca. 10 ml). Die
vorher luftgetrocknete PVDF-Membran wird kurz in Methanol angefeuchtet bis sie
durchscheinend ist. Die Membran wird anschlieBend 1,5 h in Block-Puffer (I-Block; Fa.
Tropix) inkubiert. AnschlieBend wird sie fiir weitere 1,5 h in einer Losung, die den ersten
Antikorper verdiinnt in Blockpuffer enthélt, inkubiert. Nach 2 x 5 min Schiitteln in
Blockpuffer und weiteren 2 x 5 min Schiitteln in PBS/T-Puffer wird die Membran 1 h in einer
Losung aus zweitem Antikorper, Ziege-anti-Kaninchen-IgG (Alkalische Phosphatase-
konjugiert), 1:10 000 verdiinnt in Blockpuffer geschiittelt. Nach 2 x 5 miniitigem Waschen in
Blockpuffer und 2 x 5 miniitigem Waschen in PBS/T-Puffer wird die Membran 2 x 2 min in
Ix Assay-Puffer gewaschen. Bis zur anschlieBenden Inkubation mit dem Chemilumineszenz-
Substrat kann die Membran in Assay-Puffer gelagert werden, gegebenenfalls auch {iber Nacht

bei 4°C.

3.2.7.6 Chemilumineszenz-Nachweis (Visualisierung)

Die Aufnahme des Chemilumineszenz-Signals erfolgt mit Hilfe eines CCD-Kamerasystems.
Als Chemilumineszenz-System wird die Umsetzung von CDP-Star von Tropix mit

Alkalischer Phosphatase eingesetzt. CDP-Star ist ein 1,2-Dioxetan mit einer Phosphatgruppe
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und zerfillt nach Hydrolyse der Phosphatgruppe durch Alkalische Phosphatase zu einem
aktivierten Produkt. Im Zuge der Inaktivierung dieses Produktes wird ein Lichtquant
entsendet, das detektiert werden kann. Das Tropix-System =zeigt seine maximale
Chemilumineszenz erst nach ca. 1 h, danach fillt das Ausmal} der Lichtentwicklung langsam
auf einen Wert, der etwa 75% des Maximums entspricht. Auf diesem Niveau bleibt die
Chemilumineszenzintensitit iiber einen langeren Zeitraum fast konstant (mind. 1 Tag). Diese
lange Phase der Chemilumineszenzentwicklung reicht aus, um eine Aufnahme mit der CCD-
Kamera durchzufithren und ermoglicht auch eine eventuelle Wiederholung der
Signalerfassung.

Die mit Assay-Puffer angefeuchtete Membran wird auf eine Glasplatte gelegt und mit ca. 1
ml gebrauchsfertiger CDP-Star-Losung versetzt. Die Losung sollte sich moglichst
gleichmdfig auf der Membran verteilen und Luftblasen sollten verhindert werden. Die
Membran wird 5 min mit dem Substrat bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend l4sst
man die Substratlosung ablaufen und legt die Membran in eine Klarsichthiille, wobei
tiberschiissige Losung mit Kimwipe-Tilichern ausgestrichen wird.

Die Visualisierung kann direkt mit Hilfe des CCD-Kamerasystems erfolgen, wobei zunéchst
eine Aufnahme der Membran unter Auflicht und voll geéffneter Blende gemacht wird, um die
Lage der Banden von Markerproteinen und Proben vergleichen zu konnen. Anschlie3end wird
die Aufnahmekammer geschlossen und die Aufnahme mit der entsprechenden Anzahl an
Lesezeitrahmen so oft wiederholt, bis sich die automatische Kontrasteinstellung fiir ,,white

level* auf einen Wert von etwa 0,9 einstellt.
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3.2.8 Untersuchung der mRNA-Expression

3.2.8.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus tiefgefrorenen Lebern

(Normalgewebe und Tumorgewebe) mit Trizol

Die Verwendung von Trizol (Invitrogen) zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe und
Zellen stellt eine Verbesserung der RNA-Isolierungsmethode nach Chomezynski und Sacchi
(1987) dar. Trizol ist eine gebrauchsfertige Losung aus Phenol und Guanidiniumthiocyanat,
die zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben eingesetzt werden kann.

Circa 20 mg der zu untersuchenden Lebergewebeproben werden mit Hilfe einer Kugelmiihle
zermorsert. Hierfiir werden die Bestandteile der Kugelmiihle zunichst in fliissigem Stickstoff
vorgekiihlt. In das gekiihlte Teflongefal werden 500 pl Trizol vorgelegt und eingefroren, die
Gewebeprobe zugegeben, die Kugel hineingegeben und das Gewebe im geschlossenen Gefil3
ca. 30 sec zermorsert. Die pulverisierte Probe wird in ein vorgekiihltes Zentrifugenrohrchen,
in dem 1,5 ml Trizol vorgelegt werden, gegeben. Nach 5 min Inkubation der Suspension bei
Raumtemperatur werden 0,4 ml Chloroform zugegeben und 15 sec geschiittelt. Nach 2-3 min
Inkubation bei Raumtemperatur wird die Suspension 25 min bei 4°C und 7500 rpm
zentrifugiert (Beckman Zentrifuge J2-21). Die wissrige obere Phase wird in ein neues Gefif3
iiberfiihrt und mit 1,5 ml Isopropanol versetzt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
(Féllung) werden die Proben bei 7500 rpm und 4°C 20 min zentrifugiert (Beckman Zentrifuge
J2-21). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 2 ml 75%-igem Ethanol gewaschen.
Nach flinfminiitiger Zentrifugation bei 7000 rpm wird das Pellet 10 min an der Luft
getrocknet und anschliefend in 50 pl DEPC-behandeltem Wasser geldst. Die Lagerung der

RNA-Ldsung erfolgt bei -70°C.
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3.2.8.2 RNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der RNA erfolgt photometrisch (Sambrook et al., 1989). Zur
Konzentrationsbestimmung wird die RNA-Losung 1:100 mit TE-Puffer versetzt und die
Extinktion der Losung bei 260 nm bestimmt. Als Leerwert dient die Absorption des reinen
TE-Puffers. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht einem Gehalt von 40 ng RNA/ml.

Die Berechnung der Konzentration erfolgt daher nach folgender Formel:

Konzentrationgna [pg/ml] = Extinktionyeo nm X 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

Der Reinheitsgrad der RNA wird durch die Bestimmung des Quotienten der Extinktionen bei

260 nm und 280 nm ermittelt. In der Regel lag dieser zwischen 1,8 und 2,0.

3.2.8.3 Kontrolle der isolierten Gesamt-RNA mittels Agarose-

Gelelektrophorese

Anhand des Laufverhaltens der RNA in einem 1%-igen Agarosegel wird die RNA-
Préparation tiberpriift. Hierzu werden 0,6 ml Agarose (ultra pure) in 60 ml 1x TAE-Puffer
aufgekocht und nach Abkiihlen auf ca. 50°C in eine Gelkammer gegossen. Die
Auftragsvolumina der RNA-Proben werden abhédngig von der jeweiligen RNA-Konzentration
der Losungen so gewdhlt, dass ca. 5 pg RNA auf das Gel aufgetragen werden. Als Marker
wird die 9,5-0,24 kb RNA-Leiter (RNA-Fragmente: 9,49 kp; 7,46 kb; 4,40 kb; 2,37 kb;
1,35 kb; 0,24 kb) der Firma Gibco BRL eingesetzt. Die jeweiligen Probenvolumina werden
mit 2 pl 10x Ladepuffer versetzt, auf das auspolymerisierte Gel aufgetragen und 1,5 h bei 90

V in 1x TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wird das Gel in 0,1%iger
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wissriger Ethidiumbromidlosung 15 min gefarbt und unter UV-Bestrahlung mit dem CCD-

Kamerasystem ausgewertet.

3.2.9 Reverse Transkriptase-Reaktion

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase kann aus RNA die dazu komplementire cDNA
hergestellt werden. Diese spezifische, RNA-abhéngige DNA-Polymerase benotigt wie andere
Polymerasen einen Primer (ein kurzer, komplementirer DNA-Abschnitt) zur Synthese,
welcher an die RNA bindet. Als Primer werden ein Oligo-dT-Abschnitt (10-15 Basen),
welcher komplementir zum Poly-A-Schwanz der eukaryotischen mRNA ist, sowie 'random’

Hexamere (6 zufillig zusammengesetzte Basenpaare) eingesetzt.

3.2.9.1 RT-Reaktion ohne vorherigen DNAse-Verdau

Fiir die RT-Reaktion wird folgender Ansatz pipettiert:

4 ul RNA [125 ng/pl]

6,5 ul Wasser

2 ul 10x RT-Puffer

4 ul 25 mM Magnesiumchlorid

2 ul 10 mM dNTP-Mix

0,5 ul oligo(dT) [0,5 pg/ul]

0,5 ul Random Hexamere (N)g [0,5 pg/ul]
0,5 ul Reverse Transkriptase

> 20 ul
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Der Ansatz wird 1 Stunde bei 42°C inkubiert und die Reaktion anschlieBend durch

flinfminiitige Inkubation bei 95°C beendet.

3.2.9.2 RT-Reaktion mit vorherigem DNAse-Verdau

Mit Hilfe des Quanti Tect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) kann die RT-Reaktion nach
vorherigem DNAse-Verdau (Elimination genomischer DNA) in einem Ansatz durchgefiihrt
werden.

Die Reaktion wird nach folgendem Schema pipettiert:

Ansatz I:

1 ul Quanti Tect® DNA-Wipeout Puffer (7x)
4 ul Quanti Tect® RNAse-freies Wasser

2 ul RNA [125 ng/ul]

Ansatz [ wird 2 min bei 42°C inkubiert, um eventuell im Ansatz vorhandene genomische

DNA zu eliminieren, und anschlieend direkt auf Eis gelagert.

Ansatz I1:

0,5 ul Quanti Tect® Reverse Transkriptase
2 ul Quanti Tect® RT Puffer (2x)

0,5 ul Quanti Tect® RT Primer Mix

Pro Probe werden 3 pul Ansatz I zu Ansatz I gegeben und gemischt. Der Mix wird 15 min bei

42°C inkubiert und die Reverse Transkriptase anschlieBend 3 min bei 95°C inaktiviert. Die so

&3



Material und Methoden

erhaltene cDNA wird 1:1 mit bidestilliertem Wasser gemischt und kann direkt fiir die Real-

Time PCR eingesetzt werden.

3.2.10 Real-Time PCR (Lightcycler-Analyse)

Die Real-Time PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Sie bietet zusétzlich die Moglichkeit der relativen oder absoluten Quantifizierung. Die
Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wihrend der PCR-Reaktion
(daher der Name "Real Time") durchgefiihrt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der
Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht. In der vorliegenden
Arbeit wurde das Lightcycler-System von Roche eingesetzt.

Die einfachste Methode der Quantifizierung von PCR-Produkten ist der Einsatz von DNA-
Farbstoffen, wie SYBR® Green L. Diese Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich in die DNA ein
bzw. binden an doppelstringige DNA. Dadurch steigt die Fluoreszenz der Farbstoffe an.
Somit korreliert die Zunahme der DNA im Verlauf der PCR mit der Fluoreszenz-Zunahme
von Zyklus zu Zyklus. Dieses Verfahren ist allerdings nur wenig spezifisch, da es nicht
moglich ist, verschiedene PCR-Produkte zu unterscheiden und keine Multiplex-Messungen
durchgefiihrt werden konnen. Vorteil des Verfahrens ist, dass nach der PCR eine
Schmelzkurve aufgenommen wird, anhand derer die Fragmentlinge(n) der Produkte und
dadurch die Spezifitit der PCR iiberpriift werden kann.

Bei der Schmelzkurvenanlayse wird durch langsame, kontinuierliche Temperaturerhohung
(50°C > 95°C) die DNA aufgeschmolzen. Bei einer fiir das Fragment spezifischen
Schmelztemperatur wird aus dem Doppelstrang wieder ein einzelstrangiges Molekiil, wobei
der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Abnahme der Fluoreszenz registriert wird.
Doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten weist einen hoheren Schmelzpunkt

auf, als unspezifisch entstandene Primerdimere, wodurch eine Unterscheidung moglich ist.
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Durch die Hohe des Schmelzkurvenpeaks ist eine ungefihre, relative Mengenabschétzung des
gebildeten Fragments mdoglich.
Fir die Quantifizierung konnen verschiedene Rechenmodelle verwendet werden, wobei
meistens ein Referenz-Gen (z.B. GAPDH oder Actin) mitgemessen wird, um einen relativen
Menge-Vergleich durchzufiihren (relative Quantifizierung). Zu Beginn der PCR ist die
Templatemenge begrenzt. Somit ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich Primer, Template und
Polymerase treffen, niedrig. Mit jedem PCR-Zyklus steigt die Produktmenge an, so dass es in
den letzten Phasen der PCR zu einer Hybridisierung von Produktfragmenten untereinander
kommt, die Substrate langsam verbraucht und letztlich Polymerase und Nucleotide langsam
durch die Hitze zerstort werden. Ein exponentieller und daher quantifizierbarer Anstieg findet
sich nur in der Phase dazwischen. Exponentiell bleibt eine PCR bei 12 bis 400
Ausgangskopien fiir ca. 30 Zyklen, bei 400 bis 3200 fiir 25 Zyklen und bei anfinglich 3200
bis 51200 fiir hochstens 20 Zyklen. Um immer am Anfang der exponentiellen Phase messen
zu konnen, wird haufig der CT-Wert (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus") bzw. der
Cp-Wert (Crossing Point) verwendet, der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant tiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
Die Effizienz E kann mit Hilfe der Steigung m einer Standardkurve berechnet werden:
E=10""—1
Eine Steigung m von -3.32 wiirde somit eine Effizienz von 100 % bedeuten, d.h. eine

Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus, eine Steigung m von -3.58 eine Effizienz von 90 %.
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3.2.11 Plasmidtransformation und -priaparation

3.2.11.1 Plasmidvermehrung in transformationskompetenten E.coli

DHS5a und One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli

Plasmide kénnen mit Hilfe von Bakterienzellen vermehrt werden. Diese Zellen sollten eine
moglichst hohe Effizienz beziiglich der Aufnahme der Plasmid-DNA aufweisen. Aullerdem
sollten die Bakterienzellen die aufgenommene Plasmid-DNA nicht als Fremd-DNA erkennen,
da sie sonst iiber Restriktionsenzyme  abgebaut wiirde.  Daher  miissen
transformationskompetente E.coli-Stimme einen bestimmten Genotyp aufweisen. Erkennung
und Abbau von Fremd-DNA in Bakterien konnen z.B. mit Hilfe eines Adenin-
methylierungsabhéngigen Restriktionssystems erfolgen. Dabei handelt es sich um einen
Enzymkomplex, der aus einer Untereinheit fiir die Erkennung spezifischer Sequenzen, einer
Methylierungsuntereinheit und einer Restriktionseinheit aufgebaut ist. Um Fremd-DNA, z.B.
nichtmethylierte DNA in Bakterienzellen vermehren zu koénnen, miissen diese
Bakterienstimme inaktivierende Mutationen in diesem Enzymkomplex aufweisen.

Um die spitere Selektion transformierter Zellen zu ermoglichen, miissen die Plasmide ein
Antibiotikumresistenzgen, z.B. ein Ampicillinresistenzgen, tragen. In diesem Fall kénnen nur
Zellen, die das Plasmid aufgenommen haben, in ampicillinhaltigem Medium wachsen. Die
E.coli-Zellen miissen zunidchst vorbehandelt werden, um eine moglichst hohe
Transformationseffizienz zu erreichen. Dabei werden die Bakterien bei 18°C kultiviert, mit
Kalium-, Calcium- und Mangansalzen behandelt und anschlieBend fiir die Lagerung mit
DMSO-Zusatz bei —70°C eingefroren. Dabei kann man hochkompetente Zellen mit einer
Transformationseffizienz von 10°-10° Transformanten pro pg Plasmid-DNA erhalten (Inoue

etal., 1990).
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Fir die Bakterientransformation und die Anzucht wird ein 200 pl-Aliquot der
transformationskompetenten  E.coli auf Eis aufgetaut und resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wird mit 1 ul Plasmid-DNA-Losung gemischt und 30 min auf Eis
inkubiert. Nach Erwédrmen des Bakterien/Plasmid-Gemischs im Wasserbad auf 42°C fiir
45 sec wird es erneut 5 min auf Eis inkubiert und die Suspension in 3 verschiedenen
Konzentrationen (unverdiinnt, 1:10 und 1:50) direkt auf die vorbereiteten LB-Amp-
Agarplatten ausgestrichen. Die Platten werden tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nichsten
Tag werden Einzelklone, die auf den LB-Amp-Agarplatten gewachsen sind, steril gepickt und
in je 4 ml LB-Amp-Medium gegeben. Die Ansitze werden {iber Nacht bei 37°C im Schiittler
bei 300 rpm inkubiert. Im Anschluss daran konnen die Bakterien dieser Kulturen durch kurzes

Zentrifugieren bei 4°C und 13 000 rpm (Kiihlzentrifuge - Eppendorf) pelletiert werden.

3.2.11.2 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung aus E.Coli-Bakterien erfolgt nasschemisch. 1,5 ml der iiber Nacht
erhaltenen Suspension werden eine Minute bei 13 000 rpm in der Kiihlzentrifuge (Eppendorf)
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 100 pl Puffer 1 (50 mM
Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI, pH 8,0) resuspendiert und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend werden 200 pl frisch angesetzte Losung 2 (0,2 M
NaOH, 1% SDS w/v) zugegeben und der Ansatz durch Invertieren vorsichtig gemischt. Nach
S-miniitiger Inkubation auf Eis werden 150 pl Loésung 3 (3 M Kaliumacetat, pH 4,8)
zugegeben und durch Invertieren gemischt. Der Ansatz wird 5 Minuten auf Eis inkubiert und
der dabei erhaltene weifle Niederschlag anschlieBend 5 Minuten bei 13 000 rpm und 4°C in
der Kiihlzentrifuge abzentrifugiert. Der die DNA enthaltende Uberstand wird in ein neues
Eppendorf-Gefif iiberfiihrt und der weiBle Niederschlag verworfen. In den Uberstand wird

das 2,5-fache Volumen 100%-igen Ethanols zugegeben und die Losung 30 Minuten bei
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—70°C inkubiert. AnschlieBend wird der Ansatz 10 Minuten bei 13 000 rpm und 4°C in der
Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das DNA-Pellet einmal mit
75%-1gem Ethanol gewaschen.

Nachdem das Pellet ca. 5 Minuten an der Luft getrocknet ist, wird es in 50 ul bidestilliertem
Wasser gelost. Mit Hilfe von 2 ul Rnase A-Losung (Roche) mit einer Konzentration von
1 mg/ml wird eventuell noch im Ansatz enthaltene RNA 30 Minuten bei 37°C verdaut. Die
DNA wird anschlieBend zweimal mit einer Mischung aus Phenol und Chloroform (1:1) im
Verhiltnis 1:1 versetzt und durch Invertieren extrahiert. Im Anschluss daran wird der Ansatz
zweimal mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) im Verhiltnis 1:1 versetzt und extrahiert. Der
wissrige Uberstand wird dann mit 5 ul 3 M Natriumacetat-Losung versetzt und anschlieBend
150 pl 100%-iger Ethanol zugegeben. Die DNA wird 30 Minuten bei -70°C ausgefallt und
danach der Ansatz 10 Minuten bei 13 000 rpm und 4°C in der Kiihlzentrifuge (Eppendorf)
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die DNA mit 75%-igem Ethanol gewaschen und

anschlieend nach fiinfminiitiger Lufttrocknung in 50 pl bidestilliertem Wasser gelost.

3.2.11.3 DNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der DNA erfolgt photometrisch (Sambrook et al., 1989). Zur
Konzentrationsbestimmung wird die DNA-Losung 1:100 mit TE-Puffer versetzt und die
Extinktion der Losung bei 260 nm bestimmt. Als Leerwert dient die Absorption des reinen
TE-Puffers. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht einem Gehalt von 50 pg DNA/ml.

Die Konzentration kann daher nach folgender Formel berechnet werden:

Konzentrationpna [pg/ml] = Extinktion,gp nm X 50 pg/ml x Verdiinnungsfaktor
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Der Reinheitsgrad der DNA wird durch die Bestimmung des Quotienten der Extinktionen bei

260 nm und 280 nm ermittelt. In der Regel liegt dieser zwischen 1,7 und 2,0.

3.2.114 Kontrolle des isolierten Plasmids mittels Agarose-

Gelelektrophorese

Anhand des Laufverhaltens der DNA in einem 1%-igen Agarosegel wird die Plasmid-
Préparation tiberpriift. Hierzu werden 0,6 ml Agarose (ultra pure) in 60 ml 1x TAE-Puffer
aufgekocht und nach Abkiihlen auf ca. 50°C in eine Gelkammer gegossen. Pro Probe werden
jeweils 5 pl in einem Eppendorfgefdll vorgelegt und mit 2 pl 10x Ladepuffer versetzt. Diese
Proben werden auf das auspolymerisierte Gel aufgetragen und 1,5 h bei 90 V in 1x TAE-
Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliefend wird das Gel in 0,1%-iger wéssriger
Ethidiumbromidlosung 15 min gefarbt und unter UV-Bestrahlung mit dem CCD-

Kamerasystem ausgewertet.

3.2.12 PCR

Die PCR dient zur Amplifikation beliebiger DNA-Abschnitte. Hierfiir macht man sich die
Eigenschaft von Polymerasen zunutze, DNA zu duplizieren. Voraussetzung fiir diesen
Prozess ist ein kurzer Abschnitt doppelstringiger DNA mit einem freien 3'-OH-Ende, das
dann entsprechend verldngert werden kann. Diese Oligonucleotide (Primer) sind ca. 20
Nucleotide lang. Sie binden an den zu amplifizierenden DNA-Einzelstrang, was als Annealing
bezeichnet wird.

Man verwendet in der Regel die DNA-Polymerase von thermophilen Bakterien, die z.B. bei
tiber 110 °C in Geysiren leben. Die DNA-Polymerase dieser Lebewesen ist thermostabil und

wird daher beim Erhitzen wihrend der PCR-Zyklen nicht zerstort. Da nicht stdndig neue
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DNA-Polymerase hinzugefiigt werden muss, kann der Vervielfiltigungs-Vorgang erheblich
vereinfacht und automatisiert werden. Eine der ersten thermostabilen DNA-Polymerasen, die
fiir die PCR eingesetzt wurde, wird aus Thermus aquaticus gewonnen und wird Tag-
Polymerase genannt. Ihr Nachteil liegt darin, dass sie manchmal Fehler beim Kopieren der
DNA produziert, was zu Mutationen in der DNA-Sequenz fiihrt. Polymerasen wie Pwo und
Pfu, die aus Archaea gewonnen werden, besitzen einen Korrektur-Mechanismus, der die

Anzahl der Mutationen in der kopierten DNA erheblich senkt.

3.2.13 Klonierung mit dem Gateway-System (Invitrogen)

Die Gateway®-Technologie von Invitrogen ist ein universelles Klonierungssystem, das auf
der Fiahigkeit der site-specific-recombination der Bakteriophage Lambda beruht (Landy,
1989). Die Gateway® Technologie ermdglicht den schnellen und effizienten Transfer von
DNA Sequenzen in multiple Vektorsysteme, wobei Orientierung und reading frames
beibehalten werden konnen. Ein weiterer Vorteil dieses Klonierungssystems besteht darin,
dass fiir die Klonierung DNA in Form von PCR-Produkten, c¢DNA-Klonen,
Restriktionsfragmenten u.a. eingesetzt werden kann. Des Weiteren kann jeder beliebige
Vektor mit Hilfe des Gateway® Vector conversion Systems in einen Gateway®-Destination
Vektor umgewandelt werden.

Die Klonierung mit Hilfe des Gateway® Systems besteht aus mehreren Schritten. Zunéchst
wird der Zielvektor mit Hilfe des Gateway® Vector Conversion Systems in einen Gateway®
Destination Vector umgewandelt, in dem eine sogenannte, von attR-Sites flankierte, reading
frame Kassette in den Zielvektor kloniert wird. Das zu klonierende DNA-Fragment wird per
PCR amplifiziert. Die hierfiir eingesetzten Primer enthalten attL-Sites, die spéter fiir die
Rekombination eine Rolle spielen. Das so erhaltene attL-PCR-Produkt wird in einen kéuflich

erhéltlichen Entry-Vektor (Invitrogen) kloniert. Mit Hilfe des LR-Clonase Systems kann dann
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durch Rekombination das PCR-Insert des Entry-Vektors in den Zielvektor eingebracht

werden.

3.2.13.1 Gateway® Vector Conversion System

Um den gewiinschten Zielvektor in einen Gateway® Destination Vector umzuwandeln, muss
zundchst eine geeignete reading frame Kassette gewéhlt werden. Der Zielvektor wird per
Restriktionsverdau linearisiert, wobei blunt ends erhalten werden miissen. Die 5'-Phosphat-
Enden des Vektors werden mit einer Calf intestinal alkaline phosphatase (Pharmacia) entfernt
und die reading frame Kassette mit Hilfe einer T4 DNA Ligase in den Vektor kloniert. Der
Ligationsansatz wird in One Shot® ccdB Survival™ Competent E.Coli-Bakterien
(Invitrogen) transformiert. AnschlieBend miissen die so erhaltenen Klone dahingehend
analysiert werden, ob die reading frame Kassette in der richtigen Orientierung im Vektor
enthalten ist und ob diese funktional ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der pPCALNLS5-Vektor (Kanegae et al., 1995; Riken Institut),
der einen B-Actin Promotor/CMV enhancer in Kombination mit dem Site-spezifischen Cre
Rekombinasesystem enthdlt, als Zielvektor eingesetzt. Dieser muss zunidchst in einen
Gateway® Destination Vektor umgewandelt werden. Hierfiir wird der Vektor mit Hilfe des

Restriktionsenzyms Smal nach folgendem Schema linearisiert:

Sul pCALNLS [1 pg/ul]
1l Smal [50 U/pl]
1l 10x Smal-Puffer
3ul Wasser

2 10l
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Der Ansatz wird 60 min bei 30°C verdaut und das Enzym anschlieBend 10 min bei 65°C
inaktiviert. Der Verdau wird mittels eines 1%-igen Agarosegels kontrolliert.

Im néchsten Schritt werden 0,5 pmol des linearisierten Vektors pCALNLS5 mit Hilfe von Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase dephosphoryliert, um die Re-Ligation des Vektors zu
verhindern.

Die Berechnung der Menge von 0,5 pmol pCALNLS erfolgt nach folgender Formel:

n (pCALNLS[ pmol]) = m(pCALNLS[4g])
6071bp *660— P9 %107« 44
pmol *bp Py

0,5 pmol pCALNLS5 = 2,003 pg

Die Dephosphorylierung erfolgt nach folgendem Ansatz:

4 ul = 2 pg linearisierter Vektor pPCALNLS aus Verdau (s.0.)
4 ul 10x Puffer One Phor All

31 ul Wasser

Lul Calf Intestinal Alkaline Phosphatase [1 U/ul]

by 40 pul

Der Ansatz wird 60 min bei 50°C inkubiert und die alkalische Phosphatase anschlieBend 15
min bei 65°C inaktiviert. Der Ansatz wird nun mit TE-Puffer (pH 8,0) verdiinnt, so dass die

Konzentration des linearsierten, dephosphorylierten Vektors pCALNLS5 20 ng/ul betragt.
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Fir die Ligation der reading frame Kassette RfB (Invitrogen) wird folgender Ansatz

pipettiert:
2 ul Linearisierter, dephosphorylierter Vektor pCALNLS [20 ng/ul]
2 ul 5x T4 Ligase-Puffer (Promega)
2 ul reading frame Kassette RfB; [5 ng/ul]
1 ul T4 DNA Ligase (Promega); [1 U/ul]
3ul Wasser
h) 10 ul

Der Ansatz wird 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend in One Shot® ccdB
Survival™ Competent Cells (Invitrogen) transformiert. Dieser E. Coli-Bakterienstamm ist
resistent gegen ccdB und kann die Vermehrung von ccdB-Gen-enthaltenden Plasmiden
unterstiitzen. Andere iibliche E.Coli-Bakterienstimme, wie z.B. Top 10-Zellen von
Invitrogen, eignen sich dagegen nicht fiir diese Transformation, da diese Stimme sensitiv
gegen ccdB-Gen-Effekte sind. Fiir die Transformation wird ein Aliquot der One Shot® ccdB
Survival™ Competent Cells (Invitrogen) auf Eis aufgetaut und mit 1 pl des Ligationsansatzes
versetzt. Als Positivkontrolle wird der Kontrollvektor pUC19 ebenfalls transformiert.

Die Transformationsansdtze werden 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erfolgtem
Hitzeschock bei 42°C fiir 30 Sekunden werden die Ansitze sofort wieder auf Eis inkubiert
und mit je 250 ul SOC-Medium (Invitrogen) versetzt. Die gut verschlossenen Gefdlle werden
anschlieBend horizontal 1 Stunde bei 37°C bei 225 rpm geschiittelt.

Je 50 pl und 100 pl der Transformationsanséitze werden auf Chloramphenicol-Ampicillin-

Agarplatten (LB-Agarplatten mit 30 pg/ml Chloramphenicol und 100 pg/ml Ampicillin)

93



Material und Methoden

ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Der restliche Ansatz kann bei 4°C autbewahrt
werden und, wenn nétig, am niachsten Tag nochmals auf Agarplatten ausplattiert werden.

Da die Reading Frame Cassette RfB per Blunt-end-Ligation in den Vektor kloniert wird,
besteht die Moglichkeit, dass die Kassette in zwei verschiedenen Orientierungen eingebaut
wird. Aus diesem Grund miissen die liber Nacht erhaltenen Transformanten analysiert
werden. Hierfiir werden je Ansatz 10 Kolonien gepickt und iiber Nacht in 5 ml LB-Medium,
das 30 pg/ml Chloramphenicol enthilt, bei 37°C unter Schiitteln bei 225 rpm inkubiert.

Am néchsten Tag wird die DNA per Plasmidpréiparation (s. Kap. 3.4.) isoliert. Mit Hilfe eines
Restriktionsverdaus mit den Enzymen BsrG I, BamH I und EcoR I kann die Orientierung der
RfB-Kassette im Vektor liberpriift werden.

Der Verdau erfolgt nach folgendem Schema:

1 ul DNA

1l Restriktionsenzym; [10 U/ul]

1 ul 10x Restriktionspuffer (abhéngig vom Restriktionsenzym)
7 ul Wasser

X 10l

Jeder Verdau wird 60 min bei 37°C inkubiert und die Restriktionsenzyme anschlieSend
10 min bei 65°C inaktiviert. Die Ansédtze werden dann mittels eines 1%-igen Agarosegels

iiberpriift.
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Der Verdau mit BsrG I, BamH I, Eco RI liefert folgende Fragmente bei richtiger Orientierung

der RfB-Kassette:

Enzym FragmentgroBBen bei richtiger

Orientierung des Inserts

EcoR I 7340 bp

469 bp

BamH I 5224 bp
1545 bp
703 bp

337 bp

BsrG 1 6124 bp
1289 bp

402 bp

In einem weiteren Schritt muss die Funktionalitit des in den pCALNLS-Vektor klonierten
ccdB-Gens kontrolliert werden. Hierfiir werden jeweils 10 pg und 50 pg des die RfB-Kassette
enthaltenden Vektors pRfB-CALNLS sowohl in Top 10 Compentent E.Coli-Bakterien

1™ T1 Phage- Resistant Cells (Invitrogen)

(Invitrogen), als auch in One Shot® ccdB Surviva
transformiert. Die Transformation erfolgt analog wie oben beschrieben.

Jeweils 50 pl und 100 pl der Ansédtze werden sowohl auf Ampicillin-enthaltende Agarplatten
(LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin), als auch auf Chloramphenicol-Ampicillin-
enthaltende Agarplatten (LB-Agarplatten mit 30 pug/ml Chloramphenicol und 100 pg/ml
Ampicillin) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Bei intaktem, funktionellem ccdB-Gen sollte der Destination Vektor in One Shot® ccdB One

Shot® TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen) exprimiert werden. Werden weniger
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Klone erhalten, deutet dies auf ein inaktives ccdB-Gen oder auf Kontaminationen der
Prédparation mit anderen Antibiotika-resistenten Plasmiden hin.
AbschlieBend wird der erhaltene Gateway® Destination Vektor sequenziert. Hierbei werden

folgende Sequenzierprimer eingesetzt (genaue Position der Primer s. Vektorsequenz im

Anhang):

pCALNLS for 5’- CGG GGA TCT CAT GCT GGA GT -3°
pCALNLS rev 5"-TTG TTC ATG GCA GCC AGC ATA -3’
GatewayPrimer]1_for 5- CAC ATT ATA CGA GCC GGA AGC AT -3’
GatewayPrimer2 rev 5- CAG TGT GCC GGT CTC CGT TAT CG —-3”
3.2.13.2 Amplifikation des Inserts Ctnnb1-S33Y per PCR

Die Amplifikation des 2,5 kb grofen Ctnnb1-S33Y-Inserts erfolgt mit Hilfe des Expand Long
Template PCR Systems (Roche). Als Template wird der das Insert enthaltende Vektor
pBCat>*Y/Clneo eingesetzt. Der Vorteil des Expand Long Template Systems von Roche liegt
darin, dass die Genauigkeit der PCR Amplifikation verbessert wird, da das Kit die
Proofreading-Aktivitit der Pwo DNA Polymerase mit der hohen Prozessivitit der Taq DNA
Polymerase verbindet. Des Weiteren wird die Effizienz der PCR gesteigert, da durch die
Enzymmischung die Anzahl angeschnittener bzw verkiirzter PCR-Produkte reduziert wird.
Die Zusammensetzung der im Kit enthaltenen PCR-Puffer wurde speziell fiir die
Amplifikation langer PCR-Produkte entwickelt, was die Qualitdt der PCR verbessert.

Im Gateway-Klonierungssystem kénnen PCR-Produkte direkt in einen TOPO®-enthaltenden
Entry-Vektor einkloniert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird der pENTR™/D-TOPO®
Vektor verwendet. An den Forward-Primer werden am 5°-Ende vier Basen (CACC)
angehingt. Der Uberhang im Klonierungsvektor (GTGG) bindet an das 5'-Ende des PCR-

Produktes und stabilisiert dadurch das PCR-Produkt in der richtigen Orientierung.
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Folgende Primer werden fiir die fiir die Amplifikation des Ctnnb1-S33Y-Inserts verwendet
(genaue Position der Primer s. Anhang):
GatewayS33YEntry F 5'- CACCGTATACCATACAACTGTTTTGAAAATCCAG -3’

GatewayS33YEntry R 5'- ACTCCTAAAGGATGATTTACAGGTCAGTAT -3’

Die Reaktion wird nach folgendem Schema angesetzt:

Komponenten Volumen Endkonzentration
Steriles, bidestilliertes Wasser ad 50 pl

dATP; [10 mM] 1,75 pl 350 uM
dCTP; [10 mM] 1,75 pl 350 uM
dGTP; [10 mM] 1,75 pl 350 uM
dTTP; [10 mM] 1,75 pl 350 uM
GatewayS33YEntry F 0,75 pl 300 nM
Primer; [20 uM]

GatewayS33YEntry R 0,75 pl 300 nM
Primer; [20 uM]

10x PCR-Puffer mit MgCl, (Puffer 1) Sul

Template ppCat®**Y/CIneo 1 ul 200 ng
Expand Long Template Enzym Mix 0,75 nul

)y 50 ul
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PCR-Programm:

Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
Denaturierung 94°C 2 min 1 x
Denaturierung 94°C 10 sec
Annealing 63°C 30 sec 10 x
Elongation 68°C 2 min
Denaturierung 94°C 15 sec
Annealing 63°C 30 sec 25x
Elongation 68°C 2 min + 20 sec
Verldngerung pro
Zyklus
Elongation 68°C 7 min 1 x
3.2.13.3 Klonierung des Inserts Ctnnb1-S33Y in den Entry-Vektor

Der zweite Schritt der Gateway-Klonierung besteht im Austausch des im Donor-Vektor
enthaltenen ccdB-Gens gegen das PCR-Produkt. Bei dem ccdB-Gen handelt es sich um ein
Selbstmordgen, dessen Genprodukt auf die im Labor normalerweise verwendeten
Bakterienstimme toxisch wirkt, und das an seinen beiden Enden die attP-Verbindungsstellen
trigt. Demnach sollten nach erfolgreicher Transformation nur diejenigen Bakterien
tiberlebensféhig sein, bei denen der Austausch des ccdB-Gens gegen das PCR-Produkt erfolgt
ist. Zusidtzlich tragen die von Invitrogen erhéltlichen Donor-Vektoren eine Antibiotka-
Resistenz. Diese doppelte Selektion ist ein Grund fiir die hohe Effektivitit dieser
Klonierungsmethode. An der zwischen PCR-Produkt und Donor-Vektor erfolgenden
Reaktion sind die Enzyme Integrase und IHF o/p beteiligt. Die attB1-site reagiert hierbei

spezifisch mit attP1 und attB2 mit attP2, wodurch im entstehenden Entry-Klon die

98



Material und Methoden

attL-Sequenzen generiert werden. Als Bei-Produkt wird das mit den attR-Stellen flankierte
Selbstmordgen erhalten.

Um einen Entry-Klon zu erhalten, wird im Rahmen dieser Arbeit das per PCR amplifizierte
Ctnnb1-S33Y-Insert in einen Gateway Entry Vektor von Invitrogen kloniert. In diesem Fall
wird der pENTR™/D-TOPO® Vektor verwendet. Mit Hilfe des pENTR™ Directional
TOPO® Cloning Kits (Invitrogen) kann ein Blunt-end PCR Produkt direkt in einen Entry-
Vektor des Gateway® Systems oder des MultiSite Gateway® Systems (Invitrogen) kloniert
werden. Fir diese Klonierung wird keine Ligase, keine Post-PCR-Prozedur und kein
Restriktionsenzym bendtigt. Die im Entry-Vektor enthaltene Topoisomerase I des Vaccinia
Virus bindet in Duplex-DNA an spezifische Stellen (CCCTT) und spaltet das Phosphodiester-
Riickgrat in einem Strang (Shuman, 1991). Die Energie des gespaltenen Phosphodiester-
Riickgrats wird durch Bildung einer kovalenten Bindung zwischen dem 3’-Phosphat des
gespaltenen Strangs und einem Tyrosylrest (Tyr-274) der Topoisomerase I konserviert. Die
Phosphotyrosyl-Bindung zwischen DNA und Enzym kann anschlieBend durch die 5'-
Hydroxylgruppe des gespaltenen Strangs angegriffen werden, was die Reaktion umkehrt und
die Topoisomerase freisetzt (Shuman, 1994). TOPO® Klonierung nutzt diese Reaktion aus
und ermoglicht damit das effiziente Klonieren von PCR Produkten. Direktes
Zusammenfithren von doppelstringiger DNA mit Hilfe von TOPO®-angereicherten
Oligonukleotiden erfolgt durch Addition eines einstringigen 3’-Endes (Uberhang) an die
DNA (Cheng und Shuman, 2000). Dieser einzelstringige Uberhang ist identisch mit dem
5"-Ende des TOPO®-angereicherten DNA-Fragments. Im Gateway-Klonierungssystem
kénnen PCR-Produkte direkt in einen TOPO®-enthaltenden Vektor einkloniert werden. An
den Forward-Primer werden am 5’-Ende vier Basen (CACC) angehéingt. Der Uberhang im
Klonierungsvektor (GTGG) bindet an das 5'-Ende des PCR-Produktes und stabilisiert

dadurch das PCR-Produkt in der richtigen Orientierung.
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Fir die Ligation werden PCR-Produkt und pENTR™/D-TOPO® Vektor im molaren
Verhiltnis 2:1 eingesetzt. 15 ng pENTR™/D-TOPO® Vektor werden eingesetzt. Dies

entspricht 8,81 amol. Die Berechnung der molaren Menge erfolgt nach folgender Formel:

X.pMOlpENTRTM/D - TOPO® = - 201 S#GPENTRTM/D -TOPO® _

2580bp %660 P x1_*9
pmol *bp  10° pg

0,0154gpENTRTM/D - TOPO®

=8,81*%107° pmol = 8,81amol

1702849
pmol

Daraus ergibt sich, dass fiir die Ligation 8,81 amol pENTR™/D-TOPO® Vektor (= 15 ng)
und 17,62 amol Insert Ctnnb1-S33Y (= 28 ng) eingesetzt werden miissen.

Die Berechnung der Insertmenge erfolgt nach folgender Formel:

17.62amolInsertCtnnbl — $33Y = 17,62 %10~ pmol = —#@InsertCtnnbl =833y _

2400bp * 660 P9 %19
pmol «bp  10° pg

xpglnsertCtnnbl — S33Y

1,584 49
pmol

— 17,6210 pmol #1,584—9_ — 0,028,
pmol
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Die Ligation wird sowohl im molekularen Verhéltnis 1:1 (Insert:Vektor), als auch im

Verhiltnis 2:1 (Insert:Vektor) nach folgenden Ansidtzen pipettiert:

Ansatz 1 Ansatz 2
Verhiltnis Insert:Vektor 1:1 2:1
Insert B-Catenin S33Y [14 ng/ul] 1 pl 2 ul
Salt Solution (Invitrogen) 1l I ul
bidest.. Wasser 3ul 2 ul
pENTR™/D-TOPO® [15 ng/ul] 1l 1 pl
)y 6 ul 6 ul

Die Ansitze werden 8 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend auf Eis gegeben.
Je 2 ul der Ansétze werden analog Kap. 3.9.1. in One Shot® TOP10 Chemically Competent
E. coli transformiert. Je 50 ul, 100 pl und 150 pl der Transformationsansétze werden auf
Kanamycin-haltigen Agarplatten (50 pg/ml Kanamycin) ausgestrichen und die Platten iiber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag werden die so erhaltenen Klone
in je 1 ml Kanamycin-haltigem LB-Medium (50 ng/ml Kanamycin) bei 37°C unter Schiitteln
bei 200 rpm iiber Nacht vermehrt.

Die DNA wird im Anschluss daran durch nasschemische DNA-Minipriparation analog Kap.
3.9.2 erhalten und per Restriktionsverdau mit verschiedenen Restriktionsenzymen (s. folgende
Tabelle) analysiert. Fiir den Verdau werden je 1 pg DNA mit je 1 U Enzym bzw. im Fall des

Doppelverdaus mit je 0,5 U Eco RI und Pvu I durchgefiihrt.
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Restriktionsenzym zu erwartendes Bandenmuster
Hind III [10 U/pl] 4434 bp
420 bp
126 bp
Eco RV [10 U/ul] 4614 bp
366 bp
Eco RI[10 U/ul]/ Pvu I[10 U/ul] 3172 bp
1808 bp

Der Verdau wird nach folgendem Schema durchgefiihrt:
DNA [1 pg/pl]
Restriktionsenzym(e) [10 U/ul]
10x Puffer

Bidest. Wasser

by

10 pl

Die Ansdtze werden 1 Stunde bei 37°C inkubiert und die Restriktionsenzyme anschlieBend

durch zehnminiitige Inkubation bei 65°C inaktiviert. Danach wird der erfolgte Verdau per

1 %-igem Agarosegel iiberpriift. Des Weiteren werden die nach dem Restriktionsverdau als

gewiinschte Entry-Konstrukte identifizierten Klone zusdtzlich per Sequenzierung mit

S33Ymiddle for- und rev-Primern, sowie M13 for- und rev-Primern analysiert.

S33Ymiddle for 5’- TGCGTTCTCCTCAGATGGTG -3’

S33Ymiddle rev 5- ATTCGGTTGTGAACATCCC -3’
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Da die Sequenzierung ergab, dass die erhaltenen Entry-Klone eine zusitzliche Punktmutation
im Ctnnb1-S33Y-Insert enthielten, das durch die PCR des Inserts entstanden war, musste vor
der LR-Rekombinationsreaktion zunichst noch eine Mutagenese mit dem QikChange™ XL-
Kit von Stratagene durchgefiihrt werden, um das gewiinschte Insert ohne Punktmutation zu

erhalten.

3.2.134 Site-directed Mutagenesis

Eine durch die PCR des Ctnnb1-S33Y Inserts zusitzlich entstandene Punktmutation wird mit
Hilfe der site-directed Mutagenese eliminiert. Es handelt sich hierbei um eine einfache und
effektive Methode ohne Subklonierung, die auf der Arbeit von Fisher und Pei (1997) basiert.
Fiir die site-directed Mutagenese wird das QikChange™ XL-Kit von Stratagene verwendet.
Folgende Primer werden fiir die Reaktion eingesetzt:

MutagenS33Y _for 5’- GAAGGGATGGAAGGTCTCCTTGGGACTCTTG - 3’

MutagenS33Y rev 5’- CAAGAGTCCCAAGGAGACCTTCCATCCCTTC -3’
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Die Mutagenese wird nach folgendem Schema angesetzt:

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4
10x Puffer Sul Sul Sul Sul
Entry-Klon 2-1-5 lul(=5ng) [2ul(=10ng) |4 ul (=20ng) |10 ul (=50 ng)
MutagenS33Y for 1,3 ul 1,3 ul 1,3 ul 1,3 ul
[100ng/ul] (Primer 1)

MutagenS33Y rev 1,3 ul 1,3 ul 1,3 ul 1,3 ul
[100ng/ul] (Primer 2)

dNTP-Mix 1 pul 1 ul 1 ul 1 pl
Wasser 39,4 ul 38,4 ul 36,4ul 30,4 ul
Pfu Turbo DNA- 1 ul 1 ul 1 ul 1l
Polymerase [2,5 U/ul]

) 50 pul 50 ul 50 ul 50 ul

Als Kontrollreaktion wird die Reaktion parallel mit Whitescript Kontrollplasmid
durchgefiihrt:

10 x Puffer Sul

Whitescript Kontrollplasmid [5 ng/ul] 2 ul

Oligonucleotide Kontrollprimer 1 [100 ng/ul] 1,25 ul

Oligonucleotide Kontrollprimer 2 [100 ng/ul] 1,25 ul

dNTP-Mix 1 ul
Wasser 38,5 ul
Pfu Turbo DNA Polymerase [2,5 U/ul] 1 ul

)y 51l
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Die PCR erfolgt nach folgendem Schema:

95°C 30 sec
95°C 30 sec
55°C 1 min x 12 Zyklen

68°C 2 min/ kb des Plasmids

Die Amplifikation per PCR wird mit Hilfe eines 1%-igen Agarosegels iiberpriift.

Pro Ansatz wird anschlieend je 1 ul Dpn I-Enzym (10 U/ul) zugegeben und der Ansatz
1 Stunde bei 37°C verdaut. Das Restriktionsenzym Dpn I verdaut das in der PCR enthaltene
Template, so dass nur das die richtige Sequenz enthaltende PCR-Produkt zuriickbleibt.

Je 2 ul des Restriktionsverdaus werden nun in Top10-Zellen (Invitrogen) transformiert und
die Suspension iiber Nacht bei 37°C auf Kanamycin-haltigen Agarplatten inkubiert. Die so
erhaltenen Klone werden iiber Nacht in je 1,5 ml Kanamycin-haltigem LB-Medium pro Klon
bei 37°C unter Schiitteln kultiviert und die DNA am néchsten Tag durch DNA-Priparation
isoliert. Die erhaltenen DNA-Losungen werden nach RNAse-Verdau photometrisch
quantifiziert und die DNA mittels Sequenzierung mit S33Ymiddle for- und

S33Ymiddle rev-Primern analysiert.
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Des Weiteren wird die DNA mittels Restriktionsverdau untersucht. Hierflir werden folgende

Restriktionsenzyme verwendet:

FragmentgrofBen (Soll)
Enzym
Hind III 4434 bp
420 bp
126 bp
Eco RV 4614 bp
366 bp
EcoRI/Pvul 3172 bp
1808 bp

Die Verdaus werden folgendermalen angesetzt:
I ul (=1pg) DNA
I pl Enzym [10 U/ul] bzw.
0,5ul Enzym 1 [10 U/u] + 0,5 pul Enzym 2 [10 U/pl]
1 pl  10x One Phor All-Puffer

6,5 ul  Wasser

2 10l

Jeder Ansatz wird 1 Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend mittels eines 1%-igen

Agarosegels analysiert.
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3.2.13.5 LR-Clonase-System und Rekombination

Die Rekombination zwischen Gateway-Destination Vektor und Entry-Vektor erfolgt mit Hilfe
des Gateway® LR Clonase™ II Enzym Mix.
Dieser Mix enthilt die Bacteriophage Lambda Rekombinationsproteine Integrase (Int) und
Excisionase (Xis), das E.Coli-codierte Protein Integration Host Factor (IHF) und
Reaktionspuffer. Der Gateway® LR Clonase™ II Enzym Mix katalysiert die in vitro
Rekombination zwischen einem attL-sites-enthaltenden Entry-Vektor und einem eine
attR-site-enthaltenden ~ Destination-Vektor. ~ Dadurch ~ wird  der  attB-enthaltende
Expressionsvektor enthalten. Die Rekombination erfolgt nach folgendem Ansatz:
Entry-Vektor =100ng 2l
Destination-Vektor =150ng 1 pl

TE-Puffer, pH 8 S5ul

)y 8 ul

Der Gateway® LR Clonase™ IT Enzym Mix wird ca. 2 Minuten auf Eis aufgetaut und kurz
durch Vortexen gemischt. Zu dem Rekombinationsansatz werden 2 ul Gateway® LR
Clonase™ II Enzym Mix gegeben und gut gemischt. Die Reaktion wird 1 Stunde bei 25°C
inkubiert. AnschlieBend wird 1 pl Proteinase K zugegeben, um die Reaktion zu beenden. Der
Ansatz wird kurz per Vortex gemischt und die Probe 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wird
die Rekombinationsreaktion in 50 ul One Shot® OmniMAX™ 2 T1 Phage-Resistant Cells
transformiert. Je 50 upl, 100 pl und 150 pl des Transformationsansatzes werden auf
Ampicillin-haltigen Agarplatten ausgestrichen und diese iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die so erhaltenen Klone konnen am néchsten Tag gepickt und in je 1,5 ml
Ampicillin-haltigem LB-Medium unter Schiitteln bei 37°C iiber Nacht angezogen werden.

Die so vermehrte DNA kann dann am néchsten Tag per nasschemischer Minipridparation
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(s. Kap. 3.9.) isoliert und per Restriktionsverdau mit Eco RI und Sequenzierung mit

pCALNLS for- und rev-Primern, sowie S33Ymiddle for und rev-Primern analysiert

werden.
Enzym Fragmentgroen
Eco RI 7220 bp
1370 bp
Not I 8590 bp
3.2.14 Generierung einer transgenen Maus

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Generierung einer transgenen Maus, die
leberspezifisch durch Punktmutation aktiviertes S33Y-p-Catenin exprimiert.

Die fir humanes [-Catenin codierende Sequenz aus dem Expressionsvektor
pp-Catenin®*Y/CI-neo (Chtarbova, 2002) wird per PCR amplifiziert und in die multiple
cloning site des Vektors pCALNLS, der eine CAG-loxP-neo-polyA-loxP-Kassette enthélt, an
diese Kassette anschlieBend einkloniert. Die Klonierung ist schematisch in Abbildung 3.2

dargestellt.
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attL pp-CateninS33Y attL

Iy gl

MCS
l Entryvektor

attL pp-CateninS33Y attL

H H
Entryvektor

attR ccdB attR

LR H H
Reaktion @naﬁons\@

attB pp-CateninS33Y attB

H H
Expressionsvektor

Abbildung 3.2: Klonierungsschema fiir pp-CateninS33Y/CALNLS.

Die von CAG-Promotor und der codierenden Sequenz des Ctnnb1-S33Y flankierte loxP-neo-
polyA-loxP-Kassette wird dann aus dem Konstrukt per Restriktionsverdau ausgeschnitten,
aufgereinigt und per Mikroinjektion in FVB/N-Zygoten injiziert, aus denen spiter transgene
Miuse, Tg(loxP(pA)BCat™>Y)-Miuse, erhalten wurden. Der FVB/N-Inzuchtstamm wurde in
den friihen 70er Jahren als Inzuchtstamm etabliert. Dabei wurde eine Sensitivitit gegen das
Friend’sche Leukdmie Virus B entdeckt. Zu dieser Zeit wurde eine Inzucht dieser Linie fiir
das Fvlb-Allel durchgefiihrt und der Stamm wurde FVB genannt. Die Tiere tragen eine
Mutation im Pde6brd1-Gen und leiden unter einer Retinadegeneration.

Die erhaltenen Tg(loxP(pA)BCat®**¥)-Miuse werden durch Genotypisierung charakterisiert

und im Anschluss daran mit Tg(albCre)-Mé&usen verpaart (s Abbildung 3.3). Diese Tiere
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exprimieren die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Leber-spezifischen Albumin-

Promotors.

CAG = loxP KR~ loxP Hthnbb1(833Y)
X

Alb-Cre

CAG = loxP ™ hCtnbb1(S33Y)

S33Y

Abbildung 3.3: Verpaarungsschema zum Erhalt von Tg(albCre/fCat™"")-Méusen.

Aus den daraus enstandenen transgenen Tieren (TG(albCre/BCat>>”

)) werden die Lebern
entnommen und die intrazelluldre Lokalisation des humanen, durch Punktmutation aktivierten

S33Y-B-Catenins immunhistochemisch, sowie dessen Expression auf RNA- und Proteinebene

untersucht.

3.2.14.1 Mikroinjektion

Mit Hilfe der Mikroinjektion konnen klonierte DNA-Sequenzen in das Mausgenom
eingeschleust werden. Dabei findet die Integration der zusétzlichen DNA an einer nicht
vorhersehbaren Stelle des Genoms statt. Fiir die Mikroinjektion miissen zunéchst befruchtete
Maus-Eizellen gewonnen werden. Diese werden fiir die Mikroinjektion vorbereitet.

Anschliefend wird die entsprechende DNA injiziert und die Eizellen in entsprechend
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vorbereitete Weibchen iibertragen. Die geborenen Jungtiere miissen dann mittels PCR

genotypisiert und die per Mikroinjektion eingebrachte Fremd-DNA nachgewiesen werden.

3.1.1.1.1 Vorbereitung des Vektors pB-Catenin>>Y/CALNLS fiir die

Mikroinjektion

Zunichst muss die aus CAG-Promotor, loxP-Site 1, neomycin-site, polyA-site, loxP-Site 2
und Ctnnb1-S33Y-Transgen bestehende Kassette per Restriktionsverdau aus dem Vektor
pB-Catenin®*Y/CALNLS5 ausgeschnitten werden. AnschlieBend wird der Restriktionsansatz
mit Hilfe eines 1%-igen Agarosegels aufgetrennt und die gewiinschte Bande mit Hilfe des Gel
Extraction Kits (Qiagen) aus dem Gel eluiert. Diese fiir die Mikroinjektion bestimmte
Kassette wird im weiteren Verlauf mit Hilfe von EluTip-Sadulchen (Schleicher & Schuell)
aufgereinigt und kann dann fiir die Mikroinjektion eingesetzt werden. EluTip-Séulchen
dienen der Aufreinigung von DNA-Fragmenten von 15 bp bis 50 kb.

EluTip-Sdulchen passen auf eine handelsiibliche Spritze mit Luer-Lock-Anschluss. Die
Nukleinsduren der aufgetragenen Probe werden von der Sdulenmatrix adsorbiert, wihrend
kontaminierende Stoffe die Matrix durchlaufen. Die gereinigte Probe wird anschlieend von
der Minisédule eluiert. Fiir die Mikroinjektion ist es zwingend notwendig, dass alle restlichen
Vektorsequenzen vollstindig von der Mikroinjektionskassette getrennt werden und dass ein
hochreiner DNA-Abschnitt erhalten wird, so dass die hochfeine Mikroinjektionskaniile
wihrend der Injektion nicht verstopfen kann.

Die Kassette fiir die Mikroinjektion wird mit Hilfe der Restriktionsenzyme Pvul und BamHI

aus pB—CateninS33Y/CALNL5 ausgeschnitten.
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Hierfiir wird folgender Ansatz pipettiert:

2,5l pS33Y-CALNLS [2 pg/ul]
2ul PvulI[10 U/pl]

2ul  BamHI[10 U/ul]

2ul  100x BSA

2ul  10x TANGO-Puffer

9,5 ul Wasser

20l Y

Der Ansatz wird tiber Nacht bei 37°C inkubiert und die Restriktionsenzyme am néichsten Tag
durch 10-miniitige Inkubation bei 65°C inaktiviert. Der Verdau wird auf ein 1%-iges
Agarosegel gegeben und so die ausgeschnittene Kassette vom Rest des Vektors getrennt. Drei
Fragmente mit einer Grofle von 6812bp, was der Kassette fiir die Mikroinjektion entspricht,
1445 bp und 337 bp sollten hierbei nachweisbar sein. Die entsprechende Bande wird unter
UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und in ein 1,5 ml-Schraubdeckel-Gefaf3
tiberfiihrt. Mit Hilfe des Qiaquick Gelextraction-Kits (Qiagen) wird die DNA aus der Agarose
extrahiert und die Konzentration der DNA {iber ein 1%iges Agarosegel mit Hilfe eines
Mengenabschitzungsmarkers bestimmt. Die so erhaltene DNA wird anschliefend iiber
EluTip-d-Saulchen aufgereinigt. Das folgende Protokoll ist speziell auf die Reinigung von fiir
die Mikroinjektion bendtigte DNA abgestimmt.

Das aus dem Agarose-Gel extrahierte DNA-Fragment wird in 50 pl Injektionspuffer
resuspendiert. Zunédchst miissen die EluTip-Séulen dquilibriert werden. Hierfiir werden etwa 2
mm der Spitze einer EluTip-Sdule mit einer Schere abgeschnitten und die Kappe am oberen

Ende der Sidule entfernt. Zwei 5 ml-Spritzen werden mit ,Low Salt“ bzw. ,High Salt*
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markiert und die Séule auf die ,,High Salt“-Spritze aufgesteckt. 2 ml High Salt-Puffer werden
mit Hilfe der Spritze langsam iiber die Sédule gegeben. Die EluTip-Séule wird nun entfernt
und auf die mit 5 ml Low Salt Puffer beladene ,,Low Salt“-Spritze gesteckt. Der Puffer wird
langsam tiber die Sdule gegeben, die nun bereit ist, um DNA zu binden. Zunichst wird die
,»Low Salt“-Spritze mit einem EluTip-Vorfilter versehen und darauf die vorbereitete EluTip-
Saule aufgesteckt. Die in Injektionspuffer vorgelegte DNA wird in die Spritze gegeben und
tiber den Vorfilter auf die EluTip-Séule gespritzt, wobei die DNA langsam mit ca. 1 ml/min
durch die Spritze gedriickt wird. Der Durchfluss wird aufgefangen und nochmals iiber den
Vorfilter auf die Sdule gegeben. Nachfolgend werden 3 ml des Low Salt Puffers iiber die
Séule gegeben. Der Vorfilter wird entfernt und das EluTip-Sdulchen auf die ,,High Salt*-
Spritze aufgesetzt. 0,4 ml High Salt Puffer werden in die Spritze gegeben und langsam auf die
EluTip-Saule gegeben. Das Eluat wird aufgefangen. AnschlieBend werden nochmals 0,1 ml
High Salt Puffer iiber die Sdule gegeben und auch dieses Eluat aufgefangen und mit dem
ersten Eluat vereint. Zu diesem Gesamteluat wird 1 ml absoluter Ethanol gegeben und die
Losung eine Stunde bei 4°C und 13 000 rpm in der Kiihlzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert.
AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und die DNA in 30 pl bidestilliertem Wasser
gelost und mit Hilfe eines Mengenabschétzungsmarkers (Mass Ruler Mix, Fermentas) liber

ein 1%-iges Agarosegel quantifiziert.

3.1.1.1.2 Mikroinjektion der Transgen-tragenden Kassette aus

pB-CateninS33Y/CALNLS5

Fiir die Generierung transgener Tiere werden B6D2F1-Méuse eingesetzt. Hierbei handelt es
sich um eine Kreuzung aus weiblichen C57B1/6N Crl-Mé&usen und minnlichen DBA/2N Crl-

Maiusen. C57BI/6N Crl-Tiere konnten zwar auch fiir die Mikroinjektion eingesetzt werden,
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wiirden allerdings weniger Embryonen liefern, was zur Folge hitte, dass mehr Tiere fiir den
Versuch eingesetzt werden miissten. Die Embryonen der eingesetzten B6D2F1-Tiere lassen
sich wesentlich leichter injizieren und kénnen spéter aufgrund ihres schon vorhanden C57BI-
Hintergrunds wieder in C57BI/6N Crl-Tiere riickgekreuzt werden.

Insgesamt werden 5 sterile Ménnchen, 20 fertile Spender-Weibchen zur Isolierung von
Zygoten und 20 fertile Weibchen zum Austragen (Ammen) eingesetzt. Pro Versuchstag
werden 8 Weibchen superovuliert. So konnen ca. 200 befruchtete Eizellen erhalten werden,
die fiir die Mikroinjektion eingesetzt werden konnen. Zundchst wird den 9 Wochen alten
B6D2F1-Weibchen am Mittag des ersten Tages pregnant mare’s serum gonadotropin
(PMSQ) intraperitoneal injiziert, welches die Funktion des follikelstimulierenden Hormons
(FSH) nachahmt und zur Reifung besonders vieler Follikel fithrt. Am Mittag des dritten Tages
wird humanes Chorion-Gonadotropin (hCG) intraperitoneal injiziert, welches die Wirkung
des luteinisierenden Hormons (LH) nachahmt und die Ovulation induziert, die dann in der
darauf folgenden Nacht stattfindet. Direkt im Anschluss kann die Verpaarung erfolgen. Nach
dem sogenannten  Plug-Check (Vaginal-Propf) wird am  ndchsten = Morgen
kontrolliert, ob es zur Verpaarung gekommen ist. AnschlieBend werden die Ovidukte gepript
und Cumuluszellen mit Hepes-gepuffertem Medium abgedaut. Die Zygoten werden
gewaschen und mehrere Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Embryokultur wird
anschlieBend auf 60 mm-Schalen angelegt und mit Mineraldl iberschichtet. Um die
Embryonen zu waschen, werden diese von einer Schale in die andere von Oltropfen zu
Oltropfen iiberfiihrt. Fiir die Mikroinjektion werden 1,4 ul DNA mit einer Konzentration von
5 ng/ul in die Injektionsnadel aufgezogen. Die Konzentration der DNA sollte zwischen 2,5
und 5 ng/ul liegen, da bei einer hoheren Konzentration zu viele Embryonen absterben und bei

niedrigerer Konzentration zu wenig transgene Tiere erhalten werden. Die fiir die Generierung
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einer transgenen Maus geeignete DNA-Konzentration wird abhéngig von Reinheit und
Konstruktgroe gewihlt.

Die Mikroinjektion wird mit Hilfe des FemtoJet von Eppendorf und dem Axiovert 200-
Mikroskop von Zeiss mit 320-facher Vergroferung durchgefiihrt. Auf einen Objekttriger
wird ein Tropfen Hepes-gepuffertes M2-Medium gegeben und mit einem Tropfen Mineraldl
tiberschichtet. Die Embryonen werden auf diesen Objekttriager iiberfiihrt und kdnnen unter
dem Mikroskop dann mit Hilfe der Haltekapillare angesaugt und so gehalten werden.
Zunichst muss die Mikroinjektionsnadel richtig ausgerichtet werden. Dazu wird sie in das
Medium eingetaucht. Da die Nadel vorne geschlossen ist, muss sie zundchst durch Ansto3en
an die Haltekapillare gedffnet werden. Dann kann der erste Embryo mit der Haltekapillare
angesaugt und die DNA in den weiblichen Vorkern injiziert werden. Dieser schwillt nach
erfolgreicher Injektion der DNA an, was unter dem Mikroskop beobachtet werden kann.
AnschlieBend wird die Injektionsnadel langsam und sehr vorsichtig aus dem Pronukleus
herausgezogen, damit der Kern nicht mit aus dem Embryo herausgezogen und nicht lysiert
wird. Die Embryonen werden nach 1- bis 2-stiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO; in das Infundibulum scheinschwangerer Weibchen (Ammen) transferiert. Nach
ca. 19 Tagen werden die Jungtiere geboren, die im Alter von ca. 21 Tagen per PCR

genotypisiert und charakterisiert werden konnen.

3.2.14.2 Maus-Zucht und Genotypisierung

Mause sind im Alter von ca. 7-8 Wochen geschlechtsreif und damit verpaarungsfahig. Fiir die
Verpaarung werden zwei Weibchen mit einem Mainnchen ca. 10-12 Tage in einem Kéfig
gehalten bis die Weibchen sichtbar schwanger sind. Das Mannchen wird dann abgesetzt und
die Weibchen einzeln in Kéfigen weiter gehalten. Ca. 3 Wochen nach Geburt der Jungtiere

werden diese von der Mutter abgesetzt, nach Geschlecht getrennt und im Alter von
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ca. 4 Wochen genotypisiert. Fiir die Genotypisierung der Tiere werden die Jungtiere in einer
Forene-gesittigten Atmosphére kurzzeitig betdubt und eine Gewebeprobe aus dem Ohr
entnommen. Dies dient gleichzeitig zur Markierung der Tiere, so dass sie nach der
Genotypisierung unterschieden werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit werden die Tiere
wie folgt markiert: links, rechts, links und rechts oder durch ein Loch im linken Ohr. So
konnen maximal vier Jungtiere in einem Kéfig gehalten werden bis ihr Genotyp bekannt ist.

Fiir die Genotypisierung wird zundchst die Gewebeprobe aus dem Ohr der Maus mittels
Proteinase K bei 56°C iiber Nacht verdaut. Am nichsten Tag wird die Proteinase K durch 15-
miniitiges Erhitzen bei 95°C inaktiviert und der Verdau 5 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert.

Der Verdau-Mix setzt sich wie folgt zusammen:

8 ul 10x TAQ-Puffer
2 ul Proteinase K (20 mg/ml)

70 ul Wasser

Die Genotypisierung erfolgt mittels PCR. Hierfiir werden je Ansatz 5 pl des Verdaumix

eingesetzt.
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Folgende Primer

werden zur

Genotypisierung der

(IoxP(S33Y)), alb-cre und Cx26 flox verwendet:

Primerbezeichnung

Sequenz

Gene

Ctnnb1-S33Y-Transgen

up.int.cre_for

int.cre_rev

transgMausloxP_for

transgMaus! rev
Cx26flox-A3 for
Cx26flox-AS rev

Die entsprechenden PCR-Ansédtze werden wie folgt pipettiert:

5-TTT GCC TC ATT ACC GGT CGA TGC - 3’
5’-TCC ATG AGT GAA CGA ACCTGG TCG -3’

5- ATT ATA CGA AGT TAT CTC GAG TCG CTC - 3’

5-CCT CTT CCT CAG GAT TGC CTTTACC -3’
5’- CTT TCC AAT GCT GGT GGA GTG -3’
5’- ACA GAA ATG TGT TGG TGA TGG- 3’

Ctnnb1-S33Y alb-cre
Wasser 33 ul 25 ul
10x Taq-Puffer S5ul -
+ MgCl,
10x Taq-Puffer - 5ul
- MgCl,
MgCl; [25mM] - 4 ul
dNTP [10mM] 1 ul 2 ul
Primer_for [10uM] [2,5 pul 4 ul
Primer_rev [10uM] [2,5 pl 4 ul
native Taqg-|1 ul 1 ul
Polymerase [1 U/ul]
DNA Sul Sul
)y 50 ul 50 pul
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Folgende PCR-Programme werden verwendet:

PCR-Programm GrofBle des PCR-Produkts
alb-cre — PCR 95°C — 10 min 400 bp
95°C — 1 min

68°C—1min x35

72°C — 1 min
72°C — 10 min
4°C - ©
Ctnnb1-S33Y-PCR 95°C — 10min 314 bp
95°C — 1 min

66°C — 1 min x 35

72°C — 1 min

72°C — 10 min

4°C -
3.2.14.3 Organentnahme

Um die Expression des punktmutierten Ctnnb1-S33Y in der Leber der transgenen Tiere zu
untersuchen und die Tiere genauer charakterisieren zu konnen, miissen die Lebern der Tiere
entnommen werden. Hierfiir werden die Tiere in einem mit 95% CO; und 5% O, geséttigten
Exsikkator getdtet und anschlieBend gestreckt. Die Tiere werden gewogen und danach mit
Hilfe von Kaniilen auf einer Styroporplatte fixiert. Der Bauchraum wird &uf3erlich mit 70%-
igem Ethanol gereinigt. Mit Hilfe von Schere und Pinzette wird der Bauchraum grof3fliachig
gedffnet und Haut und Fell seitlich neben dem Tier mit Hilfe einer Kaniile fixiert. Mit einer

spitzen, scharfen Schere wird die Vena Cava inferior durchtrennt und anschlieBend die
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Gallenblase entfernt. Die Leber wird entnommen und nach waschen in 1x PBS und kurzem,
vorsichtigem Trockentupfen gewogen. Das Organ wird auf einem eisgekiihlten Wachsbett mit
Hilfe eines Skalpells geteilt. Der grofe Leberlappen wird fiir immunhistochemische
Farbungen auf Trockeneis gegeben, in Alufolie eingewickelt und kann so anschlieBend bei
-70°C gelagert werden (Moennickes et al., 2003). Die restliche Leber wird in 2-3 mm grof3e
Stiicke zerschnitten und in 1,5 ml-Schraubdeckelgefiflie gegeben und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Diese Leberstiicke werden dann bei -70°C gelagert und konnen fiir
RNA-, DNA- und Proteinisolierung eingesetzt werden. Weitere Leberteile konnen, je nach

Fragestellung, z.B. fiir Carnoy-Féarbungen eingesetzt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der GS- und _Cytochrom P450-Expression _in

Mausleberlasionen

4.1.1 Immunhistochemie

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Lebergewebeproben entstammten zwei fritheren
Studien. Ziel jener Studien war die Untersuchung der Mechanismen der Tumorpromotion
durch Phenobarbital (PB) in Connexin 32 (Cx32) Wildtyp und Knock-out Méiusen
(C57B1/129Sv x C3H/He) (Moennikes et al., 2000).

Im ersten Experiment, der sogenannten Promotionsstudie, wurde geschlechtsreifen, 6 Wochen
alten Méusen einmalig der Tumorinitiator Diethylnitrosamin (DEN) injiziert. Danach wurde
der Kontrollgruppe unbehandeltes Normalfutter gegeben, wihrend die zweite Gruppe tliber 39
Wochen Futter, das mit dem Tumorpromotor PB versetzt wurde, erhielt. Unter diesen
Bedingungen entwickelten die Tiere Lebertumoren, wobei PB die Hepatokarzinogenese
forderte (Moennikes et al., 2000). Im zweiten Experiment, der sogenannten Inhibitionsstudie,
wurden 2 Wochen alte Jungtiere einmalig mit DEN behandelt und erhielten anschlieend das
PB-behandelte Futter. In diesem Experiment zeigte sich, dass PB die Hepatokarzinogenese
hemmte, also inhibitorisch wirkte.

Etwa 80% der Tumoren der PB-behandelten Tiere der Promotionsstudie wiesen
Punktmutationen im B-Catenin-Gen Ctnnbl auf. Im Gegensatz dazu zeigten die Tumoren der

nur mit DEN-behandelten Tiere und der Tiere der Inhibitionsstudie nur eine sehr geringe Zahl

120



Ergebnisse

Ctnnbl-mutierter Tumoren. Da die Uberexpression der Glutaminsynthetase sehr gut mit dem
Auftreten von Punktmutationen in Ctnnbl korreliert (Cadoret et al., 2001; Loeppen et al.,
2002), stellt dieses Enzym einen idealen Marker zur Erkennung von Tumoren mit
verdndertem B-Catenin dar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nur Cx32 Wildtyp-
Tiere dieser Studien untersucht.

Durch die immunhistochemische Férbung der Tumoren mit GS-Antikérpern konnten
Tumoren mit Wildtyp-B-Catenin und punktmutiertem (-Catenin voneinander unterschieden
werden. Im Gegensatz zu Tumoren, die eine Punktmutation in Ctnnbl aufweisen und dadurch
eine Uberexpression der Glutaminsynthetase zeigen, wird dieses Enzym in B-Catenin-
Wildtyp-Tumoren nicht exprimiert.

Die folgende Abbildung (Abb. 4.1) zeigt einen Lebergewebeschnitt eines Tieres der
Promotionsstudie. Hier zeigte die Sequenzierung der beiden Tumoren a und b (GS-positiver
und GS-negativer Tumor), dass nur der GS-positive Tumor b eine Punktmutation in Codon 35
des Ctnnb1 besitzt (T:A = G:C). Tumor a, der keine GS-Expression besitzt, hat dagegen auch

keine derartige Mutation im B-Catenin-Gen.
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Abbildung 4.1: Immunhistochemische  GS-Firbung wund Mutationsanalyse von

Mauslebergewebe

(A) UbersichtsvergroBerung eines Lebergewebeschnittes des Promotionsexperiments. Die Abbildung
zeigt neben dunkel gefarbten GS-positiven Tumoren (u.a. Tumor b) auch einen GS-negativen Tumor,
der ungeférbt bleibt (Tumor a). Neben GS-positiven und -negativen Tumoren sind auferdem GS-

positive Zellschichten um die Zentralvenen erkennbar.

(B) Mutationsanalyse der DNA des GS-negativen (a) und GS-positiven (b) Mausleber-Tumorgewebes.
Bild b zeigt deutlich im GS-positiven Tumorgewebe die Punktmutation in Codon 35, die zum
Basenaustausch von T nach G fiihrt (s. Pfeil). Zum Vergleich, a zeigt im gleichen Ausschnitt der
Basensequenz der DNA des GS-negativen Tumorgewebes in Codon 35 keine Punktmutation, also

keinen Basenaustausch.

Lebertumoren und prineoplastische Leberfoci von Nagern weisen oft eine anomale
Cytochrom P450-Expression auf. Chemisch induzierte Lebertumoren in Nagern zeigen in der
Regel eine verminderte Expression von Cytochrom P450-Isoenzymen, es sei denn die Tiere
werden mit Enzym-induzierenden Substanzen, wie z.B. PB, behandelt (Buchmann et al.,
1985; Buchmann et al., 1987; Kunz et al., 1987; Buchmann et al.,1992).

Auch in einigen humanen Tumoren zeigen Cytochrom P450-Isoenzyme oft eine verringerte

Expression. Die Expression einiger CYP- Isoformen kann jedoch durch Substanzen, wie z.B.
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PB oder 3-Methylcholanthren, in Nagerlebern auch induziert werden. Die molekularen
Mechanismen der tumorspezifischen Verdnderungen der CYP-Expression sind bisher
allerdings noch weitgehend unbekannt. Eine Reihe von Genen, die zellulire Prozesse, wie
Transkription, Proliferation oder Differenzierung steuern, konnten hierbei eine Rolle spielen,
darunter Protoonkogene wie ras oder Ctnnbl. Diese sind in eciner Reihe von Tumoren,
darunter auch Mauslebertumoren, durch Punktmutation oder Deletion aktiviert. Da es bisher
keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Ctnnb1-Mutationen in
Mauslebertumoren und der vermehrten Expression von Cytochrom P450-Enzymen gab,
wurde diese Frage nun im Rahmen dieser Arbeit zundchst immunhistochemisch untersucht.
Hierfiir wurden Lebergewebeschnitte aus den oben genannten Studien (Promotions- und
Inhibitonsstudie) nach immunhistochemischer Untersuchung der GS-Expression auch auf ihre
Cytochrom P450-Expression hin analysiert. Hierbei wurden die Isoformen CYP2EIL, 1A, 2B
und 2C untersucht. GS-Farbung und Cytochrom P450-Féarbung korrelierten insofern, als dass
GS-positive Tumoren vermehrt auch starke Cytochrom P450-Expression der untersuchten
Isoformen aufwiesen.

Mauslebergewebe von nur mit DEN behandelten Tieren zeigen multiple Tumorbereiche, die
keine Cytochrom P450-Expression aufweisen. Dies ist in der folgenden Abbildung am

Beispiel der CYP450-Familie 2C gezeigt (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Immunhistochemische GS- und Cytochrom P450 2C-Firbung von

Mauslebergewebe eines nur mit DEN behandelten Tieres.

UbersichtsvergroBerung eines Lebergewebeschnittes des Inhibitionsexperiments. Mauslebergewebe
eines nur mit DEN behandelten Tieres der Inhibitionsstudie. Die Abbildung zeigt die
immunhistochemische GS- und CYP2C-Analyse. In der GS-Firbung sind deutlich im Normalgewebe
die typischen GS-positiven Zellschichten um die Zentralvenen (dunkel geférbt) zu erkennen. Daneben
zeigt das durch weille Pfeile markierte Tumorgewebe keine GS-Expression. Auch die CYP2C-
Féarbung zeigt die zu erwartende CYP2C-Expression im Normalgewebe (dunkel gefarbte Zellen). Die
vorab schon als GS-negative Tumoren gefundenen Bereiche bleiben auch hier ungefarbt, d.h. weder

GS- noch CYP2C-Expression sind in diesen Tumoren nachweisbar.

Die Mehrzahl der Tumoren der PB-behandelten Tiere der Promotionsstudie wiesen dagegen
eine Uberexpression der GS auf. Mauslebergewebeschnitte eines solchen Tieres sind in der
folgenden Abbildung gezeigt (Abb. 4.3). Die Gewebeschnitte wurden immunhistochemisch
sowohl auf ihre GS-, als auch auf ihre CYP2C-Expression hin untersucht. Aufer einem, in der
Abbildung mit einem weilen Pfeil gekennzeichneten, Tumor zeigten alle Tumoren eine
vermehrte GS-Expression. Ein Grofteil der Zellen dieser Tumoren wiesen eine positive GS-
Farbung auf. Parallel dazu zeigte die CYP2C-Férbung, dass in GS-positiven Tumoren auch

vermehrt die Isoenyzme der CYP2C-Familie exprimiert werden.
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Diese Isoenyzme sind PB-induzierbar. Dies fiihrt zu einer starken Zonierung der CYP2C-
Expression in den Hepatozyten des umliegenden normalen Lebergewebes. Auffillig ist
hierbei, dass GS-negative Tumorzellen auch eine verminderte CYP2C-Expression zeigen,

obwohl die Tiere mit dem CYP2C-Induktor PB behandelt wurden.

Abbildung 4.3: Immunhistochemische GS- und Cytochrom P450 2C-Firbung von
Mauslebergewebe eines DEN/PB-behandelten Tieres.

UbersichtsvergroBerung eines Lebergewebeschnittes des Promotionsexperiments. Mauslebergewebe
eines mit DEN/PB behandelten Tieres der Promotionsstudie. Die Abbildung zeigt die
immunhistochemische GS- und CYP2C-Analyse. In der GS-Farbung sind im Normalgewebe die
typischen GS-positiven Zellschichten um die Zentralvenen (dunkel gefdrbt) zu erkennen. Neben GS-
positivem Tumorgewebe findet sich hier auch ein Tumor, der keine GS-Expression aufweist (mit
weillem Pfeil markiert). Auch die CYP2C-Farbung zeigt die zu erwartende CYP2C-Expression im
Normalgewebe. GS- und CYP2C-Expression korrelieren. Tumoren, die eine erhdhte GS-Expression
zeigen, weisen auch eine erhohte CYP2C-Expression auf. Die CYP2C-Expression fehlt in dem mit

einem weilen Pfeil markierten Tumor, der keine GS-Expression besitzt.
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Die folgende Abbildung zeigt einen Serienschnitt von Lebergewebe einer mit DEN und PB

behandelten Maus der Promotionsstudie.

Abbildung 4.4: Immunbhistochemische GS- und Cytochrom P 450-Firbung von

Mauslebergewebe des Promotionsexperiments.

UbersichtsvergroBerung ~ eines  Lebergewebe-Serienschnittes  des ~ Promotionsexperiments.
Mauslebergewebe eines mit DEN/PB behandelten Tieres der Promotionsstudie. Die Abbildung zeigt
die immunhistochemische GS- und CYP-Analyse verschiedener CYP-Isoenzyme. Tumor a, der
Wildtyp-Ctnnb1 enthélt, zeigt weder GS-, noch CYP450-Expression der untersuchten Isoenzyme.
Tumor b, der nachgewiesen eine Punktmutation in Codon 35 des Ctnnbl besitzt, und die zwei
weiteren mit Pfeilen markierten Tumoren dagegen zeigen in allen untersuchten Enzymen eine, z.T.
deutliche, Uberexpression. GS- und CYP450-Expression korrelieren auch hier in Normal- und

Tumorgewebe.

Abbildung 4.4 zeigt einen Serienschnitt des bereits in Abb. 4.1 gezeigten
Mauslebergewebeschnitts. Dieser Serienschnitt zeigt deutlich, dass GS-Expression und
CYP450-Expression korrelieren. Tumoren mit vermehrter GS-Expression zeigen eine
Expression in den untersuchten CYP450-Isoenzymen, wogegen GS-negative Tumoren keine

CYP-Isoformen exprimieren. Die Farbung macht deutlich, dass PB-induzierbare CYP2B- und
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CYP2C-Isoenzyme auch im Normalgewebe der Leber exprimiert werden. Die nicht oder nur
sehr gering PB-induzierbaren Formen CYP2E1 und 1A werden in Tumoren der mit DEN und
PB behandelten Tiere, die GS-Uberexpression aufweisen, auch vermehrt exprimiert.
Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass Ratten, die zuvor mit DEN und PB behandelt
wurden, neoplastische Leberldsionen entwickeln, in denen eine vermehrte Expression von
PB-induzierbaren CYP-Isoformen nachgewiesen werden kann. Die Expression von
3-Methylcholanthren-induzierbaren CYP-Isoenzymen bleibt dagegen unveréndert. PB kann in
diesen Tieren also als auch dann als Induktor wirken, wenn die Zellen normalerweise keine
oder nur sehr geringe CYP-Expression besitzen (Buchmann et al., 1987; Kunz et al., 1987).
Dagegen sind in GS-positiven Mauslebertumoren von PB-behandelten Tieren sowohl
vermehrte Expression von PB- und 3-MC-induzierbaren CYP-Isoenzymen vorhanden.
Mausleberldsionen der Inhibitionsstudie zeigten nahezu keine Glutaminsynthetase-
Expression. Dies war unabhédngig davon, ob die Tiere mit DEN alleine oder mit DEN und PB
behandelt wurden (Loeppen et al., 2002). Ahnlich diesem Phiinomen wurden auch nur wenige
GS-positive Lésionen in nur mit DEN-behandelten Tieren der Promotionsstudie gefunden.
Insgesamt konnten nur 12 GS-positive Lésionen in Lebern dieser Tiere gefunden werden, die
im Vergleich zu den anderen gefunden Lasionen sehr klein waren. Auch in diesen Lisionen
korrelierten GS- und CYP450-Expression. Ein Beispiel dieser Lésionen ist in der folgenden

Abbildung gezeigt (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Immunhistochemische GS- und Cytochrom P 450-Fiarbung von

Mauslebergewebe des Inhibitionsexperiments.

UbersichtsvergroBerung  eines Lebergewebe-Serienschnittes des Inhibitonsexperiments.
Mauslebergewebe eines mit DEN-behandelten Tieres der Inhibitonsstudie. Der Schnitt wurde mit
Hamalaun gegengefirbt. Die Abbildung zeigt die immunhistochemische GS- und CYP-Analyse
verschiedener CYP-Isoenzyme. GS- und CYP450-Expression korrelieren auch hier im gezeigten

Tumorgewebe.

Die Quantifizierung der CYP2EI-, 2B- und 2C-Expression in GS-positiven und
GS-negativen Leberldsionen der beiden Studien ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Fast alle GS-
positiven  Lebertumoren @ der =~ DEN/PB-behandelten @~ Tiere =~ wiesen  erhohte
CYP-Expression auf. Auch alle 12 GS-positiven Leberldsionen der nicht mit PB-behandelten
Tiere exprimierten vermehrt die untersuchten CYP 450-Isoenzyme 2E1 und 2C. Fiir 9 dieser
12 Lésionen traf dies auch fiir die CYP2B-Expression zu, wobei die Hohe der Expressionen

etwas niedriger war als in den GS-positiven Tumoren der DEN/PB-behandelten Tiere.
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Abbildung 4.6: Quantifizierung der CYP450-Expression in GS-positiven und -—negativen

Lebertumoren.

Mauslebergewebeschnitte von DEN- und DEN/PB-behandelten Tieren wurden immunhistochemisch
hinsichtlich ihrer GS- und CYP450 2B-, 2C- und 2E1-Expression untersucht und anschlieBend

quantifiziert. Insgesamt wurden 114 Tumoren von DEN/PB-behandelten Tieren, sowie 126 Tumoren

von nur mit DEN behandelten Tieren untersucht.

Cytochrom P450-Expression wurde auch in den GS-negativen Tumoren von PB- und nicht
PB-behandelten Tieren untersucht. Nur eine von 126 Leberldsionen von nicht mit PB

behandelten Méusen zeigte CYP2B-Expression, wihrend die anderen untersuchten
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CYP-Isoformen nicht nachgewiesen werden konnten. Weniger als 20% der GS-negativen
Leberldsionen von PB-behandelten Tieren, die alle aus der Inhibitionsstudie stammten,
zeigten eine leichte Erhohung der CYP2C- und 2E1-Expression. Ungefahr 40% dieser
Lasionen waren CYP2B-positiv.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass fast alle GS-positiven, wahrscheinlich
Ctnnbl-mutierte Lésionen ecine erhohte Expression der untersuchten Cytochrom P450-
Isoenzyme besitzen. In Lésionen ohne Ctnnbl-Mutation dagegen korreliert die Cyp-

Expression.

4.1.2 Untersuchung der Cytochrom P450- und der GS-Expression

mittels Western Blot

Nach der immunhistochemischen Analyse der Cytochrom P450-Expression in GS-positiven
und -negativen Mauslebertumoren wurde mit Hilfe der Western-Blot-Analytik die Korrelation
von  Glutaminsynthetase(GS)- und Cytochrom P450 (CYP450)-Expression in
Mauslebergewebe untersucht. Hierbei wurden Primédrantikorper gegen die CYP450-
Isoenzyme der Familien 2B, 2C und 3A, sowie gegen CYP2EI eingesetzt.

B-Catenin diente als Ladekontrolle, da die Proteinmenge in allen Lebergewebeproben
gleichbleibend war. Fiir die Western-Blot-Analyse wurde zuvor aus Homogenaten von
Tumor- oder Normalgewebeproben das gesamte zelluldre Protein isoliert. Anschlieend
wurde die GS- und CYP450-Expression von Normalgewebe aus DEN- behandelten und
DEN/PB-behandelten Mauslebern, sowie von Tumorgewebe aus DEN-behandelten und
DEN/PB-behandelten Mauslebern miteinander verglichen. Fiir diese Untersuchung waren nur
aus PB-behandelten Tieren Ctnnbl-mutierte Gewebeproben einsetzbar, da im Lebergewebe
der nicht mit PB behandelten Tiere keine Ctnnbl-Mutationen gefunden wurden. Dagegen

stammten alle Ctnnbl-Wildtyp-Gewebeproben aus nicht mit PB behandelten Méausen der
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Promotionsstudie. Abbildung 4.7 zeigt das Ergebnis dieser Analyse. Wie schon in
vorangegangenen Studien war auch hier die Glutaminsynthetase-Expression in Tumoren PB-
behandelter Miause, die Mutationen im Ctnnbl-Gen enthalten, im Vergleich zu Tumoren
unbehandelter Méduse und zum Normalgewebe beider Behandlungsgruppen deutlich erhoht.
Im Normalgewebe sowohl von DEN- als auch von DEN/PB-behandelten Médusen ist zwar
auch eine GS-Expression nachweisbar, die aber im Verhiltnis zu Tumoren aus DEN/PB-
behandelten Midusen, die eine Punktmutation in Ctnnb1 aufweisen, relativ gering ausfallt.
Durch die PB-Behandlung der Mause wurde die GS-Expression in normalen Hepatozyten nur
unwesentlich verdndert. Allerdings zeigte sich, dass sich die Cytochrom P450-Expression,
dhnlich wie die GS-Expression, in Ctnnbl-mutierten Tumoren &nderte. Die Proteinexpression
der untersuchten CYP450-Isoenzyme war in Ctnnbl-mutierten Tumoren, die eine deutlich

erhohte GS-Expression aufwiesen, ebenfalls erhoht im Vergleich zu Lebernormalgewebe.
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Abbildung 4.7: Western-Blot-Analyse zur Untersuchung der CYP- und GS-Proteinexpression in

Mausleber-Tumor- und Normalgewebe.

Aus Gewebehomogenaten von Lebertumoren und normalem Lebergewebe von DEN- und DEN/PB-
behandelten Méusen wurde Gesamtprotein isoliert und per SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und
hinsichtlich ihrer GS-, -Catenin und CYP2B1-, 2C6-, 2E1- und 3A1-Expression untersucht.

Entsprechend der Ergebnisse vorangegangener Studien kann die GS-Expression als Marker
fiir mutiertes B-Catenin im Lebergewebe dienen. Die Proteinexpression von CYP2B, 2C und
2E1 in GS-positiven und damit wahrscheinlich Ctnnbl-mutierten Lebertumoren ist sehr viel
hoher als in Ctnnbl-Wildtyp Tumoren. Die Expression des CYP3A-Isoenzyms zeigte
dagegen nur geringe Unterschiede in den untersuchten Lebergewebeproben. Das normale

Lebergewebe von PB-behandelten Tieren zeigte eine erhdhte CYP2B-Expression, was auf
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den Induktionseffekt des PB zuriickzufiihren ist. Die Expressionsgehalte der anderen
untersuchten CYP-Isoenzyme, wie CYP2C und 2EI1, wurden dagegen durch PB nicht oder
nur schwach verdndert. Die Expression der letztgenannten CYP-Isoformen war in Ctnnb1-
Wildtyp Tumoren vermindert und entsprach nur etwa 20-40 % der Menge, die in normalem
Lebergewebe von nicht mit PB behandelten Méusen gemessen werden konnte. Dieses wurde
durch Quantifizierung der durchgefiihrten Western Blot-Analysen mit Hilfe des Programms
TINA 2.0 (Raytest, Straubenhardt, Deutschland) ermittelt. CYP3A bildete hier allerdings eine
Ausnahme, da es nur zu 30 % vermindert exprimiert wurde.

Im Gegensatz dazu wurden die verschiedenen untersuchten CYP-Isoenzyme etwa 2-3 mal
hoher in Ctnnbl-mutierten Tumoren im Vergleich zu Lebernormalgewebe PB-behandelter
Tiere exprimiert. Die CYP3A-Expression blieb in diesen Geweben nahezu unveréndert. Wie
bereits erwdhnt und wie auch schon in vorangegangenen Studien gezeigt (Aydinlik et al.,
2001), blieb die Expression von p-Catenin unverdndert in Ctnnbl-mutierten Tumoren,
verglichen mit Lebertumoren, die Wildtyp-Ctnnb1l enthielten.

Neben den bereits genannten CYP-Isoformen wurde des Weiteren die Proteinexpression des
Ah-Rezeptors und seines Zielgens Cytochrom P450 1A1 per Western Blot analysiert. Das
Normallebergewebe zweier mit TCDD behandelter Miuse (250 ng/kg Koérpergewicht), einem
starken CYP1A1-Induktor, diente als Positivkontrolle fiir die CYP1A1-Induktion.

Im Lebernormalgewebe blieb die CYP1Al-Proteinexpression durch PB-Behandlung fast
unverdndert, wurde aber durch TCDD deutlich verstirkt (s. Abb. 4.8). Lebertumoren, die
Ctnnbl-Mutationen enthielten, zeigten eine erhohte CYP1A-Proteinexpression im Vergleich
zu normalem Lebergewebe von nicht mit TCDD behandelten Mausen. Ctnnbl-Wildtyp
Tumoren enthielten dagegen kaum nachweisbare Proteinmengen dieses Enzyms. Die
Proteinexpression des Ah-Rezeptors war in allen Lebertumorproben im Vergleich zu

Lebernormalgewebe erhoht.
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Abbildung 4.8: Western Blot-Analyse der Ah-Rezeptor- und CYP1A-Expression in Ctnnbl-

Wildtyp und —mutierten Tumoren.

Aus Gewebehomogenaten von Lebertumoren und normalem Lebergewebe von DEN- und DEN/PB-
behandelten Mausen wurde Gesamtprotein isoliert und per SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und
hinsichtlich ihrer CYP1A- und AhR-Expression untersucht. Normallebergewebe aus TCDD-
behandelten Miausen (250 ng/kg Korpergewicht) diente als Positivkontrolle fiir die CYP1A-Induktion.

4.2  Untersuchung der mRNA-Expression der Glutaminsynthetase und der

Cytochrom P450-1soenzyme in Lebertumoren der Maus

Mit Hilfe des Lightcycler-Systems von Roche wurden quantitative RT-PCR-Analysen
durchgefiihrt, um die mRNA-Expression von Glutaminsynthtetase und verschiedenen
Cytochrom P450-Isoenyzmen in Mauslebertumoren im Vergleich zu normalem
Mauslebergewebe zu untersuchen. Hierbei sollte geklirt werden, ob die vermehrte Expression
von GS-Protein und CYP-Proteinen durch eine verstirkte Transkriptionsaktivitéit in Ctnnbl-
mutierten Lebertumoren verursacht wird. Des Weiteren wurde der Einflu von PB auf die
Expression dieser Enzyme in normalen Hepatozyten untersucht. Zur Normalisierung wurde

das Housekeeping-Gen GAPDH eingesetzt.
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In normalem Lebergewebe PB-behandelter Méause war die mRNA-Expression des Enzyms
CYP2B10 um den Faktor 321 erhoht im Vergleich zu Lebergewebe von nicht mit PB
behandelten Tieren. Die mRNA-Expression des Enzyms CYP1A1l blieb dagegen nahezu
unverandert. Hier zeigte sich nur eine Expressionserh6hung um den Faktor 1,75. Die mRNA-
Gehalte von Glutaminsynthetase und CYP2EI1 blieben ebenfalls in PB-behandelten Tieren
unverdndert im Vergleich zu nicht mit PB behandelten Miusen. Lebertumoren, die keine
Mutationen in Ctnnbl aufwiesen, exprimierten die untersuchten CYP-Isoenzyme auf mRNA-
Ebene in geringerem Mafe als Zellen des Lebernormalgewebes von nicht mit PB behandelten
Tieren. Dies steht in Einklang mit den durch Western Blot Analyse erhaltenen Ergebnissen.
Das Isoenzym CYP2B10 bildete hier allerdings eine Ausnahme, bei dem kein signifikanter

Effekt nachgewiesen werden konnte.
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Gen GS CYP2B10 CYP2El1 CYPI1Al GAPDH
PCR Effizienz 1,84 1,67 1,68 1,84 1,87

CP Werte

-PB

Normallebergewebe 25,2 39,6 18,0 33,8 17,7
Ctnnbl wt Tumoren 28,2 42,4 24,9 39,9 19,7

+ PB

Normallebergewebe 26,2 27.8 17,0 32,5 17,3
Ctnnbl mutierte Tumoren 19,2 31,3 18,1 34,1 19,8

Vergleich Ctnnbl wt Tumoren mit unbehandeltem Normallebergewebe
Expressionsraten 0,59 0,81 0,1 0,087

p-Werte 0,604 0,739 0,002 0,045

Expressionsraten 331,2 0,77 2,58 1,717

p-Werte 0,001 0,356 0,016 0,429

Vergleich Ctnnb1 mutierte Tumoren mit PB-behandeltem Normallebergewebe

Vergleich Ctnnb1 mutierte Tumoren mit Ctnnb1 wt Tumoren
Expressionsraten 232,5 301,7 32,7 344

p-Werte 0,001 0,001 0,001 0,012

Vergleich PB-behandeltes mit unbehandeltem Normallebergewebe
Expressionsraten 041 320,6 1,28 1,75

p-Werte 0,051 0,001 0,49 0,047

Tabelle 4.1: Relative mRNA Quantifizierung von GS und CYP-Isoenzymen durch real-time

PCR. Die Berechnung der Expressionsraten erfolgte nach folgender Formel:

eltaCP
Et arg et t arg et(Ctnnblmutiert—wt)

Expressionsrate = (

eltaCP
reference reference(CtnnbImutiert —wt)
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Ctnnbl-mutierte Lebertumoren zeigten gegeniiber dem normalen Lebergewebe PB-
behandelter Tiere eine um den Faktor 331 erhohte GS-Expression auf mRNA-Ebene. Die
mRNA-Expression von CYP2B10 und CYP1A1 blieb dagegen in diesen Tumoren nahezu
unverdndert, wihrend CYP2E1 auf mRNA-Ebene um einen Faktor von ca. 2,6 vermehrt
exprimiert wurde. Der Vergleich der mRNA-Gehalte von Ctnnbl-mutierten Tumoren und
nicht Ctnnbl-mutierten Tumoren zeigte, dass CYP2B10, CYP2E1 und CYP1AT1 signifikant
vermehrt exprimiert wurden und zwar um die Faktoren 300, 34 und 33.

Diese Ergebnisse filhren zu der Annahme, dass durch Punktmutation aktiviertes 3-Catenin
direkt oder indirekt die Transkription der GS und der untersuchten CYP 450-Isoenzyme in

Mauslebertumoren beeinflusst.

4.3 Transiente Transfektion von Maushepatomzellen (Zelllinie 55.1¢)

Die Induktion von Isoenzymen der Familien CYP1A und CYP2B durch Fremdstoffe
(Xenobiotika) wird durch die Rezeptoren AhR und CAR vermittelt. Durch transiente
Transfektionen der Maushepatomzelllinie 55.1¢ (Kress et al., 1992), die eine Deletion in
Ctnnbl aufweisen, wurde der Effekt von mutiertem [B-Catenin auf die transkriptionelle
Aktivierung der oben genannten Proteine untersucht. Hierfir wurden AhR- und CAR-
responsive Luciferase-Reportergenkonstrukte eingesetzt.

In vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Transfektion von 55.1c-
Zellen mit einem Expressionsvektor, der punktmutiertes Ctnnbl (Ctnnb1-S33Y) enthélt, zu
einer starken Aktivierung des B-Catenin/TCF-responsiven Reportergenkonstruktes TopFlash
(Schwarz et al., 2003) fiihrt. Dieser Effekt wurde auch im Rahmen dieser Arbeit beobachtet

und ist in Abbildung 4.9 gezeigt.
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Abbildung 4.9: Aktivierung des [-Catenin/TCF-responsiven Reportergenkonstruktes TopFlash
durch punktmutiertes Ctnnb1 (Ctnnb1-S33Y).

55.1c Maushepatomzellen wurden transient mit einem fiir Ctnnb1-S33Y codierenden

Expressionsvektor und dem [3-Catenin/TCF-responsiven Reportergenkonstrukt TopFlash transfiziert.

Co-Transfektion des Expressionsvektors ppCat>¥/CIneo fiir punktmutiertes Ctnnbl
zusammen mit einem Luciferase-Reportergenkonstrukt, das ein ca. 2,7 kb groB8es Fragment
der 5'-flankierenden Promotorregion des Ratten-CYP2B1-Gens (pGL3C2B1) (Heder et al.,

2001) enthédlt, ergab eine Stimulation der Reportergenaktivitit um den Faktor 13

(s. Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Aktivierung des PB-responsiven Reportergenkonstrukts pGL3C2B1 durch

punktmutiertes 3-Catenin und CAR in Maushepatomzellen (55.1c).

55.1c Maushepatomzellen wurden transient mit Expressionsvektoren, die fiir S33Y-3-Catenin sowie
fiir CAR codieren, und dem_ PB-responsiven Reportergenkonstrukt pGL3C2B1, das ~2,7 kb der
Upstream regulatorischen Region des CYP2B1-Gens trégt, transfiziert. Ein Teil der transfizierten
Zellen wurde 24 h mit 1,5 uM PB inkubiert. Die Ergebnisse wurden relativ zum Leervektor pClneo
ausgewertet. Insgesamt wurden drei unabhingige Experimente durchgefiihrt, deren durchschnittliche

Ergebnisse hier gezeigt sind.

Phenobarbital, das in vivo die Isoenzyme der CYP2B-Familie induziert, stimulierte den
eingesetzten CYP2B1-Reporter selbst nur verhéltnismédfig schwach und flihrte zu einer
schwachen Abnahme der S33Y-B-Catenin-vermittelten Aktivierung des pGL3C2Bl1-
Konstrukts.

Die Co-Transfektion eines Expressionsvektors fiir mCAR-1 (pCR3-mCAR) (Ueda et al.,
2002) ergab eine leichte Aktivierung des Reporters pGL3C2B1, die durch PB nicht
beeinflusst wurde. Wurde der mCAR-1-Expressionsvektor zusammen mit S33Y-B-Catenin
transfiziert, wurde die Aktivierung des Luciferase-Konstrukts nicht weiter verstirkt. Auch

hier hatte die PB-Behandlung keinen weiteren Effekt (s. Abb. 4.10).
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Neben den beschriebenen Transfektionen wurden auch (Co-)Transfektionen mit einem TK-
getriebenen Reportergenkonstrukt (pT81LUC3 DRE), das drei DRE-Core Motive enthilt, in
55.1c-Maushepatomzellen durchgefiihrt. Die Bedingungen entsprachen denen der bereits
beschriebenen Transfektionen. Dieses Reportergenkonstrukt ist sehr gut geeignet, um AhR-
vermittelte Antworten mittels transienter Transfektion zu untersuchen. Durch Behandlung der
transfizierten Zellen mit TCDD konnte die Aktivitit des Reporters um den Faktor 20 im
Vergleich zu nicht behandelten Kontrollzellen, die nur mit Leervektor transfiziert wurden,
aktiviert werden.

Im Gegensatz zu dem bereits beschriebenen pGL3C2B1-Reporter wurde der DRE-getriebene
Reporter nur unwesentlich durch Co-Transfektion mit dem Ctnnb1-S33Y-Expressionsvektor
aktiviert. Wurden diese Zellen allerdings zusétzlich mit TCDD behandelt, so erhohte sich die

Reportergenaktivitét deutlich (s. Abb. 4.11).
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Abbildung 4.11: Aktivierung eines TCDD-responsiven Reportergenkonstrukts durch

punktmutiertes 3-Catenin und AhR in Maushepatomzellen (55.1c).

55.1c Maushepatomzellen wurden transient mit Expressionsvektoren, die fiir S33Y--Catenin sowie

fiir AhR codieren, und dem 3 x DRE Luciferase-Reportergenkonstrukt transfiziert. Die transfizierten
Zellen wurden mit 20 nM TCDD oder 0,1 % (v/v) DMSO als Kontrolle behandelt. Insgesamt wurden

drei unabhingige Experimente durchgefiihrt, deren durchschnittliche Ergebnisse hier gezeigt sind.

Durch gleichzeitige Transfektion des AhR-Expressionsvektors verstirkte sich die TCDD-
vermittelte Stimulation des pT81LUC3 DRE-Reporters. Allerdings konnte die Stimulierung
des Reporters durch den S33Y-B-Catenin-Expressionsvektor und TCDD-Behandlung nicht
weiter verstirkt werden. Die Inkubation von Maushepatomzellen mit TCDD fiihrt zu einer
negativen Regulation des Ah-Rezeptors (Pollenz, 1996). Dieser Effekt konnte auch im
Rahmen dieser Arbeit in 55.1c-Maushepatomzellen beobachtet werden. Einen stabilisierenden
Effekt des Reportergenkonstrukts durch Transfektion der Zellen mit dem S33Y-B-Catenin-
Expressionsvektor konnte allerdings nicht beobachtet werden. Somit ist dies als Erklarung fiir

die in den oben beschriebenen Transfektionen beschriebenen Effekte auszuschliefen.
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4.4  Generierung einer transgenen Maus

4.4.1 Klonierung des pB-Catenin®>*Y/CALNLS5 -Konstrukts fiir die

Mikroinjektion mittels Gateway System (Invitrogen)

4.4.1.1 Gateway Vector Conversion System

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der 6098 bp grofle Vektor pCALNLS5 (Riken BioResource
Center, Japan) in einen Gateway® Destination Vektor umgewandelt. Der Vektor wurde mit
Hilfe des Restriktionsenzyms Smal linearisiert und der Verdau mittels eines 1%igen

Agarosegels kontrolliert (s. Abb. 4.12).

bp: Lénge der aufgetrennten DNA in

Basenpaaren
10000 ——
2000 —— M: Liangenmarker 1kb-GeneRuler (Fermentas)
6000 ——
. V: Vektor pCALNLS
bp M \%

Abbildung 4.12: Linearisierung des Vektors pCALNLS mit Smal.
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Im Anschluss daran wurde der linearisierte pCALNLS5-Vektor mit Hilfe von Calf Intestinal
Alkaline Phosphatase (Pharmacia) dephosphoryliert, um die Religation des Vektors zu
verhindern. Der so vorbereitete Vektor konnte dann fiir die Ligation mit der reading frame
Kassette RfB (Invitrogen) eingesetzt werden. Die aus der Ligation und anschlieBenden
Transformantion erhaltenen Klone wurden vermehrt und anschlieBend die erfolgreiche
Klonierung bzw. die Orientierung der RfB-Kassette im Vektor mit Hilfe -eines
Restriktionsverdaus mit den Enzymen BsrG I (s. Abb. 4.13 A), EcoR I (s. Abb. 4.13 B) und
BamH I (s. Abb. 4.13 C) analysiert. Die jeweiligen Ansitze wurden mittels eines 1%igen

Agarosegels liberpriift.

A B C

8000 — -
6000— 6000
6000 — e S - 5000 —;- -
B
p— - 1500 ——>wn  S—
1500— .
1000 — 500
750 — -
500——
bp M K bp M K bp M K
A — BsrGI B —-Eco RI C - BamHI

Abbildung 4.13: Restriktionsverdau des pRfB-CALNLS-Konstruktes mit BsrGI, EcoRI und
BamHI.

Die Liange der aufgetrennten DNA in Basenpaaren (bp) des 1 kb-Langenmarkers GeneRuler (M,
Fermentas) und von Klon 1.5 — pRfB-CALNLS5 (K) ist fiir die Restriktionsverdaus mit den Enzymen
BsrGI, EcoRI und BamHI dargestellt.
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Das neu erhaltene pRfB-CALNLS-Konstrukt mit einer Grof3e von 7809 bp wurde in allen drei
Restriktionsverdaus in die zu erwartenden Fragmente gespalten. Restriktionsverdau mit dem
Restriktionsenzym BsrGI lieferte drei Fragmente mit folgenden Léngen: 6124 bp,
1283 bp und 402 bp (auf dem Agarosegel nicht nachweisbar). Der Verdau mit dem
Restriktionsenzym EcoRI lieferte ein 7340 bp grofles Fragment, sowie ein 469 bp grof3es
Teilstiick. Im letzten Verdau mit dem Restriktionsenzym BamHI wurden Fragmente der
Lange 5224 bp, 1545 bp, 703 bp und 337 bp erhalten.

Nachfolgend musste die Funktionalitidt des in den pCALNLS5-Vektor klonierten ccdB-Gens
kontrolliert werden. Hierfiir wurde der die RfB-Kassette enthaltende Vektor pRfB-CALNLS
sowohl in Top 10 Compentent E.Coli-Bakterien (Invitrogen), als auch in One Shot® ccdB
Survival™ T1 Phage- Resistant Cells (Invitrogen) transformiert. Die Ansitze wurden
anschlieBend sowohl auf Ampicillin-enthaltenden Agarpalatten, als auch auf
Chloramphenicol-Ampicillin Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. In
One Shot® ccdB Survival™ Competent Cells (Invitrogen) wurden ca. 10000 mal mehr
Kolonien erhalten als in One Shot® TOP10 Chemically Competent Cells, was dafiir sprach,
dass das ccdB-Gen in dem neu erhaltenen sogenannten Destination Vektor intakt und
funktionell ist.

Die abschlieBende Sequenzierung des pRfB-CALNL5 Gateway® Destination Vektors zeigte,
dass es sich hier um den gewiinschten Vektor mit intakter einklonierter Kassette handelte

(Sequenzierungsergebnis s. Anhang).

4.4.1.2 Amplifikation des Inserts Ctnnb1-S33Y

Fiir die Herstellung des Gateway Entry-Vektors wurde das 2,5 kb gro3e Ctnnb1-S33Y-Insert
des zuvor flir transiente Transfektionen eingesetzten Expressionsvektors pp-

Catenin®*Y/CIneo mit Hilfe des Expand Long Template PCR Systems (Roche) amplifiziert.
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Die Amplifikation wurde 1:100 verdiinnt und anschlieBend mit Hilfe eines 1%igen
Agarosegels kontrolliert. Durch die Verwendung des Mass Ruler™ Mix-GroBenmarkers von

Fermentas konnte so gleichzeitig die Konzentration des PCR-Produkts abgeschétzt werden.

bp M I

bp: Linge der aufgetrennten DNA in Basenpaaren.
M: Langenmarker Mass Ruler (Fermentas), Auftragsmenge 5 pl.

I: PCR-Produkt S33Y-B-Catenin-Insert, Auftragsmenge 5 pl.

Abbildung 4.14: PCR-Amplifizierung des Ctnnb1-S33Y-Inserts.

Das Agarosegel (s. Abb. 4.14) zeigt deutlich das saubere PCR-Produkt mit einer Linge von
2595 bp. Die Intensitét der 2500 bp groBBen Bande des GroBenmarkers entspricht einer DNA-
Konzentration von 13 ng/ul. Die Bande des PCR-Produkts entspricht in ihrer Intensitit in
etwa dieser Bande des Gro3enmarkers. Daraus ergibt sich, dass der aufgetragene PCR-Ansatz
eine Insert-Konzentration von ca 1,3 ng/ul enthielt. Dieses PCR-Produkt konnte direkt in

einen TOPO®-enthaltenden Gateway Entry-Vektor (pENTR™/D-TOPO® Vektor) einkloniert

werden.

145



Ergebnisse

4.4.1.3 Klonierung des pB-CateninS33Y/D-TOPO®-K0nstrukts

Fir die Rekombination wurde ein Entry-Vektor bendtigt, der das in pCALNLS
einzuklonierende Ctnnbl-S33Y-Insert enthielt. Das per PCR amplifizierte Ctnnb1-S33Y-
Insert (s. Kapitel 4.4.1.2) wurde daher in den Gateway Entry Vektor pENTR™/D-TOPO®
einkloniert. Die Ligation wurde sowohl im molekularen Verhéltnis 1:1 (Insert:Vektor), als
auch im Verhiltnis 2:1 (Insert:Vektor) durchgefiihrt. Die so erhaltenen Konstrukte wurden
nach anschlieBender Transformation, Vermehrung und Isolierung per Restriktionsverdau mit
den Restriktionsenzymen HindIll, EcoRV und EcoRI/Pvul analysiert. Der Verdau wurde

dann mittels eines 1%-igen Agarosegels tiberpriift (s. Abb. 4.15).

A B C

5000 —> —

3500 —»
3000—>

2000 —> e
1500 —>

500 —
250 —

bp M E E E
A — HindIIl B—-Eco RV C - EcoRI/Pvul
bp: Lange der aufgetrennten DNA in Basenpaaren.
M: Liangenmarker 1kb-GeneRuler (Fermentas).

E: Klon 2.1 — Entry-Vektor pp-Catenin®**/D-TOPO®.
Abbildung 4.15: Restriktionsverdau des Entry-Vektors pp-Catenin®**/D-TOPO®.
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In allen drei Restriktionsverdaus wurden die zu erwartenden Fragmente erhalten. Der Verdau
mit HindIII lieferte Fragmente der GroB3e 4434 bp, 420 bp und 126 bp. Der Verdau mit
EcoRYV lieferte zwei Fragmente der Grofle 4614 bp und 366 bp, wahrend durch den Verdau
mit EcoRI/Pvul zwei 3172 bp und 1808 bp groBe Fragmente erhalten wurden. Bei dem
untersuchten Klon 2.1 handelte es sich also um den gewiinschten Entry-Vektor
pB-Catenin®**¥/D-TOPO®,

Dieser durch den Restriktionsverdau als gewlinschter Entry-Vektor identifizierte Klon wurde
anschlieBend zusidtzlich per Sequenzierung mit spezifischen Primern analysiert
(Sequenzierungsergebnisse s. Anhang). Ein Ausschnitt dieser Sequenzierung ist in Abbildung

4.16 gezeigt.

A B

v

TACCTGGACTATGGAATCCATTCT GGAGCCACTAC GAAGGTCCCCTTGGGACTCT

hCtnnb1-S33Y| 5°- TACCTGGACJATGGAATCCATTCTGGTGCCACTAC -3’
[ mctanb1 5-TACTTGGAT|CJGGAATCCATTCTGGTGCCACCAC -3’

Abbildung 4.16: Mutationsanalyse des Entry-Vektors pp-Catenin®***/D-TOPO®,

(A) zeigt deutlich die Punktmutation in Codon 33, die zum Basenaustausch von C nach A fiihrt. Die
Sequenzfolge in diesem Bereich ist fiir Ctnnb1-S33Y sowie fiir Wildtyp-Ctnnbl gezeigt.

(B) zeigt deutlich die Punktmutation bei Position 1377 bp, die zum Basenaustausch von T nach C
fithrt (CTC — CCCQ).
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Die Punktmutation in Codon 33, die zum Basenaustausch von C nach A fiihrt (TCT - TAT)
fiihrt, konnte mit Hilfe der Sequenzierung nachgewiesen werden. Daneben zeigte sich in der
Sequenzierung allerdings auch, dass das Ctnnb1-S33Y-Insert des Entry-Konstruktes neben
der gewiinschten Mutation in Codon 33 eine weitere Punktmutation an Position 1377 bp
enthielt, die zum Basenaustausch von T nach C (CTC - CCC) fiihrte. Diese wurde aufgrund
eines Fehlers der in der PCR eingesetzten Polymerase verursacht. Aus diesem Grund wurde
vor der Durchfiihrung der LR-Rekombinationsreaktion zunichst eine Mutagenese mit Hilfe
des QikChange™ XL-Kits von Stratagene durchgefiihrt, um das gewiinschte Ctnnb1-S33Y-

Insert zu erhalten.

4.4.1.4 Site directed Mutagenesis

Eine durch die PCR des Ctnnb1-S33Y-Inserts zusitzlich entstandene Punktmutation wurde
mit Hilfe der site directed mutagenesis eliminiert.

Es handelt sich hierbei um eine einfache und effektive Methode ohne Subklonierung, die auf
der Arbeit von Fisher und Pei (1997) basiert. Als Kontrollreaktion wurde die Reaktion
parallel mit Whitescript Kontrollplasmid durchgefiihrt. Die Amplifikation per PCR wurde mit

Hilfe eines 1%igen Agarosegels iiberpriift.
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bp: Lange der aufgetrennten DNA in Basenpaaren.
M: Langenmarker 1kb-GeneRuler (fermentas).

E: Klon 2.1 — Entry-Vektor pp-Catenin®"/D-TOPO® nach site directed Mutagenese.

Abbildung 4.17: Site directed mutagenesis des Entry-Vektors pp-CateninS33Y/D-TOPO®.

Anhand des Agarosegels konnte gezeigt werden, dass nach der PCR ein sauberes Produkt
erhalten wurde, da keine Nebenbanden auftraten. Das saubere PCR-Produkt wurde
anschlieBend mit Dpnl verdaut. Dieses Restriktionsenzym verdaut das in der PCR enthaltene
Template, so dass nur das die richtige Sequenz enthaltende PCR-Produkt zuriickbleibt. Die so
erhaltene DNA wurde mittels Sequenzierung mit Hilfe spezifischer Primer analysiert (Abb.

4.18).
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Abbildung 4.18: Sequenzierung des Entry-Vektors pp-CateninS33Y/D-TOPO® nach

Mutagenese.

Die Sequenzierung zeigt, dass der wihrend der Amplifikation entstandene Basenaustausch bei
Position 1377 bp von T nach C durch site directed mutagenesis riickgdngig gemacht werden konnte.
Das Ctnnb1-S33Y-Insert des Entry-Vektors weist an dieser Stelle nun die Wildtyp-Sequenz (CTC)

auf.

Hier zeigte sich, dass die wihrend der PCR entstandene Mutation in Position 1377 bp, die zu
einem Basenaustausch von T nach C gefiihrt hatte, riickgéingig gemacht werden konnte und
das Ctnnb1-S33Y-Insert an dieser Stelle nun wieder die Wildtyp-Sequenz CTC anstelle des
Triplets CCC enthielt. Der Entry-Vektor konnte anschlieend fiir die Rekombination mit dem

LR-Clonase-System eingesetzt werden.
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4.4.1.5 Rekombination mit Hilfe des LR-Clonase-Systems

Die Rekombination zwischen Gateway-Destination Vektor und Entry-Vektor erfolgte mit
Hilfe des Gateway® LR Clonase™ II Enzym Mix (Invitrogen). Dieser katalysiert die in vitro
Rekombination zwischen einem Entry-Vektor, der ein attL-flankiertes Gen enthélt, und einem
eine attR-site-enthaltenden Destination-Vektor. Dadurch wird der attB-enthaltende
Expressionsvektor  erhalten. Dieser wurde per Restriktionsverdau mit den

Restriktionsenzymen Eco RI und Not I, sowie per Sequenzierung kontrolliert (s. Abb. 4.19).

W —

1500—

bp M 1 2

bp: Lange der aufgetrennten DNA in Basenpaaren.
M: Langenmarker Mass Ruler Mix (Fermentas).
1: Eco RI-Verdau von Klon3 - pp-Catenin®**/CALNLS.

2: Not I-Verdau von Klon3 - pp-Catenin®***/CALNLS.

Abbildung 4.19: Restriktionsverdau von Klon3 - pp-CateninS33Y/CALNLS - nach

Rekombination.

Der Restriktionsverdau von Klon 3 mit den Enzymen Eco RI und Not I lieferte die erwarteten
Fragmente der GroBe 7220 bp und 1370 bp, sowie 8590 bp. Klon 3 aus der
Rekombinationsreaktion wurde darauthin zusétzlich per Sequenzierung analysiert. Hierin
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fand sich die gewiinschte Punktmutation in Codon 33 des Ctnnb1-S33Y-Inserts, sowie die
loxP-Stellen des Destination Vektors pCALNLS. Die Sequenzierungen sind im Anhang

gezeigt. Die folgende Abbildung 4.21 zeigt beispielhaft Ausschnitte dieser Ergebnisse.

loxP-site *

| |

ACGCGTATAACT TCGTATAGCATACATTATACGAA

TACCTGGACTATGGAATCCATT

I

Abbildung 4.20: Sequenzierung von Klon 3 - pB-CateninS33Y/CALNLS5 — nach Rekombination.

(A) Die Sequenzierung zeigt eine der beiden loxP-sites des Klons 3 aus der Rekombination. (B) Die
gewiinschte Punktmutation in Codon 33 ist in Klon 3 aus der Rekombination enthalten. Hierbei

handelt sich also um das einklonierte Insert Ctnnb1-S33Y

Die Punktmutation in Codon 33 des Ctnnb1-S33Y-Inserts, sowie die loxP-Schnittstellen sind
in der Sequenzierung deutlich zu sehen. Insgesamt handelte es sich bei dem erhaltenen Klon 3

also um das gewiinschte, fiir die Mikroinjektion benétigte  Konstrukt
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pB-CateninS33Y/CALNLS, das anschlieend fiir die Mikroinjektion vorbereitet und gereinigt

wurde.

4.5 Mikroinjektion

Zundchst wurde die Kassette, bestehend aus CAG-Promotor, loxP-Site 1, neomycin-site,
polyA-site, loxP-Site 2 und Ctnnb1-S33Y-Insert, per Restriktionsverdau mit Pvul/BamHI aus
dem Vektor pp-Catenin®**¥/CALNLS5 ausgeschnitten. Die so erhaltene Kassette wurde mittels
eines 1%-igen Agarosegels vom restlichen Vektorgeriist getrennt und mit Hilfe des Qiagen

Gel Extraction Kits aus dem Agarosegel eluiert (s. Abb. 4.21).

10000
8000 -
6000 —»

s
-

1500 —>» —

———

400 —»

—
——

bp M K
bp: Lange der aufgetrennten DNA in Basenpaaren.
M: Liangenmarker Mass Ruler Mix (Fermentas).

K: Pvul/BamHI-Verdau von Klon3 - pp-Catenin®**¥/CALNLS.

Abbildung 4.21: Restriktionsverdau des Vektors pp-CateninS33Y/CALNLS.
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Das Gel zeigte zwei der drei erwarteten Banden der Grof3e 6812 bp, die der Insert-tragenden
Kassette entspricht, und der GréBe 1445 bp, die einem der beiden pCALNLS-Fragmente
entspricht. Das dritte, 337 bp grole Fragment, das ein weiteres Reststiick des Vektors
darstellt, konnte auf diesem Gel nicht sichtbar gemacht werden, da es in zu geringer Intensitét
erhalten wurde. Die Identitit der Insert-tragenden Kassette wurde durch Sequenzierung
verifiziert.

Nach Elution der fiir die Mikroinjektion bendtigten 6812 bp groBen Kassette wurde die DNA
tiber EluTip-Saulchen aufgereinigt und deren Konzentration iiber ein 1%iges Agarosegel mit

Hilfe des Mass Ruler™ Mix-GrdBenmarkers von Fermentas bestimmt (s. Abb. 4.22).

8000 —p 1 W
5000 —>

1031 —»

bp M K
bp: Linge der aufgetrennten DNA in Basenpaaren.
M: Liangenmarker Mass Ruler Mix (Fermentas) — 5 ul Marker wurden aufgetragen.

K: Mikroinjektionskassette — 1 ul DNA wurden aufgetragen.

Abbildung 4.22: Mengenabschiitzung der Transgen-tragenden Kassette fiir die Mikroinjektion.
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Die Intensitit der Bande der Mikroinjektionskassette ist etwas stirker als die der
1031 bp groBBen Bande des Markers. Diese entspricht einer DNA-Menge von 50 ng. Die
Auftragsmenge der Mikroinjektionskassette betrug 1 ul. So konnte die Konzentration der
Insert-tragenden Kassette mit ca. 60 ng/ul abgeschétzt werden.

Die Vorbereitung der Tiere, sowie die nachfolgend beschriebene Mikroinjektion wurde von
Herrn Thomas Hennek im Arbeitskreis von Herrn Dr. Thomas Ott, Leiter der
Serviceeinrichtung Transgene Tiere der Universitit Tiibingen, durchgefiihrt.

Fiir die Generierung transgener Tiere wurden B6D2F1-Méuse eingesetzt. Insgesamt wurden
ca. 200 befruchtete Eizellen der C57BI/6N CrlxDBA/2N F1-Hybriden erhalten, die fiir die
Mikroinjektion eingesetzt werden konnten. Die Mikroinjektion ist in der folgenden Abbildung

beispielhaft anhand einer der befruchteten Eizellen im Vorkernstadium gezeigt.

Abbildung 4.23: Mikronjektion der Ctnnb1-S33Y-enthaltenden Kassette in den Vorkern einer
befruchteten B6D2F1-Maus-Eizelle.

Die DNA wird in den Vorkern der befruchteten Eizelle injiziert. Rechts ist die Haltekapillare zu sehen,
die die Eizelle wiahrend der Mikroinjektion fixiert. Links ist die bereits in die Membran der Eizelle
eingedrungene, die DNA enthaltende Kaniile gezeigt. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von

T. Hennek, Serviceeinrichtung Transgene Tiere, Tiibingen).
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Die Eizelle wurde mit Hilfe einer Haltekapillare fixiert. AnschlieBend konnte mit Hilfe einer
Kaniile die DNA in den Vorkern injiziert werden. Die so verdnderten Eizellen wurden
anschlieBend in B6D2F1-Miuse eingesetzt, um transgene Tg(loxP(pA)BCat>>")
Nachkommen zu erhalten. Die aus diesem Wurf erhaltenen Nachkommen wurden beziiglich
des Transgens Ctnnb1-S33Y untersucht. Insgesamt wurden 15 Tg(loxP(pA)BCatS33Y)-Tiere
(F1) erhalten, davon 9 Weibchen und 6 Méannchen, die fiir die Verpaarung mit Tg(alb-Cre)-

Tieren eingesetzt werden konnten.

4.5.1 Maus-Zucht und Genotypisierung

Um transgene Tiere zu erhalten, die in der Leber konstitutiv Ctnnb1-S33Y exprimieren,
wurden Tg(lox(pA)B-Cat>**¥)-Tiere mit Tg(alb-Cre)-Tieren verpaart. Diese exprimieren die
Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des leber-spezifischen Albumin-Promotors. Im Alter
von ca. 4-6 Wochen wurden die erhaltenen Nachkommen genotypisiert, um sowohl
Ctnnb1-S33Y als auch cre nachzuweisen. Tiere, die nur das Transgen Ctnnb1-S33Y trugen,
wurden fiir weitere Verpaarungen weiter gehalten, wihrend Tg(albCre/pCat®*Y)-Tiere fiir die
Organentnahme eingesetzt wurden.

Fiir die Genotypisierung wurden den Tieren wenige Millimeter groBe Ohrgewebeproben
entnommen, was gleichzeitig zur Markierung der Jungtiere diente. Die enthaltene DNA
wurde mittels eines liber Nacht andauerenden Verdaus mit Proteinase K erhalten und als
Template fiir die Genotypisierung mittels PCR eingesetzt. Diese wurde anschlieBend mittels
eines 1%igen Agarosegels ausgewertet. Im Folgenden sind Gelelektrophoresen der alb-cre-,

sowie der Ctnnb1-S33Y-Genotypisierung beispiclhaft gezeigt (s. Abb. 4.24).
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Cre =—= — — —— 420 bp

S33Y —= | . — - — 314 bp

Abbildung 4.24: Genotypisierung der transgenen Miiuse mittels PCR.

Aus dem Ohrgewebe erhaltene DNA wird mittels PCR und spezifischen Primern fiir Cre-
Rekombinase bzw. Ctnnb1-S33Y amplifiziert und per 1%igem Agarosegel ausgewertet. Hier handelt
sich um zwei Tg(lox(pA)BCat®*>")-Tiere (Nr 1 und 5), ein Tg(albCre/BCat®>*Y)-Tier (Nr 2), ein
Tg(albCre)-Tier (Nr 4), sowie ein Wildtyp-Tier (Nr 3).

Nur Tiere, die sowohl alb-cre, als auch Ctnnb1-S33Y trugen, wurden fiir die Leberentnahme
eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in 4 Verpaarungen insgesamt 57 Weibchen und

31 Minnchen eingesetzt, davon 44 Tg(lox(pA)B—CatS33Y)—Tiere und 44 Tg(albCre)-Tiere. Aus

diesen 4 Verpaarungen wurden insgesamt 348 Tiere erhalten, davon 47 Tg(albCre/pCat>**Y)-
Tiere, deren Lebergewebe immunhistochemisch, sowie hinsichtlich ihrer Glutaminsynthetase-

und Cytochrom P450-Expression auf RNA- und Proteinebene untersucht werden konnte. Eine

Ubersicht iiber alle Verpaarungen ist in Abbildung 4.26 dargestellt.
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Te(lox(pAYBCat™)| Tg(albCre) | Anzahl Nachkommen | Te(lox(pA)/BCat>>| Tg(albCre/BCat* ")
Weibchen 9 - 35 1 3
1. Verpaarung | Ménnchen - 5 33 5 1
Weibchen 9 5 29 8 9
2. Verpaarung | Mannchen 3 5 65 8 4
Weibchen 11 15 68 12 11
3. Verpaarung | Mannchen 8 6 83 13 10
Weibchen 4 - 21 4 4
4. Verpaarung | Ménnchen - 8 14 4 5
Summe 44 44 348 55 47

Tabelle 4.2: Verpaarung von Tg(lox(pA)BCatS33Y)-Tieren mit Tg(albCre)-Tieren.

S33Y

Ubersicht iiber die Verpaarung von Tg(lox(pA)BCat>")-Tieren mit Tg(alb-Cre)-Tieren. Insgesamt

wurden 348 Nachkommen erhalten, von denen 47 Tg(albCre/ [3CatS33 Y)-Tiere waren.

4.5.2 Organentnahme

Um die Expressionsmuster von Ctnnb1-S33Y, sowie von B-Catenin-Zielgenen in der Leber

der neu generierten transgenen Tg(albCre/BCat™>Y

)-Tiere zu untersuchen, wurden die Lebern
dieser Tiere entnommen.
Die Organe der untersuchten transgenen Tiere unterschieden sich optisch nicht von Lebern

von Wildtyp-Tieren. Auch das Lebergewicht wies keine Auffilligkeiten auf. Eine Ubersicht

iber das Gewicht der erhaltenen Organe ist in Abbildung 4.25 gezeigt.
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A
Lebergewicht
Tier-Nr Genotyp Tiergewicht [g] [g] rel. Lebergewicht [%]
1 26,29 0,97 3,69
2 17,13 0,94 5,49
3 21,78 1,2 5,51
4 Tg(lox(pA)BCat™**/Alb-Cre) 19,27 1,06 5,50
5 22,89 1,14 4,98
6 27,18 1,32 4,86
7 28,00 1,38 4,93
B
Lebergewicht
Tier-Nr Genotyp Tiergewicht [g] [g] rel. Lebergewicht [%]
12 26,83 1,35 5,03
13 Tg(lox(pA)BCat™™) 2335 1,15 4,93
15 18,25 1,03 5,64
16 24,24 1,34 5,53
17 Tg(albCre) 18,71 1,11 5,93
18 24,78 1,38 5,57
19 15,32 0,74 4,83
20 wt 18,09 0,87 4,81

Abbildung 4.25: Ubersicht iiber Koérper- und Lebergewicht der untersuchten Tiere.

Ubersicht iiber Korper- und Lebergewicht transgener Tiere, wie Tg(lox(pA)BCat®**")-Miuse,

Tg(albCre)-Miuse, sowie Tg(albCre/BCat>*")-Miuse. Weder Korper-, noch Lebergewicht der Tiere

wiesen Auffilligkeiten auf.
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Das Tiergewicht aller untersuchten transgenen Tiere sowie das der Wildtyp-Tiere lag mit
durchschnittlich 20 g bei allen Tieren im gleichen Bereich. Auch die Lebern der Tiere wiesen
keine makroskopischen Auffilligkeiten auf und unterschieden sich &duBerlich nicht. Die
Lebergewichte der untersuchten Tiere lagen bei allen Tieren in der gleichen GroBenordnung
mit einem Gewicht von durchschnittlich 1 g. Daraus kann geschlossen werden, dass sich die

Tiere mindestens bis zum Alter von 8 Wochen normal entwickeln.

4.5.3 Immunhistochemische Untersuchung des Lebergewebes von

Tg(albCre/BCat>*Y) Tieren

Tg(lox(pA)BCat™Y) heterozygote Miduse wurden mit Tg(albCre) Miusen, die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des leberspezifischen Albumin-Promotors exprimieren,
verpaart. Die aus dieser Verpaarung erhaltenen transgenen (alere/BCatS33Y)-Tiere
entwickelten sich normal, was anhand der Tiergewichte und der Lebergewichte bzw. der
relativen Lebergewichte deutlich wurde (s. Kap. 4.5.4). Die Tiere wurden im Alter von 8
Wochen getotet und die Lebern flir weitere Analysen, darunter die immunhistochemische

Untersuchung der Expression des Transgens Ctnnb1-S33Y, ecingesetzt (s. Abb. 4.26).
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Abbildung 4.26: Immunhistochemische Untersuchung der Protein-Expression in transgenen

Tg(albCre/BCat>**Y)-Miusen.

Tg(albCre/BCat***Y)-Tiere wurden immunhistochemisch untersucht. AuBer Tier Nr 9 wurden alle
Schnitte mit Himalaun gegengefarbt. Die Tiere 4, 5, 7, 9 wurden auch mittels Western Blot-Analyse
hinsichtlich ihrer Proteinexpression untersucht. Es handelte sich hierbei um 8 Wochen alte transgene
Tiere. Die immunhistochemische Untersuchung der Lebergewebsschnitte dieser Tiere zeigte, dass
einzelne Zellen das humane, punktmutierte Ctnnb1-S33Y exprimieren, da das Zielgen GS exprimiert
wird. Diese GS-Expression fungiert als Marker fiir die Expression von punktmutiertem [-Catenin und

korreliert mit der Expression verschiedener CYP 450-Isoenzyme.

Die  immunhistochemische = Untersuchung der Lebergewebe von  transgenen
Tg(albCre/BCat>”")-Miusen zeigte, dass nur einzelne Zellen das humane, punktmutierte

Ctnnb1-S33Y exprimieren. Das B-Catenin-Zielgen GS diente hierbei als Marker fiir
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punktmutiertes B-Catenin (s. Abb. 4.26). In Wildtyp-Médusen zeigen nur ein bis drei
Zellreihen um die Zentralvenen GS-Expression. Neben diesen Zellen sind in den hier

generierten transgenen Tg(albCre/BCat>”

) Tieren auch einzelne Zellen im umgebenden
Lebergewebe gefirbt. Diese Zellen exprimieren also auch GS und des Weiteren auch die
untersuchten CYP450 Isoenzyme 1A2, 2BI1, 2C6, und 2E1. Allerdings zeigten nicht alle
Tg(albCre/BCat>*Y)-Tiere die gleiche Expression der untersuchten Enzyme. Innerhalb der
erhaltenen Individuen zeigten sich deutliche Unterschiede, insofern, dass auch einzelne Tiere
erhalten wurden, die sich immunhistochemisch nicht von Wildtyp-Tieren unterschieden.
Insgesamt konnte nur in 10% der erhaltenen transgenen Tiere GS-positive Hepatozyten in der
periportalen oder midzonalen Zone des Leberldppchens nachgewiesen werden. Hierbei
handelte es sich um einzelne, nicht in Clustern vorliegende Zellen innerhalb des normalen
Leberparenchyms. Die Quantifizierung dieser Bereiche ergab, dass nur etwa 0,5-2,2 % der
Hepatozyten das B-Catenin-S33Y-Protein exprimierten. Da fiir die Expression des Transgens
die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des leber-spezifischen Albumin-Promotors eingesetzt
wurde, wurden keine GS-positiven Zellen im nicht-parenchymalen Lebergewebe detektiert.
Zusammengefasst bedeutet dies, dass das eingebrachte Transgen Ctnnbl-S33Y in den

S33Y

generierten transgenen Tg(albCre/BCat™ " )-Mausen zwar exprimiert wird, allerdings in weit

weniger groBem Mal als erwartet.

4.54 Untersuchung der mRNA-Expression in Lebergewebe von

Tg(albCre/BCat>***)-Tieren durch real-time PCR

Mit Hilfe der Real Time PCR wurde die mRNA-Expression des Transgens, der

S33Y

Glutaminsynthetase und von CYP450 Isoenzymen in transgenen Tg(albCre/BCat™"")-Tieren

untersucht. Aus Lebergewebshomogenaten wurde mRNA mit Hilfe von Trizol isoliert und
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diese per RT-Reaktion in cDNA umgeschrieben. Diese wurde als Template fiir die Real Time

PCR eingesetzt. Mit Hilfe spezifischer Primer konnte die Expression von B-Catenin-S33Y,

sowie von GS und CYP450-Isoenzymen untersucht werden. Das Ergebnis dieser Analyse

zeigt die Tabelle 4.3.
Gen albCre GS CYP2B10 CYP2E1 CYP1Al1l 18S-RNA
PCR Effizienz 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
CP Werte
wt 43,5 19,7 38,7 16,7 30,7 11,9
Tg(albCre) 23,8 19,8 36,7 17,3 323 12,00
Tg(lox(pA)BCat™Y) 33,5 19,9 373 16,9 29,9 11,7
Tg(albCre/pCat™") -
Alter: 2 Wochen 26,9 20,4 42,9 19,3 322 12,1
Tg(albCre/BCat™") —
Alter: 4 Wochen 22,9 19,2 42,9 17,1 31,7 11,8
Tg(albCre/BCat™") —
Alter: 6 Wochen 22,5 21,2 394 17,4 31,5 12,3
Vergleich Tg(albCre)-Tiere mit wt-Tieren
Expressionsraten 889930,62 0,93 3,82 0,64 0,32 -
p-Werte 0,001 0,777 0,589 0,200 0,001 -
Vergleich Tg(lox(pA) ACat™*")-Tiere mit wt-Tieren
Expressionsraten 1028,74 0,87 2,56 1,67 0,84 -
p-Werte 0,209 0,713 0,596 0,833 0,498 -
Vergleich 2 Wochen alte Tg(albCre/ACat™>*')-Tiere mit wt-Tieren
Expressionsraten 95950,32 0,61 0,11 0,16 0,34 -
p-Werte 0,001 0,805 0,426 0,107 0,001 -
Veergleich 4 Wochen alte Tg(albCre/fCat™>")-Tiere mit wt-Tieren
Expressionsraten 159302042 1,40 0,05 0,78 0,50 -
p-Werte 0,001 0,430 0,440 0,538 0,308 -
Veergleich 6 Wochen alte Tg(albCre/fCat™*")-Tiere mit wt-Tieren
Expressionsraten 2206507,67 0,36 0,61 0,62 0,57 -
p-Werte 0,001 0,306 0,735 0,307 0,001 -

Tabelle 4.3: Relative mRNA Quantifizierung von GS und CYP-Isoenzymen in transgenen Tieren

durch real-time PCR.

Die Berechnung der Expressionsraten erfolgte nach folgender Formel:

eltaCP .
t arg et targ et(Ctnnblmutiert—wt)

Expressionsrate = eitacP
( reference)d reference(CtnnbImutiert—wt)
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Alle untersuchten transgenen Tg(albCre/pCat>*Y

) Tiere exprimieren das Enzym Cre-
Recombinase. Es kann also davon ausgegangen werden, dass dieses Enzym in den
entsprechenden Tieren exprimiert wird. Aus den erhaltenen Ergebnissen wird weiterhin
deutlich, dass keine erhohte mRNA-Expression des 3-Catenin-Zielgens GS vorliegt. Auch die
untersuchten CYP450 Isoenzyme 1A1, 2B10 und 2E1 zeigten in transgenen
Tg(albCre/BCat>Y)-Miusen keine erhohte Expression im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Dies

konnte sich durch die geringe Zahl Transgen-exprimierender Hepatozyten im Lebergewebe

erklaren lassen.

4.5.5 Untersuchung der Protein-Expression in _Lebergewebe von

Tg(albCre/BCat®**") Tieren

Die Proteinexpression von GS, CYP und B-Catenin der Tg(albCre/pCat>*") Tiere wurde
mittels Western Blot analysiert. Die hierflir benétigten Proteinproben wurden aus
Lebergewebshomogenaten isoliert. Zum Vergleich wurde Protein einer Wildtyp-Maus isoliert
und ebenfalls aufgetragen. Beziiglich der Proteinexpression wurden sowohl 8 Wochen alte
Tiere, also geschlechtsreife Tiere, als auch Jungtiere im Alter von 2 Wochen untersucht. In
diesen Tieren wurde die Expression von Glutaminsynthetase, sowie der CYP450 Isoenzyme
2B1, 2C6, 2E1 und 1A2 untersucht. Zum Vergleich und als Ladekontrolle wurde die B-

Catenin-Proteinexpression von allen untersuchten Tieren analysiert (s. Abb. 4.27).
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1 2 3 4 5 6 7 8 Tier Nr. 9 10 11 8
+ + + + + + + - S33Yalbcre + + + -
GS T GS @ —

CYP2C6 'p'ﬂ‘ g =

CYP2E1 — — _.
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Abbildung 4.27: Untersuchung der Cytochrom P450-Expression in transgenen
Tg(albCre/BCat>**Y)-Tieren.

Aus Gewebehomogenaten von Lebern transgener Tg(albCre/ pCat®*Y) Miuse (Nr 1-7 und 9-11) und
einer Wildtyp-Maus (Nr. 8) wurde Gesamtprotein isoliert und per SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet
und hinsichtlich ihrer GS-, B-Catenin und CYP2B1-, 2C6-, 2E1- und 1A2-Expression untersucht.
Hierbei wurden 8 Wochen alte transgene Tiere (Nr 1-7) und 2 Wochen alte transgene Tiere (Nr 9-11)

untersucht.

33Y)_Tiere zeigt eine leicht erhhte Expression

Nur ein Teil der transgenen Tg(albCre/BCat
der untersuchten Proteine Glutaminsynthetase, CYP450 2B1, 2C6, 2E1 und 1A2. Die
Expression von GS und CYP450 Isoenyzmen korreliert auch hier. Dies entspricht dem Bild,
das bei der immunhistochemischen Farbung dieser Tiere erhalten wurde. Ein Teil der
Tg(albCre/BCat>*Y)-Nachkommen zeigte das gleiche Expressionslevel der GS und der
untersuchten CYP450 Isoenzyme wie Wildtyp-Tiere. Auch zwischen geschlechtsreifen, 8
Wochen alten Tieren (Nr 1-7) und 2 Wochen alten Jungtieren (Nr 9-11) konnte kein

Unterschied in der GS- und CYP450-Expression gefunden werden. Dies spricht dafiir, dass
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sich die Expression des Transgens Ctnnb1-S33Y im Laufe des Lebens der transgenen Tiere

nicht verdndert bzw. von Anfang an in nur geringem Malle vorhanden ist (s. 4.27).
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5 Diskussion

5.1 Untersuchung der GS- und _Cytochrom P450-Expression _in

Mausleberlasionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern Mauslebertumoren, die punktmutiertes
Ctnnbl enthalten und somit stark erhdhte GS-Expressionslevel zeigen, auch eine verdnderte
CYP-Expression aufweisen, mit dem Ziel, die molekularen Mechanismen der
Expressionsregulation aufzukldren. Anzunehmen war, dass Gene, die in der Steuerung der
Zellproliferation und —differenzierung, sowie der Transkription eine Rolle spielen, wie die
Protoonkogene ras und Ctnnb1l, die in Mauslebertumoren aufgrund von Punktmutationen oft
in aktivierter Form vorliegen, hierbei involviert sind. Um dies beziiglich des Ctnnbl zu
untersuchen, wurde die Expression sowohl von GS als Marker fiir punktmutiertes Ctnnb1l, als
auch von Isoenyzmen u.a. der Familien CYP2B, CYP2C und das Isoenzym CYP2EI in
Mauslebertumoren auf RNA- und Proteinebene untersucht. Die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Mauslebertumoren stammten aus der so genannten Promotionsstudie. Hierin
wurden Méuse im Alter von 6 Wochen einmalig mit dem Karzinogen DEN behandelt. Eine
Gruppe dieser Tiere wurde anschlieBend 39 Wochen (bis zur Totung) mit PB behandelt,
wihrend die zweite Gruppe unbehandelt blieb (Moennikes et al., 1999). Wie erwartet, konnte
in Lebertumoren von PB-behandelten Tieren eine erhohte Expression der PB-induzierbaren
Isoenzyme der CYP2B-Familie festgestellt werden. Daneben zeigten die Tumoren dieser
Tiere auch eine vermehrte Expression von Isoenzymen der CYP1A-Familie, sowie von
CYP2E1. Dies war insofern bemerkenswert, da es sich hier um eine 3-MC-induzierbare,
sowie um eine Ethanol-induzierbare Form von CYP-Isoenzymen handelte. Die Expression

der untersuchten CYP-Enzyme korrelierte zu 100% mit der GS-Expression in den
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Lebertumoren von
PB-behandelten Tieren der Promotionsstudie. GS-positive Tumoren zeigten eine
unverdanderte oder nur leicht erhohte CYP-Expression im Vergleich zu umgebendem
Normalgewebe. Diese war dagegen in GS-negativem Tumorgewebe verringert.
Bemerkenswert hierbei war, dass sogar in GS-positiven Tumoren von nicht mit
PB behandelten Tieren eine erhohte CYP-Expression beobachtet werden konnte. Daraus kann
geschlossen werden, dass es sich bei der Induktion von GS und den untersuchten
CYP-Isoenzymen um einen dhnlichen Mechanismus handeln koénnte. Da GS ein Marker fiir
punktmutiertes Ctnnbl darstellt, wire es moglich, dass in GS-positiven Tumoren, die eine
verdnderte bzw. leicht erhohte CYP-Expression aufweisen, das durch Punktmutation
aktivierte B-Catenin bei der Induktion der untersuchten Enzyme eine Rolle spielt. Ob es sich
hierbei um einen direkten Zusammenhang oder eine indirekte Wirkung des P-Catenins
handelt, konnte aus diesen Beobachtungen allerdings nicht eindeutig gekldrt werden. Die
beobachtete B-Catenin-vermittelte Induktion unterscheidet sich aber aller Wahrscheinlichkeit
nach von der bisher bekannten PB-vermittelten Induktion von CYP-Isoenzymen. Da in
Tumoren von PB-behandelten Tieren der Inhibitionsstudie GS-negative Tumoren mit erhohter
Expression von PB-induzierbaren CYP-Isoenzymen gefunden wurden, kann angenommen
werden, dass in diesen Geweben der klassische PB-Induktionsmechanismus die Ursache fiir
die erhohte CYP-Expression darstellt.

Die hier untersuchten Ctnnbl-mutierten, GS-positiven Tumoren zeigten im Vergleich zu
normalem Lebergewebe eine dhnlich hohe oder zum Teil leicht erhohte Cytochrom P450-
Expression. Diese Isoenzyme wurden dagegen in Ctnnbl-Wildtyp, GS-negativen
Mauslebertumoren nur vermindert exprimiert. Die Ergebnisse konnten sowohl auf
Proteinebene, als auch auf mRNA-Ebene reproduziert werden. Hierbei wurden sowohl

Isoenzyme PB-induzierbarer CYP-Familien, wie CYP2B und CYP2C, als auch
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3-MC-induzierbare Isoenzyme vom Typ CYPIA und des Weiteren das Ethanol-induzierbare
CYP2E1-Enzym untersucht. Bemerkenswerterweise dhnelten sich die Expressionsmuster aller
untersuchten CYP-Isoenzyme in PB-behandelten und unbehandelten Tieren, so dass ein reiner
Induktionseffekt durch PB zumindest im Fall von CYP2B und CYP2C ausgeschlossen
werden kann. Der zugrunde liegende Mechanismus in diesen Tumoren kénnte also durchaus
auf die in den Tumorgeweben enthaltene Ctnnbl-Punktmutation zuriickzufiihren sein. Es
kann angenommen werden, dass durch Punktmutation aktiviertes p-Catenin in diesen
Tumoren an der Regulation der Expression verschiedener CYP-Isoenzyme beteiligt ist. Diese
Vermutung wurde auch durch Untersuchungen von Sekine et al. (2006) untermauert. In

hepatozyten-spezifischen B-Catenin Knock-out-Mausen (albCre/BCat' "'

) wurde sowohl
GS, als auch die CYP-Isoenzyme 1A2 und 2E1 deutlich vermindert exprimiert. Dagegen blieb
die Expression von CYP1A1l und CYP3All unverdndert. B-Catenin scheint also bei der
Expression einzelner CYP-Isoenzyme eine wichtige Rolle zu spielen. Auch Untersuchungen
von Hailfinger et al. (2006) bestétigten diese Vermutung, da gezeigt werden konnte, dass
Wnt3a-behandelte und damit vermehrt B-Catenin-exprimierende perizentrale Hepatozyten
eine verstirkte CYP1A1-, CYP2B10- und CYP2E1-Expression zeigen. Auch AhR wird in
diesen Zellen vermehrt exprimiert.

In Tumorgewebe wird eine Vielzahl von Zielgenen, darunter c-jun, Matrix Metalloproteinase
MMP-7, Axin-2 und Glutaminsynthetase, durch aktiviertes P-Catenin transkriptionell
aktiviert (sieche hierzu http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html). Diese
Aktivierung wird durch Interaktion von [-Catenin mit Mitgliedern der TCF/Lefl-
Transkriptionsfaktor-Familie vermittelt (Lustig and Behrens, 2003). Potentielle TCF/Lefl-
Bindungsstellen konnten nach in silico-Analyse auch im GS-Promotor/Enhancer gefunden

werden (http://corg.molgen.mpg.de). Denkbar wire, dass auch in den Promotoren der hier
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untersuchten CYP-Isoenzyme potentielle TCF-Bindungsstellen vorhanden sind, die durch
B-Catenin aktiviert werden konnen.

Anhand der bisher gewonnenen Ergebnisse konnte nicht eindeutig gekldrt werden, ob es sich
bei der Aktivierung von CYP-Isoenzymen durch B-Catenin um eine direkte oder indirekte
Wirkung des Proteins handelt. Um diese Frage ndher zu untersuchen, wurden
Maushepatomzellen transient transfiziert. Als Expressionsvektor wurde ein Konstrukt, das die
codierende Sequenz des in Codon 33 punktmutierten, humanen B-Catenin-Gens (CTNNB1-
S33Y) enthielt (B-CateninS33Y-Expressionsvektor), zusammen mit zwei verschiedenen
Reportergenkonstrukten transient transfiziert. Eines dieser Reportergenkonstrukte exprimierte
die Firefly-Luciferase unter Kontrolle eines ~2.7 kb grof8en Fragments der 5’-flankierenden
Promoterregion des Ratten-CYP2B1-Gens (pGL3C2B1), wéhrend im zweiten Konstrukt eine
TK-getriebene Luciferase mit drei DRE-Core-Motiven enthalten war (pT81Luc3 DRE).

S$33Y aktiviert werden

Wihrend das pGL3C2BI1-Reportergenkonstrukt allein durch B-Catenin
konnte, wurde im Fall des pT81Luc3 DRE-Reportergenkonstruktes
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) als zusitzlicher Aktivator bei der Transfektion
benoétigt. TCDD stellt einen Liganden des Aryl-Hydrocarbon Rezeptors (AhR) dar. Hierbei
handelt es sich um einen ligandengesteuerten Transkriptionsfaktor, der die Effekte zahlreicher
xenobiotischer und toxischer Substanzen vermittelt. Hierzu zdhlen im Besonderen die Dioxin-
dhnlichen halogenierten aromatischen Hydrocarbone (HAH), zu denen der typische Agonist
TCDD gehort. Der Ah-Rezeptor liegt im Zytosol gebunden an Hsp90 vor. Bindet TCDD an
AhR, kann dieser Komplex in den Zellkern translozieren, wo es zur Ablosung von Hsp90
kommt. AhR dimerisiert in der Folge mit seinem Partnerprotein Arnt und liegt somit als
aktivierter Transkriptionsfaktor vor (Gu et al., 2000; Bock et al., 1994).

Da die Induktion von CYP-Enzymen im Falle der CYP1A-Familie durch AhR bzw. im Falle

der CYP2B-Familie durch den constitutive androstane receptor (CAR) vermittelt wird,
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wurden fiir diese transienten Transfektionen des Weiteren AhR- und mCAR-1-
Expressionsvektoren eingesetzt.
Vorangegangene Experimente hatten gezeigt, dass die Transfektion von durch Punktmutation

aktiviertem B-Catenin (B-Catenin®>"

) zu einer starken Aktivierung des [-Catenin/TCF-
responsiven Reportergenkonstrukts TopFlash (Schwarz et al., 2003) fiihrt. Dieser Effekt
konnte hier nochmals reproduziert werden. Des Weiteren fiihrte die Transfektion von
Maushepatomzellen mit dem B-Catenin®"'-Expressionsvektor und dem pGL3C2BI-
Reportergenkonstrukt zu einer Aktivierung der Reportergenaktivitit. PB wurde fiir die
Aktivierung der Reportergenaktivitit nicht bendtigt, da es nach PB-Behandlung der
transfizierten Zellen eher zu einer leichten Verminderung der durch P-Catenin®>"
hervorgerufenen Aktivierung des Reportergenkonstruktes kam.

Wurden Maushepatomzellen nur mit dem mCAR-1-Expressionsvektor pPCR3-mCAR (Ueda et
al., 2002) transfiziert, kam es zu einer leichten Aktivierung des CYP2BI-
Reportergenkonstrukts, die durch PB nicht beeinflusst werden konnte. Die Transfektion von
B-Catenin®*Y dagegen steigerte die Reporteraktivitit im Vergleich zur alleinigen
Transfektion mit m-CAR-1 deutlich. Da dieser Effekt durch Co-Transfektion mit m-CAR-1
nicht weiter gesteigert werden konnte, kann angenommen werden, dass die B-Catenin-
abhingige Aktivierung des CYP2B1-Reporters unabhédngig von CAR verlduft. Es handelt sich
also hier aller Wahrscheinlichkeit nach nicht um denselben Induktionsmechanismus, wie er in
der normalen CYP2B-Induktion beobachtet wird. Bei der Induktion von CYP2B-Enzymen
iiber CAR werden mindestens zwei Schritte durchlaufen, die in unterschiedlicher Weise
reguliert werden: die nukledre Translokation und die Rezeptoraktivierung im Zellkern
(Sueyoshi and Negishi, 2001; Handschin and Meyer, 2005). Im Zytoplasma liegt CAR in

einem Proteinkomplex gebunden u.a. an Hsp90 und dem cytoplasma CAR retention Protein

(CCRP) vor. Zur Translokation muss CAR aus diesem Proteinkomplex durch
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Dephosphorylierung mittels Protein Phosphatase 2A herausgeldst werden. Dieser Schritt wird
durch verschiedene Substanzen, darunter PB, aktiviert. Nach der Translokation in den
Zellkern bindet CAR zundchst an den retinoic X receptor (RXR) und anschliefend als
Heterodimer CAR-RXR an Enhancer-Sequenzen der DNA, so genannte phenobarbital
responsive element modules (PBREs oder PBREMs). Nachdem die Chromatinstruktur in
dieser Region verdndert wurde, erfolgt die Transkription des Strukturgens (Tzameli and
Moore, 2001; Sueyoshi and Negishi, 2001).

Moglich wire auch hier, wie im Falle der GS, dass im Promotorbereich von CYP2B-
Isoenzymen TCF-Bindungsstellen vorhanden sind, mit denen P-Catenin/TCF-Komplexe
interagieren und so die Transkription des Gens aktivieren konnten.

In einer zweiten Versuchsreihe von transienten Transfektionen wurden Maushepatomzellen in
dhnlicher Weise transfiziert wie oben beschrieben. Allerdings wurde hier, anders als in den
oben beschriebenen Experimenten, ein TK-getriebenes Luciferase-Konstrukt, das drei
DRE-Core Motive enthielt, eingesetzt (pT81Luc3 DRE). Die Behandlung der mit leerem
Expressionsvektor transfizierten Zellen mit TCDD fiihrte zu einer deutlichen Erhohung der
Reportergenaktivitit im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Transfektion mit

S33Y

B-Catenin zeigte, dass das 3xDRE-enthaltende Konstrukt im Gegensatz zu pGL3C2Bl1

S33Y aktiviert wird. Wurden diese Zellen

nur in sehr geringem MalBie durch B-Catenin
allerdings mit TCDD behandelt, konnte die Aktivierung des Reporters deutlich gesteigert
werden. Allerdings konnten auch hier die durch B-Catenin®*" beobachteten Effekte durch
AhR nicht weiter gesteigert werden. Die Inkubation von Maushepatomzellen mit TCDD fiihrt
zu einer negativen Regulation von AhR (Pollenz, 1996). Da hier ein nur DRE-enthaltendes
Reportergenkonstrukt eingesetzt wurde, muss davon ausgegangen werden, dass neben der

klassischen transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen durch B-Catenin/TCF-Komplexe,

die an TCF-Bindungsstellen in der Promotorregion der entsprechenden Zielgene binden, noch
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ein weiterer Mechanismus existiert, mit Hilfe dessen B-Catenin die Transkription von CYP
aktivieren kann. Eine Stabilisierung der Rezeptoren mCAR und AhR scheint also bei der

Aktivierung oder Induktion von CYP2B1 und CYP1A1l durch aktiviertes B-Catenin, in

diesem Fall pB-Catenin®”Y, keine Rolle zu spiclen. Die pB-Catenin-vermittelten

transkriptionellen Effekte konnten durch Co-Transfektion mit den Rezeptoren AhR und
mCAR-1 nicht weiter gesteigert werden. Dies flihrt zu der Annahme, dass die zelluldre
Expression dieser Transkriptionsfaktoren hoch genug ist und sie daher nicht die limitierenden
Faktoren fiir die Aktivierung von Zielgenen darstellt.

Alternativ konnte es moglich sein, dass die B-Catenin-vermittelte Induktion der untersuchten
CYP-Isoenzyme unabhingig von den klassischen nukledren Induktionswegen verlauft. Durch
Punktmutation aktiviertes B-Catenin konnte also direkt oder indirekt, unabhéngig von den
bereits bekannten, klassischen Induktionswegen, CYP-Enzyme aktivieren und regulieren.
Welche Faktoren hierbei eine Rolle spielen und um welche Art von Induktion es sich handelt,
kann aber anhand der bisher erhaltenen Ergebnisse noch nicht weiter aufgeklart werden und
bedarf daher weiterer Untersuchung.

CYP-Monooxigenasen spielen eine zentrale Rolle in der Aktivierung und/oder Inaktivierung
vieler Antikrebs-Medikamente, die zurzeit in der Krebstherapie eingesetzt werden. Des
Weiteren ist bekannt, dass das mdrl (multidrug resistance 1)-Gen durch den TCF-4/B-
Catenin-Komplex in der Kolorektalkarzinogenese transaktiviert wird (Yamada et al., 2000).
Demzufolge konnten durch B-Catenin verursachte Verdnderungen der Aktivitit von CYP-
Isoenzymen die Tumorempfindlichkeit und die Resistenzentwicklung gegeniiber

Chemotherapeutika in gewisser Weise beeinflussen.
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5.2  Generierung einer transgenen Maus

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Generierung einer transgenen Maus, die induzierbar
eine punktmutierte Form des humanen [-Catenin-Gens CTNNB1 exprimiert. Diese Tiere
wurden so verdndert, dass neben Maus-Wildtyp-Ctnnbl auch ein humanes B-Catenin-Gen
(CTNNB1-S33Y), das eine Punktmutation in Codon 33 besitzt, exprimiert wird. Diese
Mutation fiihrt zu einem Austausch von Serin (S) nach Tyrosin (Y). Hierfiir wurde die fiir
humanes, durch Punktmutation aktiviertes [-Catenin codierende Sequenz des
Expressionsvektors pB-Catenin®"/CI-neo (Chtarbova et al., 2002) per PCR amplifiziert und
in die multiple cloning site des Vektors pCALNLS, der eine CAG-loxP-neo-polyA-loxP-
Kassette enthielt, an diese Kassette anschlieend einkloniert. Aus dem so erhaltenen
Konstrukt ppCat®*Y/CALNL5 wurde der Transgen-tragende Bereich, bestehend aus
CAG-loxP-neo-polyA-loxP-Element und nachfolgend der codierenden Sequenz fiir

S33Y

B-Catenin™ ", per Restriktionverdau ausgeschnitten und fiir die Mikroinjektion aufgereinigt.

Diese Kassette wurde anschlieend mit Hilfe der Mikroinjektion in B6D2F1-Zygoten injiziert

533Y)_Miuse durch Genotypisierung

und die so erhaltenen transgenen Tg(loxP(pA)BCat
charakterisiert. Um transgene Tg(albCre/pCat>?Y) Tiere zu erhalten, wurden
Tg(loxP(pA)BCatS33Y)-Méiuse mit Tg(albCre)-Méausen, die die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des Leber-spezifischen Albumin-Promotors exprimieren, verpaart. Aus den daraus

533Y)_Tieren wurden die Lebern entnommen und die

entstandenen transgenen Tg(albCre/BCat
intrazellulire Lokalisation des humanen, durch Punktmutation aktivierten [-Catenins
immunhistochemisch, sowie dessen Expression auf RNA- und Proteinebene indirekt
untersucht.

B-Catenin ist ein hochkonserviertes ubiquitires Protein in Vertebraten. Es besitzt zwei

Funktionen in Sdugerzellen. Zum einen stellt es eine Komponente der adherens junctions
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dar, interagiert als solche u.a. mit E-Cadherin und bindet an a-Catenin, das dann an das
Zytoskelett bindet (Weis and Nelson, 2009). Des Weiteren kann es einen Komplex mit APC
(adenomatous polyposis coli) bilden und stellt somit einen wichtigen Teil des Wnt-
Signalwegs dar, der unter anderem bei der Kontrolle der Embryonalentwicklung eine Rolle
spielt (Polakis, 2007). Weiterhin ist [B-Catenin an der Zelldifferenzierung und der
Lebertumorigenese in Maus und Mensch beteiligt. In Anwesenheit eines Wnt-Signals nimmt
der B-Catenin-Gehalt des Zytoplasmas zu, worauthin B-Catenin in den Zellkern transloziert.
Dort transaktiviert es Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie. Liegt kein Wnt-Signal
am frizzled-Rezeptor vor, wird B—Catenin phosphoryliert und letztlich abgebaut, d.h. der p-
Catenin-Gehalt der Zelle wird negativ reguliert und es kann keine Aktivierung der
entsprechenden Zielgene im Zellkern stattfinden.

Nachdem aus vorangegangenen Studien unseres Arbeitskreises bekannt war, dass
Lebertumoren PB-behandelter Mause vermehrt Punktmutationen in Ctnnbl, z.B. Mutationen
in Codon 33 des Exons 2, aufweisen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine konditionale
Knock-in-Maus generiert, die leberspezifisch humanes, durch Punktmutation aktiviertes

S33Y

B-Catenin (B-Catenin®**") exprimiert. Ein B-Catenin®>Y-Expressionsvektor, der einen neo-

S33Y

polyA-Spacer zwischen dem CAG-Promotor und der fiir humanes -Catenin codierenden

Sequenz enthidlt, wurde in Pronuclei von B6D2F1-Mauszygoten mikroinjiziert. Die daraus

erhaltenen transgenen Tg(loxP(pA)BCat™>"

)-Tiere wurden anschlieBend mit Tg(albCre)-
Maiusen verpaart, um den flox-flankierten Spacer auszuschneiden und CTNNB1-S33Y zu
aktivieren. Transgene Tg(albCre)-Mause exprimieren Cre-Rekombinase unter der Kontrolle
des leberspezifischen Albumin-Promotors. So kénnen durch diese Verpaarung transgene
Tg(albCre/BCat>*¥)-Miuse erhalten werden, die durch Punktmutation aktiviertes B-Catenin

(B-Catenin®Y) gezielt in der Leber exprimieren. Der Albumin-Promotor ist vor der Geburt

der Tiere nicht signifikant aktiv. Seine maximale Aktivitit erreicht er erst in mindestens zwei
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Wochen alten Jungtieren (Postic et al., 2000). Dadurch bleibt die Entwicklung der Jungtiere
relativ ungestort, da das CTNNB1-S33Y-Transgen wéhrend der Embryonalentwicklung der
Tiere noch nicht oder nur in sehr geringem Malle exprimiert wird. Des Weiteren ist das
Transgen durch die Wahl des Albuminpromotors nur in Hepatozyten aktiv und nicht in
nicht-parenchymalen Zellen, was die Zellspezifitét in der Leber garantiert. Um die Expression

533Y hachzuweisen, wurde der die Punktmutation enthaltende Genabschnitt des

von B-Catenin
Transgens per PCR amplifiziert und die Mutation per Sequenzierung nachgewiesen. Die
Funktionalitit des Transgens wurde durch Bestimmung der Expression verschiedener
B-Catenin-Zielgene, wie z.B. Glutaminsynthetase (GS), TUberpriift. Hier zeigten
Tg(albCre/pCat™>")-Miuse eine leicht erhohte Expression der untersuchten Zielgene, wie GS
und verschiedene CYP-Isoenzyme, auf Proteinebene.

Hepatozyten der periportalen und perivendsen Zonen des Leberldppchens weisen
Unterschiede in Gehalt und Aktivitdt verschiedener Enzyme und anderer Proteine auf. So tritt
GS hauptsdchlich in perivendsen Hepatozyten auf, da GS-mRNA nur in diesen Hepatozyten
spezifisch exprimiert wird (Gebhardt und Mecke, 1983; Bracuning et al., 2006). Auch die
Mehrzahl fremdstoffmetabolisierender CYP-Enzyme wird zum grofiten Teil in perivendsen
Hepatozyten exprimiert, da in diesen hauptsichlich mRNA-Expressionen dieser CYP-
Enzyme nachweisbar sind (Biihler et al., 1992). Die Mechanismen dieser Zonierung konnten
bisher noch nicht eindeutig aufgeklart werden. Man geht aber davon aus, dass zwei
gegenldufige Signalwege, die durch Ha-ras- und B-Catenin-abhéingige Faktoren gesteuert
werden, hier beteiligt sind (Hailfinger et al., 2006). Da B-Catenin demnach also bei der
zonierten Expression einiger Leberproteine eine Rolle spielt, wurde die Expression und damit
die Zonierung verschiedener CYP-Isoenzyme, sowie des Transgens und der GS in

Tg(albCre/BCat>¥)-Tieren immunhistochemisch untersucht. Die Transgen-Expression

unterschied sich deutlich zwischen einzelnen Individuen. Nur 10% der untersuchten Tiere
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wiesen GS-positive Hepatozyten in der periportalen oder midzonalen Zone des
Leberldppchens auf. Diese waren als Einzelzellen im normalen Leberparenchym verteilt. Die
Quantifizierung dieser GS-positiven Hepatozyten ergab, dass nur in ca. 0,5-2,2% aller

Leberzellen B-Catenin®**Y

exprimiert wurde. Die Expression verschiedener CYP-Isoenzyme,
wie CYP1A, CYP2B und CYP2EI, korrelierte mit der beobachteten GS-Expression der
Transgen-exprimierenden Zellen. Dies spricht fiir einen gemeinsamen
Regulationsmechanismus von GS und CYP durch aktiviertes $-Catenin.

Vorangegangene Studien in vivo in der Maus hatten gezeigt, dass ein gut regulierter [3-
Catenin-Signalweg wihrend der Embryonalentwicklung (Micsenyi et al., 2004) und dem
postnatalen Leberwachstum sehr wichtig ist (Apte et al., 2007). In den durch Verpaarung von
Tg(loxP(pA)BCatS33Y)- und Tg(albCre)-Méusen erhaltenen transgenen Tg(alere/BCat833Y)-
Tieren konnten keine Auffilligkeiten in Lebergrole und -gewicht beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu zeigten Studien mit transgenen Méusen, die NH,-terminal verkiirztes Ctnnbl
(AN131B-Catenin) in der Leber, im Darm und der Niere exprimieren, dass diese Tiere sofort
nach der Geburt aufgrund von vermehrter Zellproliferation bzw. Leberzellhyperplasie
schwere Hepatomegalien entwickeln, wihrend keine Apoptose-Aktivierung nachweisbar ist
(Cadoret et al., 2001). Auch die Morbiditdtsrate dieser Tiere ist im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren stark erhoht. In dem im Rahmen dieser Arbeit generierten Mausmodell waren
allerdings keine Verinderungen der Proliferationsrate GS-positiver, p-Catenin®**Y-
exprimierender Hepatozyten nachweisbar. Die untersuchten Lebern zeigten keinen Hinweis
auf Hepatomegalie oder dhnliche Verdnderungen. Auch eine erhdhte Morbiditéits- oder
Mortalitdtsrate dieser Tiere konnte im Rahmen der bisherigen Studien nicht beobachtet
werden.  Diese  Ergebnisse  sprechen  dafiir, dass die  Regulation des

B-Catenin-Signalwegs wihrend der Embryonalentwicklung der Tiere in den hier generierten

transgenen Méusen nicht beeintrdchtigt ist. Die bisher erhaltenen Tiere entwickelten sich
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normal. Dies konnte allerdings auf die Tatsache zurlickzufithren sein, dass nur einzelne,
wenige Zellen, die iliber das gesamte Leberldppchen verteilt gefunden wurden, GS-Expression

und damit Transgen-Expression aufwiesen. Die B-Catenin®"

-exprimierenden Zellen waren
nur als wenige Einzelzellen im Leberparenchym zu sehen. Eine Clusterbildung dieser Zellen
konnte in den bisher untersuchten Tieren nicht gefunden werden. Dagegen zeigten die von
Cadoret et al. untersuchten transgenen AN131-B-Catenin-Tiere eine einheitliche, iiber das
gesamte Leberparenchym verteilte GS-Expression.

Die Ursache fiir die nur sehr geringe Expression von B-Catenin-Zielgenen bzw. die nur in
einzelnen Zellen des Leberparenchyms nachweisbare Transgen-Expression konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden werden. Da das eingebrachte CTNNB1-S33Y unter
Kontrolle des konstitutiv aktiven, starken CAG-Promotors stand, wire eigentlich eine
gleichmiBig starke p-Catenin®*Y-Expression im Leberparenchym zu erwarten gewesen. Fiir
die Cre-Rekombinase-Expression wurde, wie oben beschrieben, der leberspezifische
Albumin-Promotor eingesetzt, der erst in mindestens zwei Wochen alten Jungtieren seine
maximale Aktivitét erreicht. Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass es sich hier
nicht um einen durch die Expression von durch Punktmutation aktiviertem f-Catenin
hervorgerufenen tiefgreifenden Defekt in der Embryonalentwicklung handelt, der die
Jungtiere eventuell bereits im Mutterleib absterben lassen wiirde. Allerdings wire prinzipiell
durch Uberexpression des durch Punktmutation aktivierten B-Catenins eine starke Erhohung
der Apoptoserate und damit verstdrkter Zelltod in der Leber der transgenen Tiere denkbar.

Die Tatsache, dass die Lebergewichte transgener Tg(albCre/pCat>**Y

)-Maiuse von denen der
Wildtyp-Tiere des gleichen Wurfes nicht zu unterscheiden waren, spricht aber dagegen, dass
dies in den hier untersuchten transgenen Tieren in erhohtem Mafe der Fall ist.

Die Untersuchung genomischer DNA und der mRNA der Lebern transgener

Tg(albCre/pCat>*)-Tiere hat gezeigt, dass nur dann phinotypische Effekte nachweisbar
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waren, wenn die Rekombination in hohem Malle stattfand. Dass in den hier untersuchten

transgenen Tg(albCre/pCat>**

) nur wenig bis keine Aktivierung von Zielgenen des
B-Catenins detektiert werden konnte, ist durch die Tatsache erkldrbar, dass nur eine sehr
geringe Anzahl von Zellen im Leberparenchym das Transgen und damit 3-Catenin-Zielgene,
wie GS, exprimierten. Auch die Korrelation der GS- und CYP-Expression wie sie in vitro in
Maushepatomzellen beobachtet wurde, konnte in vivo nicht eindeutig reproduziert werden,
was ecbenfalls auf die sehr geringe Anzahl B-Catenin®>Y-exprimierender Zellen
zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend ldsst sich aus diesen Ergebnissen schlieBen, dass durch Punktmutation
aktiviertes B-Catenin, wenn es in entsprechend hohem Mal} in der Leber transgener Tiere
exprimiert wird, die Expression fremdstoffmetabolisierender Enzyme und anderer Proteine in
transgenen Méusen beeinflussen kann. Allerdings fillt die Transgenexpression in der Leber in
dem hier generierten Modell aus bisher noch unbekannten Griinden insgesamt sehr viel
geringer aus als zuvor erwartet.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierte transgene Maus, die durch Punktmutation aktiviertes
B-Catenin in einer kleinen Anzahl von Hepatozyten, die liber das gesamte Leberlédppchen
verteilt sind, bedingt exprimiert, weist eine mosaikartige Transgenexpression auf. Dies und
die hohe Variabilitdt innerhalb der erhaltenen transgenen Individuen macht Untersuchungen
zur Expression verschiedener bekannter [-Catenin-Zielgene, sowie potentieller neuer
Zielgene in Lebern dieser Tiere sehr schwierig. Da Transgen-exprimierende Hepatozyten nur
in sehr geringer Zahl im Lebergewebe vorhanden sind, konnen Untersuchungen der mRNA-
und Proteinexpression verschiedener Zielgene nur schlecht oder gar nicht untersucht werden,
da die viel hohere Zahl von Wildtyp-Hepatozyten in den untersuchten Homogenaten das
Ergebnis verfilscht. Unterschiede in der Expression von Zielgenen, wie z.B. GS, werden in

Leberhomogenaten aufgrund der sehr geringen Zahl Transgen-exprimierender Zellen von
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Wildtyp-Zellen iiberdeckt und konnen damit nicht oder nur sehr schwer nachgewiesen
werden. Abhilfe konnte eventuell die Isolation GS-positiver,
B-Catenin®""-exprimierender Zellen aus Leberhomogenaten transgener Tiere schaffen. Des
Weiteren konnten mit Hilfe von Primédrkulturen von Hepatozyten transgener
Tg(albCre/pCat>*Y)- Miuse weitere Untersuchung zur Charakterisierung der neu generierten
transgenen Mauslinie durchgefiihrt werden.

Alles in allem konnte die im Rahmen dieser Arbeit generierte transgene Maus, die
leberspezifisch punktmutiertes CTNNB1 (CTNNB1-S33Y) exprimiert, als Modell zur
Untersuchung des Verhaltens einzelner Onkogen-exprimierender Hepatozyten in vivo vor
dem Hintergrund phéinotypisch normaler Hepatozyten herangezogen werden. Zu weiteren
Untersuchungen zur Charakterisierung dieser Tiere konnten sowohl Lebern PB-behandelter
Tiere mit nicht behandelten Tieren verglichen, sowie Primirkulturen von Hepatozyten
transgener Tiere eingesetzt werden. Des Weiteren konnten mit Hilfe von Mikrodissektionen

-exprimierende Zellen isoliert

einzelne, GS-positive und damit wahrscheinlich B-Catenin
und fiir mRNA- und Proteinisolierungen herangezogen werden. Mit Hilfe dieser Methode
konnten gezielt Transgen-exprimierende Hepatozyten mit Wildtyp-Hepatozyten hinsichtlich
ihrer Expression von -Catenin-Zielgenen auf mRNA- und Proteinebene untersucht und
eventuell vorhandene Expressionsunterschiede sichtbar gemacht werden.

Da mutiertes B-Catenin fiir die Entstehung einer Vielzahl von Lebertumoren in Maus und
Mensch verantwortlich zu sein scheint, wire es moglich, dass das hier generierte Mausmodell
dazu beitragen kann, die Rolle von [-Catenin und seinen Mutationen in der
Lebertumorigenese aufzukldren. Langfristig konnte also mit Hilfe der Tg(albCre/BCat>>Y)-
Maus ein in vivo-Modell erhalten werden, mit dessen Hilfe die Rolle des durch

Punktmutation aktivierten B-Catenins in der Leberkanzerogenese der Maus weiter aufgeklart

werden konnte.
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6 Zusammenfassung

Die Leber ist das grofite Stoffwechselorgan des Korpers und das primére Leberzellkarzinom
(HCC) zéhlt zu den haufigsten Tumorerkrankungen. Der Tumorpromotor Phenobarbital (PB)
fordert die Hepatokarzinogenese in Nagern, wenn er im Anschluss an ein tumor-initiierendes
Leberkarzinogen, wie z.B. Diethylnitrosamin, gegeben wird. In der Mausleber resultiert der
promovierende Effekt von PB aus einer selektiven Stimulation des klonalen Wachstums von
Hepatozyten, die eine aktivierende Mutation im p-Catenin-Gen (Ctnnbl) aufweisen.
B-Catenin spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen zelluldren Prozessen, wie z.B.
Zelldifferenzierung und Lebertumorigenese in Maus und Mensch. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte untersucht werden, wie sich die Expression fremdstoffmetabolisierender Cytochrom
P450-Enzyme in Ctnnbl-mutierten Tumoren gegeniiber Normalgewebe unterscheidet. Zudem
sollte eine transgene Maus generiert werden, die induzierbar eine punktmutierte Form des
humanen -Catenins exprimiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration verschiedener Cytochrom P450-Isoenzyme
in Ctnnbl-mutierten Tumoren selektiv erhoht ist. Immunhistochemische und Western Blot
Analysen zeigten, dass Ctnnbl-mutierte Mauslebertumoren eine hdhere Konzentration an
CYP1A1, 2B1, 2C6 und 2E1 aufweisen als Tumoren ohne Ctnnbl-Mutation oder normales
Lebergewebe. Auch auf mRNA-Ebene konnten erhohte CYP-Expressionen nachgewiesen
werden. Die B-Catenin-Expression blieb dabei in allen untersuchten Tumoren unverdndert.
Um den Mechanismus, der der Verstirkung der CYP-Expression in Ctnnbl-mutierten
Mauslebertumoren zugrunde liegt, zu untersuchen, wurden Maushepatomzellen transient
transfiziert. Hierfiir wurde ein Expressionsvektor, der die codierende Sequenz fiir humanes,

S33Y

durch Punktmutation aktiviertes p-Catenin (f-Catenin™”") enthielt, eingesetzt. Dessen

transaktivierende Funktionalitdt wurde im Vorfeld mittels Transfektion mit einem -Cat/TCF-
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responsiven Reportergenkonstrukt (TopFlash) nachgewiesen. Interessanterweise wurden
Luciferase-Reportergenkonstrukte, die regulatorische Upstream-Sequenzen des CYP2BI-
Gens oder des CYP1A1-Gens enthielten, durch B-Catenin®’Y aktiviert. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass durch Mutation aktiviertes -Catenin zu einer transkriptionellen
Aktivierung von CYP-Isoenzymen in Mauslebertumoren fiihrt. Da CYP-Isoenzyme bei der
Aktivierung und/oder Inaktivierung verschiedener klinisch wichtiger Krebsmedikamente eine
Rolle spielen, konnten die hier erhaltenen Ergebnisse fiir die Chemotherapie humaner
Krebsarten, in denen eine Aktivierung von B-Catenin durch Mutationen beobachtet werden
kann, von Bedeutung sein.

Um die Rolle von Ctnnbl-Mutationen in vivo zu untersuchen, wurde eine Knock-in-Maus

generiert, die durch Punktmutation aktiviertes p-Catenin (B-Catenin®>"

) unter der Kontrolle
des leberspezifischen Albumin-Promotors exprimiert. Die Expression des Transgens wurde
per PCR iiberpriift und die B-Catenin-Mutation per Sequenzierung nachgewiesen. Seine
Funktionalitdt wurde mittels Expressionsuntersuchungen von -Catenin-Zielgenen, wie z.B.

S33Y

Glutaminsynthetase (GS), {iberpriift. Transgene Tg(albCre/BCat™" ")-Tiere zeigten aufgrund

S33Y-exprimierenden Zellen im

einer sehr geringen Zahl an GS-positiven, [-Catenin
Leberparenchym nur eine leicht erhohte Expression von GS und verschiedenen CYP-
Isoenzymen auf mRNA- und Proteinebene. Da [-Catenin eine wichtige Rolle bei der
zonierten Expression einiger Leberproteine spielt, wurde die Zonierung des Proteins, sowie
von B-Catenin-Zielgenen, wie GS, und CYP-Enzymen, mittels Immunhistochemie untersucht.
Diese Experimente zeigten ebenfalls, dass nur eine geringe Zahl von Hepatozyten das -
CateninS33Y-Transgen exprimierten. Diese waren nicht in Clustern angelegt, sondern lagen als

Einzelzellen im normalen Leberparenchym vor. Diese einzelnen Transgen-exprimierenden

Zellen wiesen allerdings eine erhdhte GS- und CYP-Expression auf.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch Punktmutation aktiviertes P-Catenin die
Expression fremdstoffmetabolisierender Enzyme und anderer Proteine in transgenen Tieren
beeinflufit. Da Mutationen im B-Catenin-Gen in einer Reihe von Lebertumoren in Maus und
Mensch enthalten sind, konnte mit dem hier generierten Mausmodell ein in vivo-Modell
vorliegen, mit dessen Hilfe die Rolle von Ctnnbl-Mutationen und das Verhalten einzelner

Onkogen-exprimierender Zellen in der Lebertumorigenese niher untersucht werden kann.
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Promotion of hepatocarcinogenesis by phenobarbital is mediated by overexpression of
glutamin synthetase in beta-catenin-mutated mouse liver tumors.

Loeppen, S., Schneider, D., Gaunitz, F., Gebhardt, R., Buchmann, A., Schwarz, M.
Gemeinsame Herbsttagung der Gesellschaft fur Biochemie und Molekularbiologie e.V.
(GBM) und der Deutschen Gesellschaft fiir Experimentelle und Klinische Pharmakologie
und Toxikologie e.V. (DGPT), 7.-10. September, 2002, Halle.
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Akademische Lehrer
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Walter Pfeiffer
Helmut Pommer
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Joachim Strahle
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Ulrich Weber
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Ulrich Weser
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Anhang

Anhang
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File: Dest-Vektor_B11 Klon3-11-2_003.abl1  Run Ended: Sep 1, 2005, 11:10:58  Signal G:544 A:454 T:510 C:344  Comment:
Sample: Klon3-11-2 Lane: 3 Base spacing 14.48 853 bases in 12268 scans Page 1 of 2
10 20 30 40 50 60
A AT GACAT CAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCT GGGGAATATAAAT GTCAGGCTCCCTTATA

g M B i

100 110 120 130 140 150
CACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTAT GCAAAATCTAATTTAA

160 170 180 200 210 2£b 230

TATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATGGGAATCAATTCACTCCTCAGGTGCAGG

g /\M\/MMW (bl

CTGCCTATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTAT GGGG

v g oo g g

ACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTT GTGTCTCT,

CACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCCATATGCTG

520 530 540 550 560 A 570 580 590 600
GCTGCCATGAACAAAGGTTGGCTATAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTT




File: Dest-Vektor_B11 Klon3-11-2_003.abl1  Run Ended: Sep 1, 2005, 11:10:58  Signal G:544 A:454 T:510 C:344  Comment:

Sample: Klon3-11-2 Lane: 3 Base spacing 14.48 853 bases in 12268 scans Page 2 of 2
610 620 630 640 650 660 670 680 69
GACTTGAGGT TAGATTTTTTTTATATTTTGT TTTGTGTTATTTTTTTCT TTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCA

10] 700 710 720 730 740 750 760 770
GATTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGGAGATCCCTCGACCTGCAGCCCAAGCT TGG (

780 790 800 810 820 830 840 850
CGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATT GTTATCCGC TCACAATTTCCACACAA CATACG AGCCGG AAGCA




File: pS33Y-EntrD_CCCC_CO05_4-8middle_for_005.ab1  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:784 A:566 T:550 C:520  Comment:

Sample: 4-8middle_for Lane: 5 Base spacing 14.97 880 bases in 12298 scans Page 1 of 2
10 20 30 40 50 60 70
TG CAGaA TACAATGAT GTAGAAACAGCTCGTTGTACCGCTGGGACCTTG CATAACCTTTCCCATCATCGTGAGGGCTT

Lo ot l

BO 100 110 120 130 140 150 160
ACTGGCCATCTTTAAGTCTGGAGGCATTCCTGCCCTGGTGAAAATGCTTGGTTCACCAGTGGATTCTGTGTTGTTTTATGCCATTACAAC'

70 180 190 200 210 230 240 250 2
TCTCCACAACCTTTTATTACATCAAGAAGGAGCTAAAATGGCAGTGCGTTTAGCTGGTGGGCTGCAGAAAATGGTTGCCTTGCTCAACAAA

i

ACAAATGTTAAATTCTTGGCTATTACGACAGACTGCCTTCAAATTTTAGCTTATGGCAACCAAGAAAGCAAGCTCATCATACTGGCTAGT

gy

pO 360 370 380 390 400 410 420 430 44
GGTGGACCCCAAGCTTTAGTAAATATAATGAGGACCTATACTTACGAAAAACTACTGTGGACCACAAGCAGAGTGCTGAAGGTGCTATCT

g l

0] 450 460 470 480 490 500 510 520
GTCTGCTCTAGTAATAAGCCGGCTATTGTAGAAGCTGGTGGAATGCAAGCTTTAGGACTTCACCTGACAGATCCAAGTCAACGTCTTGT

AL AL A L AL AN L\ N

530 540 550 560 570 580 590 600 ‘ éld
TCAGAACTGTCTTTGGACTCTCAGGAATCTTTCAGATGCTGCAACTAAACAGGAAGGGATGGAAGGTCCCCTTGGGACTCTTGTTCAG




File: pS33Y-EntrD_CCCC_CO05_4-8middle_for_005.ab1  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:784 A:566 T:550 C:520  Comment:

Sample: 4-8middle_for Lane: 5 Base spacing 14.97 880 bases in 12298 scans Page 2 of 2
620 630 640 650 660 670 680 690 700
CTTCTGGGTTCAGATGATATAAATGTGGTCACCTGTGCAGCTGGAATTCTTTCTAACCTCACTTGCAATAATTATAAGAACAAGATG

710 720 730 740 750 760 770 780 790
ATGGTCTGCCAAGTGGGTG GTATAGAGGCTCTTGTGCGTACTGTCCTTCGGGCTGGTGACAGGG AAGACATCACTGAGCCTGCCATC

ol

800 810 820 830 840 850 860 870
MTGTGCTCTTCGTCATCTGACCAGCCGACACC AAG AAGCAGAGATGG CCCAGAATGCAG TTCG CCTTCACTA TGGAAC TACCC AG

880
TTG TG G




File: pS33Y-EntrD_CCCC_DO05_4-8middle_rev_007.abl  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:564 A:452 T:350 C:390  Comment:
Sample: 4-8middle_rev Lane: 7 Base spacing 15.10 890 bases in 12310 scans Page 1 of 2
10 20 30 40 50 60 70
TCg G TACA CCTTCACTATTTCTTCCATGCGGACCCCCTCCACAAATTGCTGCTGTGTCCCACCCATGG ACGTACG G

“.gy,,.u.._A.mummmwmmmmmmnulmmu

CGCTGGGTATCCTGATGTGCACGAACAAGCAACTGAACTAGTCGTGGAATGGCACCCTGCTCACGCA GTGCATGATTTGCGGGACA
170 180 190 200 210 220 230 240 250

AAGGGCAAGATTTCGAATCAATCCAACAGTAGCCTTTATCAGAGGCCAGTGGGATGGTGGGTGTAAGAGCTTAACCACAACTGGTAGTCC

uﬂhnﬂundhnuuunxAlnnnnhhnlhﬂﬂlhhhuJunuuu Ahunn

ATAGTGAAGGCGAACTGCATTCTGGGCCA TGCTTCTTGGTGTCGGCTGGTCAGATGACGAAGAGCACAGATGG CTCAGTGM

ol il

FGTCTTCCCTGTCACCAGCCCGAAGGACAGTACGCACAAGAGCCTCTATACCACCCACTTGGCAGACCATCATCTTGTTCTTATAATTAT

ot b

440 450 460 470 480 490 500 510 520
FTGCAAGTGAGGTTAGAAAGAATTCCAGCTGCACAGGTGACCACATTTATATCATCTGAACCCAGAAGCT GAACAAGAGTCCCAAGGGGA

WAL Y, d

530 540 550 560 570 580 590 600 610
CCTTCCATCCCTTCCTGTTTAGTTGCAGCATCTGAAAGATTCCTGAGAGTCCAAAGACAGTTCTGAACAAGACGTTGACTTGGATCT G




File: pS33Y-EntrD_CCCC_DO05_4-8middle_rev_007.abl  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:564 A:452 T:350 C:390  Comment:

Sample: 4-8middle_rev Lane: 7 Base spacing 15.10 890 bases in 12310 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 7q
TCAGGTGAAGTCCTAAAGCTTGCATTCCACCAGCTTCTACAATAGCCGGCTTATTACTAGAGCAGACAGATAGCACCTTCAGCACTCT

po 710 720 730 740 750 760 770 780
GCTTGTGGTCCACAGTAGTTTTTCGTAAGTATAGGTCCTCATTATATTTACTAAAGCTTGGGGTCCACCACTAGCCAGTATGATGAG

Lol

790 800 810 820 830 840 850 860
CTTGCTTTCTTGG TTGCCATAAGCTAAAATTT GAA GGCAGTCTGTCGTAA TAGCCCAAGAA TTTT AACATTTG TTTT G TTG A

Q ‘Av.’O‘Q&QwO«A A Do el e d XL X g - SO

B70 880 890
EC AA GG CAACCA TTTTCTG CAG




File: ps33Y-EntrD_CCCC_E05_M13_for_009.abl  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:513 A:406 T:318 C:329  Comment:

Sample: M13_for Lane: 9 Base spacing 15.02 883 bases in 12301 scans Page 1 of 2
10 20 30 40 50 60 70
TGATTTTAT TTTGACTGATAGT GACCTG TTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC TTTTTTATAAT GCCAACTTTGT

D0 ety bl

100 110 120 130 140 150 160
[ACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTCACCGTATACCATACAACTGTTTTGAAAATCCAGCGTGGACAATGGCTACTCAAGCTGA

gl

170 180 190 200 210 220 230 240
TTTGATGGAGTTGGACATGGCCATGG AACCAGACAGAAAAGCGGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACAGTCTTACCTGGACTATGGAATCCA

/\/\/\[\WW\I\[\M\/\M\ Ay /V\/\[\NV\WWVX[\/\/\/\W\/\A

TTCTGGAGCAACTACCACAGCTCCTTCTCTGAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACCTCCCAAGTCCTGTATGAGT

GGGAACAGGGATTTTCTCAGTCCTTCACTCAAGAACAAGTAGCTGATATTGATGGACAGTATGCAATGACTCGAGCTCAGAGGGTACGAG

i | kg

440 450 460 470 480 490 500 510 520
CTGCTATGTTCCCTGAGACATTAGATGAGGGCATGCAGATCCCATCTACACAGTTTGATGCTGCTCATCCCACTAATGTCCAGCGTTTG

A

530 540 550 560 570 - 580 590 600 610
GCTGAACCATCACAGATGCTGAAACATGCAGTTGTAAACTTGATTAACTATCAAGATGATGCAGAACTTGCCACACGTGCAATCCATG




File: ps33Y-EntrD_CCCC_E05_M13_for_009.abl  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:513 A:406 T:318 C:329  Comment:
Sample: M13_for Lane: 9 Base spacing 15.02 883 bases in 12301 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700
APACTGACAAAACTGCTAAATGACGAGGACCAGGTGGTGGTTAATAAGGCTGCAGTTATGGTCCATCAGCTTTCTAAAAAGGAAGCTTC

710 720 730 740 750 760 770 780 790
CAGACACGCTATCATGCGTTCTCCTCAGATGGTGTCTGCTATTGTACGTACCATGCAGAATACAAATGATGTAGAAACAGCTCG TTGT

c‘Mo Q000000000 m. LoeDoor Deotons oo o 00unead Poondtoc e

800 830 840 850 860 870
ACCGCTGGG ACCTTGCATAACCTTTCCCATCATCG TGAGGGCTTACTGG CCATC TTTAAGTCTGGGAGGCATTCC TG C C TG(

880
p TG AAAATGC T G

D O el e




File: pS33Y-EntrD_CCCC_F05_M13_rev_011.abl  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:734 A:529 T:466 C:546 = Comment:

Sample: M13_rev Lane: 11 Base spacmg 14.97 889 bases in 12308 scans Page 1 of 2
10 20 40 50 60 70
G GAATCAGCTG G ATGGCAAATAAT GATTTTATTTTGACTG ATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATT GATAAGC

A MY,

100 110 120 130 140 150 160
AATGCTTTCTTATAATGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGCGCGCCCACCCTTACTCCTAAAGGATGATTTACAGGTCAGTATCA

bt

AACCAGGCCAGCTGATTGCTGTCACCTGGAGGCAGCCCATCCATGAGGTCCTGGGCATGCCCCAGATCTGGCAGCCCATCAACTGGATA

itk b

GTCAGCACCAGGGTGGTGGCCACCCATCTCATGTTCCATCATGGGGTCCATACCCAAGGCATCCTGGCCATATCCACCAGAGTGAAAAGA

350 360 370 380 390 410 420 430

ACGATAGCTAGGATCATCCTGGCGATATCCAAGGGGTTCTCCCTGGGCACCAATATCAAGTCCAAGATCAGCAGTCTCATTCCAAGCCAT

D

440 450 460 470 480 490 500 510 520
TGGCTCTGTTCTGAAGAGAGAGCTGGTCAGCTCAACTGAAAGCCGTTTCTTGTAATCTTGTGGCTTGTCCTCAGACATTCGGAACAAAA

530 540 ' 550 560 ' 570 580 590 600 610
CAGCAGCTGCATATGTCGCCACACCTTCATTCCTAGAGTGAAGTAACTCTGTCAGAGGAGCT GTGGCTCCCTCAGCTTCAATAGCTTC




File: pS33Y-EntrD_CCCC_F05_M13_rev_011.abl  Run Ended: Nov 15, 2005, 15:10:27  Signal G:734 A:529 T:466 C:546 = Comment:

Sample: M13_rev Lane: 11 Base spacing 14.97 889 bases in 12308 scans Page 2 of 2
620 630 640 650 660 670 680 690 7
TGCAGCTTCCTTGTCCTGAGCAAGTTCACAGAGGACCCCTGCAGCTACTCTTTGGATGTTTTCAATGGGAGAATAAAGCAGCTGCACY

00 710 720 730 740 750 760 770 780
AACAATGGAATGGTATTTAGTCCTCTGATAACAATTCGGTTGTGAACATCCCGAGCTAGGATGTGAAGGGCTCCGGTACAACCT TCAY

N0 me}cm 0 L0 o aa0o o0 0000000

790 800 810 820 830 840 850 860 87
RCTATTTCTTCCATGCGGACCCCC TCCACAAATTGCTGCTGTGTCCCACCCATGGE ACGTACCGGC GCTGGGG TATCC TG ATG T

D 880
ECACGAACAAGCAACTGG AA




File: pS33Y-EntrD_CTCC_E03_4-8_28-for_009.abl1  Run Ended: Nov 30, 2005, 18:06:26  Signal G:109 A:74 T:71C:61  Comment:
Sample: 4-8_28-for Lane: 9 Base spacing 15.51 765 bases in 11659 scans Page 1 of 2
30

10 20 40 50 60 70
A G AATA AAAT G AT GTAGAAACAGCTCGTTGTACCGCTGGGACCTTGCATAACCTTTCCCATCATCGTGAGGGCT

'&w‘"\\- VY ‘“\“ Y u LV | "um“m

100 110 140 150 160
TACTGGCCATCTTTAAGTCTGGAGGCATTCCTGCCCTGGTGAAAATGCTTGGTTCACCAGTGGATTCTGTGTTGTTTTATGCCATTACAA

ity

180 190 200 210 220 230 240 250
CTCTCCACAACCTTTTATTACATCAAGAAGGAGCTAAAATGGCAGTGCGTTTAGCTGGTGGGCTGCAGAAAATGGTTGCCTTGCTCAACH

gl

RAAACAAATGTTAAATTCTTGGCTATTACGACAGACTGCCTTCAAATTTTAGCTTATGGCAACCAAGAAAGCAAGCTCATCATACTGGCT

g

AGTGGTGGACCCCAAGCTTTAGTAAATATAATGAGGACCTATACTTACGAAAAACTACTGTGGACCACAAGCAGAGTGCTGAAGGTGCTA

500 510 520
ATCTGTCTGCTCTAGTAATAAGCCGGCTATTGTAGAAGCTGGTGGAATGCAAGCTTTAGGACTTCACCTGACAGATCCAAGTCAACGTCT

\ UMD I

530 540 550 560 570 580 590 600 — 610
TGTTCAGAACTGTCTTTGGACTCTCAGGAATCTTTCAGATGCTGCAACTAAACAGGAAGGGATGGAAGGTCTCCTTGGGACTC TT GT TCA

i A )




File: pS33Y-EntrD_CTCC_E03_4-8_28-for_009.abl1  Run Ended: Nov 30, 2005, 18:06:26  Signal G:109 A:74 T:71C:61  Comment:
Sample: 4-8 28-for Lane: 9 Base spacing 15.51 765 bases in 11659 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700
GCTTCTGGGTTCAGATGATATAAAT GT GGTCACC TGTGCAGCTGGAATTCTTTTCTAA CCTCACTTGCAATAAT TATAAGAACAAGATGAT

710 720 730 740 750 760
BGTCTGCCAAGTGGGTG GTATAG A GGCTCT TGTGCG TACTGTCCTTC GGGCT GGTGAC AGGG




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_GO07_3-1-middlefor_013.abl  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:55 A:42 T:43 C:37  Comment:
Sample: 3-1-middlefor Lane: 13 Base spacmg 15.58 811 bases in 11260 scans Page 1 of 2

10 20 40 50 60 70
A TACAAA' T G AT GT AG AAACA GCTCGTTGTACCGCTGGGACCTTGCATAACCTTTCCCATCATCGTGAGGGCT'I

“v~" JA*\ ,A" O \“ | . | -vh--w!“h ‘ ‘

110 120 130 140 150 160
[ACTGGCCATCTTTAAGTCTGGAGGCATTCCTGCCCTGGTGAAAATGCTTGGTTCACCAGTGGATTCTGTGTTGTTTTATGCCATTACAA

oo

CTCTCCACAACCTTTTATTACATCAAGAAGGAGCTAAAATGGCAGTGCGTTTAGCTGGTGGGCTGCAGAAAATGGTTGCCTTGCTCAACA

gt i

AAACAAATGTTAAATTCTTGGCTATTACGACAGACTGCCTTCAAATTTTAGCTTATGGCAACCAAGAAAGCAAGCTCATCATACTGGCTA

i Mmmunlmnmmmunmmummhmm | mmmmm

GTGGTGGACCCCAAGCTTTAGTAAATATAATGAGGACCTATACTTACGAAAAACTACT GTGGACC GAGTGCTGAAGGTGCTAT

nlnhhnmmm.ummnmﬂuunmmhmmnthuuuunhmmmn

CTGTCTGCTCTAGTAATAAGCCGGCTATTGTAGAAGCTGGTGGAATGCAA GCTTTAGGACTTCACCTGACAGATCCAAGTCAACGTCTT

A A,‘A.A A‘

530 540 550 560 570 580 590 600 = ‘ 610
GTTCAGAACTGTCTTTGGACTCTCAGGAATCTTTCAGATGCTGCAACTAAACAGGAAGGGATGGAAGGTCTCCTTGGGACTCTTGTTCA




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_GO07_3-1-middlefor_013.abl  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:55 A:42 T:43 C:37  Comment:
Sample: 3-1-middlefor Lane: 13 Base spacing 15.58 811 bases in 11260 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690
GCTTCTGGGTTCAGATGATATAAATGTGGTCACCTGTGCAGCTGGAATTCTTTCTAACCTCACTTGCAATAAT TATAAGAACAAGATG

PN

00 710 720 730 740 750 760 770 780
ATGGTCTGCCAAGTGGGTGGTATAGAGGCTCTT GTGCGTACTGTCCTTCGGGCTGGTGACAGGG AAGACATCACTG AGCCTGCCAT

Y Onn R A T T AN e S AT v"wdeL QWD

790 800 810
CTGTGCTCTTCGTCATCTGACCAGCCG




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_EQ7_3-1-NL5for_009.abl  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:36 A:33 T:31C:28 = Comment:
Sample: 3-1-NL5for Lane: 9 Base spacing 15.71 750 bases in 11501 scans Page 1 of 2
10 20 30 40 50 60 70
TTG TTTATTGCAGCTTATAAT GGTTACAAATAAAGCAATA GCAT CACAAATTTCaCAAATAAAGCATTTTTTTCACT

\MuA.m&l«a@h»&th&&utmAmhmhmAM U&;‘ “ m“ﬂ

G TAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAATCCGAA CGTATAACTTC ATACAT

MMM\[\A M\AMMWW\M\[\MMMM\MMMMMMMM gl

180 190 200
TATAC GAAGTTATCTCGAGTCGCTCGGTACGATTTAAATT GAATTCGAGCTCGGTACCCATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC

Ml hlmnum T mmmmﬂnmmnnmmdunnhluu‘m

260 270
GGC CTTCACCGTATACC ACAACTGT TTGAAAATCCAGCGTGGACAATGGCTACTCAAGCTGATTTGATGGAGTTGGAC/
350 360 370 380 390 400 410 420 430

ATGGCCATGG AACCAGACAGAAAAGCGGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACAGTCTTACCTGGACTATGGAATCCATTCTGGAGCAACTACC

[\MMM/\AMM il T

440 450 460 470 480 490 500 510 520
ACAGCTCCTTCTCTGAGTGGTAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACCTCCCAAGTCCTGTATGAGTGGGAACAGGGATTTT

2 /AN L L ,A‘

530 540 A 550 560 570 580 590 600 610
CTCAGTCCTTCACTCAAGAACAAGTAGC TGATATTGATGGACAG TATGCAATGACTCGAGCTCAGAGGGTACGAGCTGCTATGT TCCC

L A AN A A e D )




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_EQ7_3-1-NL5for_009.abl  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:36 A:33 T:31C:28 = Comment:

Sample: 3-1-NL5for Lane: 9 Base spacing 15.71 750 bases in 11501 scans Page 2 of 2
620 630 640 650 660 670 680 690
TGAGACATTAGATGAGGGCATGCAGATCCCATCTACACAGTTTGAT GC TGCTCATCCCACTAATGTCCAGCGT TTGGCTGAACCAT




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_F07_3-1-NL5rev_011.abl  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:64 A:50 T:45C:43  Comment:

Sample: 3-1-NL5rev Lane: 11 Base spacing 15.72 826 bases in 11153 scans Page 1 of 2
10 20 30

AACTC TAAA CCAaATACT CATTCT G AT GTTTTAAAT GATTT GCCCTCCCATAT GTCCT ch GAGTGAGAGACACAAAAAA

kDl

90 100 110 120 130 140 150 160 17¢
TTCCAACACACTATTGCAAT GAAAATAAATTTCCTTTATTAGCCAGAAGTCAGATGCTCAAGGGGCTTCATGATGTCCCCATAATTTTT (

uuummmlmnhmnmlmnnummhmhnnmnhmlhhummum

:GCAGAGGGAAAAAGATCTCAGTGGTATTT GTGAGCCAGGG CATTGGCCACACCAGCCACCACCTTCTGATAG GCAGCCTGCACCTG AGG

AMMMMMmemMMmmmhmmmmmmmmmmMmML

AGTGAATTGATTCCCATCAACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGCGCGCCCACCCTTACTCCTAAAGGATGATTTACAGGTCAGTAT,

g ol

360 370 380 400 410 420 430
CAAACCAGGCCAGCTGATTGCTGTCACCTGGAGGCAGCCCATCCATGAGGTCCTGGGCATGCCCCAGATCTGGCAGCCCATCAACTGGA

il

140 450 ~460 470 480 490 500 510 520
TAGTCAGCACCAGGGTGGTGGCCACCCATCTCATGTTCCATCATGGGGTCCATACCCAAGGCATCCTGGCCATATCCACCAGAGT GAAAA

U AUV

530 540 550 560 570 580 590 600 610 l
GAACGATAGCTAGGATCATCCTGGCGATATCCAAGGGGTTCTCCCTGGGCACCAATATCAAGTCCAAGATCAGCAGTCTCATTC CAAGC




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_F07_3-1-NL5rev_011.abl  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:64 A:50 T:45C:43  Comment:
Sample: 3-1-NL5rev Lane: 11 Base spacing 15.72 826 bases in 11153 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700
CATTGGCTCTGTTCT GAAGAGAGAGCTGGT CAGCTCAACTGAAAGCCGTTTTCTTGTAATCTTGTGGCTTGTCCTCAGACATTCG GAA

a0 e Ao A D0 oMYA

710 720 730 740 750 760 770 780 790
CAAAACAGCAGCTGCATATGTCGCCACACCTTCAT CCTAGAGTGAAGTAACTCTGTCAGAGGAGCTGTGGCTCCCTCAGCTTCAAT

AGCTT CTGCAGCTT CC TTGTCCTGAGC A G TTCACA




Sam.ple: 3-1-middlerev

age
60
TCCCACCCAT

WY N ,Ai,,«wumhmmmhuwAlmmlA‘ AW ﬂ.,. ‘Amml

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

i

?

nhudmnmlhmn.uhhm.unnmhlnﬂuunh




File: S33Y-Insert in pPCALNL5_HO07_3-1-middlerev_015.abl1  Run Ended: Dec 19, 2005, 16:36:58  Signal G:48 A:40 T:36 C:36  Comment:

Sample: 3-1-middlerev Lane: 15 Base spacing 15.72 777 bases in 11336 scans Page 2 of 2

610 620 630 640 650 660 670 680 690
GGTGAAGTCCTAAAGCTTGCAT TCCACCAGCTTCTACAATAGCCGG CTTATTACTAGAGCAGACAGATAGCACCCTTCAGCACTCTGC

700 710 ~ 720 730 740 750 760 770

TTGTGGTCCACAGTAG TTTTTCGTAAGTATAGGTCCTC ATT ATATTTACTAAAGCTTGGGGTCCACCACTAGCCAGTATGA






