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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Krebs

Der menschliche Kérper besteht aus Milliarden von Zellen, die durch Zellteilung
aus einer befruchteten Eizelle hervorgehen. Durch die Koordination von
Zellteilung, Differenzierung und programmiertem Zelltod (Apoptose) entstehen
komplexe Strukturen, deren Wachstum und Erhaltung einem geregelten Ablauf
folgen und der Funktionsfahigkeit des Organismus dienen. Die Fahigkeit von
Zellen sich zu teilen bleibt haufig Uber das gesamte Leben des adulten
Organismus bestehen und sorgt so fiir die Erhaltung des Gewebes, indem z.B.
Wunden verschlossen oder gealterte Zellen ersetzt werden. Diese Prozesse
sind mdglich, weil fast jede Zelle eines Organismus das komplette Genom
enthalt. Auf der anderen Seite birgt diese Eigenschaft die Gefahr, dass die DNA
individueller Zellen mit der Zeit durch verschiedene Mechanismen verandert
werden kann. Solche zuféllig auftretenden Mutationen kénnen zusammen mit
epigenetischen Veranderungen dazu fihren, dass Zellen sich unaufhérlich
teilen und resistent gegen die Einleitung der Apoptose werden. Die Férderung
des Zellzyklus und die Resistenz gegen Apoptose sind kritische Eigenschaften
von Krebszellen, welche die Entstehung von Tumoren férdern. Die Bildung und
das Wachstum von Tumoren unterliegen nicht mehr den Regeln der
Gewebeorganisation und Gewebeerhaltung, sondern dem Ziel der
unbegrenzten Teilung (Weinberg, 2007). Im Jahr 2000 wurden von Douglas
Hanahan und Robert Weinberg sechs Charakteristika formuliert (Hanahan and

Weinberg, 2000), welche die meisten Krebsarten aufweisen:
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1. Die Fahigkeit unbegrenzt zu wachsen, d.h. unbegrenzte Zellvermehrung

2. Ignorieren von Signalen, die normalerweise zu einem Wachstumsstop
fihren wirden

3. Ignorieren von Signalen, die zur Apoptose fihren

4. Produktion von Faktoren, die den Tumor selbst im Wachstum
unterstitzen

5. Rekrutierung anderer Zelltypen, um zur besseren Versorgung des
Tumors GefaBe neu zu bilden (Angiogenese)

6. Invasives Wachstum in das umliegende Gewebe

Nach Angaben der Deutschen Krebshilfe e.V. erkranken in Deutschland jahrlich
ca. 450000 Menschen an Krebs und ca. 216000 jedes Jahr sterben aufgrund
dieser Erkrankung, womit Krebs nach den Herz-Kreislauferkrankungen die
zweithaufigste Todesursache (~25%) ist. Die meisten Krebsarten bilden
primare, solide Tumore, wahrend die Zellen bei Blutkrebsarten im
kardiovaskularen und lymphatischen System zirkulieren.

Tumore werden anhand ihres aggressiven Wachstums in zwei Klassen
eingeteilt:

1. Benigne Tumore (gutartig) — verdrangen umliegendes Gewebe,
infiltrieren es aber nicht und bilden keine Metastasen. Benigne Tumore
kénnen hyperplastisch (erhéhte Zellzahl) oder dysplastisch (erhéhte
Zellzahl und zytologische Veranderungen) sein.

2. Maligne Tumore (bdsartig) — verdréangen, infiltrieren und zerstéren
umliegendes Gewebe und metastasieren UOber Blut- und/oder
Lymphgefale.

Die Entstehung von Tumoren ist ein komplexer Prozess, der sich gewdhnlich
Uber Jahrzehnte hinzieht und in mehreren Schritten ablauft. Untersuchungen
haben gezeigt, dass flr die Entstehung von Krebs multiple Mutationen
erforderlich sind und dass in verschiedenen Tumorarten unterschiedliche Gene
mit einer gewissen Haufigkeit mutiert sind (DePinho, 2000; Weinberg, 2007).
Gemeinsam haben diese Gene, dass sie den Zellzyklus bzw. die Proliferation
oder die Apoptose der Zellen kontrollieren. Gene, die Proteine kodieren, die die
Zellteilung unterdricken und die Apoptose fordern, werden als

Tumorsuppressoren  bezeichnet.  Der  Verlust der  Aktivitdt  von
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Tumorsuppressoren durch inaktivierende Mutationen oder Deletionen férdert
die Entstehung von Krebs. Ein Beispiel flr einen Tumorsuppressor ist das
Protein p53, das in normalen Zellen DNA-Schaden detektiert und die Apoptose
einleitet (Green and Kroemer, 2009). Proteine, die das Uberleben von Zellen
und die Zellteilung férdern, werden als Protoonkogene bezeichnet. Aktivierende
Mutationen in solchen Genen oder deren regulatorischen Elementen
konvertieren diese in sogenannte Onkogene. Beispiele fiir Protoonkogene sind
Transkriptionsfaktoren (z.B. Myc, Jun, Fos und E2F), positive Regulatoren des
Zellzyklus (z.B. Cycline oder Cyclin-abhédngige Kinasen (Cdk)), anti-
apoptotische Faktoren (z.B. Bcl-2 und Mdm2) oder Wachstumsfaktoren (z.B.
Platelet-derived Growth Factor (PDGF) und Fibroblast Growth Factor (FGF))
und deren Rezeptoren. In den letzen 30 Jahren Kkonnten einige
Wachstumsfaktoren identifiziert werden, die in Tumoren Uberexprimiert werden
und das Wachstum von Tumoren férdern (lgney and Krammer, 2002;
Weinberg, 2007). Die meisten dieser Wachstumsfaktoren waren bis dahin als
Mitogene bekannt, doch konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Proliferation,
sondern auch die Migration und/oder Invasion von Tumorzellen durch

Wachstumsfaktoren beeinflusst werden kénnen.

1.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren dienen in mehrzelligen Organismen der interzellularen
Kommunikation, die flir komplexe Prozesse wie Gewebedifferenzierung und
Embryogenese grundlegend ist. Interzellulare  Kommunikation  wird
hauptsachlich von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren vermittelt. Die
spezifische Bindung dieser Mediatoren an die entsprechenden Rezeptoren
aktiviert intrazellulare Signalkaskaden, die wiederum zur Aktivierung oder
Repression von Genen und damit zu einer veranderten Genexpression fihren
(Aaronson, 1991 (A); Aaronson, 1991 (B)). Wachstumsfaktoren kénnen die
Proliferation von Zellen positiv oder negativ beeinflussen, wobei die Wirkung
dieser Faktoren oft von dem Vorhandensein weiterer Wachstumsfaktoren und
dem Zelltyp abhangt (Aaronson, 1991 (A); Aaronson, 1991 (B)).
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Wachstumsfaktoren werden als Mitogene bezeichnet, wenn sie den Eintritt von
Zellen in die Mitose bewirken.

Die Hauptfunktion von Wachstumsfaktoren ist es, eine Verknlpfung zwischen
Zelle und Umgebung herzustellen und damit der Zelle die Méglichkeit zu geben,
angemessen auf Veranderungen der Umgebung oder interne Veranderungen
zu reagieren. Flr die Wirkungsweise der Wachstumsfaktoren wurden sechs
unterschiedliche Mechanismen beschrieben, die aufgrund der Wegstrecke
zwischen Produktionsort und Zielzellen unterschieden werden (siehe
Abbildung 1).

L]
L .
Signal- ™ Intrakrin
kaskadea
I aWa _‘i‘ |
e St o A o
. ) L e ]
utokrin Parakrin ., Extrazellulare
® ® . ® ; Iatrix
L ] \
» Endokrin @ °
; L
Blutpefan L * * @ L

Abbildung 1: Darstellung der verschiedenen Wirkungsmechanismen von
Wachstumsfaktoren.
Darstellung modifiziert nach Sporn & Todaro (Sporn and Todaro, 1980).

Waéhrend endokrine Wachstumsfaktoren Uber die Blutbahn zu weiter entfernt
liegenden Zielzellen gelangen, Gben parakrine Faktoren ihre Wirkung auf Zellen
aus, die in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Wachstumsfaktor-
sezernierenden Zellen liegen (Sporn and Todaro, 1980). Werden
Wachstumsfaktoren als membranstandige Proteine gebildet, die die Zielzelle
durch Bindung an die Rezeptoren der Nachbarzellen beeinflussen, wird der
Wirkungsmechanismus als juxtakrin bezeichnet (Bosenberg and Massague,
1993). Flr manche Wachstumsfaktoren konnte gezeigt werden, dass diese erst
in der extrazellularen Matrix (ECM) verankert werden, bevor sie mit Rezeptoren

auf der Oberflache von anliegenden Zellen interagieren kénnen (Klagsbrun and
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Baird, 1991). Der juxtakrine Weg und der Wirkungsmechanismus tber die ECM
stellen eine Variante des parakrinen Mechanismus dar, da ebenfalls nur
benachbarte Zellen im Wirkungsbereich der Wachstumsfaktoren liegen. Bei
einer autokrinen Wirkungsweise reagieren Zellen auf Faktoren, die sie selbst
gebildet und sezerniert haben. Die Bindung des Wachstumsfaktors 16st dann
eine Signalkaskade aus (Sporn and Todaro, 1980). Als eine Variante des
autokrinen wird der intrakrine Mechanismus angesehen. Manche von Zellen
gebildete Wachstumsfaktoren werden nicht sekretiert, sondern Gben ihre
Wirkung durch Bindung an intrazellulare Rezeptoren, die sich im Nukleus oder
im Zytoplasma befinden, aus (Logan, 1990).

FUr die Entstehung und Progression von Tumoren spielen Wachstumsfaktoren
oft eine entscheidende Rolle. So konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von
Tumoren betrachtliche Mengen an Wachstumsfaktoren produzieren und
sezernieren. Gleichzeitig exprimieren die Tumorzellen den entsprechenden
Wachstumsfaktor-Rezeptor, so dass diese auf den eigens gebildeten
Wachstumsfaktor reagieren kénnen. Ein Beispiel hierfir ist das Kaposi-Sarkom
(vaskularer Tumor). Bis jetzt ist bekannt, dass diese Art von Tumoren die
Wachstumsfaktoren Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Transforming
Growth Factor-f (TGF-B), Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), Angiopoietin 2
(Ang2), Chemokin CCI8/14, Chemokin CXCL11 und Endothelin, sowie deren
Rezeptoren exprimieren (Sharma-Walia et al., 2010). Ein weiteres Beispiel stellt
die Expression von Kit, dem Rezeptor des Stem Cell Factor (SCF), in
kleinzelligen Lungentumoren dar. Patienten, deren Tumor Kit exprimierte
starben im Durchschnitt 71 Tage nach der Diagnose, wahrend Patienten, in
deren Tumore keine Kit-Expression nachgewiesen werden konnte, im
Durchschnitt noch 288 Tage lebten (Micke et al., 2003). Diese Studien weisen
auf eine wichtige Funktion von Wachstumsfaktoren bei der Tumorentstehung
und Progression hin, da es fir den Tumor von immenser Bedeutung zu sein
scheint, durch die Expression von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren
positive Rilckkopplungsmechanismen zu schaffen und so die eigene

Proliferation zu kontrollieren (Weinberg, 2007).
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1.3 Hepatoma-derived growth factor (HDGF)

Der Hepatoma-derived growth factor (HDGF) wurde als erstes Mitglied einer
neuen Familie von Proteinen aus dem Kulturmedium der humanen Hepatom-
Zelllinie HuH-7 und metanephrotischen Mesenchymalzellen der Ratte isoliert
(Nakamura et al., 1994; Oliver and Al-Awqati, 1998). HuH-7 Zellen kénnen sich
in Kultur ohne Zugabe von Serum vermehren (Nakamura et al., 1994), was
darauf hindeutet, dass diese Zellen Faktoren exprimieren, die Gber autokrine,
intrakrine oder parakrine Mechanismen mitogene Aktivitdt austben. Weiter
konnte gezeigt werden, dass exogenes HDGF die DNA-Replikation von
Fibroblasten, Leberzellen, Zellen der glatten GefaBmuskulatur und
Endothelzellen stimuliert (Nakamura et al., 1994; Oliver and Al-Awqati, 1998;
Everett et al., 2000), was die parakrine mitogene Wirkung von HDGF bestatigte
und zur Einstufung von HDGF als Wachstumsfaktor fiihrte.

Neben HDGF wurden finf weitere homologe Proteine identifiziert, die als
HDGF-related proteins (HRPs) 1-4 (Izumoto et al., 1997; lkegame et al., 1999;
Kuroda et al., 1999; Dietz et al., 2002) und LEDGF (Lens Epithelium-derived
growth factor oder p52/75) (Ge et al., 1998 (A); Ge et al., 1998 (B); Singh et al.,
2000) bezeichnet werden. HDGF, HRP1-4 und LEDGF besitzen zwar eine
Sequenzibereinstimmung von 23,4% mit den High Mobility Group-1 (HMG)
Proteinen, bilden aber aufgrund fehlender fir HMG-1-Proteine
charakteristischer Doméanen, wie der DNA-Bindedomane HMG-Box, eine

eigene Gruppe von Wachstumsfaktoren.

237

HDGF GI LI Acidic nonHATH

HRP-1 Acidic nonHATH

HRP-2 Gr I Basic nonHATH

202

HRP-3 GV Basic nonHATH

235

HRP-4 LI Acidic nonHATH
1 a1

LEDGF LY I Basic nonHATH

283

669

331

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Mitglieder der HDGF-Proteinfamilie.

Der N-Terminus dieser Proteine ist stark konserviert und wird als HATH (Homologue to Amino
Terminus of HDGF) Region bezeichnet. Die C-Termini der Proteine unterscheiden sich stark.
Die Zahlen stehen fir die entsprechende Anzahl von Aminosauren (AS).
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Innerhalo  dieser HDGF-Proteinfamilie  weist der N-Terminus eine
Sequenzibereinstimmung von 54-78% auf. Aufgrund der Konserviertheit dieser
91 N-terminalen Aminosauren wird dieser Bereich als HATH (Homologue to
Amino Terminus of HDGF) Region bezeichnet (Abbildung 2). Im Gegensatz
zum N-Terminus unterscheidet sich der C-Terminus der einzelnen Proteine
sowohl in der Lange als auch in Bezug auf den isoelekirischen Punkt. Dies
deutet auf unterschiedliche Funktionen der Proteine hin, Uber die, bis auf die
Funktion als Wachstumsfaktoren, kaum etwas bekannt ist. Wahrend HRP-1
wahrscheinlich eine Rolle in der Spermatogenese spielt (Kuroda et al., 1999),
interagieren HRP-2 und LEDGF mit der HIV Integrase (Bradley and Craigie,
2005; Vanegas et al., 2005). LEDGF fungiert auBerdem noch als
Transkriptionsaktivator (Ge et al.,, 1998 (A); Ge et al., 1998 (B)). HRP-3 wird
ausschlieBlich in Zellen des Nervensystems exprimiert, und es konnte gezeigt
werden, dass HRP-3 mit Mikrotubuli interagiert (El-Tahir et al., 2009). Des
Weiteren wird HRP-3 als neurotropher Faktor beschrieben, der das
Neuritenwachstum korticaler Neurone férdert (Abouzied et al., 2010). Far
HRP-1 und HRP-4 sind noch keine Funktionen bekannt. Es konnte aber gezeigt
werden, dass die Expression von HRP-1 und HRP-4 auf die Hoden beschrénkt
ist (Izumoto et al., 1997; Dietz et al., 2002), wéhrend HDGF und HRP-2 in Maus
und Menschen in vielen Geweben (Leber, Gehirn, Herz, Lunge, Nieren,
Skelettmuskulatur, Plazenta, Magen und Darm) exprimiert werden. Zwischen
Mensch, Maus und Rind besteht fir HDGF eine Sequenzibereinstimmung von
95%, wobei sich die Unterschiede auf die non-HATH Region beschranken.

Von der murinen HDGF-kodierenden Sequenz (cds) wird ein 237 Aminosauren
langes Protein mit einem Molekulargewicht von 26,3 kDa gebildet, das stark an
Heparin-adhnliche Glykosaminoglykane (HLGAGSs) bindet (Dietz et al., 2002;
Sue et al., 2004). HDGF zeigt, wahrscheinlich aufgrund azider Bereiche, in
SDS-Gelen eine Laufanomalie, so dass es bei einem scheinbaren
Molekulargewicht von 38 kDa migriert. Das veranderte Laufverhalten wird nicht
durch posttranslationale Modifikationen (PTM) hervorgerufen, was durch eine
massenspekirometrische Analyse bestéatigt werden konnte (Abouzied et al.,
2004). HDGF besitzt, wie einige andere Wachstumsfaktoren (z.B. FGF (Nickel,
2005)), keine klassische Signalsequenz (Nakamura et al., 1994), so dass nicht
bekannt ist, auf welchem Weg HDGF sezerniert wird. Die proliferative Wirkung
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von extrazellularem HDGF auf Zellen lasst sich zum Teil durch eine Aktivierung
der MAP-Kinase erklaren (Everett et al., 2004; Ooi et al., 2010). AuBerdem
konnte eine Freisetzung von HDGF aus nekrotischen Zellen nachgewiesen
werden (Zhou et al., 2004). In diesem Zusammenhang wurde HDGF eine
mogliche Rolle als Alarmin zugewiesen, da es nur aus nekrotischen Zellen
freigesetzt, in apoptotischen Zellen aber zuriickgehalten wird (Bianchi, 2007).
Alarmine signalisieren einem Organismus, dass Zell- und Gewebeschaden
vorliegen (Bianchi, 2007).

Die subzellulare Lokalisation von HDGF ist fast immer nuklear, obwohl in
manchen Zellen auch eine zytosolische Lokalisation von HDGF beobachtet
wurde (Nakamura et al., 1994; Oliver and Al-Awgati, 1998; Everett et al., 2000).
HDGF besitzt zwei nukleédre Lokalisationssequenzen (NLS), wovon eine in der
konservierten HATH-Region (NLS-1) und die andere im C-terminalen Bereich
(NLS-2) lokalisiert ist (Nakamura et al., 1994; Abouzied et al., 2005).
Intrazellulares HDGF wirkt mitogen, wobei die nukleédre Lokalisation fiir diese
Wirkung erforderlich ist (Everett et al., 2001; Kishima et al., 2002). Mit Hilfe
verschiedener HDGF-GFP-Fusionsproteine konnte gezeigt werden, dass
hauptsachlich NLS-2 fir die nukledre Lokalisation von HDGF verantwortlich ist
(Everett et al., 2001; Kishima et al., 2002). Eine solche zweiteilige NLS-Struktur
kommt haufig in kernlokalisierten Proteinen vor, zu denen auch
Wachstumsfaktoren wie FGF-1 (Wesche et al., 2005) und FGF-2 (Sheng et al.,
2004) gehdéren. Im Gegensatz zu FGF, das nach Bindung an einen FGF-
Rezeptor und rezeptor-vermittelter Aufnahme in die Zelle in den Nukleus
transportiert wird (Pellegrini, 2001), konnte fir HDGF bisher kein Rezeptor
identifiziert werden.

HDGF geh6rt einer Familie von Proteinen an, die Uber eine schwach
konservierte PWWP (Prolin-Tryptophan-Tryptophan-Prolin)-Doméane verfligen.
Es konnte gezeigt werden, dass die ca. 70 Aminosauren umfassende Doméne
mit DNA interagieren kann (Qiu et al., 2002; Chen et al., 2004; Ge et al., 2004).
Diese Doméane wurde zuerst fir das Gen Wolf-Hirschhorn Syndrome
Cancidate 1 (WHSC1) beschrieben (Stec et al., 2000). Bisher wurde diese
Domane in ca. 60 eukaryotischen Proteinen gefunden. Zur Familie dieser
Proteine gehdren unter anderem der Transkriptionsfaktor PC4 und die
Methyltransferasen Dnmt 3a und 3b (Stec et al., 2000; Ren et al., 2004).
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Untersuchungen der PWWP-Doméane von HDGF, die sich innerhalb der
konservierten HATH-Region befindet, haben gezeigt, dass die PWWP-Doméne
von HDGF spezifisch eine 37 bp lange DNA-Sequenz binden kann. Eine solche
DNA-Sequenz konnte in der Promotorregion von mehreren Genen, wie VEGF
oder SMYD-1, nachgewiesen werden (Yang and Everett, 2007; Yang and
Everett, 2009). Diese Interaktion deutet auf eine Regulation dieser Gene durch
HDGF und damit auf eine Funktion von HDGF als Transkriptionsfaktor hin
(Yang and Everett, 2007).

Obwohl Uber eine Rolle von HDGF in der Organogenese spekuliert wird und
HDGF proliferative, angiogenetische und neurotrophe Eigenschaften
zugeschrieben werden, konnte bisher kein biochemischer oder morphologischer
Phanotyp in HDGF- defizienten (HDGF”) Mausen beobachtet werden
(Gallitzendoerfer et al., 2008).

1.4 HDGF und Krebs

Einleitend wurde HDGF als Wachstumsfaktor beschrieben, dessen mitogene
Wirkung in mehreren Zelltypen nachgewiesen werden konnte (Nakamura et al.,
1994; Oliver and Al-Awgati, 1998; Everett et al., 2000). Weitere Studien zu
HDGF deuten auf einen Zusammenhang zwischen HDGF und der Entstehung
und Progression von Tumoren hin. So wird eine Uberexpression des
Wachstumsfaktors in nicht-kleinzelligen Bronchial-Karzinomen (Ren et al.,
2004), in Leberkarzinomen (Hu et al., 2003), in malignen Melanomen (Bernard
et al., 2003), in Tumoren des Osophagus (Yamamoto et al., 2007) und des
Pankreas (Uyama et al., 2006) sowie in bestimmten Formen von Darmkrebs
(Lepourcelet et al., 2005; Yamamoto et al., 2006) im Vergleich zu normalen
Geweben beschrieben. Fir das Melanom wurde sogar eine Korrelation
zwischen dem Tumorstadium und der HDGF Expression beschrieben. So steigt
die Expression von einem niedrigen Niveau in benignen Tumoren graduell bis
hin zum metastasierenden malignen Melanom an (Bernard et al., 2003).

Neben den proliferativen Eigenschaften von HDGF wird ein Einfluss auf die
Initiation des programmierten Zelltodes (Apoptose) beschrieben (Machuy et al.,
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2005; Shen et al., 2005). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dass HDGF in HelLa-Zellen an der Regulation der TNF-o induzierten
Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus der mitochondrialen Membran
beteiligt ist (Machuy et al., 2005).

HDGF scheint auch eine Rolle in der Angiogenese von Tumoren zu spielen. So
konnte gezeigt werden, dass die Verringerung von HDGF durch Transfektion
mit HDGF-siRNA zu Tumoren mit einer reduzierten GefaBbildung fuhrt (Zhang
et al., 2006). Angiogenese ist eine Voraussetzung fiur Wachstum und
Differenzierung von Organen und Geweben, da die Bildung neuer BlutgefaBe
die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff gewahrleistet. Abgesehen von
der elementaren Bedeutung der Angiogenese wahrend der embryonalen
Entwicklung, hat sie eine groBe Bedeutung flr das Wachstum und die
Metastasierung von Tumoren (Auguste et al., 2005). In einem weiteren Tumor-
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Injektion von HDGF-Antikérpern
zu einem verlangsamten Tumorwachstum, zu einer reduzierten Anzahl von
BlutgefaBen und zu einer Verringerung des Durchmessers der BlutgefaBe
fuhrte (Ren et al., 2009).

Die Invasion von Tumorzellen beruht auf der Fahigkeit, die direkte Umgebung
besonders durch Proteolyse der extrazelludren Matrix (ECM) umzuformen
(Bogenrieder and Herlyn, 2003). Die Eigenschaft von Tumorzellen Metastasen
zu bilden beruht auf der Fahigkeit von Zellen sich aus einem Primartumor zu
l6sen, UOber GefaBsysteme zu migrieren und sich in anderen Organen
festzusetzen. Aufgrund der beobachteten Uberexpression von HDGF in der
invasiven Front von kolorektalen Tumoren (Lepourcelet et al., 2005) und der
Tatsache, dass eine Reduktion der HDGF-Menge in Tumorzelllinien eine
Verringerung der Metastasierungskapazitat zur Folge hat (Zhang et al., 2006),
wird vermutet, dass HDGF auch in die Metastasierung von Tumoren involviert
ist.

Neben der verstarkten HDGF-Expression in Tumoren wird auch mehrfach eine
Korrelation zwischen dem Grad der Uberexpression und einer negativen
Patientenprognose beschrieben. Untersuchungen zeigten diesen
Zusammenhang fir Nicht-Kleinzellige Lungentumore (Ren et al., 2004),
hepatozellulare Karzinome (Yoshida et al., 2006), Tumore des Osophagus
(Yamamoto et al., 2007), des Pankreas (Uyama et al., 2006) und in bestimmten
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Formen von Darmkrebs (Yamamoto et al., 2006; Hu et al., 2009). Anhand der
Ergebnisse der aufgeflhrten Studien wird Uber eine mdégliche onkogene
Wirkung von HDGF und Gber die Moglichkeit, HDGF als prognostischen Marker
in der Tumordiagnostik einzusetzen, diskutiert.

Aufgrund dieser Ergebnisse und im Zusammenhang mit der beschriebenen
Uberexpression von HDGF in verschiedenen Tumoren erscheint es mdglich,
dass HDGF bei der Entstehung von Tumoren eine Rolle spielt. Zur Uberpriifung
dieser Vermutung eignet sich die Herstellung und Analyse transgener
Mauslinien, die in bestimmten Zelltypen eine erhdhte HDGF-Expression im
Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Zellen aufweisen. Ein zweiter Ansatz
zur Untersuchung, ob HDGF bei der Tumorentstehung von Bedeutung ist,
beinhaltet die Induktion und Analyse von Tumoren in HDGF-defizienten
(HDGF™) Mausen.

1.5 Hautkrebs

1.5.1 Allgemein

Hautkrebsarten werden in zwei Hauptgruppen unterteilt, in Melanome und
Nicht-Melanome. Melanome (schwarzer Hautkrebs) entstehen aus den
pigmentbildenden Zellen, den Melanozyten. Nicht-Melanome (weiBer
Hautkrebs) werden weiter unterteilt in Basalzellkarzinome (Basaliome) und
Plattenepithelkarzinome  (Spinaliome).  Hautkrebs ist die  h&ufigste
Krebserkrankung beim Menschen. Nach Angaben der Deutschen Krebshilfe
e.V. erkranken in Deutschland jedes Jahr ca. 450000 Menschen an Krebs,
wobei davon ca. 219000 als Hautkrebserkrankungen registriert wurden.
Weltweit treten nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
jedes Jahr zwei bis drei Millionen neue Falle von Nicht-Melanomen und mehr
als 130000 neue Falle von Melanomerkrankungen auf. Prozentual gesehen
machen Basalzellkarzinome mit ca. 80% den gréBten Teil der
Hautkrebserkrankung aus, gefolgt vom Plattenepithelkarzinom mit einer
Haufigkeit von ca. 16% und dem Melanom, das in ca. 4% der
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Hautkrebserkrankungen diagnostiziert wird. Wahrend hauptsachlich altere
Menschen (alter als 60 Jahre) an Basalzellkarzinomen und
Plattenepithelkarzinomen erkranken, liegt die Altersspanne beim Melanom
zwischen 30 und 70 Jahren mit einem Maximum bei ca. 50 Jahren. In den
letzten Jahrzehnten ist die Inzidenz von Hautkrebs aufgrund des geanderten
Freizeitverhaltens stetig gestiegen. Dieser Anstieg ist zum gréBten Teil auf die
erhdhte Belastung durch UV-Strahlen, durch vermehrtes Sonnenbaden und auf
die Benutzung von Sonnenbanken zurlickzufiihren. Besonders geféhrdet sind
junge Personen mit heller Haut-, Haar- und Augenfarbe, da die Haut junger
Menschen wesentlich empfindlicher ist, als die alterer Menschen. Neben der
erhéhten Belastung durch UV-Strahlen zahlen ionisierende Strahlen (z.B.
Roéntgenstrahlen) oder der Kontakt mit Arsen (Insektizid) zu den Risikofaktoren
fir Hautkrebserkrankungen. AuBerdem kdnnen familidre Pradisposition,
Immunsuppression (z.B. nach Organtransplantation) oder die Infektion mit Viren
(z.B. Humaner Papillomavirus, HPV) zur Entstehung von
Hautkrebserkrankungen beitragen (Reichrath, 2006; So, 2007).

Karzinogene sind Agenzien (Chemikalien, Strahlung, einige Viren), die die
Entstehung von Krebs auslésen kdnnen, indem sie entweder DNA-Mutationen
induzieren (genotoxisch; genetisch) oder indem sie biochemische Prozesse in
den Zellen beeinflussen (nicht-genotoxisch; epigenetisch). Der Prozess der
Tumorentstehung ist komplex und bedarf mehrerer Veranderungen in Form von
Mutationen und epigenetischen Veranderungen. Auch flr die verschiedenen
Arten von Hauttumoren konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Gene mit
einer gewissen Haufigkeit mutiert sind (Weinberg, 2007).

Zum besseren Verstandnis der verschiedenen Hauttumore wird im Folgenden
kurz auf den Aufbau der Haut und ihre Funktionen eingegangen.

1.5.2 Aufbau der Haut

Die Haut (Cutis) ist das gréBte Organ des menschlichen Kérpers. Sie bedeckt
den Kdérper und schirmt ihn als Barriere von der Umwelt und deren Einflissen
ab. In Abbildung 3 ist ein schematischer Querschnitt durch die Haut dargestellt.
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Abbildung 3: Querschnitt durch die Haut.
Darstellung modifiziert nach Po-Lin So aus Biology of Cancer: Skin Cancer (So, 2007).

Die Haut besteht demnach aus drei Hauptschichten, die jeweils spezielle
Funktionen erfillen (Freinkel, 2001; So, 2007):

1.

Die Epidermis (Oberhaut) ist ein gefaBloses, stratifizierendes und
verhornendes Epithel, das sich in vier Schichten gliedern Iasst: Stratum
Basale, Stratum Spinosum, Stratum Granulosum und Stratum Corneum.
Ungefahr alle 30 Tage erneuern sich die Zellen der Epidermis, die
Keratinozyten (Abbildung 4). Dieser Prozess beginnt mit der Proliferation
von Stammzellen, die sich in der Basalzellschicht (Stratum Basale)
befinden. Aus den neu gebildeten Zellen gehen durch Differenzierung
Keratinozyten hervor, die in die Stachelzellschicht (Stratum Spinosum)
migrieren. Die Ausbildung von Desmosomen zwischen den Zellen
verleiht diesen ihr charakteristisches stacheliges Aussehen. Erreichen
diese Zellen die Kdérnerzellschicht (Stratum Granulosum) flachen sie ab
und durch Bildung und Einlagerung von Keratinblindeln beginnt die
Verhornung der Zellen, die mit dem Erreichen der Hornschicht (Stratum

Corneum) abgeschlossen ist. Die meisten Zellen der Hornschicht
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besitzen keinen Zellkern mehr und sind stark abgeflacht. Die miteinander
verbundenen Zellen fusionieren durch die Einlagerung von Lipiden zu

einer protektiven Barriere (Mack et al., 2005; Li and Yuan, 2008).
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Abbildung 4: Erneuerung der Epidermis.
Modifiziert nach Lippens (Lippens et al., 2009).

Neben den Keratinozyten befinden sich zu einem geringen Tell
pigmentproduzierende Melanozyten, immunologisch aktive Langerhans-
Zellen und sensorisch aktive Merkel-Zellen in der Epidermis.

Die Dermis (Lederhaut) versorgt die gefaBfreie Epidermis und sich
selbst mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Die Fibroblasten, der Hauptzelltyp
der Dermis, werden von Kollagenfasern und elastischen Fasern
umgeben, die von Blut- und LymphgefaBen durchzogen werden. Des
Weiteren sind in der Dermis die Haarfollikel, der Haarbalgmuskel, die
Talg- und SchweiBdrisen sowie die meisten Sinnesrezeptoren der Haut
(Meissner’s-Korpuskel, Pacini-Korpuskel und Nervenenden) lokalisiert.
Die Subcutis (Unterhaut) bildet die unterste Hautschicht. Sie dient der
Isolation des Kérpers gegen Kaélte und als Energievorrat und besteht
hauptsachlich aus mit Fetttrépfchen geflllten Adipozyten. Die Subcutis
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ist locker mit dem darunter liegenden Bindegewebe verbunden, so dass
sich die Haut relativ frei bewegen lasst.

1.5.3 Funktionen der Haut

Neben dem Schutz vor Austrocknung und der Abschirmung gegen die Umwelt
hat die Haut noch weitere Funktionen. Eine davon ist der Schutz gegen
ultraviolette (UV) Strahlung. UV-Strahlung besteht aus drei Komponenten: UVA
(Wellenldnge von 315-400 nm), UVB (280-315 nm) und UVC (240-280 nm). Die
Ozonschicht absorbiert den gréBten Anteil der kurzwelligen, energiereichen
UVC-Strahlen, so dass der Kérper hauptséachlich UVA- und UVB- (> 300 nm)
Strahlen ausgesetzt ist. Diese Strahlen werden von den verschiedenen
Hautschichten in Abhangigkeit von der Wellenldnge absorbiert. UVB-Strahlen
werden fast komplett von der Epidermis absorbiert, wahrend die langwelligeren
UVA-Strahlen bis in die Dermis eindringen. Vor allem die kurzwelligere UVB-
Strahlung fahrt zu molekularen Veranderungen des Erbgutes, die zu Mutationen
fihren kénnen. Zu den Mechanismen, welche die DNA-verdndernde-Wirkung
von UV-Strahlen verhindern kénnen, zahlen die Produktion von Melanin und
DNA-Reparaturmechanismen (Reichrath, 2006; So, 2007).

Melanin wird von den Melanozyten aus Tyrosin in einem Mehrschrittprozess
gebildet (Abbildung 5). Das Enzym Tyrosinase nimmt dabei eine besondere
Rolle ein, da es die ersten Schritte der Produktion des Pigments Melanin
katalysiert und geschwindigkeitsbestimmend flr diesen Prozess ist (Haddad et
al., 1978; Hearing and Jimenez, 1989; Hearing and Tsukamoto, 1991). Defekte

in diesem Gen flhren zum Albinismus.
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L-Phenylalanin
Phenylalanin-
hydroxylase

L-Tyrosin

l Tyrosinase

L-DOpa e  Dopamin

l Tyrosinase

Dopaquinonge

/Tyrcsinase\+ Cystein

5-5-, und

Qg 2-5-Cysteinyldopa
Eumelanin Phéomelanin
Schwarzes Pigment Rotes Pigment

Abbildung 5: Bildung von Melanin aus Tyrosin.
Modifiziert nach Nadeau (Nadeau, 2001).

In kaum behaarter Haut machen Melanozyten einen Anteil von 5-10% aus und
befinden sich in den Haarfollikeln und im Stratum Basale. Melanozyten bilden
lange dendritische Fortsatze aus, Uber die sie mit 30-40 Keratinozyten in
Kontakt stehen und melaninhaltige Melanosomen an diese abgeben. In den
Keratinozyten lagern sich die Melanosomen um den Zellkern an und schitzen
die DNA durch Absorption der UV-Strahlung (So, 2007).

1.5.4 Melanome

Das Melanom gehért zu den malignen Tumoren der Haut, die aus Zellen des
pigmentbildenden Systems, den Melanozyten, hervorgehen. Obwohl Melanome
relativ selten auftreten (4% der Hautkrebserkrankungen) ist diese Krebsform
sehr invasiv und neigt schon in frlhen Stadien zur Metastasierung. Deshalb
sind ca. 80% der durch Hautkrebs verursachten Todesfalle auf
Melanomerkrankungen zuriickzufihren. Selten sind Melanome im Auge oder an
den Hirnh&uten zu finden (ca. 5% aller Melanome). Das Melanom ist meistens
stark pigmentiert. Nicht-pigmentierte, sogenannte amelanotische Formen treten
selten auf. In Mitteleuropa betragt die Melanominzidenz 12-14 Falle pro 100000
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Einwohnern und Jahr. Individuen mit einer hellen Hautfarbe und einer hohen
Navus-Anzahl (Pigmentflecken) sind besonders gefahrdet Melanome zu
entwickeln. Fur die Entstehung von Melanomen scheint die gesamte Belastung
durch UV-Strahlen (UV-Lebenszeitkonto) einen geringeren Einfluss zu spielen
als bei den Nicht-Melanomen. Die Melanomentstehung wird vielmehr durch
haufige und schwere Sonnenbrdande (UV-Erythem) mit Blasenbildung
beginstigt (Hearing, 2006; So, 2007).

Melanome kdénnen anhand ihrer GroBe und Metastasierung klassifiziert werden:

Tabelle 1.1 Clarks Klassifizierung der Melanome (So, 2007)

Kategorie Beschreibung

0 Melanomzellen befinden sich nur in der Epidermis. Keine Invasion in die
Dermis. In situ Melanom.

Der Tumor ist dicker als 1 mm. Die Epidermis kann nach auBen
beschadigt (aufgekratzt) sein. Der Tumor hat sich noch nicht auf die
umliegenden Lymphknoten ausgebreitet.

Der Tumor ist 1-2 mm dick und zeigt Ulzeration (teilweise oder
vollstdndige Durchbrechung der oberflachlichen Epidermis Uber dem
Tumor) oder der Tumor ist dicker als 2 mm und zeigt keine Ulzeration.
Dermisinvasion, aber kein Befall der umliegenden Lymphknoten.

" Der Tumor hat sich in angrenzendes Gewebe ausgebreitet, aber maximal
zwei umliegende Lymphknoten befallen.

Das Melanom zeigt Metastasierung und hat Lymphknoten und andere

Organe oder weiter entfernt gelegene Hautstellen befallen.

Nach dieser Kategorisierung haben Patienten mit Melanomen der Kategorien 0
und | eine 5-Jahres-Uberlebensrate von iiber 90%. Diese gute Prognose sinkt
dramatisch mit zunehmender Tumordicke und liegt bei Melanomen der
Kategorien Il und IV bei weniger als 20% (So, 2007).

Obwohl die meisten Melanome spontan entstehen, wird geschatzt, dass ca.
10% der Melanome eine familiare Geschichte haben. Die genetische Analyse
dieser pradisponierten Familien fihrte zur Identifizierung des ersten ,Melanom-
Anfalligkeits-Gens* — INK4a/ARF. Dieser Gen-Lokus ist in bis zu 40% der
familiaren Melanome mutiert. INK4a/ARF liegt auf Chromosom 9921 und

kodiert zwei Tumor-Suppressorproteine p16™ @ und p14*"F (murin p19*7F). Die
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beiden Proteine stellen keine Isoformen dar, da die Expression der Proteine von
verschiedenen Promotoren reguliert wird, die Transkription an alternativen
Exonen (Exon 1a bzw. 1B) beginnt und die Exone 2 und 3 in verschiedenen

6INK4a 4ARF

Leserastern transkribiert werden. Dies fuhrt dazu, dass p1 und p1

keine Sequenzhomologie besitzen (Abbildung 6).

ARF

INK4a

Abbildung 6: Struktur des INK4a/ARF-Genlokus.
Der Genlokus Iiegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 (9921) und kodiert die Proteine
p16™“@ und p14"". Modifiziert nach Serrano (Serrano, 2000).

Beide Proteine sind in die Regulation des Zellzyklus involviert (Abbildung 7).
p16INK4a

Menge an p53 reguliert. Die Konzentration von p1

ist ein Regulator des Retinoblastom (Rb) Proteins, wahrend p14”7" die

gNK4a 4"FF sind in den

und p1
meisten Geweben sehr gering, steigen aber aufgrund onkogenen Stresses an
und fahren zum Arrest des Zellzyklus. Zellen, in denen diese Proteine durch
Mutationen inaktiv sind, kdnnen trotz z.B. stressbedingter Schaden den

Zellzyklus durchlaufen (Chin et al., 1998; Serrano, 2000).

Onkogener Antiproliferative
Stress Antwort

Ras ----- + | INK4a | —] CDK4/D1 —| Rb —» Arrest des Zellzyklus

---- ARF |—] MDM2 —— p53—# Arrestdes Zellzyklus

Abbildung 7: Signalwege der Tumorsuppressoren p16™"** und p14*"~.
Diese Signalwege werden durch onkogenen Stress aktiviert. Modifiziert nach Serrano (Serrano,
2000).

Neben der Mutation des INK4a/ARF Lokus konnten Verbindungen zwischen

dem Rb Protein und dem MC1 Rezeptor (MC1R) und familiar auftretenden
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Melanomen hergestellt werden. Patienten, die kein Rb Protein besitzen,
erkranken mit einem stark erhéhten Risiko an Melanomen. Mutationen im Gen
des MC1R flhren zur reduzierten Pigmentierungskapazitat, so dass Mutationen
durch UV-Strahlen verstarkt auftreten kénnen (Hearing, 2006).

Neben den familidren genetischen Veranderungen konnten einige somatische
Mutationen identifiziert werden, die verstérkt in Melanomen auftreten. Zu diesen
gehdéren die Proteine N-Ras, B-Raf, HGF/SF, c-Met und PTEN (Chudnovsky et
al., 2005; Hearing, 2006; Gray-Schopfer et al., 2007 (A); Gray-Schopfer et al.,
2007 (B)). Diese Proteine sind in die Auslésung, Wahrnehmung oder
Weiterleitung von Wachstumssignalen involviert. Verédnderungen, z.B. in der
Starke des Signals, kénnen elementare Auswirkungen auf die Genexpression
und damit auf die Proliferation und Differenzierung einer Zelle haben.

1.5.5 Plattenepithelkarzinome (PEK)

Plattenepithelkarzinome (PEK) entstehen aus der Stachelzellschicht, dem
Plattenepithel der Epidermis. Diese Art von Epithel findet sich nicht nur in der
Haut, sondern auch in der Mucosa, die den respiratorischen und intestinalen
Trakt auskleidet. Die kutane Form der PEK ist jedoch die haufigste und tritt
meistens an Korperstellen auf, die haufig Sonnenstrahlen ausgesetzt sind. So
scheint es einen linearen Zusammenhang zwischen der Belastung durch UV-
Strahlen (UV-Lebenszeitkonto) und der Entwicklung von PEK zu geben.
Langjahrige Belastung mit UV-Strahlen kann zur Entstehung von aktinischer
Keratose fuhren. Als aktinische Keratose werden raue rétliche oder hautfarbene
Hautareale bezeichnet, die heute als Vorstufe des PEK eingeordnet werden.
Seltener entwickeln sich PEK aus chronischen Wunden, Verbrennungsnarben
oder anderen Hauterkrankungen. Neben den oben genannten Risikofaktoren
fur die Entwicklung von Hauttumoren konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Kontakt mit polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und der
Entstehung von Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen werden (Reichrath,
2006; So, 2007).
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PEK sind héaufig warzenférmige, rote, unregelmaBig geformte Flecken, die
verdickt sein und/oder auch nicht verheilenden Wunden &hneln kdnnen.
AuBerdem koénnen PEK verhornen und von Zeit zu Zeit blutig sein. Eine
Klassifizierung der PEK stellt Tabelle 1.2 dar:

Tabelle 1.2 Klassifizierung der Plattenepithelkarzinome nach UICC (Union for
International Cancer Control) (So, 2007)

Kategorie Beschreibung
0 Rauhe rétliche oder hautfarbene Hautverédnderung (Aktinische Keratose).
Karcinoma in situ. Keine Metastasierung.
Die Ausdehnung des Tumors betragt maximal 2 cm. Keine
Metastasierung.
Der Tumor ist 2-5 cm groB, zeigt aber keine Infiltrierung tiefer
! extradermalen Strukturen. Keine Metastasierung.
Der Tumor ist gréBer als 5 cm und/oder infiltriert tiefe extradermale
1] Strukturen, wie Knorpel, Skelettmuskel oder Knochen.
Lymphknotenmetastasen kénnen vorhanden sein.
Der Tumor ist gréBer als 5 cm und/oder infiltriert tiefe extradermale
v Strukturen, wie Knorpel, Skelettmuskel oder Knochen. Lymphknoten- und
Fernmetastasen sind vorhanden.

Im Gegensatz zu Basalzellkarzinomen neigen PEK haufiger (~6%) zur
Metastasierung und werden deshalb als geféhrlicher eingeschéatzt. Die
Metastasierung erfordert die Transition der Tumorzellen von einer epithelialen
hin zu einer mesenchymalen Zellform (epitheliale-mesenchymale Transition).
Nicht-metastasierende PEK der Kategorien 0-11 werden chirurgisch entfernt und
zeigen eine sehr gute Prognose mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von iiber
90%. Dagegen haben Patienten mit PEK der Kategorien Ill und IV aufgrund der
Metastasierung nur eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 8-20%. Obwohl die
Nicht-Melanom Hautkrebsformen im Vergleich zum Melanom selten zum Tod
fihren, stellt die hohe Morbiditdt dieser Tumore eine steigende finanzielle
Belastung fir die Gesundheitssysteme dar (So, 2007).

FUr PEK konnte bis jetzt keine genetische Veranderung identifiziert werden, die
spezifisch das Risiko an dieser Art von Hautkrebs zu erkranken erhéht.
Allerdings wird ein Zusammenhang zwischen Mutationen im TP53 Gen, die
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zum Verlust des p53 Proteins fuhren, und der Neigung PEK zu entwickeln
vermutet (Mutationen in 41-69%). Des Weiteren wird eine aktivierende Mutation
von H-Ras (46%) mit der Entstehung von PEK in Verbindung gebracht
(Reichrath, 2006).

1.5.6 Mausmodelle fiir Hauttumore

Die Erforschung der Funktion von Genen und deren Produkten in vivo ist von
groBer Bedeutung flr das Verstandnis biologischer Mechanismen. Mit Hilfe
genetisch veranderter Tiere kénnen neben biologischen Mechanismen auch
Zusammenhange zwischen bestimmten Krankheitsbildern und genetischen
Veranderungen untersucht und Modelle menschlicher Erkrankungen erzeugt
werden. Als Modellorganismus werden haufig Mause ausgewahlt, da sie als
Saugetiere dem Menschen relativ ahnlich sind, ihr Erbgut entschlisselt ist und
gezielt verandert werden kann. Es werden drei Arten der genetischen
Veranderung unterschieden (Papaioannou, 2004):
1. Knock-out — die genetische Information eines Gens wird spezifisch ganz
oder teilweise durch homologe Rekombination entfernt
2. Knock-in — ein Gen oder die kodierende Sequenz eines Gens wird an
einer spezifischen Stelle ins Genom durch homologe Rekombination
eingebracht
3. Transgen — ein Gen oder eine kodierende Sequenz inklusive eines
regulatorischen Elements wird in den Vorkern (Pronukleus) eingebracht
und integriert an einer beliebigen Stelle ins Genom
Anhand von Tumor-Mausmodellen konnte bereits flr viele Proteine der
Verdacht, an der Entstehung verschiedener Tumore beteiligt zu sein, bestatigt
werden.
Zur Untersuchung der Entstehung von Melanomen wurden einige genetisch
veranderte Mauslinien etabliert, die als Transgen ein Onkogen oder einen
inaktiven Tumorsupressor unter Kontrolle eines melanozytenspezifischen
Promotors enthielten. Die Expression des jeweiligen Transgens flihrte aber nur
zur  Entstehung melanozytarer Léasionen (Hyperproliferationen ohne

Transformation) und nicht zur Entwicklung von malignen Melanomen (Powell et
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al., 1995). Beispiele dafiir sind das Tyrosinase-T-Antigen (Bradl et al., 1991;

G12Y)_Transgen (Kramer et al., 1998).

Penna et al., 1998) und Tyrosinase-HRas'
Uberraschenderweise entwickeln Knock-out-Mause fiir das in humanen
Melanomen haufig mutierte INK4a/ARF-Gen (Ink4a™) nur sehr selten spontane
Melanome (Serrano et al., 1996). Die Einflhrung einer zweiten genetischen
Veranderung in Form eines Transgens wie z.B. Tyrosinase-HRas®'?) f{ihrt
dann zur spontanen Entstehung von Melanomen (Chin et al., 1997).

Eine andere Strategie zur Induktion von Melanomen involviert die Behandlung
genetisch veranderter Mause mit UVB-Strahlen. Ein Beispiel hierfir ist die
transgene Hepatocyte Growth Factor (HGF)/Scatter Factor (SF) Maus, die
unbehandelt keine, nach neonataler UVB-Bestrahlung aber Melanome
entwickelt, die sowohl eine radiale Wachstumsphase zeigen, als auch
metastasieren (Noonan et al., 2001; Noonan et al., 2003).
Plattenepithelkarzinome kdnnen in adulten Mausen durch eine zweistufige
Induktion mit karzinogenen Substanzen induziert werden. Diese umfasst die
einmalige Behandlung mit 7,12-Dimethylbenz[a]antrazen (DMBA) und eine
anschlieBende Uber mehrere Wochen andauernde Behandlung mit
12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) (Alison, 2007). Alternativ kénnen
PEK in neugeborenen Mausen durch eine einmalige Behandlung mit DMBA

induziert werden (Chen et al., 2004).

1.6 Ziel der Arbeit

HDGF wird in vielen Tumorarten Uberexprimiert. Es konnte gezeigt werden,
dass in einigen Fallen der Grad der Uberexpression mit einer negativen
Prognose fiir den Patienten einhergeht und dass die Verringerung von HDGF in
Mausmodellen zu einer teilweisen Tumorregression und einer besseren
Therapierbarkeit der Erkrankung fihrt. Es ist jedoch nicht bekannt, zu welchem
Zeitpunkt der Tumorentstehung die Uberexpression von HDGF beginnt und ob
HDGF onkogene Fahigkeiten besitzt. Daraus ergibt sich die Frage, ob eine
Uberexpression von HDGF die Entstehung von Tumoren beglinstigt.
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Zur Beantwortung dieser Fragen sollte ein Mausmodell etabliert werden, in dem
HDGF in Zellen des pigmentbildenden Systems (Melanozyten), zuséatzlich zum
endogenen Protein, exprimiert wird und das gleichzeitig eine Pradisposition zur
Tumorentwicklung besitzt. Hierfir sollten transgene Mauslinien erzeugt werden,
die HDGF unter der Kontrolle des Tyrosinase-Promoters als regulatorischem
Element exprimieren. Die Analyse sollte zeigen, ob HDGF in den Melanozyten
exprimiert wird und ob eine Uberexpression des Proteins nachgewiesen werden
kann. Als zweite genetische Veranderung sollten diese Mauslinien in die Ink4a-
Knock-out- (Ink4a”) Mauslinie gekreuzt werden, die dazu neigt Tumore zu
entwickeln. Eine Analyse dieser Mause sollte zeigen, ob die zusétzliche
Expression von HDGF ausreicht, damit diese Tiere Melanome entwickeln. Falls
diese zweite genetische Verdnderung nicht ausreicht, sollte in diesen Mausen
durch UVB-Strahlen die Entstehung von melanozytaren Veranderungen
induziert werden. Zu Vergleichszwecken sollte die HDGF-defiziente (HDGF™)
Mauslinie ebenfalls in die Ink4a”-Linie gekreuzt und entsprechend behandelt
werden. Die Analyse der melanozytédren Verdnderungen sollte in Bezug auf
Unterschiede zwischen den Genotypen untersucht werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Expression von HDGF in einem noch nicht
auf HDGF-Uberexpression untersuchten humanen Tumor zu analysieren. Im
Falle einer Uberexpression sollten diese Tumore in HDGF- und Wildtyp-
M&usen durch Behandlung mit einem Karzinogen induziert werden. Die Analyse
dieser Mause sollte Aufschluss darilber geben, ob HDGF’-Méiuse eine
geringere Inzidenz zur Entwicklung dieser Tumore aufweisen oder eine

veranderte Tumorhistologie zeigen.
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2. Material

2.1 Verbrauchsmaterialien

Die folgende Auflistung gibt einen Uberblick Uber die in dieser Arbeit

verwendeten Verbrausmaterialien:

Bezeichnung Hersteller
Plastikréhrchen klein (15 ml) Sarstedt
Plastikréhrchen grof (50 ml) Sarstedt
ReagiergefaBe: 0,2-2,0ml Sarstedt
Einmalspritzen: 5 ml, 20 ml, 100 ml B.Braun
Gel-Blotting-Papier Schleicher&Schill
Kanilen 20G B.Braun
KryogefaBe 1,8 ml Nalgene
Nitrozellulose Transfer

Membran Schleicher&Schiill
Nylon Membran

Hybond™-N+ Amersham
Polyvinylidenfluorid (PVDF)

Membran BioRad

Mehrwell

Zellkulturplatten

6 well, 12 well, 24 well

Greiner Bio-One

Pasteurpipetten

Assistent

Pipettenspitzen

Greiner

12 ml Réhrchen, steril
(Polypropylen)

184261

Greiner Bio-One

Probe Quant Saulen

GE Healthcare

Réntgenfilm SuperRX

Fuji Medical X-Ray Film

Sephadex G23 M Pharmacia
Superfrost Objekttrager

Vollpipetten 5ml, 10 ml, 20 ml Heinrich EM
Sterilfilter PorengréBe 0,1 bzw. 0,2 um Millipore

Petrischalen 10 cm

Sarstedt
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2.2 Chemikalien

DNA-Extraktionskits fiir Mini- und Midipraparationen wurden von Qiagen,

wahrend Restriktionsenzyme von Fermentas bezogen wurden. Alle weiteren

verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders erwahnt, von Merck,

Roth oder Fluka bezogen.

Chemikalie Hersteller
[a32P]-dCTP Hartmann
Agarose Invitrogen
Block Reagenz fir DNA-Hybridisierung und Detektion Roche

BM Purple™ Roche
Bovine Pituitary Extract (Zellkultur) Invitrogen
Catalase (Zellkultur) Sigma Aldrich
4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) Sigma Aldrich
Diaminobenzidine (DAB) Sigma Aldrich
Digoxigenin RNA Labeling Kit Roche
Dimethylbenzanthrazen Sigma Aldrich
Dispase I Roche

DPX Mounting Medium for Histology Sigma Aldrich
Enhanced Chemilumineszenz-Lésung Pierce
Fetales Kalberserum (FCS) Invitrogen

Formalin-Lsg. 16%

Polysciences Inc.

GlutamaxTM (Zellkultur)

Gibco BRL

Glycin ICN Biomedicals, Inc.
Insulin (Zellkultur) Sigma Aldrich
3-Isobutyl-1-Methylxanthen (IBMX) (Zellkultur) Sigma Aldrich
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) Sigma Aldrich
Megaprime-DNA labeling Kit Amersham
Milchpulver ReformHaus
Mowiol 4-88 Calbiochem
10x PBS (Zellkultur) Sigma Aldrich
Paraformaldehyd Merck
RedTaqg Ready Reaction Mix Sigma Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS) BioRad
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Chemikalie Hersteller
Tissue Tek® Sakura
12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) _ _
Sigmal Aldrich
(Zellkultur)
Trizol® Invitrogen
Trypsin-Lésung (Zellkultur) Gibco BRL
Tween 20 Sigma Aldrich
Vectastain ABC-Kit Vector

2.3 Aligemeine Lésungen und Puffer

Alle verwendeten Lésungen wurden nach Vorschrift aus dem Laborhandbuch

von Sambrook. (Sambrook, 1989) angesetzt.

Name Bestandteile Herstellung
_ Lésung autoklaviert auf ca. 50°C
LB-Medium . _ _
Agarplatten abgekuhlt und in Petrischalen
1,5 % Agar (w/v)
gegossen.
Alkalische 100 mM Tris-HCI pH 9,5 In ddH.O gelbst.
Phosphatase (AP) — 100 mM NaCl
Puffer (ISH) 50 mM MgCl,
Alkalische _ In ddH,O gelbst.
100 mM Tris-HCI pH 9,5
Phosphatase (AP) —
100 mM NaCl
Puffer (Northernblot)
o In ddH,O gelést. Lagerung: -
Ampicilinstock-Lsg. 100 mg/ml

20°C

Blocklésung fur
Northernblot & ISH

1% Blockreagenz

In Maleinsaurepuffer geldst.

48 mM Tris-Base

39 mM Glycin In 800 ml ddH,O gelést und mit
Blotpuffer :
0,037% SDS 200 ml Methanol vermischt.
20% Methanol (v/v)
Mittels Ultraschall I6sen. Vor
DAPI 5 mg/ml

Gebrauch 1:25000 verdinnen.



2. Material

27

Name

Bestandteile

Herstellung

Denaturierungs-Lsg

0,5 M NaOH (20 g/l)
1,5 M NaCl (87,7 g/l)

In ddH, geldst.

Depurinierungs-Lsg

0,25 M HCI

Ethidiumbromid-Lsg

5 mg/ml

In ddH,O gelbst.

Hybridisierungspuffer
Southernblot (FBI)

0,75 ml 20x SSPE

2 ml 50% PEG-8000 (w/v)

3 ml 20% SDS (w/v)

Ad 10 ml ddH,O

2x Hepes gepufferte
Salzlésung

280 mM NaCl
50 mM HEPES
1,5 mM NazPO,

In ddH,O gelést, mit 1 N NaOH
auf pH 7,13 eingestellt und steril
filtriert.

Kanamycinstock-Lsg.

50 mg/ml

In ddH,O gelést. Lagerung:
-20°C

10 g/l Bacto-Trypton

In 1 1dd H,O geldst, pH auf pH

LB-Medium 5 g/l Bacto-Hefe Extrakt 7,5 und anschlieBend
10 g/I NaCl autoklaviert.
10 mM Tris/HCI pH 8,0
Lysispuffer fir 100 mM NaCl In ddH,O angesetzt. Proteinase

genomische DNA

25 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS (v/v)
300 pg/ml Proteinase K

K vor Gebrauch zugesetzt.

Lysispuffer fur
Gewebe

20 mM HEPES pH 7,4
250 mM Sucrose

10 mM KCl

1,5 mM MgCl;

1 mM EDTA

1 mMEGTA

1 mM PMSF

1 mMDTT

50 pg/ml DNase |
0,1% SDS (v/v)

1 pg/ml Leupeptin

1 pg/ml Pepstatin
Phosphataseinhibitoren

In ddH,O angesetzt.
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Name

Bestandteile

Herstellung

Lysispuffer fir Zellen

10 mM HEPES pH 7,4
150 mM NaCl

2 mM EDTA

2 mM PMSF
5mMDTT

5% Glycerol (v/v)

0,1% TX-100 (v/v)

1 pg/ml Leupeptin

1 pg/ml Pepstatin
Phosphataseinhibitoren

In ddH,O angesetzt.

Maleinsaurepuffer
(MAB)

100 mM Maleinsaure (11,6

a/l)
150 mM NaCl (8,75 g/l)

In 700 ml ddH,O geldst; mit
NaOH auf pH 7,5 eingestellt und
mit ddH,O auf 1 | aufgefulit.

Lésung 1:
20 mg Mowiol

80 ml 1x PBS, pH 7,3
40 ml Glycerin (87%)

Gebrauchsldsung:
7,5 ml Lsg.1 + 2,5 ml Lsg.2
Lagerung bei 4°C.

Mowiol 2 mM NaNj;

Lésung 2:

2,5 mg n-Propylgallate

50 ml 1x PBS, pH 7,3

50 ml Glycerin

3 M Natriumacetat x 3 In 800 ml ddH,O gelést, pH-
Natriumacetat H.O Wert mit Eisessig auf 5,2

(408,1 @) eingestellt, auf 1 | aufflllen.

_ Natriumdodecylsulfat in 100 ml

Natriumdodecyl- . .

10% SDS (10gq) ddH,0 bei 65°C gelést und

sulfat (SDS) Lésung

sterilfiltriert.

Neutralisierungs-Lsg.

0,5 M Tris-HCI pH7,4
1,5 M NaCl

In ddH,O angesetzt.

10x PBS

1,71 M NaCl (100 g/l)
33,5 mM KClI (2,5 g/l)
0,04 M NazHPO, (7,12 g/l)
18,4 mM KH:PO, (2,5 g/l)

In ddH,O gelést und pH 7,4
eingestellt.
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Name Bestandteile Herstellung
PFA in ddH,O unter erhitzen
und Zugabe von NaOH lésen;
Paraformaldehyd/
8% PFA Sucrose und 10x PBS
Sucrose
10% Sucrose dazugeben und auf das
(PFA/Sucrose)

gewlnschte Endvolumen mit
ddH,0 auffillen.

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris

In ddH,O gelést, pH auf 6,8
eingestellt.

10x 30,3 g Tris-Base
Natriumdodecylsulfat  144,0 g Glycerin Auf 1 | mit ddH,O auffullen.
(SDS) Laufpuffer 10 g SDS

8 % SDS

4x
Natriumdodecylsulfat
(SDS) Probenpuffer

40 % Gilycerol

240 mM TrisHCI pH 6,8
4 % Bromphenolblau

4 % B-ME

20x Zitrat gepufferte
Saline (SSC)

3 M NaCl (175,3 g)
0,3 M Tri-Natriumcitrat-
Dihydrat (88,2 g)

In 800 ml ddH.O geldst, pH—
Wert mit HCI auf 7,0 eingestellt.

20x Saline-Natrium-
Phosphat-EDTA
(SSPE) Puffer

3,6 M NaCl (174 g/l)

0,2 M Na,HPO,(27,6 g/l)

0,02 mM EDTA (7,4 g/l)

In 800 ml ddH,0 lésen, auf pH
7,7 einstellen und auf 1 |

auffillen.

50x Tris-Acetat-EDTA
(TAE) Puffer

2,5 M Tris
100 mM EDTA
1 M Natriumacetat

In ddH,O gelést und mit
Eisessig auf pH 8,0 eingestellt.

0,5M tris-HCI (78,8 g/l)

In 800 ml ddH,O gelést; pH-

10x Tris gepufferte _ _
_ 1,5M NacCl (87,66 g/l) Wert auf 7,4 eingestellt und mit
Saline (TBS) .
ddH,O auf 1 L aufgefullt.
Tris gepufferte 10x TBS 1:10 mit ddH.O

Saline/Tween
(TBS/T)

1x TBS
0,5% Tween-20

verdinnt, mit 0,5% Tween

gemischt.

Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HCI

In ddH,O geldst, auf pH 8,8
eingestellt.

Waschpuffer
(Northernblot)

Maleinsaurepuffer
+ 0,3% Tween-20
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Name

Bestandteile

Herstellung

RNase freie Lésungen

Diethylpyrocarbonate-
(DEPC) Wasser

0,1% DEPC (v/v)

ddH,O mit 0,1% DEPC
gemischt, GN bei RT gerthrt und
autoklaviert.

In Rnase freiem Gefal
abgewogen; in DEPC-H,O

Dithiothreitol (DTT) 4 MDTT )
gelést; Lagerung:
-20°C
In Rnase freiem GefaR
abgewogen; in dd-H,O gelést;
mit NaOH auf pH 8 eingestellt;
Dinatriumsalt (EDTA) 0,2 M EDTA _ _ .
mit DEPC (0,1%) gemischt, tber
Nacht bei RT gerihrt und
autoklaviert
3 M NaCl In 100 mI DEPC-H,0 geldst;
Hybridisierungssalz 0,1 M PIPES Lagerung: -20°C
0,1 M EDTA

Hybridisierungs-Lsg.

10% Dextransulfat (5 g)
10% Hybridisierungssalz
(5 ml)

50% Formamid (25 ml)
2% Denhardt’s Lésung
(1 ml 50x Denhardt’s
Lésung)

0,2% SDS

2,5% ssDNA (1,25 ml)

Dextransulfat in 10 ml DEPC-
H>O durch erhitzen (max. 60°C)
gelést; Lésung mit den anderen
Chemikalien vermischt; mit
DEPC-H,0 auf 50 ml aufgefillt;
Lagerung: -20°C

Natriumacetat
(mRNA-Isolierung)

2 M Na-Acetat

In dd H,O gelést; mit Eisessig
auf pH 4 eingestellt; mit DEPC
(0,1%) versetzt, (N gerthrt und
autoklaviert.

Natriumacetat
(ISH)

3 M Na-Acetat

In dd H,O geldst; mit Eisessig
auf pH 5 eingestellt; mit DEPC
(0,1%) versetzt, GN gerthrt und
autoklaviert.
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Name

Bestandteile

Herstellung

10x Phosphat
gepufferte Saline
(PBS)

1,71 M NaCl (100 g/l)
33,5 mM KCI (2,5 g/l)

0,04 M Na,HPOQO,4 (7,12 g/l)
18,4 mM KH,PO, (2,5 g/l)

In ddH,O gelést; mit NaOH auf
pH 7,4 eingestellt; mit DEPC
(0,1%) gemischt, Uber Nacht bei
RT gerthrt und autoklaviert.

Paraformaldehyd-
l6sung

8% PFA

32 g PFA in 350 ml DEPC-H,O
geldst; auf max. 70°C erhitzt, mit
500 ul NaOH versetzt und unter
rihren geldst; nach Abkuhlung
mit 40 ml 10x PBS (Rnase frei)
versetzt; pH-Wert mit pH-Papier
auf 7,4 eingestellt; mit DEPC-
H.O auf 400 ml aufgefillt

Phenol
(Tris gepuffert)

Phenol 2509/150 ml

0,1% 8-Hydroxychinolin

Phenol wurde bei 60°C im
Wasserbad verflissigt, mit
Hydroxychinolin versetzt, mit 1
M Tris pH 8 extrahiert und
anschlieBend mit TE
Uberschichtet bei —20°C
aufbewahrt.

Proteinase K

20mg/ml Proteinase K

In Rnase freiem GefaR
abgewogen; in 1x PBS (DEPC)
geldst; Lagerung bei -20°C.

Puffer D

4 M Guanidinisothiocyanat

(GIT)
25 mM Natriumcitrat
pH 7,0

0,5 % Natrium-N-Lauryl-

Sarcosyl

0,1 M 2-Mercaptoethanol

(ME)

In DEPC-H,0 bei 65°C geldst;
ME nach dem Ldsen
dazugegeben.

20x Zitrat gepufferte
Saline (SSC)

3 M NaCl (175,32 g/l)

0,3 M Tri-Natriumcitrat-

Dihydrat
(88,23 g/l)

In ddH,O gelést und mit 1M HCI
auf pH 7,0 eingestellt; mit DEPC
(0,1%) gemischt, Uber Nacht bei
RT gerthrt und autoklaviert.
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Herstellung

TEA mit DEPC-H,0 vermischt.

Name Bestandteile
Triethanolamin (TEA)
10x TEA
(26,6 ml/200ml)
Tris-HCI 1 M Tris-HCI

2.4 Chemisch kompetente Zellen

In DEPC-H,O geldst; mit pH-
Papier auf pH 8 eingestellt.

Stamm Genotyp

XL-1 Blue" supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac F’[proAB*, lacl®

lacZAM15 Tn10 (tet")];

Bullock et al., (1987) BioTechniques, 5, 376.

2.5 Zellkulturmedium

RPMI (Gibco BRL) fiir
prim. Melanozyten: +5% FCS

+ 2 mM Glutamax™

+ 100 IU Penicillin (Gibco BRL)
+ 100 pg Streptomycin (Gibco BRL)

Supplements:

4 ug/ml Insulin
100 ng/ml TPA
100 U/ml Catalase
10 pg/ml BPE

23 ng/ml IBMX
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2.6 Primare Zellen

Far Versuche mit Zellkulturzellen wurden folgende Zelllinien verwendet:

Name Verwendung

Primare Melanozyten Isoliert aus Mausen zur Expressionsanalyse

2.7 Versuchstiere

2.7.1 Tyrosinase-HDGF transgene M3use (HDGF"™")

Die Tyrosinase-HDGF (Tyr-HDGF) transgenen Mause wurden durch Injektion
des Tyr-HDGFGen Konstruktes in den Vorkern von befruchteten Eizellen in der
Serviceeinrichtung fir Transgene Tiere des Universitatsklinikums Tubingen
erzeugt und im Alter von 4-6 Wochen in den Tierstall nach Bonn GUberfihrt
(Genehmigungsnummer: 50.203.2-BN24,12/06).

2.7.2 HDGF-Knockout-Mause (HDGF")

Die HDGF-Knockout Mauslinie wurde von Rainer Gallitzendorfer
(Gallitzendoerfer et al., 2008) im Institut fir Biochemie und Molekularbiologie
generiert. Durch homologe Rekombination erfolgte der Austausch der Exone II-
VI gegen die kodierende Sequenz des grin-fluoreszierenden Proteins (GFP).

2.7.3 Ink4a-Knockout-M&use (Ink4a™)

Die INK4a Mausmutante wurde von Manuel Serrano (Serrano et al., 1996)
generiert. Durch homologe Rekombination erfolgte die Eliminierung der Exone
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6INK4a 4ARF

Il und Ill, so dass von dem Genlokus weder das pf noch das p1
gebildet werden kann. Diese Mausen wurden von Clemens Schmitt (Charité —
Universitatsmedizin Berlin) mit Genehmigung von Manuel Serrano zur

Verfligung gestellt.

2.7.4 Wildtyp-Méause

Zur Verpaarung der transgenen und der INK4a -/- Mause wurden Tiere des
Stamms C57BL/6 verwendet. Diese Tiere wurden urspriinglich von Charles

River bezogen und in eigener Zucht weitergefihrt.

2.8 Primer

Die folgende Auflistung gibt einen Uberblick (ber die in dieser Arbeit

verwendeten Oligonukleotidprimer:

Schnitt-
Nr.  Bezeichnung Sequenz (5'—>3) stellen
829 mHDGF left AGAAGAACAGCACCCCCTCT -
830 mHDGF right AGGGGCTCCTCTTGAAACAT -
1061 GAPDH-sense TGCACCACCAACTGCTTAGC -
1062 GAPDH-anti GGCATGGACTGTGGTCATGAG -
1272 T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA -
1273 T7 TAATACGACTCACTATAGGG -
1297 SP6 CTAGCATTTAGGTGACACTATAG -

1547 HDGF_KIl Intron1_S GCTCCGCTCGAGAATTCAAATGTATAGGTGGT EcoRlI
GGCCC

1548 HDGF Kl _UTR_AS TTGCAGCTGTCGACTGGATGATGTGGGCTTTG Pwvull

1559 mHDGFsplice sense GCGGCGGTACCATGTCGCGATCCAACCGG Kpnl

1674 HDGF Intronl_ AS2  CATCTTAAGTCTGAGCTGGAGGC BspTl

1814 HDGFwt-sense GGTTGACAGGTCAGAAATGGTT -
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Schnitt-
Nr.  Bezeichnung Sequenz (5'>3) stellen
1815 HDGFwt-antisense CTTGGTATTTGTTGGCTGTTGA -
1816 HDGFtg-antisense GTCGTCCTTGAAGAAGATGGTG -
1850 mHDGFasXhol GAGACTCGAGTGAGTGAGGGAGTAG Xhol
1879 mHDGFGenKonstrukt GTATCGATAAGCTTGGTACCATG Hindlll
2596 mp16,1 ATGATGATGGGCAACGTTC -
2597 mp16,2 CAAATATCGCACGATGTC -
2598 5°'NEO GGGCGCCCGGTTCTTTT -
2599 3'NEO CCAGCCGGCCACAGTCG -
3019 Tyr-Sondel_s AGTCTGCAGTACTCGAGTGTTTTGTATTGCCT Xhol,
TCTGTGGA Hindlll
3020 Tyr-Sondel_as TGAAGCTTACCCATTGTTCATTTGGCCAT Hindlll,
Pstl
3021 Tyr-Sonde2_s AGTCTGCAGTACTCGAGCATTGATTTTGCCCA Xhol,
TGAARG Hindlll
3022 Tyr-Sonde2_as AGAAGCTTAAGAAAAATGCGATCGTTGG Hindlll,
Pstl

2.9 Vektoren und Plasmide

In der folgenden Tabelle sind die flr Klonierungen verwendeten Vektoren

aufgelistet.

Nr. Name Beschreibung

P9 pCDNAS3 Klonierungs- und Expressionsvektor: CMV-
Promotor, T7 und Sp6 Promotoren (Invitrogen)

P18 pBluescript Klonierungsvektor: T3- und T7-Promotor
(Stratagene)

SF-205 HDGFGenpBSK Herstellung der Southernblotsonde

SF-254  Tyr-HDGFGenpBEH Herstellung der transgenen Mause

SF-541 mTyr_Sondel_s_pBSK  Sonde fir die in situ Hybridisierung

SF-542 mTyr_Sonde1_as_pBSK Sonde fir die in situ Hybridisierung

SF-543 mTyr_Sonde2_s pBSK  Sonde fir die in situ Hybridisierung
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Nr. Name Beschreibung

SF-544  mTyr_Sonde2_as pBSK Sonde fir die in situ Hybridisierung

2.10 Antikérper

Zur Detektion von Proteinen im Westernblot und fir Immunfarbungen wurden

folgende Antikdrper verwendet:

Antikérper Hersteller
Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase (Fab Fragment) Roche

Anti-D240 (Human) Zytomed Systems
Ziege-anti-Kaninchen Biotinyliert Dianova
Ziege-anti-Kaninchen Peroxidase gekoppelt Dianova
Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 gekoppelt Dianova
Hamster-anti-Podoplanin AbCam
Kaninchen-anti-HDGF wie beschrieben

(affinitatsgereinigt aus polyklonalem Antiserum; Immunisierung mit  in Abouzied et al.,
bakteriell exprimiertem murinem HDGF-Protein) 2004
Kaninchen-anti-huHDGF Pineda
(affinitatsgereinigt aus polyklonalem Antiserum; Immunisierung mit

bakteriell exprimiertem humanem HDGF-Protein)

Polyklonaler Antiképer Kaninchen-anti-VEGF AbCam
StrepTactin-Peroxidase IBA Géttingen

2.11 GroBenstandards

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten DNA-

GréBenstandards angegeben:
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Name Herrsteller Fragmente [bp]
MHind 11T Fermentas 564, 2027, 2322, 4361, 6557, 9416, 23130
564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 4286,
A /EcoRI + HindIII Fermentas
4973, 5148, 21226
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1KB DNA Marker Fermentas

1000, 1200,1500, 2000, 3000



2. Material

38

2.12 Gerate

Die folgende Auflistung gibt einen Uberblick (iber die verwendeten Geréte.

Gerat Bezeichnung Hersteller
Agarose Gele:

Stromversorgung Power Supply ST305 Life Technologies
Gelkammer Eigenbau
Digital pH-Meter 761 Calimatic Knick
Digitalkamera IXUS 400 Canon
Eismaschine Ziegra
Gefrierschrank —20°C AEG
Gefrierschrank —80°C Ultra low Sanyo
Gewebeeinbettmaschine Tissue-Tek TEC Sakura
Gewebeentwéasserungs-

maschine Tissue-Tek VIP Sakura
Elektrophorese und

Westernblot:

Stromversorgung Power Pac 200 BioRad
Geltrockner Model 583 BioRad
Elektrophoresekammer klein ~ Mini Protean 3 Gelkammer BioRad
Elektrophoresekammer gro3  Proteax Xi Bio Rad
Kuhlung Bio Rad
Semi Dry Westernblot Transblot SD Cell Bio Rad
Filmentwickler-Automat Curix 60 Agfa
Fotoapparat IXUS 100 Canon
Heizblock Dry Block Heater STAR LAB
Isotopie:

Drehinkubator BFED 53 WTB Binder
Heizblock Dry Block Heater STAR LAB

Szintilationsmesser

Beckman Coulter

Wasserbad

SW20

Julabo

Zentrifuge

Eppendorf
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Gerét Bezeichnung Hersteller

Kryostat CM 3050 S Leica

Kuhlschrank AEG

Mikrowelle Vakuum

Histprocessor RHS-1 Milestone

Magnetriihrer Janke & Ku.nkel IKA
Labortechnik

Mikrowelle Sharp

Mikroplatereader GENios TECAN

Mikroskope:

Lichtmikroskop TELAVAL 31 ZEISS

Fluoreszenzmikroskop ZEISS

Paraffin Mikrotom RM 2155 Leica

Paraffin Mikrotom Wasserbad HI 2110 Leica

PCR-Gerat T3 Thermocycler Biometra

Phosphoimager BAS-1800ll Fujifilm

Rasierer Philips

Schuttelinkubator New B.rfmswick
Scientific

Spektralphotometer DU 640 Beckmann

Uber-Kopf-Schiittler Rotamix RM1 Elmi

Ultraschallbad Bransonic Branson

UltraTurrax® T25 Janke & Kunkel IKA
Labortechnik

UVB-Lampe 4 Therapieréhren TL/12 a Philips

40W

Vortexer 2x° UniEquip

Waagen:

Analysenwaage CP 124S-OCE Satorius

Waage PC 4400 Mettler

Zellkultur:

Kuhlschrank AEG

Sterilbank BDK
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Gerét Bezeichnung Hersteller
Wassermantel Inkubator Forma Scientific
Wasserbad 1083 GFL
Wasseraufbereitungsanlage  Milli-Q Plus Millipore
Zentrifugen:
Tischzentrifuge 54 15D Eppendorf
Kuhlzentrifuge klein Z233 MK Hermle
Kuhlzentrifuge gro Rotoren: Eppendorf

- F34-6-38

- A-4-62 (Schwingrotor)
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3. Methoden

3.1 Gebrauchliche DNA-Techniken

3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe der DNA-Isolierungs Kits
von Qiagen, deren Methode auf einer modifizierten alkalischen Zelllyse basiert
(Birnboim and Doly, 1979). Bei der alkalischen Lyse wird das unterschiedliche
Denaturierungsverhalten von Nukleinsduren dazu genutzt, Plasmid-DNA von
chromosomaler DNA zu trennen. Zur Isolierung kleiner DNA-Mengen wurde das
Qiagen Miniprep Kit® und fir groBere Mengen das Qiagen Midiprep Kit®
verwendet. Die DNA-Isolierung wurde wie vom Hersteller angegeben

durchgefihrt.

3.1.2 Pr4paration von genomischer DNA aus Mausgewebe

Fir die Genotypenbestimmung wurde von 3-4 Wochen alten Mausen eine 0,3-
0,5 cm lange Schwanzspitze verwendet.

a) fir die Southernblot Analyse

FOr die DNA-Analyse per Southernblot wird besonders reine DNA bendtigt.
Deshalb wurde die DNA fir diesen Versuch durch Phenol/Chloroform-
Extraktion zur besseren Abtrennung von Proteinen und anderen
Zellbestandteilen isoliert. Die Mausschwanzbiopsien wurden Uber Nacht in
500 pl Lysepuffer mit 300 pg/ml Proteinase K bei 56 °C lysiert. Zur Kontrolle der
vollstdndigen Lyse wurde jede Probe gevortext, bevor die Gewebereste 15 Min.
bei 16200 x g sedimentiert wurden. Der Uberstand wurde abgenommen und mit
250 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1; v/v/v) (Roth) vermischt.
Durch Zentrifugation (15 Min.; 16200 x g; RT) wurde eine Phasentrennung
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erreicht, wobei sich die Nukleinsduren in der oberen Phase befinden. Diese
wurde vorsichtig abgenommen und zur Entfernung von Phenolrlickstanden mit
500 ul Chloroform versetzt, gemischt und abermals zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in ein neues ReagiergefaB Uberfuhrt. Durch Zugabe
von 500 pl Isopropanol fallt die genomische DNA aus und konnte mit Hilfe einer
gebogenen Kanile der Losung enthommen, in 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
kurz getrocknet und anschlieBend in 100 pul HPLC-H>O geldst werden.

b) fir die Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion

Die Mausschwanzbiopsien wurden Uber Nacht in 400 upl Lysepuffer mit
300 pg/ml Proteinase K bei 56°C im Schiittelwasserbad lysiert. Die vollstandig
lysierte Probe wurde mit 166 pl einer 6 M NaCl-Lésung versetzt und erneut flr
5 Min. bei 56°C inkubiert. Die Gewebereste wurden durch Zentrifugation
pelletiert (15 Min.; 16200 x g). Der Uberstand wurde mit 800 ul Isopropanol
vermischt, wodurch die genomische DNA ausfallt und mit Hilfe einer gebogenen
Kanule der Ldsung entnommen, in 70% (v/v) Ethanol gewaschen, kurz
getrocknet und anschlieBend in 50 pl HPLC-H,O geldst werden konnte.

3.1.3 Prdparation von RNA aus Mausgewebe

Diese Methode ermdglicht die Isolation der Gesamt-RNA (rRNA, tRNA, hnRNA
und mRNA) aus Geweben. Bei dem verwendeten Trizol™ handelt es sich um
eine homogene Lésung aus Phenol und Guanidiniumthiocyanat (Chomczynski
and Sacchi, 1987). Trizol™ verhindert die Degradation der RNA wahrend der
Homogenisierung des Gewebes und der Zelllyse.

Die Gewebeentnahme erfolgte nach zervikaler Dislokation. Die Gewebe wurden
zlgig entnommen und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung der Gewebe erfolgte bei -80°C. Die tiefgefrorenen Gewebe wurden
gewogen und noch tiefgefroren in 1 ml Trizol™ pro 100 mg Gewebe
|TM)

(mindestens jedoch 1 ml Trizo Uberfihrt. Wahrend weiche Gewebe mit dem

Teflon-in-Glas Potter homogenisiert wurden, mussten Hautproben zunéchst in
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mit flissigem Stickstoff gekihlten Mérsern zerkleinert werden. Zur effektiveren
Zerkleinerung wurden die Homogenate 10 Mal durch eine 20G Kanlle
aufgezogen. Die Abtrennung nicht homogenisierte Gewebereste erfolgte durch
Zentrifugation (10 Min.; 16000 x g; 4°C). Der Uberstand wurde mit 1/10 des
Volumens des verwendeten Trizols™ an BCP (1-Bromo-3-Chlorpropan)
versetzt und zur vollstdndigen Durchmischung 30 Sek. gevortext. An eine
dreiminitige  Inkubationszeit bei Raumtemperatur schloss sich ein
Zentrifugationsschritt von 15 Min. bei 16000 x g und 4°C an. Nach der
Uberfiihrung der oberen, klaren, wéssrigen Phase in ein neues ReagiergefaB
erfolgte die Féallung der Gesamt-RNA durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol pro
ml verwendetem Trizol™ (30 Min.; 16000 x g und 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol gewaschen. Die
Resuspendierung des getrockneten Pellets (10 Min., RT) erfolgte durch Zugabe
eines adaquaten Volumens (100-500 ul) DEPC-H.O und anschlieBender
Inkubation fiir 15 Min. bei 65°C, um eine vollstandige Lésung des RNA-Pellets
zu erreichen. Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgt mit Hilfe
eines Photometers bei 260 nm. Die qualitative Uberpriifung der RNA erfolgte
mittels RNA-Gelelektrophorese. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

(Sambrook, 1989)

Die photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren beruht
auf der Eigenschaft von Nukleinsduren, Licht einer Wellenldnge von
A = 200-400 nm zu absorbieren. Die photometrische Messung von
Nukleinsauren in Lésung erfolgt bei 260 und 280 nm gegen H,O in einer
Quarzkivette, wobei die Extinktion bei 260 nm ein MaB fir die DNA bzw. RNA-
Menge und der Quotient aus 260/280 ein MaB flr die Reinheit ist. Bei sauberer
DNA bzw. RNA (ohne Kontaminationen von Proteinen, Phenol oder Agarose)
liegt dieser Wert zwischen 1,7 und 2,0. Die Konzentration von DNA bzw. RNA
kann Uber das Lambert-Beersche Gesetz bestimmt werden:
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A=¢-c-|

A = Absorbtion

¢ = Absorbtionskoeffizient

¢ = Konzentration der Probe

| = Schichtdicke der Klvette [cm]

Unter diesen Bedingungen entspricht eine Absorptionseinheit bei 260 nm einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger bzw. 40 ug/ml einzelstrangiger
DNA oder RNA.

3.1.5 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Aufreinigung von linearisierter Plasmid-DNA, welche z.B. fur die RNA-
Sonden genutzt werden soll, erfolgte mittels Phenol-Chloroform-Extraktion zur
Entfernung von Proteinen und anderen Verunreinigungen. Dazu wurde das
einfache Probenvolumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
zugegeben, durch Invertieren mit der Probe vermischt und 5 Min. bei 15000 x g
bei RT zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bilden sich drei Phasen, wobei
sich die Proteine in der unteren und in der Interphase befinden, wéhrend sich
die DNA in der oberen, wassrigen Phase befindet, die in ein neues
ReagiergefaB Uberfihrt wurde. Zur vollstandigen Entfernung des Phenols
wurde die wassrige Phase mit dem zweifachen Volumen an Chloroform
versetzt, gemischt und erneut fir 5 Min. bei 15000 x g bei RT zentrifugiert.
Nach Abnahme der oberen Phase kann die DNA daraus durch Zugabe von
Isopropanol oder durch eine saure Ethanolfallung prazipitiert werden.
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3.1.6 Saure Ethanolféllung

Mit Hilfe der sauren Ethanolféllung kénnen Nukleinsduren aus einer Lésung
gefallt werden. Hierzu wurde 1/10 des Probenvolumens an Natriumacetat
pH 4,6 und das 2,5 fache Probenvolumen an 100%igem Ethanol zur Probe
gegeben. Daran schloss sich fir DNA-Proben eine 10-30 mindtige Inkubation
bei -20°C, fir RNA-Proben eine 60 minltige Inkubation bei -80°C an. Die DNA
bzw. RNA wurde anschlieBend fiir 10 Min. bei 18600 x g und 4°C pelletiert.
Nach Abnahme des Uberstandes erfolgte das Waschen des Pellets in 70%igem
Ethanol (5 Min.; 18600 x g; 4°C). Der Uberstand wurde erneut verworfen und
das Pellet kurz getrocknet. Das Nukleinsdurepellet wurde anschlieBend in
einem angemessen Volumen ddH,O bzw. DEPC-H,0 gelést.

3.2 Arbeiten zur Herstellung rekombinanter Plasmide

3.2.1 Spaltung von Plasmid-DNA
(Sambrook, 1989)

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Basensequenzen, meist
Palindrome aus 4-8 Basenpaaren, und spalten in dieser Region die
Phosphodiesterbindung beider DNA-Strange. Der Restriktionsverdau dient der
Herstellung von DNA-Fragmenten, die zum einen fir Klonierungen und zum
anderen zur ldentifizierung gesuchter DNA verwendet werden kénnen.

Die Aktivitat von Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine
Unit entspricht der Menge an Restriktionsenzym, die bendtigt wird, um 1 g
DNA des Bakteriophagen Lambda in einer Stunde zu spalten.

FOr die Spaltung wurde 1ug Plasmid-DNA mit 10 U eines geeigneten
Restriktionsenzyms fir 1 h bei vorgegebener Temperatur inkubiert. Die
Vollstédndigkeit der Spaltung wurde durch Auftrennung der Fragmente in
Agarosegelen Uberpruft.
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3.2.2 Auftrennung von DNA in Agarosegelen und
Konzentrationsabschatzung von Nukleins&duren

(Sambrook, 1989)

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der analytischen oder préaparativen
Auftrennung von Nukleinsduren, die sich aufgrund ihrer negativen Ladung im
Gleichspannungsfeld auftrennen lassen. Das Prinzip der Elektrophorese ist,
dass elektrisch geladene Teilchen durch ein komplexes Polymer (in diesem Fall
Agarose) hindurchwandern und so der GrdBe nach aufgetrennt werden.
Wahrend sich die Laufstrecke eines Fragments umgekehrt proportional zum
Logarithmus des Molekulargewichts verhalt, wird die Wanderungs-
geschwindigkeit der DNA durch ihr Molekulargewicht, ihre Konformation, ihre
Basenzusammensetzung und durch die angelegte Spannung bestimmt. Mit
Hilfe von Ethidiumbromid, das in die DNA interkaliert, kann unter UV-Licht bis
zu 1 ng DNA nachgewiesen werden.

Die Konzentration der Agarose richtet sich nach der Gr6Be der zu trennenden
DNA-Fragmente. Die erforderliche Agarose-Menge wurde in 1 x TAE-Puffer
gelést (Mikrowellenherd) und nach Abkidhlen auf 55°C mit Ethidiumbromid
versetzt (Endkonzentration 0,7 pg/ml). Die Agarose wurde in eine
entsprechende Form gegossen und bei Raumtemperatur abgekihlt. Das
erstarrte Gel wurde in die Elektrophoresekammer Uberflhrt, die Proben wurden
mit 6x Beladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte mit einer Spannung von 3-4 V/cm.

Durch das Auftragen eines Molekulargewichtstandards zusatzlich zu den
Proben kbénnen die bekannten GréBen der Standardfragmente und deren
Fluoreszenzintensitat mit denen der Probe verglichen bzw. bestimmt werden.
Hierfir wurden 0,5 pg A-DNA Molekulargewichtsstandard auf ein Gel
aufgetragen. Als Standard wurden A/Hindlll und A/EcoRI/Hindlll von Fermentas
verwendet.

Durch Anwendung dieser Methode kann neben der Konzentrationsabschatzung

eine Kontrolle der Qualitat der Nukleinsauren erfolgen.
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3.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Isolierung aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick
Gelextraction Kit® (Qiagen) und wurde wie vom Hersteller vorgegeben

durchgefihrt.

3.2.4 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird mRNA in cDNA umgeschrieben. In dieser
Arbeit wurde dafiir das QuantiTect® Reverse Transcriptase Kit von Qiagen und
Oligo (dT)-Primer verwendet. In einem ersten Schritt erfolgte die Entferung von
eventuell vorhandener genomischer DNA aus den RNA-Proben durch

Inkubation des folgenden Ansatzes fiir 2 Min. bei 42°C:

10pg-1pug |RNA
2 ul gDNA Wipeout Buffer (7x)
ad 14 pl DEPC-H,O

Nach der AbklUhlung der Ansétze auf Eis, wurden je 6 pl einer Stammlésung zu
den RNA-Proben gegeben, der sich wie folgt zusammensetzt:

4 ul Quantiscript RT Puffer (5x)
1 ul Quantiscript Reverse Transcriptase
1 RT Primer Mix

Diese Ansatze wurden fir 15 Min. bei 42°C inkubiert, anschlieBend erfolgte die
Erhitzung auf 95°C far 3 Min., um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren.
Die so gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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3.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) stellt eine leistungsfahige Technik zur
automatischen Amplifizierung von DNA-Fragmenten dar.

Uber spezifische Oligonukleotid-Primer, welche das zu amplifizierende
Fragment flankieren, kdnnen mit einer thermostabilen DNA-Polymerase DNA-
Fragmente amplifiziert werden.

In dieser Arbeit wurde fir die PCR das RedTaq Ready Mix Kit® von Sigma

verwendet. Die Reaktionsanséatze setzten sich wie folgt zusammen:

10 ul Red Tag Ready Mix

2.ul Primer 1 (5 pmol/(ul)
2 ul Primer 2 (5 pmol/(ul)
X Template

ad 20 | PCR-H,0

Die Temperatur fir die Primer-Anlagerung hangt von deren Schmelztemperatur
und damit von der Ladnge und Basenzusammensetzung der jeweiligen Primer

ab. Die Schmelztemperatur kann Uber folgende Formel abgeschatzt werden:

Tm=[2°C x (Anzahl an A und T Basen)] + [4° C x (Anzahl an G und C Basen)]

Die Temperatur flr die Primeranlagerung sollte ca. 5-10°C unter der
Schmelztemperatur liegen.

Denaturierung, Primer-Anlagerung und Primer-Verldangerung wurden in der
Regel 25-35 Mal durchgefiihrt. Die Zeiten und die Temperaturen dieser Schritte
kénnen je nach Anwendung modifiziert werden, um optimale Bedingungen zu

schaffen und optimale Ausbeuten zu erreichen.

3.2.5 Ligation von DNA-Molekdilen

Mittels Ligation kann die durch einen Restriktionsspaltung linearisierte Plasmid-
DNA mit einem anderen DNA-Fragment (Insert) verknipft werden, so dass
rekombinante Plasmide entstehen. Ligasen katalysieren die Bildung von
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Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5’-Phosphat-Ende des einen und der
3’-OH-Gruppe des anderen DNA-Fragmentes. Die Bildung von Phosphodiester-
bindungen erfolgt unter Hydrolyse von ATP. Die Ligation von zwei Fragmenten
kann sowohl bei Uberhdngenden Enden als auch bei nicht-Gberhangenden
Enden erfolgen.

In dieser Arbeit wurde fir die Ligation von DNA-Fragmenten die T4 DNA-Ligase
von Fermentas verwendet. Fur eine Ligation wurden aquimolare Mengen der

Vektor- und Insert-DNA eingesetzt, deren Menge sich wie folgt berechnen lasst:

(Y bp Insert). (50 ng Vektor)
Anzahl der bp des Vektors

X ng Insert =

Dem Reaktionsansatz wurde 1 Weiss-Einheit T4 DNA-Ligase zugegeben, bevor
dieser fur 1 h bei RT inkubiert wurde. Ein solcher Ansatz kann fir die

Transformation eingesetzt werden.

3.3 Transformation von chemisch kompetenten
Bakterien mit Plasmid-DNA

Die Transformation beschreibt einen Prozess, bei dem Bakterien Plasmid-DNA
aus der umgebenden Lésung aufnehmen. Im Gegensatz zu linearer DNA muss
Plasmid-DNA far die Replikation nicht in das Bakterienchromosom integrieren,
sondern kann als eigenstandiges Plasmid verdoppelt und von Zelle zu Zelle
weitergegeben werden. Zur Selektion von erfolgreich transformierten Bakterien
tragt das Plasmid ein Gen, das dem Bakterium eine Resistenz gegen ein
bestimmtes Antibiotikum, z.B. Ampicillin, vermittelt. Die Transformation
chemisch kompetenter Bakterien wurde wie beschrieben von Sambrook
(Sambrook, 1989) durchgeflhrt.
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3.4 PCR-Kolonie-Screening

Mittels PCR-Kolonie-Screening kdnnen Klone, die die gewiinschte Plasmid-
DNA enthalten, per PCR identifiziert und anschlieBend kultiviert werden.

Mit einer Pipettenspitze wurde ein Klon isoliert und ein PCR-Ansatz einmal
hoch- und runterpipettiert. Die Spitze wurde anschlieBend in 0,5 ml LB-Medium
abgeworfen, welches das entsprechende Antibiotikum enthielt.

Das Ergebnis der PCR wurde auf einem Agarosegel Uberprift. Mit denen als
positiv identifizierten Ansatzen wurde eine Mini-Plasmid-DNA Praparation

durchgefihrt.

3.5 Zyklische Sequenzierung

(Sanger et al., 1974)

Das Prinzip der zyklischen  Sequenzierung beruht auf  der
Kettenabbruchmethode. Einem normalen PCR-Ansatz wird flr die zyklische
Sequenzierung nur ein Primer zugesetzt, aber zusatzlich zu den normalen
dNTPs noch mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Didesoxynukleotide,
deren Einbau zum Kettenabbruch flhren. Dadurch entstehen PCR-Fragmente,
die sich in der Ladnge um jeweils eine Base unterscheiden und die am Ende
farblich markierte Didesoxynukleotide tragen. Dies ermdglicht die Identifizierung
der Basenfolge von DNA-Fragmenten. Die Sequenzierungen wurden von der
Firma GATC durchgefihrt.
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3.6 Zellkultur

3.6.1 Kultivierung von Zellkulturzellen

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO.-Gehalt in einer
wassergesattigten Atmosphare in Zellkulturschalen. Samtliche Arbeiten fanden
unter sterilen Bedingungen und es wurden ausschlieBlich hitzesterilisierte
Materialien oder Einmalplastikmaterialien verwendet.

3.6.2 Teilen von Zellkulturzellen

Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und die Zellen wurden einmal
vorsichtig mit sterilem PBS gewaschen, um die Reste des Mediums zu
entfernen. Das Ablésen der Zellen erfolgte durch Zugabe von 1 ml 0,25%iger
Trypsin-Lésung pro 10 cm Schale und 3-5 mindtiger Inkubation bei 37°C.
Zellkulturzellen sollen so kurz wie maoglich mit Trypsin inkubiert werden,
weshalb die Ablésung der Zellen mit dem Mikroskop kontrolliert werden musste.
Die Zugabe von FCS-haltigem Medium flihrte zum Stopp der Trypsinierung. Die
abgelésten Zellen wurden durch Zentrifugation (5 Min.; 600 x g; RT)
sedimentiert und in 9 ml Medium durch mehrmaliges Hoch- und
Runterpipettieren vereinzelt und resuspendiert. Auf neuen Kulturschalen
wurden die Zellen (je nach Zelltyp) 1:3, 1:5, 1:10, oder 1:20 in frischem Medium

verdinnt.

3.6.3 Zdhlen von Zellkulturzellen

10 ul einer Zellsuspension wurden in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. 2 x
16 Quadrate wurden ausgezahlt. Die bestimmte Anzahl wurde durch 2 geteilt

und mit 10 multipliziert, woraus sich die Zellzahl pro pl ergibt.
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3.6.4 Isolierung von Melanozyten

Die Melanozyten machen neben den Keratinozyten einen relativ kleinen Teil der
Zellen der Epidermis aus. Trotzdem wurden zunéchst alle Zellen der Epidermis
isoliert, so dass die Keratinozyten drei Tage nach der Isolierung eine nahezu
konfluente Zellschicht bildeten, auf der die Melanozyten wuchsen. Durch
Inkubation der Zellen mit Trypsin far 1-2 Min. 16sen sich nur die Melanozyten,
die so von den Keratinozyten getrennt werden konnten.

Far die Isolierung von Melanozyten wurden 1-3 Tage alte Jungtiere verwendet,
die zunachst dekapitiert und bis zur Durchfihrung der weiteren Schritte an der
Sterilbank in einem 50 ml Réhrchen auf Eis gelagert wurden. Hier wurde jedes

Jungtier zunachst durch Inkubation in folgenden Lésungen desinfiziert:

50% Betaisodona/50% PBS 1 Min.
1x PBS 1 Min. waschen
70% Ethanol 1 Min.
1xPBS 1 Min. waschen

AnschlieBend wurden der Schwanz (fir die Genotypenbestimmung) sowie die
GliedmaBen entfernt. Die Haut wurde an einer Seite entlang aufgeschnitten, so
dass diese in einem Stlck entfernt werden konnte. Dieses wurde in ein 2 ml
ReagiergefaB mit 1,5 ml einer 5 mg/ml Dispasell-L6sung Uberfihrt und Gber
Nacht leicht schittelnd bei 4°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die
Epidermis von der Dermis getrennt, bevor die Epidermis mit dem Stratum
corneum nach oben weisend in die Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgebreitet
wurde. 1 ml einer Trypsin-Lésung (0,025% Trypsin in 0,02% EDTA/PBS) wurde
so unter die Epidermis gegeben, dass diese schwimmend fir 5 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert werden konnte. Danach wurde die Epidermis
gewendet und mit einem kleinen sterilen Spatel vorsichtig abgeschabt, so dass
sich die Zellen lésen, das Stratum corneum aber intakt bleibt. Die Zellen wurden
in 5 ml Medium aufgenommen und fir 5 Min. bei 600 x g sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in 10 ml Medium aufgenommen und auf eine 10 cm
Zellkulturschale ausgeteilt.

3-4 Tage nach der Isolation wurde das Medium von den Zellen abgenommen,
bevor diese sorgféltig mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend fir 1-2 Min. bei
37°C trypsiniert wurden (0,25% Trypsin). Die durch die kurze Trypsinierung
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abgelésten Melanozyten wurden mit etwas Medium von den Keratinozyten
gespdlt, in ein 15 ml Réhrchen Uberflhrt und fur 5 Min. bei 600 x g pelletiert.
Das Zellpellet wurde in 3 ml des Melanozytenmediums resuspendiert und in die
Vertiefung einer 6-Well-Platte ausgeteilt.

3.7 Herstellung von Gewebelysaten

Die nach der Gewebeentnahme bei -80°C gelagerten Gewebe wurden zunéchst
gewogen, bevor diese in Lysispuffer (500 ul Lysispuffer pro 100 mg Gewebe)
aufgenommen und in einem Glas-in-Teflon Homogenisator bzw. per
UltraTurrax® homogenisiert wurden. Daran schloss sich eine 20 mindtige
Inkubation der Lysate auf Eis an, bevor diese fir 3x 15 Sek. im Ultraschallbad
geschallt wurden. Dazwischen wurden die Lysate fir 30 Sek. auf Eis abgekuhlt,
um eine zu starke Erwarmung der Lysate zu verhindern. Die Entferung von
Gewebereste erfolgte durch Zentrifugation (20 Min.; 18000 x g; 4°C). Der
Uberstand wurde in ein neues ReagiergefaB tiberfiihrt und bei -20°C gelagert.

3.8 Proteinbestimmung

(Lowry et al., 1951)

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit Hilfe des BioRad DC
Assay Systems, das auf dem Lowry-Protokoll basiert.

Zur Erstellung einer Standardgeraden wurden folgende Verdinnungen einer
BSA- oder IgG-Lésung hergestellt: 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml,
0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml.

5 ul der Standards und der 5 ul der Proben wurden in die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte pipettiert. Alle Werte wurden als Dreifachwerte bestimmt. Pro
Milliliter Losung A wurden 20 pl Lésung S zugegeben. Von dieser Losung A’
wurden 25 pl zu jeder Probe gegeben und mit 200 ul Lésung B vermischt.
Daran schloss sich eine 15 minltige Inkubation bei RT an, bevor die Werte in
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einem Mikroplattenleser bei einer Wellenlange von A = 750 nm gemessen

wurden.

3.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
und Westernblots

3.9.1 SDS-Page
(Laemmli, 1970)

Kleine Gele hatten eine Dicke von 0,75 mm, wahrend fir groBe Gele die Dicke
1,50 mm betrug. Das Trenngelvolumen fir kleine Gele betrug 5 ml, das des
Sammelgels 1 ml, wahrend fir groBe Gele 30 ml Trenngel und 10 ml
Sammelgel benbtigt wurden.

Die verwendeten SDS-Gele setzen sich wie folgt zusammen:

Sammelgel (5 %) Trenngel (10 %)

Gelvolumen 1 ml 5ml

H.O 0,604 mi 2,400 ml
40 % Acrylamid 0,125 ml 1,250 ml
Tris HCI pH 6,8 0,250 ml /

Tris HCI pH 8,8 / 1,250 ml
10 % SDS 0,010 ml 0,050 mi
10 % APS 0,010 ml 0,050 mi
Temed 0,001 ml 0,010 ml

Die mit der entsprechenden Menge an 4x Probenpuffer versetzten Proben
wurden zusammen mit einem Molekulargewichtsstandard (Prestained Page
Ruler von Fermentas) in die Taschen der Gele aufgetragen. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte in kleinen Gelen bei einer Spannung von 80 V-120 V.
Proteine in groBen Gelen wurden Uber Nacht bei 15 mA und 16°C

elektrophoretisch aufgetrennt.
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3.9.2 Westernblot nach dem Semi Dry Verfahren

Unter dem Begriff Westernblot versteht man den Transfer von Proteinen von
einem Gel auf eine Membran, die meist aus Nitrozellulose besteht. Der
Westernblot ermdglicht eine Identifizierung spezifischer Proteine aus einem
Proteingemisch mittels entsprechender Antikérper.

Pro Gel wurden 12 Lagen Whatman-Papier und ein Stiick Nitrozellulose-
Membran auf die GréBe des zu blottenden Gels zugeschnitten und in Blottpuffer
angefeuchtet. Danach erfolgte der Aufbau des Blots. Sechs Lagen Whatman-
Papier wurden auf die Anode gelegt, gefolgt von der angefeuchteten
Nitrozellulose-Membran, dem zu blottenden Gel und den verbleibenden sechs
Lagen Whatman-Papier. Bei dem Aufbau des Blots wurde darauf geachtet,
dass sich zwischen den einzelnen Lagen keine Luftblasen befanden. Mit dem
Auflegen des Deckels der Apparatur (die Kathode) war der Aufbau
abgeschlossen und der Transfer der Proteine aus dem Gel erfolgte bei einer
Stromstarke von 0,8 mA pro Quadratzentimeter Gelflache fir 90-120 Min.
AnschlieBend wurden die freien Bindungsstellen der Membran durch Inkubation
mit der Blocklésung (5% Magermilch in 1x TBS) fur 30-60 Min. bei RT unter
Schutteln geblockt. An die Blockierung schlossen sich Waschschritte (dreimal
finf Min.) mit TBS/Tween (TBS/T) an, bevor die Inkubation mit dem ersten
Antikdrper erfolgte. Der Priméarantikbrper wurde in einer 1:10 mit TBS/T
verdinnten Blocklésung angesetzt. Daran schloss sich eine 60 mindtige
Inkubation der Membran bei RT in dieser Ldsung unter Schitteln an.
AnschleiBend wurde die Membran dreimal fir jeweils fiunf Min. mit TBS/T
gewaschen. Der Sekundarantikbrper wurde, wie fur den Primarantikdrper
beschrieben, verdinnt und die Inkubation der Membran erfolgte ebenfalls fir
60 Min. bei RT auf dem Schuttler. Danach wurde wieder dreimal fir finf Min.
mit TBS/T gewaschen.

Die Detektion des Signals erfolgte Uber das System der verstarkien
Chemilumineszenz (ECL) und wurde nach Angaben des Herstellers (Pierce)
durchgeflhrt.
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3.10 Genotypenbestimmung

3.10.1 PCR zum Nachweis der Integration des Tyrosinase-
HDGFGen Konstruktes in das Mausgenom

Als Ausgangsmaterial fir die Genotypenbestimmung diente die aus
Mausschwanzbiopsien isolierte genomische DNA (siehe 3.1.2 Db). Die
Unterscheidung zwischen der DNA des Tyrosinase-HDGFGen Konstruktes und
der des Wildtyp-HDGFs erfolgte mit Hilfe des Primers HDGF-Konstrukt sense
(1879) (Abbildung 4.1). Dieser ist komplementar zu einem Bereich des
Konstruktes direkt vor dem Anfang des HDGF-Gens, der urspriinglich von dem
pBlueskript-Vektor stammt. Aus diesem Grund kann die Genotypenbestimmung
dieser Mause mit diesem Primer und dem Primer HDGFwt-antisense (1815)
nach folgendem Ansatz und Programm erfolgen:

PCR-Ansatz = 20 pl Temperatur Zeit Zyklen
0,3 pl (~100 ng) DNA 95°C 3 Min. 1
2ul Primer 1879 95°C 30 Sek.
2ul Primer 1815 53°C 30 Sek. } 35
5,7 ul dd H,O 72°C 1 Min.
10 pl RedTaq Ready Mix ® 72°C 5 Min. 1
4°C oo

3.10.2 Genotypenbestimmung von HDGF”-M&usen

Der Genotyp der HDGF”~ Mause wurde mit den Primern HDGFwt-sense (1814),
HDGFwt-antisense (1815) und HDGFtg-antisense (1816) bestimmt. Aus der
Reaktion entstehen zwei Amplifikate mit einer Gr6Be von 554 bp flir das
Wildtyp-Allel und 835 bp fiir das Knock-out-Allel (Gallitzendoerfer et al., 2008).
Die PCR-Ansatze und das dazugehérige Programm setzen sich wie folgt

zusammen:
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PCR-Ansatz = 20 pl Temperatur Zeit Zyklen
0,3ul (~100ng) DNA 95°C 3 Min. 1
2ul Primer 1814 95°C 30 Sek.
2ul Primer 1815 59°C 30 Sek. } 35
2 ul Primer 1816 72°C 1 Min.
3,7 pl dd H,O 72°C 5 Min. 1
10 pl RedTaq Ready Mix ® 4°C o0

3.10.3 PCR-Genotypenbestimmung von Ink4a”-M&usen

Die Genotypenbestimmung der INK4a” Mause erfolgte mit einer Kombination
aus vier Primern:

- mp16,1 (2596)

- mp16,2 (2597)

- 5’NEO (2598)

- 3’NEO (2599)
Diese Reaktion fuhrt zur Amplifizierung von zwei Fragmenten, wobei das
Wildtyp-Fragment 236 bp grofB ist, wahrend die Bande fur das Knock-out Allel
eine GréBe von 510 bp hat (Serrano et al.,, 1996). Die PCR-Ansatze und das

dazugehdrige Programm setzen sich wie folgt zusammen:

PCR-Ansatz = 20 pl Temperatur Zeit Zyklen
0,3 ul(~100ng) DNA 95°C 3 Min. 1
2ul Primer 2596 95°C 30 Sek.
2 ul Primer 2597 56°C 30 Sek. } 35
2 ul Primer 2598 72°C 1 Min.
2 ul Primer 2599 72°C 5 Min. 1
1,7 ul dd H,O 4°C oo
10 ul RedTaq Ready Mix ®

3.10.4 Southernblot-Analyse

Die Southernblot-Analyse ermdglicht den Nachweis einer Gensequenz in einem
komplexen DNA-Gemisch mit Hilfe von radioaktiv markierten Sonden
(Southern, 1975).
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Zunachst erfolgte die Inkubation von 10 pg der isolierten genomischen DNA
(siehe 3.1.2 Praparation von genomischer DNA aus Mausgewebe) mit 20 Units
eines geeigneten Restriktionsenzymes, in diesem Fall Bglll und Hindlll, Gber
Nacht. Nach Zugabe von 6x Ladepuffer wurden 60 pl des Ansatzes auf ein
0,8%iges Agarosegel ohne Ethidiumbromid und der Uberschuss auf ein
Kontrollgel mit Ethidiumbromid aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
zusammen mit dem Standard AHind Il bei einer Spannung von 60 V und wurde
mit einem Fluoreszenzlineal als GréBenmafBstab mittels eines UV-
Transilluminators dokumentiert.

Das Gel wurde als nachstes fir 10 Min. in einer 0,25 M HCI Lésung inkubiert,
was zur Depurinierung der DNA fihrt und den Transfer groBer DNA-Molekile
(> 15 kb) erleichtert. Nach der Entfernung der Lésung wurde das Gel kurz in
ddH>O gewaschen, woran sich eine 20 minttige Inkubation des Gels in einer
Lésung aus 0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl anschloss. In diesem Schritt erfolgte
die Denaturierung, um Einzelstrang-DNA zu erhalten. Nach der Neutralisierung
in 20x SSC, erfolgte der Transfer aus dem Agarosegel auf ein Stick
Nylonmembran Hybond-N*. Hierflir wurde ein Kapillarblot, wie in Abbildung 8
dargestellt, aufgebaut. Die treibende Kraft ist hierbei ein Flissigkeitsstrom, der
die DNA aus dem Gel zieht, die daraufhin in den Maschen der Membran

hangen bleibt.

. Gewicht
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Kapillarblots.
In dieser Abbildung ist der Aufbau eines Kapillarblots dargestellt. Modifiziert nach Darling
(Darling, 1996).
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Nach 18-20 h wurde der Blot abgebaut, die Membran in 5x SSC aquilibriert und
bei RT fur 30 Min. getrocknet, bevor die Kreuzvernetzung der DNA auf der
Membran durch Inkubation fir 2 h bei 80°C erfolgte.
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Vor der Prahybridisierung wurde die Membran zunachst mit ddH>O befeuchtet
und anschlieBend in 5x SSC aquilibriert. Die Prahybridiserung erfolgte durch
Inkubation der Membran in Hybridisierungspuffer (FBI-Puffer; 0,125 ml pro cm?)
in einem Hybridisierungsréhrchen im Drehinkubator fir zwei Stunden bei 65°C.
In der Zwischenzeit erfolgte die Herstellung der radioaktiven Sonde. Die hier
verwendete Sonde ging durch Restriktionsspaltung mit dem Enzym Nhel aus
dem Plasmid HDGFGenpBSK (SF-205) hervor. Die Aufreinigung und
Quantifizierung erfolgte Uber ein Agarosegel. Fir die Markierung der Sonde
wurde das Megaprime-DNA labeling Kit® der Firma Amersham verwendet. Das
Verfahren beruht darauf, dass hexamere Primer zufalliger Sequenzen mit der
Sonden-DNA hybridisieren und anschlieBend vom Klenow-Fragment in
Anwesenheit von [a*P]-dCTP verlangert werden. 25 ng der Sonden-DNA
wurden mit ddH>O auf ein Volumen von 28 pl aufgefillt, mit 5 pl der hexameren
Primern versetzt und bei 95°C fir 5 Min. erhitzt. Nachdem der Ansatz abgekuihlt
war, erfolgte die Zugabe von 10 ul Markierungspuffer, der nicht radioaktives
dATP, dGTP und dTTP enthielt, bevor im Isotopenlabor das radioaktive [a**P]-
dCTP und 2 pl der Klenow-Polymerase dazugegeben wurden. Nach 15
mindtiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Abtrennung freier, radioaktiver
Nukleotide Uber eine ProbeQuant™ G-50 Séaule (Amersham) mittels
Zentrifugation (2 Min.; 3000 x g; RT). Zur Bestimmung der Rate des
radioaktiven Einbaus wurden vor und nach der Aufreinigung je 2 pl enthommen
und im Szintillationszahler vermessen.

Nach der Denaturierung der Sonde (5 Min. bei 95°C), wurden 1x10° Counts pro
Minute (cpm) der radioaktiv markierten Sonde pro cm? Membran in die
Hybridisierungslésung gegeben und tber Nacht bei 65°C im Drehinkubator
hybridisiert.

Am néachsten Tag erfolgte die Uberfiihrung der Membran in ein geeignetes
GefaB, worin zwei Waschschritte (25 Min. bei RT) mit 2x SSC + 0,1 % SDS
erfolgten. Als nachstes wurde die Membran bei ca. 55°C im Wasserbad so
lange gewaschen bis die radioaktive Strahlung auf eine Starke von
100-200 cpm reduziert war. Nahm die Strahlung bei dieser Temperatur nicht
ausreichend ab, erfolgte die schrittweise Erhéhung der Temperatur des
Wasserbades.
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Die Detektion erfolgte in einer lichtdichten Kassette, in die zunachst ein
Réntgenfilm, dann die eingeschweiflte Membran und darauf ein Phospho-
Imager-Screen gelegt wurde. Die Exposition erfolgte fir mindestens
24 Stunden.

3.11 Anfertigung von Gewebeschnitten

3.11.1 Kryoschnitte

Far histologische und Immunfluoreszenz-Analysen werden je nach
Fragestellung Kryo- oder Paraffinschnitte benétigt.

Zur Anfertigung von Kryoschnitten wurden die praparierten Gewebe direkt nach
der Entnahme in TissueTek® auf Trockeneis eingefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C gelagert. Vor dem Schneiden der Gewebe mit Hilfe des
Kryostaten von Leica wurden die Praparate in dessen Kihlkammer auf -20°C
erwarmt. AnschlieBend kdnnen bei einer Umgebungstemperatur von -20°C und
einer Objekttemperatur von -16°C bis -30°C Gewebeschnitte angefertigt
werden. Das Trimmen des Gewebes erfolgte mit einer Schnittdicke von 30 um,
wahrend die Schnittdicke der Gefrierschnitte bei 10-12 um lag. Die Schnitte
wurden auf Superfrost®Plus Objekttrager aufgezogen, fir ca. 1 h bei
Raumtemperatur getrocknet und sofern nicht direkt weiter verarbeitet, bei -80°C

gelagert.

3.11.2 Paraffinschnitte

Fir die Herstellung von Paraffinschnitten wurden die entnommenen
Gewebeproben Uber Nacht bei 4°C in 4% PFA/10% Sucrose/PBS fixiert. Nach
dem Entfernen der Fixierldésung durch dreimaliges waschen der Gewebe mit
PBS, konnten diese zum Entwéassern in den Gewebeentwasserungsautomaten

gegeben werden. Die Maschine fihrt automatisch folgende Schritte aus:
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70 % Ethanol 60 Min.
70 % Ethanol 60 Min.
96 % Ethanol 60 Min.
96 % Ethanol 60 Min.
100 % Ethanol 60 Min.
100 % Ethanol 60 Min.
100 % Ethanol 60 Min.
Xylol 60 Min.
Xylol 60 Min.
Paraffin 45 Min.
Paraffin 45 Min.
Paraffin 45 Min.
Paraffin 45 Min.

Am nachsten Morgen wurden die entwasserten Gewebe in kleinen Formen in
Paraffinblocke gegossen. Nach ca. 30 Min. auf einer Kuhlplatte waren die
Blécke ausgehartet und konnten direkt weiterverarbeitet oder bei RT gelagert
werden.

Die auf einer Kihlplatte vorgekihlten Paraffinblécke wurden zunachst am
Mikrotom mit einer Schnittdicke von 15 um getrimmt und anschlieBend mit einer
Schnittdicke von 4-6 um geschnitten. Die Uberfilhrung der Schnitte in ein 42°C
warmes Wasserbad erfolgte mit Hilfe von feinen Pinseln. Aus diesem konnten
die Schnitte auf Superfrost®Plus Objekitrager aufgezogen werden. Die
Trocknung der Schnitte erfolgte bei 37°C fir mindestens 3 h, bevor sie
weiterverarbeitet werden konnten. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei 4 °C.

3.12 Histochemische Farbungen und Nachweise

3.12.1 Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin- -Farbung ist eine Routinefarbung zur Darstellung des
Gewebes fir histologische Untersuchungen, wobei die Zellkerne durch das
Hamatoxylin dunkelblau/violett und das Zytoplasma durch das Eosin pink
gefarbt werden. Interzellulare Strukturen werden ebenfalls angefarbt, so
erscheinen z.B. Fasern in pink oder Knorpel in violett (Bancroft, 1994).

Far die HE-Farbung wurden Paraffinschnitte durch Inkubation in Xylol
(2x 10 Min.) und in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 70% und
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50%) in Wasser Uberfuhrt. Kryoschnitte wurden aufgetaut und direkt verwendet.
FOr die HE-Farbung wurden die Schnitte mehrmals Uber 15 Sek. in eine
Hamalaun-Lésung eingetaucht und anschlieBend in warmem Leitungswasser
geblaut, bis die Uberschlssige Farbe entfernt war. Die Eosin-Farbung erfolgte
durch Inkubation der Schnitte fur 30-60 Sek. in einer 1%igen Ldésung. Daran
schloss sich die Entferung Uberschissiger Farblésung durch mehrmaliges
Eintauchen in ddH,O an. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in Xylol Uberfihrt. Zum Schluss
erfolgte das Einbetten der Schnitte in DPX-Mounting Medium®.

3.12.2 DOPA-Féarbung

Die DOPA-Farbung dient dem Nachweis von Melanozyten und beruht darauf,
dass a-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) von dem Melanozyten-spezifischen
Protein Tyrosinase als Substrat fiir die Pigmentbiosynthese verwendet werden
kann. Die Inkubation von Zellen oder Schnitten mit 0,1% DOPA/PBS Lésung far
3 h bei 37°C flhrt daher zu einer dunkelbraun/schwarzen Féarbung der
Melanozyten. Die Farbelésung wurde durch Waschen mit 1x PBS entfernt.
Bevor die Praparate in DPX-Mounting Medium® eingebettet werden konnten,
erfolgte die Gegenfarbung der Praparate mit Eosin und die Entwasserung durch
Eintauchen in eine aufsteigende Ethanolreihe und Xylol.

3.12.3 Immunhistochemie

FUr die immunhistochemischen Farbungen von Paraffinschnitten wurden diese

durch Inkubation in folgenden Lésungen entparaffiniiert:

Xylol 2 x 10 Min.
100% Ethanol 2 x 10 Min.
96% Ethanol 2 x5 Min.
70% Ethanol 1 x5 Min.
50% Ethanol 1 x5 Min.
ddH,O kurz
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Nachdem die Schnitte fir 5 Min. in 1x TBS gewaschen wurden, folgte die
Deaktivierung der endogenen Peroxidasen durch 10 minltige Inkubation in
1% H20.. An die Entferung dieser Ldsung schloss sich zunéachst ein
Waschschritt an (5 Min. mit 1x TBS), bevor die Permeabilisierung der Praparate
durch Inkubation in 0,5% TX-100/TBS erfolgte. Die Schnitte wurden
anschlieBend far 5 Min. mit 1x TBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte das
Blocken zur Vermeidung unspezifischer Signale durch Inkubation der Schnitte
in 2% BSA/TBS fiir 30 Min. Nach dem Entfernen der Blockldsung wurden die
Schnitte 5 Min. mit 1x TBS gewaschen und anschlieBend mit dem priméaren
Antikdrper, verdinnt in Blockldsung, Uber Nacht bei 4° C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Uberschiissiger Primarantikdrper wurde durch dreimaliges
Waschen der Schnitte fir 5 Min. in 1x TBS entfernt. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem biotinylierten Sekundarantikérper fir 1 h bei RT. Nach
erneutem dreimaligem Waschen mit 1x TBS folgte die Inkubation mit der ABC-
Ldsung far 1 h bei RT. Die Visualisierung der Farbung erfolgte durch Inkubation
der Schnitte in einer DAB-Lésung (0,03% H:O. in 0,05% DAB/PBS). Die
Farbentwicklung wurde mit Hilfe eines Mikroskops beobachtet und bei
ausreichender Intensitat durch Waschen mit ddH.O gestoppt. Die Schnitte
wurden mit Himatoxylin gegengefarbt und wie folgt entwéssert:

70% Ethanol 30 Sek.
96% Ethanol 30 Sek.
96% Ethanol 30 Sek.
100% Ethanol 30 Sek.
100% Ethanol 30 Sek.
Xylol 30 Sek.

Xylol 30 Sek.

Nach der Entwésserung wurden die Schnitte in DPX Mounting Medium® fixiert.

3.12.4 Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten

Paraffinschnitte wurden wie unter 3.12.1 beschrieben entparaffiniert, wahrend
Kryoschnitte aufgetaut und far 10 Min. in Formalin (Methanolfrei) bei RT fixiert
wurden. Daran schloss sich die Permeabilisierung der Schnitte in 0,5% TX-100



3. Methoden 64

in TBS (5 Min.) und die Entfernung der Lésung durch Waschen mit 1x TBS an
(dreimal 5 Min.) AnschlieBend erfolgte das Blocken zur Vermeidung
unspezifischer Signale durch Inkubation der Schnitte in 2% BSA/TBS fir
30 Min. Nach dem Entfernen der Blocklésung wurden die Schnitte 5 Min. mit
1x TBS gewaschen und anschlieBend mit dem priméren Antikérper, verdinnt in
Blocklésung, Uber Nacht bei 4° C in einer feuchten Kammer inkubiert. Zum
Entfernen von Uberschissigen Primarantikérpern wurden die Schnitte dreimal
fir 5 Min. in 1x TBS gewaschen, bevor die Schnitte fir 1 h bei RT mit dem in
Blocklésung verdinnten sekundaren Fluoreszenzantikdrper inkubiert wurden.
Dieser Lésung wurde der Kernfarbstoff DAPI zugesetzt. Nach dreimaligem
Waschen der Schnitte in 1x TBS erfolgte ein letzter Waschschritt mit ddH»O,
bevor die Einbettung der Schnitte in Mowiol erfolgte.

3.12.5 Bleichen von pigmentiertem Gewebe

Die Pigmentierung von Geweben, wie Haut, Auge oder Tumoren, kann sowohl
Expressionsanalysen durch Uberlagerung der Fluoreszenzfarbung, als auch die
pathologische Begutachtung von Tumoren durch Uberlagerung der HE-Farbung
beeintrachtigen. Aus diesem Grund wurden, wenn nétig, Schnitte vor der
jeweiligen Farbung geblichen. Das Bleichen von Kryoschnitten erfolgte nach der
Fixierung mit Formalin, wahrend das Bleichen von Paraffinschnitten sich an die
Antigendemaskierung anschloss. Die Schnitte wurden je nach Starke der
Pigmentierung flar 15-120 Min. in einer Lésung aus Benzylalkohol (5 ml),
Aceton (2,5 ml), 10% HxO, (1,5 ml) und 25%iger Ammonium Ld&sung
(1 Tropfen) bei 37°C inkubiert. Der Bleichvorgang wurde mehrmals kontrolliert
um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Sobald das Pigment
ausreichend gebleicht war, erfolgte die Entferung der Bleichlésung durch
mehrmaliges Waschen in 1x PBS. Die Schnitte wurden anschlieBend
entsprechend geféarbt.
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3.12.6 In Situ Hybridisierung (ISH)

Die Technik der in situ Hybridisierung (ISH) erlaubt den Nachweis spezifischer
Nukleinsauren (DNA, RNA) an histologischen Gewebepraparaten und
ermOglicht es, die Lokalisation von Nukleinsduren in Bezug zur
Gewebemorphologie zu analysieren. Hierbei werden einzelstrangige
Nukleinsauren, die eine komplementare Sequenz zur Ziel-DNA oder -RNA
aufweisen und mit einer Markierung, in diesem Fall Digoxigenin, versehen
wurden, als Sonden eingesetzt. Fir die Detektion von RNA ist es essentiell,
dass alle Lésungen RNase frei sind.

a) Herstellung, Testen und Quantifizierung der RNA-Sonden
Fir die Herstellung der Dioxigenin-markierten RNA-Sonden wurde das Dig-

RNA Labeling Kit® von Roche verwendet. Die Ansatze setzten sich wie folgt

Zzusammen:

1ug linearisierte Plasmid-DNA

2 ul Dig RNA Labelling Mix

2 ul 10x Transkriptionspuffer

2 ul T7 RNA Polymerase (20 U/pl)
ad 20yl DEPC-H,O

Die Ansatze wurden fir 3 h bei 37°C inkubiert. Die Degradierung der
unmarkierten Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 2 ul DNasel (RNase frei;
10 U/ul) und Inkubation flr 15 Min. bei 37°C. Bevor die Sonden eingesetzt
werden konnten, wurden diese durch eine Na-Acetat/Ethanol Fallung von den
Proteinen der Reaktion befreit. Die Lagerung der Sonden erfolgt bei -80°C.

Zur Uberpriifung der Markierungseffizienz wurde ein Dot-Blot durchgefiihrt. Auf
ein Stiick Hybond™-N+ Nylonmembran wurde folgende Verdiinnungsreihe der
hergestellten Sonden und einer bekannten funktionsfahigen Sonde
aufgetragen: unverdiannt, 1:20, 1:200, 1:2000, 1:20000, 1: 200000. Die
Fixierung der RNA erfolgte durch Erhitzen der Membran fir 30 Min. bei 120°C,
bevor die Detektion der Dioxigenin-RNA-Sonden wie folgt durchgefiihrt wurde:
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1 Min. Waschpuffer
60 Min. Blocklésung
30 Min. Anti-Digoxigenin-Ak 1:10000 verdinnt in Blocklésung
2x 15 Min. Waschpuffer

2 Min. Entwicklungspuffer

3h NBT/BCIP 1:50 verdinnt in Entwicklungspuffer

5 Min. Entwicklungspuffer

Daran schloss sich die Trocknung und Dokumentation des Ergebnisses an.

b) In Situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung wurde an Paraffinschnitten durchfiihrt, so dass

zunachst die Entparaffinierung der Praparate erfolgte:

Xylol 10 Min.

Xylol 10 Min.

Xylol 10 Min.

100% Propanol 5 Min.
100% Propanol 5 Min.
100% Propanol 5 Min.
96% Propanol 5 Min.
90% Propanol 5 Min.
75% Propanol 5 Min.
50% Propanol 2 Min.
1x PBS (DEPCQC) 5 Min.

An die Entparaffinierung schlieBen sich Fixierung, Permeabilisierung, sowie die
Reduktion unspezifischer Hintergrundfarbung an:

4% Paraformaldehyd 90 Min. RT
1x PBS 5 Min. RT
1x PBS 5 Min. RT
10 pg/ml Proteinase K (in PBS) 4 Min. RT
1x PBS 5 Min. RT
1x PBS 5 Min. RT
0,25% TX-100 (in PBS) 4 Min. RT
1x PBS 5 Min. RT
0,2 M HCI (in DEPC-H0) 8 Min. RT
0,1 M TEA-Puffer 10 Min. RT
2x SSC 10 Min. 50°C

Wahrend der Inkubationsschritte erfolgte die Vorbereitung der Sonden.
Zunachst wurde eine Sondenvorverdinnung angesetzt, indem 0,2 pl einer
RNA-Sonde in 19,8 pl 1x SSC Puffer verdiinnt wurde. AnschlieBend erfolgte die
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Zugabe von je 4 ul 4 M DTT und 176 ul Hybridisierungslésung, bevor die fertige
Sondenverdinnung fir 5 Min. bei 80°C erhitzt wurde. Nachdem die Proben auf
Eis abgeklhlt waren, erfolgte die Abgrenzung der Gewebeschnitte durch
Plastikrahmen, so dass die darauf pipettierte Sondenverdiinnung die Schnitte
vollstdndig bedeckte und nicht verfloss. Die Schnitte wurden Uber Nacht in einer
feuchten Kammer bei 70°C inkubiert.

Am nachsten Tag erfolgte die Entferung der Sondenverdinnung durch folgende

Waschschritte:

2x SSC 60°C 5 Min.
2x SSC 60°C 30 Min.
50% Formamid/50% 1x SSC 60°C 20 Min.
0,1x SSC 70°C 45 Min.

Nachdem die Schnitte fur 5 Min. in Maleinsaurepuffer (MAB) &quilibriert wurden,
erfolgte ein Blockschritt mit einer 2%igen Blockldsung fir 60 Min. bei RT. Daran
schloss sich die Inkubation mit dem anti-DIG-Antikérper (1:5000 in MAB) in
einer feuchten Kammer Uber Nacht bei 4°C an.

Nicht gebundener Antikérper wurde durch finf maliges Waschen der Schnitte
mit MAB fiir je 1 h entfernt. Vor der Entwicklung erfolgte die Aquilibrierung der
Schnitte fir 5 Min. in Entwicklungspuffer. Die Entwicklung erstreckte sich nach
Zugabe von BM Purple® inklusive 2 mM Levamisol Uber 7-10 Tage. Bei einer
ausreichenden Farbentwicklung wurde die Reaktion durch Waschen in ddH.O
gestoppt, bevor die Einbettung der Schnitte in Mowiol erfolgte.

3.13 Tierexperimentelle Arbeiten

3.13.1 Allgemeine Haltung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche erfolgten nach den
Vorgaben des geltenden Tierschutzgesetzes und sind durch das
Regierungspréasidium Koéln (Genehmigungsnummer: 8.87-50.10.31.09.024)
genehmigt worden. Die Mause wurden in geschlossen Kafigsystemen (Filter
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Tops) bei einem konstanten Licht-Dunkel Rhythmus von 12/12 Stunden mit
Wasser und Futter ad libitum gehalten.

Zur Organentnahme wurden adulte Tiere zunachst mit Diethylether betaubt und
daraufhin durch zervikale Dislokation getdtet. Alle unter zwei Wochen alte Tiere
wurden durch Dekapitierung getétet.

3.13.2 Bestrahlung der Mduse mit UVB-Licht

Die Behandlung von Mausen der Genotypen HDGF"/INK4a*", Ink4a*,
HDGF"/INK4a*", HDGF™" und HDGF” mit einer einmaligen UVB Dosis von
6,14 kd/m? UVB erfolgte zur Induktion von Melanomen in einem Alter von 1-3
Tagen. Die hierfir verwendete Lampe verflgt Uber vier TL/12 UVB-
Therapieréhren (Philips). Die M&ause wurden mehrmals pro Woche auf
Hautveranderungen hin untersucht und beim Auftreten von Hautveranderungen
durch zervikale Dislokation getbtet. Die Tiere wurden rasiert und fotografiert.
Des Weiteren erfolgte die Vermessung und Dokumentation der
Hautveranderungen mit Hilfe einer Schieblehre.

3.13.3 Behandlung der Mause mit DMBA

Fir die vergleichende Untersuchung von Tumoren von HDGF™- und Wildtyp-
M&usen wurden in 2-4 Tage alten Jungtieren durch Applikation von 40 pl einer
0,2%igen DMBA/Aceton Lésung auf den Ricken Plattenepithelkarzinome
induziert. Die Mause wurden mehrmals pro Woche auf Hautveranderungen hin
untersucht und beim Auftreten von Tumoren durch zervicale Dislokation getétet.
Die Tiere wurden rasiert und fotografiert. Des Weiteren erfolgte die Vermessung
und Dokumentation der Hautveranderungen mit Hilfe einer Schieblehre.
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3.14 Statistische Analysen

3.14.1 Chi-Quadrat-Vierfeldertest

Flr die statistische Analyse der UVB-induzierten Hautveranderungen wurde ein
Chi-Quadrat-Vierfeldertest durchgefiihrt, der eine Aussage Uber die
statistischen Verteilungseigenschaften einer Grundgesamtheit erlaubt. Mit Hilfe
dieses Tests konnten je Test nur zwei Genotypen miteinander verglichen

werden. Der Test wurde flr folgende Paarungen durchgeftihrt:

- HDGF"™/Ink4a*" zu Ink4a*"
- HDGF" /Ink4a*" zu HDGF”/Ink4a*"
- Ink4a*" zu HDGF”/Ink4a*"

3.15.2 Exakter Test nach Fisher

Der exate Test nach Fisher ist ein Signifikanztest, welcher auch bei einer
geringen Anzahl von Beobachtungen zuverlassige Resultate liefert. Dieser Test
wurde fur die statistische Auswertung der durch die duBerliche Behandlung der

Mause mit DMBA aufgetretenen Nicht-Hauttumore angewendet.

3.15.3 T-Test

Die statistische Analyse der gezahlten Lymph- und BlutgefaBe der PEK erfolgte
mit Hilfe des Programms GraphPad Prisom 5 (GraphPad Software, Inc.). In
einem ersten Schritt wurde CUberprift, ob das Ergebnis der Zahlung
normalverteilt war. Im Falle einer Normalverteilung erfolgte die Durchflihrung

eines T-Tests.
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4. Ergebnisse

4.1 Allgemein

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei Mausmodelle erzeugt werden. Ein erstes
Modell, in dem der Hepatoma-derived Growth Factor (HDGF) spezifisch in den
pigmentbildenden Zellen, den Melanozyten, exprimiert wird. Dieses Mausmodell
sollte als Grundlage dienen, um zu kléren, ob eine zusatzliche Expression von
HDGF die Entstehung von Tumoren férdert, also ob HDGF die Eigenschaft
eines Onkogens besitzt.

Ein zweites Mausmodell sollte Aufschluss dariiber geben, ob es Unterschiede
zwischen Tumoren gibt, die HDGF exprimieren und Tumoren die HDGF
defizient sind. Hierfir sollten in Wildtyp- und HDGF-Knockout- (HDGF'/')
Mausen Tumore induziert und histologisch charakterisiert werden.

4.2 Melanom-Mausmodell

4.2.1 Charakterisierung der Tyrosinase-HDGF transgenen

Mause

4.2.1.1 Genotypenbestimmung

Die Erzeugung der Tyrosinase-HDGF (HDGF™") transgenen Mause erfolgte
durch Injektion des mit BssHII linearisierten DNA-Konstruktes (Abbildung 9) in
den Pronukleus. Dieses Konstrukt wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit
hergestellt und auf seine Funktionalitéat Gberprift, bevor es flr die Herstellung
einer transgenen Mauslinie verwendet wurde. Aus den Injektionen gingen 61
Tiere hervor. Im Alter von 4-6 Wochen erfolgte bei den Tieren die Entnahme
einer Schwanzspitzenbiopsie und die Tiere wurden auf Integration des Tyr-
HDGFGen Konstruktes ins Genom hin untersucht.



4. Ergebnisse 71

Sall
i Sall

Hindlll | Egll Hindlll  Sacl
BesHIl : mhell Mhel | : et l BzsHIl
[ T3 e— < - — I l,— A 1

Tyrosinase £ Exon| Exon|l Exonlll Exonlv ExonV Exon I
Pramolor [ tnos]
Sonde
2000 4000 8000
| | | | | l | | | I 1 1

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Tyr-HDGFGen Konstruktes.

Das Konstrukt besteht aus dem HDGF-Gen unter der Kontrolle eines Tyrosinase
Promotor/Enhancer Elements (zur Verfligung gestellt von Friedrich Beermann, ISREC,
Epalinges, Schweiz). Das HDGF-Gen entspricht dem murinen Gen, nur Intron | wurde von 6 377
bp auf 786 bp verkirzt. Das Konstrukt ist von zwei BssHIl Schnittstellen flankiert, die flr das
Entfernen des Vektorriickrates genutzt wurden. Der groB3e rote Pfeil steht fur den Primer 1879,
der kleine rote Pfeil fir den Primer 1850, die flr den Nachweis des Konstruktes verwendet
wurden. Der orange Balken stellt die fir die Southernblotanalyse verwendete Sonde dar. Die in
orange gehaltenen Hindlll und Bglll Schnittstellen zeigen das Fragment, das durch
Restriktionsverdau der genomischen DNA von transgenen Tieren entsteht. Mit Hilfe der in
orange dargestellten Sonde kann sowohl das Wildtyp-HDGF-Gen, als auch das Tyr-HDGFGen
Konstrukt im Southernblot detektiert werden.

Zunachst erfolgte die Untersuchung aller 61 Proben mit Hilfe einer PCR. Die
Unterscheidung zwischen der DNA des Tyrosinase-HDGFGen Konstruktes und
der des Wildtyp-HDGFs erfolgte mit Hilfe des Primers HDGF-Konstrukt sense
(1879) in Kombination mit Primer HDGFwt-antisense (1815). Primer 1879 ist
komplementér zu einem Bereich des Konstruktes direkt vor dem Anfang des
HDGF-Gens (groBer roter Pfeil in Abbildung 9), der urspriinglich von dem
pBlueskript-Vektor stammt. Hat eine Integration ins Genom stattgefunden, so
wird ein PCR-Produkt mit einer GréBe von 943 bp erwartet. Fand keine
Integration statt, so kann bei dieser Reaktion kein PCR-Produkt entstehen. In
Abbildung 10 ist exemplarisch das Ergebnis der Genotypenbestimmung einiger
Tiere dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die PCR auf DNA einer Wildtyp-
Maus nicht zur Amplifizierung eines DNA-Fragments fuhrt, wéhrend dieselbe
Reaktion auf der genomischen DNA der M&ause 7159 und 889 zur Bildung des
erwarteten Produktes (943 bp) flhrt. Als Positivkontrolle wurde die PCR auch
auf dem Tyr-HDGFGen Konstrukt durchgefuhrt. Auch hier ist ein Amplifikat von
943 bp zu erkennen.
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Abbildung 10: Exemplarische Darstellung des Ergebnisses einer Genotypisierungs-PCR.
Die PCR mit den Primern 1879 und 1815 wurde auf der DNA einer Wildtyp-Maus, der Mause
7159 und 889, sowie auf dem Tyr-HDGFGen Konstrukt als Positivkontrolle und mit ddH.O als
Negativkontrolle durchgefiihrt. Die Reaktion auf der DNA der Mause 7159 und 889 sowie auf
10 ng des Tyr-HDGFGen Konstruktes flihrte zur Amplifzierung eines 943 bp groBen Fragments,
wéahrend von der Wildtyp DNA und der Wasserkontrolle kein PCR-Produkt gebildet werden
konnte.

Die PCR-Genotypenbestimmung der durch Pronukleusinjektion erzeugten Tiere
ergab, dass das Tyr-HDGFGen Konstrukt in 15 der 61 M&ause ins Genom
integriert war.

Das Ergebnis der PCR-Genotypenbestimmung konnte durch die Analyse der
genomischen DNA mittels Southernblot-Analyse verifiziert werden. Neben den
15 DNA-Proben der Tiere, die laut PCR das Tyr-HDGFGen Konstrukt ins
Genom integriert hatten, wurde die DNA von einer injizierten Maus ohne
Integration (7165) und die einer nicht injizierten Maus (WT) fir die Analyse
eingesetzt. Daflir erfolgte die Inkubation der genomischen DNA mit den
Restriktionsenzymen Bglll und Hindlll (Abbildung 9). Die Sonde umfasst Exon
IV, Intron IV und Exon V und wurde durch Inkubation des Plasmids
HDGFgenepBSK mit Nhel hergestellt. Die Markierung des so gewonnenen
686 bp groBen Fragmentes erfolgte mit Hilfe des Klenow-Fragments und
radioaktivem [o-**P]-dCTP.

In Abbildung 11 ist zu erkennen, dass mit Hilfe der HDGF-spezifischen Sonde
fur alle Tiere ein 4386 bp groBes Fragment detektiert werden konnte. Dieses
entsteht durch die Restriktion der genomischen DNA aus dem HDGF-Gen und
entspricht dem Wildtyp-Gen. In den Proben aller PCR-positiven Mause, auBer
Maus 892, konnte ein zweites DNA-Fragment mit einer GréBe von 2570 bp
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detektiert werden. Dieses Fragment zeigt die Integration des Tyr-HDGFGen
Konstruktes mit dem verkirzten Intron | an. Die Southernblot-Analyse bestatigte
fur fast alle PCR-positiven Mause die Integration des Tyr-HDGFGen
Konstruktes ins Genom.

o m > A © o &N M b
g RN o b oooooN o0 &N ARG
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4386 bp
-Hﬂ-“" ba [
2570 bp R —

Abbildung 11: Ergebnis der Southernblot-Analyse.

Zur Detektion des HDGF Gens wurde die Membran mit einer radioaktiven ([a-32P]-dCTP)
Sonde inkubiert. Es ist zu erkennen, dass mit Hilfe der HDGF-Sonde zwei DNA-Fragmente
detektiert wurden. Die 4386 bp Bande ist dem Wildtyp-HDGF Gen zuzuordnen, wahrend die
2570 bp Bande auf das Tyr-HDGFGen Konstrukt zurlickzufiihren ist. Bei allen Tieren, bis auf
Maus 892, die in der PCR positiv waren, konnte die 2570 bp Fragment detektiert werden. Fir
Probe 7165, die in der PCR negativ war und die Wildtyp-Kontrolle (WT) konnte kein 2570 bp
Fragment detektiert werden.

Far die Charakterisierung der Mause erfolgte die Zichtung von zwei separaten
Mauslinien. Als Ursprung dienten die Mause 889 und 7159, deren
Nachkommen auf die Expression von HDGF vom Tyr-HDGFGen Konstrukt hin
untersucht wurden. Die Ergebnisse der Mauslinie 7159 befinden sich in diesem
Ergebnisteil, wahrend die zur Linie 889 im Anhang (8.1) aufgeflhrt sind. Die
transgenen Mause werden im Folgenden mit HDGF ™" bezeichnet.

4.2.1.2 Expressionsanalyse des Tyr-HDGFGen Konstruktes in
Mausen

Die Expressionsanalyse des Tyr-HDGFGen Konstruktes erfolgte auf Protein-
und mRNA-Ebene. Fiir die Analysen wurden Proben von HDGF™'- und Wildtyp-
Mé&usen verglichen.
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a) Westernblotanalyse

Als Gewebe wurden neben Haut und Auge, welche Melanozyten enthalten,
Gehirn, Milz und Leber zu Vergleichszwecken fiir die Analyse ausgewahlt. Die
Herstellung der Gewebelysate erfolgte durch Homogenisierung der Gewebe in
einem Glas-in-Teflon Homogenisator mit Lysispuffer. Die Hautproben wurden
vor dem Homogenisieren mit Hilfe des UltraTurrax® zerkleinert. Der
Proteingehalt wurde durch eine Proteinbestimmung ermittelt und 40 pg
Gesamtprotein wurden je Probe flr die Westernblot-Analyse eingesetzt. In allen
Proben konnte das auf einer Héhe von 38 kDa migrierende HDGF detektiert
werden (Abbildung 12). Allerdings ist keine Zunahme von HDGF in Geweben,
welche pigmentbildende Zellen enthalten, bei Vergleich von transgenen und
Wildtyp-Mausen erkennbar (weiBe Pfeile in Abbildung 12). Das transgene
HDGF kann nicht vom Wildtyp-HDGF unterschieden werden, da auf die
Verwendung eines Anhangs (Tag) an das Protein verzichtet wurde. Neben dem
HDGF-Protein detektierte der HDGF-Antikérper (HDGF-AK) in den Proben der
RiUckenhaut und der Leber ein Protein, das bei ca. 100 kDa migriert (grine
Pfeile in Abbildung 12). Hierbei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach
um HRP-2. Aufgrund der starken Sequenzhomologie von HRP-2 und HDGF im
N-terminalen Bereich detektiert der HDGF-AK auch dieses Protein.

Gehirn Auge R-Haut S-Haut Milz Leber
WT TG WT TG WT TG WT TG WT TG WT TG

170 kDa—
130 kDa—

100 kDa—
70 kDa—

55 kDa——

40 kDa—
HDGF—

35 kDa—

25 kDa—

Abbildung 12: Westernblot von Gehirn-, Auge-, Riickenhaut- (R-Haut), Schwanzhaut- (S-
Haut), Milz- und Leberlysaten einer Wildtyp- (WT) und HDGF™'- (TG) Maus.

40 pug Gesamtprotein wurden von jeder Probe eingesetzt. Die weiBen Pfeile deuten auf das in
Geweben mit pigmentbildenden Zellen enthaltende HDGF. Griine Pfeile deuten auf das vom
HDGF-AK detektierte HRP-2. Die Detektion des HDGF erfolgte durch Inkubation mit dem
Kaninchen-anti-Maus-HDGF Antikérper in Kombination mit einem Peroxidase gekoppelten
Ziege-anti-Kaninchen Zweitantikdrper. HDGF konnte in allen Lysaten auf einer Laufhéhe von
38 kDa detektiert werden. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL.
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b) mRNA-Analyse

Die Unterscheidung der transgenen HDGF-mRNA von der Wildtyp HDGF-
MRNA erfolgte erneut mit Hilfe des Primers 1879 (Abbildung 13). Dieser Primer
ist komplementar zu einem Teil des pBluescript Vektors, der direkt vor der
kodierenden Sequenz der HDGF-mRNA liegt, welche von dem Tyr-HDGFGen
Konstrukt gebildet wird. In Kombination mit Primer 1850 kann so spezifisch
diese mMRNA detektiert werden. Im Vergleich dazu konnte mit Hilfe der Primer
1559 und 1850 die gesamte, also Wildtyp und transgene, mRNA amplifiziert

werden.
Sall
= Sall
Hindill Hindlll Hindlll Sacl
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I_ T3 7 " g T T T h T | : 7T
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Abbildung 13: Lokalisation der Primer zur mRNA-Analyse im Tyr-HDGFGen Konstrukt.
Dargestellt ist das Tyr-HDGFGen Konstrukt und die Primer, die fir die Expressionsanalyse auf
der hergestellten cDNA verwendet wurden. Die Primer 1879 und 1850 amplifizieren spezifisch
die auf das Tyr-HDGFGen Konstrukt zurlickgehende cDNA mit einer erwarteten FragmentgroBe
von 861 bp. Die Primer 1559 und 1850 amplifizieren die gesamte HDGF-cDNA (841 bp).

Ein HDGF™"- und ein Wildtyp-Tier wurden fiir die mRNA-Analyse von Haut,
Auge (die Melanozyten enthalten), Gehirn, Milz und Leber (zu
Vergleichszwecken) ausgewahlt. Dafir wurde zundchst die gesamte RNA
isoliert, anschlieBend erfolgte die Umschreibung in cDNA mittels Oligo-(dT)-
Primer. Diese cDNA diente als Ausgangsmaterial fir die durchgefiihrten PCR-
Reaktionen.

In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass in allen Organen des Wildtyp-Tieres mit
den Primern 1559/1850 HDGF-cDNA detektiert wurde (Spur 2, 6, 10, 14, 18,
und 22) wahrend mit den Primern 1879/1850 keine cDNA amplifiziert werden
konnte (Spur 3, 7, 11, 15, 19 und 23). Die PCR auf der cDNA des transgenen
Tieres ergab mit dem allgemeinen HDGF Primer (1559) ebenfalls in allen
Organen ein Amplifikat (Spur 4, 8, 12, 16, 20 und 24). Die Reaktion mit dem fir
das Tyr-HDGFGen Konstrukt spezifischen Primers 1879 flhrte zur
Amplifizierung eines PCR-Produktes mit der erwarteten GréBe von 861 bp in
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den Haut- und Augenproben, welche pigmentbildende Zellen besitzen, aber
auch in allen anderen untersuchten Organen (Spur 5, 9, 13, 17, 21 und 25).
Dies deutet darauf hin, dass von dem ins Mausgenom integrierten Tyr-
HDGFGen Konstrukt HDGF-mRNA gebildet wird. Das mit Hilfe der Primer
1879/1850 hervorgegangene Amplifikat auf der Schwanzhaut der HDGF™'-
Maus (Spur 17) wurde in den pBlueskript Vektor kloniert und sequenziert. Die
Sequenzierung (Sequenzvergleich siehe Anhang 8.2.1, Abbildung 44) ergab
eine absolute Ubereinstimmung des Amplifikats mit der bekannten kodierenden
Sequenz von HDGF (publiziert von Nakamura et al. 1994, NCBI-ID: bc21654).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

1000bp
Eop
&g

S00nn
400

000

Nr. | Tier/Organ | Primer Nr. | Tier/Organ | Primer

2 WT Gehirn | 1559/1850 | 14 | WT S-Haut | 1559/1850
3 WT Gehirn | 1879/1850 | 15 | WT S-Haut | 1879/1850
4 TG Gehirn | 1559/1850 | 16 | TG S-Haut | 1559/1850
5 TG Gehirn | 1879/1850 | 17 | TG S-Haut | 1879/1850
6 WT Auge 1559/1850 | 18 | WT Milz 1559/1850
7 WT Auge 1879/1850 | 19 | WT Milz 1879/1850
8 TG Auge 1559/1850 | 20 | TG Milz 1559/1850
9 TG Auge 1879/1850 | 21 | TG Milz 1879/1850
10 | WT R-Haut | 1559/1850 |22 | WT Leber 1559/1850
11 | WT R-Haut | 1879/1850 | 23 | WT Leber 1879/1850
12 | TG R-Haut | 1559/1850 | 24 | TG Leber 1559/1850
13 | TG R-Haut | 1879/1850 |25 | TG Leber 1879/1850

Abbildung 14: mRNA-Analyse von Gehirn-, Auge-, Riickenhaut- (R-Haut), Schwanzhaut-
(S-Haut), Milz- und Leberproben einer Wildtyp- (WT) und HDGF™"- (TG) Maus.

In Spur 1 wurde der GroBenstandard 100 bp DNA Ladder plus aufgetragen. Die
Primerkombination 1559/1850 fiihrte zur Amplifizierung der gesamten HDGF cDNA mit einer
FragmentgréBe von 841 bp, wahrend mit Hilfe der Primer 1879/1850 ein Fragment von 861 bp
vervielféltigt wurde, das nur die cDNA nachweist, die auf das Tyr-HDGFGen Konstrukt
zuriickgeht.

In Spur 21 wurden von der cDNA der Milz der transgenen Maus zwei

Fragmente amplifiziert. Das untere migriert auf der HOéhe des 861 bp
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Fragments, wahrend das obere Fragment bei ca. 950 bp migriert. Beide
Fragmente wurden ebenfalls in den pBluescript Vektor kloniert und sequenziert.
Das untere Fragment ist identisch zu der HDGF cds (Spur 17), wahrend das
Obere zusatzlich dazu 70 bp aus Intron Il beinhaltet (siehe Anhang Abbildung
44). Die Translation dieser Sequenz wirde jedoch aufgrund eines Stoppcodons
in Intron Il zu einem stark verklrzten Protein flihren, das kaum mehr als die
HATH-Region (116 Aminosauren; ~14 kDa) umfasst (siehe Anhang Abbildung
45). Sequenzvergleiche mit bekannten exprimierten Sequenzen (ESTs; BLAST)
zeigten, dass diese Sequenz schon bekannt ist (siehe Anhang; Abbildung 46)
und dass die zusatzlichen 70 bp zwischen mehreren Spezies (Maus, Ratte,
Mensch, Hund, Rind) konserviert sind (siehe Anhang Abbildung 47).

¢) Immunfluoreszenzfarbung

Um zu Uberprifen, ob es in der Haut und im Auge die pigmentbildenden Zellen
sind, die HDGF vom Tyr-HDGFGen Konstrukt exprimieren, beziehungsweise
welche Zellen im Gehirn HDGF exprimieren, erfolgte die Immun-
fluoreszenzfarbung mit Schnitten dieser Gewebe. Hierfir wurden 4 um dicke
Paraffinschnitte entparaffiniert und mit dem primaren Kaninchen-anti-HDGF
Antikérper inkubiert. Mit Hilfe des Fluoreszenz- markierten Sekundarantikérpers
Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 konnte das HDGF-Protein spezifisch in diesen
Schnitten detektiert werden (Abbildungen 15-17).

FOr die Analyse der Rickenhaut wurden Mause im Alter von 10 Tagen
verwendet, da sich zu diesem Zeitpunkt der Haarzyklus in der anagenen Phase
befindet und der Tyrosinase-Promotor aktiv ist. Abbildung 15 zeigt die Farbung
eines Querschnitts von einer transgenen und einer Wildtyp-Maus. Es ist zu
erkennen, dass in Tieren beider Genotypen HDGF in den meisten Zellen der
Haut exprimiert wird und nuklear lokalisiert ist, unter anderem auch in den
pigmentierten Bereichen der Haarfollikel (A und C). In manchen Haarfollikeln
der HDGF™"-Maus scheint das HDGF Signal in wenigen Zellen starker zu sein
(griiner Pfeil) als in den entsprechenden Zellen der Wildtyp-Maus. Ob dieses
verstarkte Signal auf eine zusatzliche HDGF-Expression vom Tyr-HDGFGen
Konstrukt zurlickgeht, kann aber anhand dieser Bilder nicht festgestellt werden.
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Die Spezifitat der HDGF-Detektion konnte durch die fehlende Farbung in den
Praparaten der Antikérper-Kontrollen (AK-Kontrolle) gezeigt werden (B, F, K Q
und D, I, M, T).

HDGF™ Wildtyp

Anti-HDGF AK-Kontrolle Anti-HDGF AK-Kontrolle

Durchlicht DAPI HDGF

Uberlagerung

Abbildung 15: HDGF-Immunfluoreszenzfarbung der Riickenhaut.

Dargestellt sind die Farbungen von 4 um dicken Hautprdparaten einer HDGF *- und einer
Wildtyp-Maus. Die griinen Pfeile deuten auf die HDGF-positiven Zellkerne im Bereich der
Haarfollikel. Die Detektion von HDGF erfolgte durch Inkubation mit den Antikérpern Kaninchen-
anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 (AK-Kontrolle nur mit dem 2. AK inkubiert). Von oben
nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu sehen: HDGF (rot), DAPI (blau), Durchlicht und
die Uberlagerung der jeweils darliber abgebildeten Bilder. Zu jeder Farbung ist in der rechts
anstehenden Spalte die AK-Kontrolle abgebildet. Die Bilder wurden mit einer 100 fachen
VergrdBerung aufgenommen. Der Messbalken entspricht 100 um.

Tyr_
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In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass HDGF (rot) in der Netzhaut
(Ganglienzellen, in der &uBeren Nuklearschicht und im Retinalen
Pigmentepithel (RPE); roter Balken in Abbildung 16 P), sowie in der Aderhaut
(Chorioidea; griiner Balken in P) und in der Lederhaut (gelber Balken in P) des
Auges nukleér lokalisiert ist. Dagegen ist HDGF in der inneren Nuklearschicht
der Netzhaut zytosolisch lokalisiert. Die AK-Kontrollen zeigen, dass die
Detektion von HDGF spezifisch ist.

HDGF™
Anti-HDGF AK-Kontrolle

A

Durchlicht DAPI HDGF

Uberlagerung

[ ]

Abbildung 16: HDGF-Immunfluoreszenzfirbung des Auges.

Dargestellt sind die Farbungen von 4 pm dicken Augenschnitten einer HDGF™'- und einer
Wildtyp-Maus. In den Bildern ist ein Ausschnitt zu sehen, der von links nach rechts die
Lederhaut (gelber Balken in P), die Aderhaut (Chorioidea, griiner Balken in P) und die Netzhaut
(roter Balken in P) des Auges umfasst. Die grinen Pfeile deuten auf Zellkerne, die ein HDGF-
Signal in den Zellen der Chorioidea aufweisen. Die Detektion von HDGF erfolgte durch
Inkubation mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 (AK-
Kontrolle nur mit dem 2.AK inkubiert). Von oben nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu
sehen: HDGF (rot), DAPI (blau), Durchlicht und die Uberlagerung der jeweils dariber
abgebildeten Bilder. Zu jeder Farbung sind in der rechts anstehenden Spalte die AK-Kontrolle
abgebildet. Die Bilder wurden mit 400 facher VergréBerung aufgenommen. Der Messbalken
entspricht 100 um.
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Die pigmentbildenden Zellen des Auges im Retinale Pigmentepithel und der
Chorioidea zeigen in beiden Genotypen eine positive HDGF-Farbung. Das
Signal in den Pigmentzellen der Chorioidea des transgenen Tieres (Pfeil in A
und M) scheint in diesem Zelltyp starker zu sein, als in denen des Wildtyp-
Tieres (Pfeil in C und O). Ob dieses stérkere Signal auf eine zuséatzliche HDGF-
Expression vom Tyr-HDGFGen Konstrukt zurlickgeht, kann wiederum nicht
festgestellt werden.

Im Gehirn wird HDGF in den meisten Zellen exprimiert und zeigt eine nukleare
Lokalisation. Abbildung 17 zeigt exemplarisch die Detektion von HDGF im
Cerebellum und im Cortex. Die Expression von HDGF im Gehirn einer HDGF ™'
Maus wurde mit der einer Wildtyp-Maus in Bezug auf Intensitdt und
Expressionsort verglichen. In den Praparaten beider Genotypen ist eine
Expression in den Zellen der Kdrnerzellschicht des Cerebellums (A, G, M und
D, J, P), als auch in vielen Zellen des Cortex (B, H, N und E, K, Q) zu erkennen.
Anhand dieser Farbung konnten keine Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen festgestellt werden.

HDGF™ Wildtyp
Anti-HDGF Anti-HDGF AK Kontrolle Anti-HDGF Anti-HDGF A Kontrolle

DAPI HDGF

Uberlagerung

Cerebellum Cortex Cortex Cerebellum Cortex Cortex

Abbildung 17: HDGF-Immunfluoreszenzfarbung des Gehirnes.

Gezeigt ist die Detektion von HDGF in Gehirnarealen (Cerebellum und Cortex) einer HDGF™"
und einer Wildtyp-Maus. Zu den Cortexfarbungen ist jeweils in der rechts anstehenden Spalte
die dazugehérige AK-Kontrolle abgebildet. In der oberen Reihe ist die HDGF Farbung (rot), in
der mittleren Reihe die Anfarbung der Zellkerne durch DAPI (blau) und in der unteren Reihe die
Uberlagerung der Bilder der beiden oberen Reihen dargestellt. Die Detektion von HDGF
erfolgte durch Inkubation mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-
Cy3 (AK-Kontrolle nur mit dem 2. AK inkubiert). Die Bilder wurden mit einer 400 fachen
VergréBerung erstellt. Der Messbalken entspricht 100 pm.
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Bisher konnte nur anhand der mRNA-Analyse eindeutig gezeigt werden, dass
HDGF von dem Tyr-HDGFGen Konstrukt exprimiert wird, nicht jedoch, ob das
Protein gebildet wird und in welchen Zellen der Organe es zusatzlich exprimiert
wird. Um eine Mauslinie zu erhalten, die nur das transgene HDGF exprimiert,
wurden die HDGF™'-Mauslinien 7159 und 889 jeweils in die HDGF-Knockout-
Mauslinie (HDGF™) gekreuzt. Die daraus entstandenen Tiere werden im
Folgenden als HDGF"'/HDGF" bezeichnet.

4.2.1.3 Analyse der HDGF"'/HDGF"-M4use

Die HDGF'/HDGF"-Mé&use sind wie die HDGF”-M&use lebensfahig, fertil und
zeigen keine phanotypischen Auspragungen.

Die Untersuchung der HDGF-Expression vom Tyr-HDGFGen Konstrukt erfolgte
in diesen Tieren mittels Westernblotanalyse und anhand von Immun-

fluoreszenzfarbungen.
a) Westernblotanalyse

Fir die Westernblotanalyse wurden Lysate folgender Organe von
HDGF"/HDGF”- und HDGF"-Tieren durch Homogenisierung der Gewebe in
Lysispuffer hergestellt: Gehirn, Auge, Ruckenhaut (R-Haut), Schwanzhaut
(S-Haut), Milz und Leber. Als Positivkontrolle diente Gehirnlysat einer Wildtyp-

Maus. Fir die Analyse wurden 40 ug Gesamtprotein je Probe eingesetzt.
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Gehim Gehim Auge R-Haut S-Haut Milz Leber

WT - TG/d- - TGlH- - TGl-- - TG/4- - TGi-4- - TGI-

170 kDa—
130 kDa—

100 kDa—
70 kDa—

55 kDa—

40 kDa—
HDGF—

35 kDa——

25 kDa—

Abbildung 18: Westernblotanalyse von Organlysaten von HDGF"'/HDGF"- (TG/-/-) und
HDGF - (--) Méusen.

Je 40 pg Gesamtprotein der Organlysate von Gehirn, Auge, Rlckenhaut (R-Haut),
Schwanzhaut (S-Haut), Milz und Leber wurden je Probe aufgetragen. In Spur 1 wurde als
Positivkontrolle 40 ug Gehirnlysat einer Wildtyp Maus aufgetragen, in der HDGF auf einer
Laufthéhe von 38 kDa detektiert wurde. Die Detektion des HDGF erfolgte durch Inkubation mit
dem Kaninchen-anti-HDGF Antikérper in Kombination mit einem Peroxidase gekoppelten
Ziege-anti-Kaninchen Zweitantikérper. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL.

Wie erwartet konnte mit Hilfe des Kaninchen-anti-HDGF Antikérpers HDGF,
welches bei 38 kDa migriert, im Lysat der Positivkontrolle (Abbildung 18,
Spur 1), aber nicht in den Organlysaten der HDGF” Maus (Spuren: -/-)
detektiert werden. In den Lysaten der HDGF"/HDGF” Maus ist nur im
Gehirnlysat eine Bande fir HDGF erkennbar (Spur: Gehirn TG/-/-). In den
Milzproben der HDGF"/HDGF”- und HDGF”’-Maus sind einige Proteine
verschiedener GréBen zu erkennen. Keines dieser Proteine migriert auf einer
Hohe von 38 kDa und es ist kein Unterschied zwischen den Proben der beiden
Genotypen zu erkennen. In der Milz liegen sehr viele Immunzellen vor, deren
Proteine z.T. Antikérper binden kdénnen. Es ist daher mdglich, dass es sich
hierbei um eine unspezifische Bindung der fir die Detektion verwendeten
Antikdrper mit diesen Proteinen handelt.

b) Immunhistochemie
Immunhistochemische Farbungen wurden an Haut-, Auge- und Gehirnschnitten

von HDGF"/HDGF"- und HDGF”"-Mausen durchgefiihrt. Diese Farbungen
sollten Aufschluss dartiber geben, ob es Zellen in der Haut und im Auge gibt,
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die transgenes HDGF exprimieren, beziehungsweise welche Zellen in welchen
Bereichen des Gehirnes HDGF vom Tyr-HDGFGen Konstrukt exprimierten.

HDGF "/HDGF ™" HDGF™ Wildtyp
Anti-HDGFE AK-Kontrolle Anti-HDGF Anti-HDGF AK-Kontrolle

Durehlicht DAPI HDGF

Uberlagerung

-

Abbildung 19: HDGF-Immunfluoreszenzfarbung der Riickenhaut.

Farbungen von drei Genotypen sind von links nach rechts abgebildet: HDGF"'/HDGF,
HDGF” und Wildtyp. Die griinen Pfeile deuten auf die HDGF-positiven Zellkerne im Bereich der
Haarfollikel. Die Schnitte wurden mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-
Kaninchen-Cy3 inkubiert (AK-Kontrolle nur mit dem 2. AK inkubiert). Die Zellkerne wurden mit
DAPI angeféarbt. Von oben nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu sehen: A-E HDGF
(rot), F-J DAPI (blau), K-O Durchlicht und die P-T Uberlagerung der jeweils darlber
abgebildeten Bilder. Die Bilder wurden mit einer 100 fachen VergréBerung aufgenommen. Der
Messbalken entspricht 100 pm.

In Abbildung 19 sind Bilder der Rickenhaut von 10 Tage alten Tieren
dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich der Haarzyklus in der anagenen
Phase. Es ist deutlich zu sehen, dass in dem Schnitt der HDGF”-Haut (C und
R) im Vergleich zur Wildtyp-Haut (D und S) kein HDGF detektiert werden
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konnte. Auch in dem Schnitt der HDGF""/HDGF”-Maus ist die fiir HDGF
typische Expression in den Zellen der Haarschafte oder der Epidermis nicht
erkennbar. Allerdings konnten bei diesem Genotyp einzelne Zellen in den
Haarfollikeln durch den HDGF-AK angefarbt werden (Pfeile in A und P). Da die
Negativkontrollen ohne Primarantikérper kein Signal zeigten (B, Q und E, T),
deutet die Farbung in den Bildern A und P auf eine Expression des transgenen
HDGFs hin.

Die immunhistochemischen Farbungen der Augen erfolgte an Praparaten von 6
Wochen alten Mausen (Abbildung 20). Die Farbung des HDGF”-Praparats
zeigt im Vergleich zu dem des Wildtyps kein positives Signal fiur HDGF. Im
Bereich der Chorioidea zeigen einzelne Zellen in Schnitten der
HDGF"/HDGF”-Mause eine nukledre HDGF-Farbung (Pfeile in A und P). Die
Spezifitat des HDGF-Signals konnte durch die Abwesenheit einer
entsprechenden Farbung im Praparat der HDGF-Maus (C, R) und die
negativen Antikdrperkontrollen bestatigt werden (B, Q und E, T).

HDGF "/HDGF ™ HDGF ™" Wildtyp

Anti-HDGF AK-Kontrolle Anti-HDGF Anti-HDGF AK-Kontrolle

HDGF

DAP|

Dwurchlicht
... |

Uberlagerung

Abbildung 20: Immunfluoreszenzfiarbung von Augenpraparaten.

Farbungen von drei Genotypen sind von links nach rechts abgebildet: HDGF"/HDGF”,
HDGF" und Wildtyp. Die griinen Pfeile deuten auf die HDGF-positiven Zellkerne im Bereich der
Chorioidea. Die Schnitte wurden mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-
Kaninchen-Cy3 inkubiert (AK-Kontrolle nur mit dem 2.AK inkubiert), die Kerne mit DAPI
angefarbt. Von oben nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu sehen: HDGF (rot), DAPI
(blau), Durchlicht und die Uberlagerung der jeweils darlber abgebildeten Bilder. Die Bilder
wurden mit einer 400 fachen VergréBerung aufgenommen. Der Messbalken entspricht 100 um.
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Die Ergebnisse der mRNA-Analyse (Abbildung 14) und der Westernblotanalyse
(Abbildung 18) haben gezeigt, dass im Gehirn transgenes HDGF exprimiert
wird, obwohl dort weder pigmentbildende Zellen vorhanden sind, noch der
Tyrosinase-Promotor aktiv sein sollte. Immunfluoreszenzfarbungen des Gehirns
von sechs Wochen alten Mausen sollten zeigen, in welchem Bereich des
Gehirns das Konstrukt exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurden Gehirnschnitte
von HDGF"/HDGF™"-, HDGF"- und Wildtyp-M&usen gefarbt und die Signale
verglichen.

Im oberen Teil der Abbildung 21 sind Farbungen des Cerebellums von
HDGF"/HDGF”-, HDGF”- und Wildtyp-Mausen gezeigt. Wahrend im Wildtyp
HDGF stark in der inneren Kornerzellschicht exprimiert wird, kann im
entsprechenden Bereich einer HDGF”-Maus wie erwartet kein HDGF detektiert
werden. Da auch im Praparat der HDGF"Y"/HDGF”-Maus kein HDGF detektiert
werden konnte, ist davon auszugehen, dass der Tyrosinase-Promotor in den
Zellen dieser Hirnregion nicht aktiv ist. Bilder des Cortex im unteren Teil der
Abbildung zeigen hingegen ein anderes Ergebnis. Im Wildtyp-Préaparat ist zu
erkennen, dass Zellen tber den Cortex verteilt ein nukledres Signal fur HDGF
aufweisen (C und K). Dieses Signal konnte im Praparat der HDGF"-Maus nicht
detektiert werden (B und J). Dahingegen zeigt die Farbung des
HDGF™/HDGF”-Cortex ein nukledres Signal, welches sich vom Wildtyp
hinsichtlich der Verteilung der angefarbten Zellkerne unterscheidet (A und I).
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzfiarbung von Cerebellum (oben) und Cortex (unten)

Fir die Farbungen wurden sagittale 10 um dicke Kryoschmtte verwendet Farbungen von drei
Genotypen sind von links nach rechts abgebildet: HDGF"/HDGF”, HDGF” und Wildtyp. Die
Schnitte wurden mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3
inkubiert (AK-Kontrolle nur mit dem 2.AK inkubiert). Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt. Von
oben nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu sehen: HDGF (rot), DAPI (blau),
Durchlicht und die Uberlagerung der jeweils dartiber abgebildeten Bilder. Die Bilder wurden mit
400 facher VergréBerung aufgenommen. Der Messbalken entspricht 100 pm.
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4.2.1.4 In Situ Hybridisierung (ISH)

In Abbildung 19 konnte gezeigt werden, dass es im Bereich der Haarfollikel
Zellen gibt, die transgenes HDGF exprimieren. Zum Nachweis, dass in diesem
Bereich Melanozyten lokalisiert sind und dass es diese Zellen sind, die das
Konstrukt exprimieren, wurde eine in situ Hybridisierung (ISH) zur Detektion der
Tyrosinase mMRNA und eine Immunfluoreszenzfarbung auf Folgeschnitten

durchgefihrt.

a) Klonierung der Sonden

Fir die ISH erfolgte die Klonierung von zwei Sonden, die verschiedenen
Bereichen der Tyrosinase-mRNA (Tyr-mRNA) entsprechen. Diese wurden in
den pBluescript-Vektor kloniert, der sowohl einen T3- als auch einen T7-
Promotor besitzt. Um eine vergleichbare Expression der sense und antisense
RNA-Sonden zu erreichen, sollte nur ein Promotor verwendet werden, so dass
die Klonierung der Sonden sowohl in sense als auch in antisense Richtung in
den Vektor erfolgte. Hierfur wurde auf cDNA aus Rickenhaut eine PCR mit den
Primern 3019/3020 bzw. 3021/3022 durchgefiihrt. Die PCR Produkte wurden
jeweils mit den Restriktionsenzymen Pstl und Hindlll bzw. Hindlll und Xhol
gespalten, so dass jedes PCR-Produkt einmal in sense und einmal in antisense
Richtung in den entsprechend gespaltenen pBSK-Vektor kloniert werden
konnte. Die Sequenzen der positiven Klone wurden durch Sequenzierung
bestéatigt (Vektorkarten siehe Anhang 8.3). Folgende Plasmide fanden fir die
ISH Verwendung:

- SF-541 mTyr-Sonde1-s-pBSK

- SF-542 mTyr-Sonde1-as-pBSK

- SF-543 mTyr-Sonde2-s-pBSK

- SF-544 mTyr-Sonde2-as-pBSK
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b) Herstellung und Testen der mRNA-Sonden

Die Expression und Markierung der RNA-Sonden erfolgte mit Hilfe der T7-
Polymerase und Digoxigenin-markiertem UTP von der mit BamHI linearisierten
Plasmid-DNA. Die Uberpriifung der Transkription und Quantifizierung der RNA-
Sonden erfolgte mittels Dot-Blot im Vergleich zu einer B-Aktin Sonde (Daten
nicht gezeigt). Aufgrund dieser Abschatzung wurden die Tyr-Sonden 1:1000 in
der ISH zur Detektion der Tyr-mRNA eingesetzt.

In Vorversuchen wurden beide antisense und sense Sonden verglichen. Als
Kontrollen dienten die in unserem Labor schon mehrfach verwendeten Lass 4
antisense und sense Sonden. Der Vergleich zeigte, dass beide Tyr-antisense
Sonden zu einer Markierung von Zellen im Bereich der Haarfollikel fihrten,
wahrend die Inkubation mit der Lass 4 antisense Sonde zu einer Anfarbung von
Zellen im Bereich der Talgdrisen flhrte (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung
der sense Sonden fuhrte nicht zur Farbung der Prdparate. Da es keinen
erkennbaren Unterschied zwischen den beiden Tyr-antisense Sonden in Bezug
auf die Lokalisation des Signals oder die Signalstarke gab, wurden fir die
weiteren Versuche die Sonden verwendet, die auf den Plasmiden SF-541
(antisense Sonde Tyr-as) und SF-542 (sense Kontrolle Tyr-s) basieren.

c¢) In Situ Hybridisierung

Im oberen Teil von Abbildung 22 sind Bilder von Haarfollikeln dargestellt, die
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt oder an denen eine ISH mit der Tyr-as bzw.
Tyr-s Sonde durchgefihrt wurde. Die Untersuchung erfolgte erneut an
Praparaten der Genotypen HDGF"/HDGF”, HDGF” und Wildtyp. Die HE-
Farbung zeigt, dass der Haarzyklus die anagene Phase durchlauft, die Phase in
der Melanozyten das Melanin zur Einlagerung in das Haar bilden, so dass eine
braune Pigmentierung der Haarfollikel vorliegt. Fir die ISH wurden 4 um dicke
Paraffinschnitte verwendet und unter RNase freien Bedingungen behandelt. Die
Detektion der Digoxigenin-markierten RNA Sonden erfolgte durch anti-
Digoxigenin Antikdrper, an die das Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt
ist. Als Substrat fur die alkalische Phosphatase wurde BM Purple verwendet.
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Abbildung 22 zeigt, dass die Praparate, die mit der Tyr-antisense (Tyr-as)
Sonde inkubiert wurden, eine deutliche Lilafarbung im Bereich der Haarfollikel
aufweisen (Pfeil in D, E und F). Die Detektion der Tyrosinase mRNA in den
Melanozyten zeigt auch, dass es keine erkennbaren Unterschiede zwischen
den Genotypen HDGF"/HDGF”, HDGF" und Wildtyp gibt. Die Inkubation mit
der Tyr-sense-Kontrolle (Tyr-s), fluhrte zu keiner Farbentwicklung in den
Praparaten (Pfeile in G, H, I). Zum Nachweis, dass es die lila gefarbten
Melanozyten sind, die transgenes HDGF exprimieren, wurde an den jeweiligen
Folgeschnitten eine immunhistochemische Farbung gegen HDGF durchgeflhrt
(Abbildung 22 J-S). Es ist zu erkennen, dass in den Haarfollikeln der
HDGF"/HDGF”-Maus genau im Bereich der Lilafdrbung aus Bild D HDGF
exprimiert wird (Pfeil in A und P). Im Gegensatz dazu ist im HDGF™-Praparat
keine Farbung zu erkennen (L und Q). Die HDGF-Farbung des Wildtyp
Praparates zeigt ein schwaches nukleares Signal in den meisten Zellen des
Haarfollikels einschlieBlich der Melanozyten (Pfeil in M und R), welches sich
deutlich von der Farbung des HDGF "' /HDGF " -Praparates unterscheidet.
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Abbildung 22: In Situ Hybridisierung (ISH) und Immunfluoreszenzfirbung der
Folgeschnitte.

Im oberen Teil der Abbildung (A-I) sind Bilder der HE-Farbungen und der ISH dargestellt. Der
untere Teil gibt einen Uberblick lber die HDGF-Immunfluoreszenzfarbungen, welche auf den
jeweiligen Folgeschnitten angefertigt wurden. Fir alle Farbungen wurden 4 um dicke
Paraffinschnitte der Haut der Genotypen HDGFTyr/HDGF-/-, HDGF-/- und Wildtyp (von links
nach rechts) verwendet. Von oben nach unten sind folgene Farbungen dargestellt: HE,
Detektion der Tyr-as Sonde, Detektion der Tyr-s Sonde, HDGF-Farbung (rot) und die
Uberlagerung (HDGF-Farbung, DAPI-Farbung und Durchlicht). Die Schnitte wurden mit den
Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 inkubiert (AK-Kontrolle nur
mit dem 2. AK inkubiert). Die Kerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. HE — Hamatoxylin/Eosin
Farbung; ISH — In Situ Hybridisierung; Tyr as — Tyrosinase antisense Sonde; Tyr s — Tyrosinase
sense Sonde. Die Bilder wurden mit 400 facher VergréBerung aufgenommen. Die Messbalken
entsprechen 100 pm.
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4.2.1.5 Histologie der HDGF™'-, Wildtyp- und HDGF”-Méuse

Nachdem gezeigt werden konnte, dass transgenes HDGF vom Tyr-HDGFGen
Konstrukt in Melanozyten exprimiert wird, folgte die histologische Untersuchung
der HDGF™" im Vergleich zu Wildtyp Mausen. Dafiir wurden Riickenhaut
(R-Haut), Schwanzhaut (S-Haut) und Augen von sechs Wochen alten HDGF™'-,
Wildtyp- und HDGF”-Méausen verglichen. Die Analyse der Augen zeigte keine
Unterschiede in Bezug auf die Pigmentierung des Retinalenen Pigmentepithels
(RPE) und der Chorioidea (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 23 sind HE-Farbungen von R-Haut und S-Haut der drei Genotypen
dargestellt. Es konnte kein Unterschied in Bezug auf Hautdicke oder
Pigmentierung der Haarfollikel erkannt werden.

HDGEF " Wildtyp HDGF ™"

R-Haut Haarfollikel R-Haut Ubersicht

S-Haut Ubersicht

Abbildung 23: Histologische Analyse der HDGF™'-, Wildtyp- und HDGF"-Méuse.
Dargestellt sind HE-Farbungen der Rickenhaut (R-Haut) und Schwanzhaut (S-Haut) der drei
Genotypen. Die Bilder in der obersten Reihe wurden in 100 facher VergréBerung, die Bilder
darunter in 400 facher VergrdBerung aufgenommen. Die Messbalken entsprechen 100 pm.
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Um eventuelle Unterschiede zwischen diesen Genotypen in Bezug auf
Lokalisation und Anzahl der Melanozyten zu erkennen, wurden die Praparate
der Ricken- und Schwanzhaut zur besseren Darstellung der Melanozyten mit
a-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) angefarbt. Die DOPA-Farbung dient dem
Nachweis von Melanozyten und beruht darauf, dass DOPA von dem
Melanozyten-spezifischen  Protein  Tyrosinase als Substrat fur die
Pigmentbiosynthese verwendet werden kann. In Abbildung 24 ist zu erkennen,
dass im Praparat der Rickenhaut Melanozyten nur im Bereich der Haarfollikel
zu finden sind. In der Schwanzhaut findet man zusatzlich Melanozyten im
Ubergang zwischen Epidermis und Dermis. Es konnte jedoch kein Unterschied
in Bezug auf Menge und Lokalisation der Melanozyten beobachtet werden.

Wildtyp HDGF ™

R-Haut

| il

£ A

bttt
BT T

Abbildung 24: DOPA—Férbung von Riickenhaut (R-Haut) und Schwanzhaut (S-Haut) von

HDGF™'-, Wildtyp- und HDGF"-Mausen.

Die Hautpréparate wurden zuerst mit 0,1% DOPA in PBS inkubiert und dann mit Eosin gefarbt.

Die Kontrolle wurde nur mit PBS inkubiert und ebenfalls mit Eosin gegengefarbt. Die Bilder in

der oberen Reihe wurden mit 100 facher, die Bilder darunter mit 400 facher VergréBerung
aufgenommen Die Messbalken entsprechen 100 pm.

Mause der Genotypen HDGF™" (n=21) und Wildtyp (n=24) wurden iber einen
Zeitraum von zwei Jahren beobachtet. Keines der Tiere entwickelte Uber diesen

Zeitraum spontan Melanome oder andere Hautverédnderungen.
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4.2.1.6 Isolierung kutaner Melanozyten aus HDGF™"-, Wildtyp- und
HDGF”-M&usen

Die Isolierung der kutanen Melanozyten erfolgte aus der Epidermis von 1-3
Tage alten Mausen. Erst nach 7-10 Tagen in Kultur war eine deutliche
Pigmentierung der Zellen erkennbar.

Wildtyp

Abbildung 25: Darstellung isolierter Melanozyten aus HDGF™", Wildtyp- und HDGF™-
Mausen.

Die Melanozyten wurden nach der Isolation 30 Tage in Kultur gehalten, bevor diese fixiert und
fotografiert wurden. Die Bilder in der oberen Reihe wurden mit 100 facher, die darunter mit 400
facher VergréBerung aufgenommen. Die Messbalken entsprechen 100 pum.

Uberraschenderweise zeigte sich ein Unterschied in der Kultivierbarkeit der
Melanozyten der verschiedenen Genotypen. Isolierte primare Melanozyten aus
Wildtyp- und HDGF”-Mé&usen zeigten nach Inkubation der Zellen (iber 30 Tage
eine starke Vermehrung und eine deutliche Pigmentierung (Abbildung 25 B, C).
Die Detailaufnahmen verdeutlichen die starke Pigmentierung der Wildtyp und
HDGF™” Melanozyten und zeigen eine zum Teil flachige, zum Teil dendritische
Form der Zellen (E, F). Die aus den HDGF"™'-Mausen isolierten Zellen bilden
keine konfluente, pigmentierte Zellschicht. Nach gleicher Inkubationszeit waren
lediglich einzelne abgerundete und nur selten pigmentierte Zellen zu finden
(roter Pfeil in A). Die Detailaufnahme zeigt, dass die wenigen pigmentierten
Zellen sich in ihrer Form und Ausdehnung deutlich von den Wildtyp- und
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HDGF"-Melanozyten unterscheiden. Die HDGF"™'-Melanozyten sind deutlich
kleiner und dendritischer (rote Pfeile in D).

Die Unfahigkeit der Melanozyten aus transgenen Mausen in vitro zu Uberleben
ist die einzige Veranderung, die aufgrund des Transgens beobachtet werden
konnte. Diese Veranderung deutet aber darauf hin, dass die Expression des
Tyr-HDGFGen Konstruktes und damit eine Zunahme der HDGF Menge unter

bestimmten Umsténden einen Einfluss auf diesen Zelltyp hat.

4.2.2 Riickkreuzung und Analyse der HDGF""/Ink4a™-, Ink4a™ -
und HDGF"/Inkd4a”-Méuse

4.2.2.1 Allgemein

Da die Expression von HDGF in Melanozyten unter Kontrolle des Tyrosinase
Promotors nicht zur Entstehung von Hautveranderungen, wie Melanomen,
fihrte und keine veranderte Lokalisation oder Zunahme der Melanozyten
beobachtet werden konnte, wurden die Mauslinien 889 und 7159 in die
Ink4a-Knockout- (Ink4a”™) Mauslinie gekreuzt (zur Verfligung gestellt von
Clemens Schmitt (Charité-Universitatsmedizin, Berlin) mit Genehmigung von
Manuel Serrano (Spanish National Cancer Research Center (CNIO), Madrid,
Spain)). Die Unterbrechung des Ink4a-Genlokus bewirkt eine verstarkte
Neigung zur Tumorentwicklung. Des Weiteren wurde die HDGF"-Maus in die
Ink4a”-Linie gekreuzt, um einen eventuellen Einfluss der HDGF-Defizienz auf
die Tumorentstehung beurteilen zu kénnen. Alle Mause waren lebensféhig, fertil
und zeigten keine Auffalligkeiten in Bezug auf Haarentwicklung oder Fellfarbe.
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4.222 Histologie der HDGF"/Ink4a”-,  Ink4a”-  und
HDGF"/Ink4a”-Méuse

Die histologische Analyse der R-und S-Haut der HDGF™"/Ink4a™-, Ink4a™- und
HDGF”/Ink4a”-Mause wurde anhand von HE- und DOPA-Farbungen von
Kryoschnitten durchgefihrt. Die Praparate der drei hier untersuchten
Genotypen unterscheiden sich in Bezug auf Hautdicke oder Pigmentierung der
Haarfollikel weder untereinander (Daten nicht gezeigt) noch im Vergleich zu den
Praparaten der HDGF™'-, Wildtyp- und HDGF™- M&use (siehe Abbildung 23
und Abbildung 24).

Die histologische Analyse der Ink4a”-Mause weist lediglich den bekannten
Augenphanotyp auf, der sich durch eine unvollstandige Regression des hyaloid
vaskularen Systems, einhergehend mit einem Linsenkatarakt und einer
Retinadysplasie, auBert (Cheong et al., 2006). In Abbildung 26 sind Bilder der
Augenpraparate je einer Wildtyp-, Ink4a”-, HDGF™/Ink4a”- und
HDGF”/Ink4a”- Maus dargestellt. Das Bild des Wildtyp Auges zeigt den
Querschnitt durch ein gesundes Auge mit einer normalen Retina (griner Pfeil in
A). In Teilabbildung B-D ist die Retinadysplasie in den Praparaten der Ink4a™-
Mause deutlich zu erkennen. Die Retina ist aufgefaltet, verdickt und die
charakteristische Anordnung der Zellschichten ist kaum noch gegeben (griine
Pfeile in B-D). Weiter ist zu erkennen, dass sich im Auge der Ink4a”-Mause
groBe vaskulare Strukturen vom optischen Nerv hin zum posterioren Teil der
Linse erstrecken (roter Pfeil in B-D). Da in nicht-albino M&ausen auch
pigmentierte Zellen in diesen vaskularen Strukturen zu finden sind, wurden die
Augen HDGF"7/Ink4a”-, Ink4a”- und HDGF'/Ink4a”-Mause verglichen um
einen eventuellen Einfluss des transgenen HDGFs auf die pigmentierte
Zellmasse zu untersuchen. Es konnte jedoch in Bezug auf die Pigmentierung

kein Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden.
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Abbildung 26 HE- Farbung der Augenpraparate einer Wildtyp-, Ink4a™-, HDGF"/Ink4a™-,
und HDGF”/Ink4a™-Maus.

Dargestellt sind die HE-Farbungen von 10 pum dicken Kryoschnitten. Die roten Pfeile zeigen auf
die im Auge vorliegende Zellmasse; die grinen Pfeile deuten auf die Retinadysplasie (B-D)
bzw. auf die intakte Retina in A. Die Ubersichten der Augenschnitte setzen sich aus
Einzelbildern zusammen, die mit einer 100 fachen VergréBerung aufgenommen wurden. Der
Messbalken entspricht 1 mm.

Ink4a”-Mause haben nur eine Lebenserwartung von maximal zwélf Monaten,
da sie dazu tendieren, Lymphome und Sarkome zu entwickeln (Serrano et al.,
1996). Des Weiteren wurde die Ausbreitung der Lymphome auf die Leber
beschrieben (Schmitt et al., 1999). Das Organ zeigt sich durch die Infiltrierung
von Lymphomzellen ins gesamte Leberparenchym stark vergréBert. Die
Tumorinzidenz, sowie die GroBe von Leber und Milz von erkrankten Tieren
unterscheiden sich nicht zwischen HDGF™/Inkd4a”~ und Ink4a”- und
HDGF”/Ink4a”-Mausen. AuBerdem besteht kein Unterschied in Bezug auf die
Lebenserwartung (Daten nicht gezeigt).
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4.2.3 UVB-Bestrahlung

4.2.3.1 Makroskopische Analyse der UVB-bestrahlten Mause

Die bisher durchgefuhrten histologischen Analysen ergaben keinen Hinweis auf
einen Einfluss der zusatzlichen HDGF-Expression in Melanozyten. Die
Behandlung von Mausen mit UVB-Strahlen bietet die Mdglichkeit die Hautzellen
zu schéadigen und so in bestimmten Genotypen Hautveranderungen zu
induzieren. Far die Bestrahlung der Mause mit UVB wurden jeweils Tiere aus
beiden transgenen Linien (889 und 7159) verwendet. Von den auf Ink4a
Hintergrund zurick gekreuzten Mausen wurden nur heterozygote Mause
verwendet (HDGF™/Ink4a*", Ink4a*” und HDGF”/Ink4a*"), da Ink4a”-Mause
nach einer solchen Behandlung vermehrt und verfriiht Sarkome entwickeln. Die
weiter verklrzte Lebensdauer dieser Tiere kénnte zu gering sein, um eine
melanozytare Verdnderung zu entwickeln. Des Weiteren wurden Mause auf
Wildtyp-Hintergrund behandelt (HDGF™', Wildtyp und HDGF™). Alle Genotypen
wurden im Alter von 2-3 Tagen einmalig mit einer Dosis von 6,14 kJ/m? UVB
auf den Rulcken bestrahlt. Die zu diesem Zeitpunkt noch nackten Mause
entwickelten ein UV-Erythem (Sonnenbrand), das nach 6-8 Tagen zur
Abschalung der Haut flhrte. Es trat keine Blasenbildung oder Bildung von
offenen Wunden auf. Die behandelten Mause zeigen normalen Haarwuchs. Ab
einem Alter von acht Monaten konnte beobachtet werden, dass am Riicken und
am Schwanz der HDGF™/Ink4a*-, Ink4a*-, und HDGF”/Ink4a*-Mause
verdickte, pigmentierte Hautveranderungen auftraten, die bei Mausen der
Genotypen HDGF™", Wildtyp und HDGF™ nicht beobachtet werden konnten.
Abbildung 27 zeigt exemplarisch fur die drei behandelten Genotypen die
entstandenen Hautveranderungen (rote Pfeile). Die groBen, flachig-schwarzen
Hautstellen (grine Pfeile) sind keine Hautveranderungen, sondern stellen
Bereiche dar, in denen sich der Haarzyklus in der anagenen Phase befindet. In
diesem Stadium des Haarzyklus sind die Haarfollikel stark pigmentiert und die

Haut erscheint schwarz.
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Abbildung 27: Darstellung der durch UVB-Bestrahlung induzierten Hautveranderungen.
Die Riickenhaut wurde von der Innenseite fotografiert. Die roten Pfeile zeigen auf pigmentierte
Hautveranderungen; die griinen Pfeile deuten auf Bereiche mit Haarfollikeln in der anagenen
Phase des Haarzyklus. Der Messbalken entspricht 1 cm.

4.2.3.2 Statistische Analyse der UVB-induzierten  Haut-
verdnderungen

Die Haufigkeit und GréBe der auftretenden Hautveranderungen wurden
dokumentiert, den Genotypen (HDGF™/Ink4a*", Ink4a*" und HDGF”/Ink4a*")
nach sortiert und statistisch ausgewertet. Das Ergebnis der Auflistung ist in
Abbildung 28 A dargestellt und deutet darauf hin, dass die HDGF”/Ink4a*"-
Mause im Vergleich zu den Ink4a* - und den HDGF"/Ink4a*-Mausen mehr

und gréBere Hautveranderungen entwickelten.
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Abbildung 28: Statistische Analyse der Hautveranderungen der UVB-behandelten Mause.
In A wurde der Durchmesser der Hautveranderungen in mm gegen die Tierzahl in %
aufgetragen. B zeigt die Uberprifung auf Signifikanz mit Hilfe des Chi-Quadrat-Vierfeldertests.
Fir die Analyse wurden folgende Tierzahlen verwendet: HDGF""/Ink*" n= 23; Ink+/- n=24;
HDGF”/Ink*" n=23.

Mittels Chi-Quadrat-Vierfeldertest kann untersucht werden, ob zwei Gruppen
sich in einem Merkmal signifikant unterscheiden. Das Ergebnis des Chi-
Quadrat-Vierfeldertestes weist einen signifikanten (p<0,001) Unterschied
zwischen den Genotypen HDGF"™/Ink4a*” und HDGF'/Ink4a™ und den
Genotypen Ink4a*” und HDGF/Ink4a*" auf (Abbildung 28 B). Zwischen den
Genotypen HDGF™/Ink4a*™ und Ink4a™" dagegen besteht kein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die GroBe der Hautveranderungen. Demnach
entwickelten die HDGF™7Ink4a*” Mause nach neonataler UVB-Bestrahlung
eine kaum geringere Anzahl an Hautveranderungen als die gleich behandelten
Ink4a™ Mause. Die UVB bestrahlten HDGF'/Ink4a™ Mause entwickelten
jedoch im Vergleich zu beiden Genotypen (HDGF™7/Ink4a*” und Ink4a*")
signifikant mehr und gréBere Hautveranderungen, wobei der Unterschied zu

den Ink4a™ Mausen etwas geringer war.
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4.2.3.3 Histologische Analyse der pigmentierten Hautverdnderungen

Die Hautveranderungen der UVB behandelten M&use wurden entnommen und
fir die Anfertigung von Schnitten in Paraffin eingebettet.

In Abbildung 29 sind exemplarisch fiir die Genotypen HDGF™/Ink4a*", Ink4a*"
und HDGF”/Ink4a*" die HE-Farbungen der pigmentierten Hautverdnderungen
der Rickenhaut dargestellt. In den Ubersichtsbildern der HE-Farbungen (A, C,
E) ist zu erkennen, dass die Hautveranderungen nicht uniform pigmentiert sind.
Vielmehr @hneln die Veranderungen stark humanenEpidermoidzysten, an deren
Randern und zum Teil auch im Inneren pigmentierte Bereiche zu erkennen sind
(griine Pfeile in A, C, E). Die dunkle Farbe des Pigments macht eine
histologische Beurteilung des Gewebes unmdglich, weshalb Folgeschnitte zu
jedem Praparat vor der HE-Farbung in einer Bleichlésung inkubiert wurden. Die
Ubersichtsbilder (B, D, F) der geblichenen Praparate zeigen, dass die dunkle
Farbung des Pigments geblichen werden konnte und kein Pigment mehr zu
erkennen ist (grine Pfeile). Die HE-Farbung der geblichenen Praparate zeigt
auch, dass im Inneren der Zyste hauptsachlich verhorntes Gewebe zu finden
ist, in dem keine Zellkerne oder zelluldren Strukturen erkannt werden kénnen
(gelbe Pfeile in Abbildung 4.21 G, H, I, J). Dahingegen ist bei einem Vergleich
der pigmentierten Randbereiche zu erkennen, dass das Pigment um Zellkerne
herum lokalisiert ist (rote Pfeile in M, N, O, P, Q, R).
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Abbildung 29: Darstellung der Verinderung der Riickenhaut nach neonataler UVB-Bestrahlung von HDGF""/Ink4a*", Ink4a*" und HDGF”Ink4a*"
Mausen.

4 um dicke Paraffinschnitte jedes Genotyps wurden HE geférbt. Die jeweiligen Folgeschnitte wurden zun&chst geblichen und anschlieBend HE gefarbt. Die
Ubersichtsbilder (obere Reihe) wurden mit 100 facher VergréBerung, die Detailbilder in 200 facher (mittlere Reihe) bzw. 400 facher VergrdBerungen
aufgenommen. Die Messbalken entsprechen 100 pm.
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Die Expression von HDGF in den Hautveranderungen wurde durch
Immunfluoreszenzfarbungen der Folgeschnitte zu den Praparaten aus
Abbildung 29 untersucht und ist in Abbildung 30 dargestellt.

HDGE " /Inkda"" Inkda” HDGF /Inkda™
Anti-HDGF AK-Kontrolle Anti-HDGF AK-Kontrolle Anti-HDGF

"4

Durchlicht DAPI HDGF

Uberlagerung

Abbildung 30: Immunfluoreszenzfarbung der Hautveridnderungen von HDGF"/Ink4a*",
Ink4a*"- und HDGF”/Ink4a*"-Mausen.

Dargestellt ist die Detektion von HDGF in den pigmentierten Geweben aus Abbildung 29. Zu
den HDGF-Farbungen ist jeweils in der Spalte daneben die dazugehérige AK Kontrolle
abgebildet. In der oberen Reihe ist die HDGF Farbung (rot), darunter die Anférbung der
Zellkerne durch DAPI (blau) und die Durchlichtbilder abgebildet. In der untersten Reihe ist die
Uberlagerung der jeweils dariiber abgebildeten Bilder dargestellt. Die grinen Pfeile zeigen auf
HDGF-positive Zellkerne im Bereich der Pigmentierung. Die Detektion von HDGF erfolgte durch
Inkubation mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 (AK-
Kontrolle nur mit dem 2.AK inkubiert). Die Bilder wurden mit 400 facher VergréBerung
aufgenommen. Der Messbalken entspricht 100 um.

Die HDGF-Immunfluoreszenzfarbung der Folgeschnitte zeigt, dass HDGF mit
Hilfe des HDGF-spezifischen Antikbrpers nur in den Praparaten der



4. Ergebnisse 103

HDGF"/Ink4a*"- und Ink4a*-Mause detektiert werden konnte. Trotz des
Pigments ist die Farbung mehrerer Zellkerne zu erkennen, die von schwarzem
Pigment umgeben sind (griine Pfeile). Im Praparat der HDGF'/Ink4a*"-Maus
konnte wie erwartet kein HDGF nachgewiesen werden.

4.3 Plattenepithelkarzinom-Modell (PEK-Modell)

4.3.1 HDGF Expression in humanen PEK

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es die Expression von HDGF in einem noch
nicht auf HDGF Uberexpression untersuchten humanen Tumor zu analysieren.
Im Falle einer Uberexpression sollten diese Tumore in HDGF-defizienten und
Wildtyp-M&usen durch Behandlung mit einem Karzinogen induziert werden. Der
zweite Teil dieser Dissertation beschéftigt sich mit der HDGF-Expression in
humanen Plattenepithelkarzinomen (PEK) und der Fragestellung, ob sich
HDGF exprimierende PEK von HDGF defizienten PEK unterscheiden.
Praparate humaner PEK wurden freundlicherweise von Prof. Dr. N. Wernert
(Institut flr Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) zur Verfigung gestellt. Von
diesen wurden 4 um dicke Paraffinschnitte angefertigt und immunhistochemisch
gegen humanes HDGF gefarbt. In Abbildung 31 ist zum einen ein Randbereich
eines humanen PEK (A, B, E, F), und zum anderen ein Bereich mitten im PEK
(C, D, G, H) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass HDGF im Randbereich des
PEK in einigen Zellen der Epidermis (Pfeile in B) exprimiert wird und nuklear
lokalisiert ist. Im Vergleich dazu konnte im PEK eine stark erhéhte HDGF-
Expression detektiert werden (Pfeile in D). Die Lokalisation von HDGF ist
hauptsachlich nukleér, allerdings weist der Tumor zusatzlich eine leichte,
extranukledre HDGF-Farbung auf (C, D), die im normalen Gewebe nicht zu
erkennen ist (A, B). Die Spezifitat des humanen HDGF-AK (huHDGF-AK) wurde
durch Anfertigung einer AK-Kontrolle an Folgeschnitten Uberprift und flhrte zu
keinem Signal in den Praparaten.
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Abbildung 31: HDGF Immunhistochemie eines humanen Plattenepithelkarzinoms.

In humanen Plattenepithelkarzinomen (PEK) wurde HDGF mit Hilfe des huHDGF-Antikérpers
detektiert. Die hauptséchlich nukledre Farbung (griine Pfeile) ist in den Abbildung B und D zu
erkennen, wahrend in den Bildern der Antikdrperkontrolle kein Signal sichtbar ist (E-H). Die
Detektion erfolgte mit Hilfe der Antikérper Kaninchen-anti-huHDGF und Ziege-anti-Kaninchen-
biotinyliert. Fur die Entwicklung wurden die Praparate in der Lésung des ABC-Kits und DAB
inkubiert. Die Ubersichtsbilder wurden mit 100 facher VergréBerung aufgenommen, die
Ausschnitte mit 400 facher VergréBerung. Die Messbalken entsprechen 100 pum.

Zur besseren Beurteilung der humanen PEK in Bezug auf die Vaskularisierung
der Tumore wurden zusatzlich immunhistochemische Farbungen gegen D240
(Podoplanin) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) angefertigt. Der
anti-D240-AK bindet an das auf Endothelzellen von LymphgefaBen
vorkommende Sialoglycoprotein Podoplanin. Da Podoplanin spezifisch von
Endothelzellen der LymphgeféaBe, nicht aber von Endothelzellen der BlutgefaBe
exprimiert wird, fand es schon vielfach Verwendung als spezifischer Marker fir
LymphgefaBe und Lymphangiogenese (Breiteneder-Geleff et al., 1999; Rodrigo
et al., 2010). Der anti-VEGF-AK detektiert den Wachstumsfaktor VEGF-A, der
in den Zellen der BlutgefaBepithelien, Makrophagen, aktivierten T-Zellen und
einigen anderen Zellen exprimiert wird. VEGF-A wird in vielen Tumoren
Uberexprimiert, férdert die Angiogenese und dadurch die Tumorprogression und
Metastasierung. Die Expression von VEGF-A dient als spezifischer Marker flr
die Angiogenese in Tumoren (Takahashi and Shibuya, 2005; Maharaj et al.,
2006).

Die Anfertigung der HE-Farbung diente der besseren histologischen Darstellung
des Gewebes. Bilder aller Farbungen sind in Abbildung 32 zusammengestellt.
Anhand der immunhistologischen Farbungen ist zu erkennen, dass HDGF in
invasiven PEK stark exprimiert wird (E-H). Des Weiteren wird HDGF in diesen
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Tumoren, wie auch in normalem Gewebe, in den Endothelzellen der BlutgefaBe
exprimiert (gelbe Pfeile in H). Die D240- und VEGF-Farbungen zeigten, dass in
den PEK einige BlutgefaBe zu finden waren (gelbe Pfeile in P), wéhrend die
Anzahl der LymphgefaBe gering war (gelber Pfeil in J, L). Die Spezifitat der
Antikérper konnte durch die Abwesenheit einer Farbung in der Antikérper-

Kontrolle gezeigt werden.

Ubersicht Ausschnitt Ubersicht Ausschnitt

-

Abbildung 32: HE-Farbung und Immunhistochemie eines humanen Plattenepithel-
karzinoms.

Dargestellt sind die Farbungen von Folgeschnitten eines humanen PEK: A-D HE-Farbung; E-H
HDGF; I-L D240; M-P VEGF; Q-T AK-Kontrolle. Die Detektion der Priméarantikérper erfolgte mit
Hilfe der entsprechenden biotinylierten Sekundarantikérper. Fir die Entwicklung wurden die
Praparate in der Losung des ABC-Kits und DAB inkubiert. Die gelben Pfeile deuten auf die von
dem jeweiligen Antikdrper angeféarbten Strukturen. In der ersten und dritten Spalte sind jeweils
Ubersichtsbilder (100 fache VergréBerung), daneben die AusschnittsvergroBerungen
(400 fache VergréBerung) abgebildet. Die Messbalken entsprechen 100 um.
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4.3.2 Plattenepithelkarzinom-Mausmodell

4.3.2.1 Induktion von Plattenepithelkarzinomen (PEK) in Mause

Beim Menschen entstehen PEK haufig in stark lichtgeschadigter Haut und aus
Narbengewebe. In Mausen kénnen sie durch eine Behandlung mit
7,12-Dimethylbenzanthrazen (DMBA) induziert werden. Daflr wurden Wildtyp-
und HDGF”-Mause verwendet. Im Alter von 2-4 Tagen erfolgte die einmalige
Applikation von 40 pl einer 0,2%igen DMBA/Aceton Lésung auf den Ricken
der Tiere. Die zu diesem Zeitpunkt noch nackten Mause entwickelten keine
Hautschaden, wie z.B. offene Wunden, und zeigten normalen Haarwuchs.

4.3.2.2 Makroskopische Analyse der DMBA induzierten

Hautverdnderungen

Ab einem Alter von vier Monaten traten am Rlcken der behandelten Mause
warzenférmige Hautveranderungen auf, welche die Pathologie von PEK
aufwiesen. Die Mause wurden rasiert und jede sichtbare Hautveranderung
vermessen und dokumentiert. In Abbildung 33 ist exemplarisch fir jeden
Genotyp eine makroskopische Aufnahme der PEK von Wildtyp- und HDGF-
Mausen dargestellt (rote Pfeile). Es konnte kein Unterschied in Bezug auf
Gr6Be oder Anzahl der PEK zwischen den Genotypen festgestellt werden.



4. Ergebnisse 107

Wildtyp HDGF "
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Abbildung 33: Plattenepithelkarzinome von Wildtyp- und HDGF-Mausen.
Rasierte Mause wurden zur Dokumentation der PEK photographiert. Die PEK sind deutlich als
warzenartige Hautverdickungen zu erkennen (rote Pfeile). Der Messbalken entspricht 1 cm.

4.3.2.3 HDGF-Expression in murinen PEK

Fir mikroskopische Analysen wurden die PEK enthommen, in Paraffin
eingebettet und 4 um dick geschnitten. Zunachst erfolgte eine
immunhistochemische HDGF-Farbung, um zu Uberprifen, ob die in den
humanen PEK festgestellte Uberexpression auch in den murinen Tumoren zu
finden ist. In Abbildung 34 ist exemplarisch die HDGF-Farbung eines PEK im
Vergleich zu gesunder Haut dargestellt. Im Bild der gesunden Haut (A) ist die
fir HDGF bekannte, nukleére Lokalisation von HDGF in Zellen der Epidermis
(A, griner Pfeil), der Talgdrise (A, roter Pfeil), des Haarschaftes (A, gelber
Pfeil) und der Haarfollikel (A, schwarzer Pfeil) zu sehen. Im Ubersichtsbild (B)
ist ein PEK mit angrenzender gesunder Haut zu sehen. Die Tumorfront wird
durch die gestrichelte Linie hervorgehoben. Es ist deutlich zu erkennen, dass im
Bereich des Tumors HDGF verstarkt exprimiert wird. Die VergréBerung (C)
zeigt noch deutlicher den Unterschied zwischen der HDGF-Expression

auBerhalb des Tumors in der intakten Epidermis (C, griner Pfeil) und dem
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tumorésen Gewebe (C, gelber Pfeil). Im Tumor konnte fir HDGF eine
hauptsachlich nukleare Lokalisation festgestellt werden, wobei einige Zellen

auch eine zytoplasmatische Farbung aufwiesen.
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Abbildung 34: Immunhistochemische HDGF-Farbung von muriner Wildtyp-Haut im
Vergleich zum PEK.

In der oberen Reihe ist die HDGF-Farbung von gesunder Haut (A) und einem induzierten PEK
(B-C) dargestellt. Die untere Reihe zeigt die dazugehérigen AK-Kontrollen. Die gestrichelte
Linie zeigt den Verlauf der Tumorfront an. Die Detektion erfolgte durch Kombination der
Antikérper Kaninchen-anti-HDGF und biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen mit dem ABC-Kit und
DAB. Die Bilder A, B, D, E wurden mit 100 facher, die Bilder C und F mit 400 facher
VergréBerung aufgenommen. Die Messbalken entsprechen 100 um.

Der quantitative Nachweis der HDGF-Uberexpression in PEK erfolgte durch
eine vergleichende Westernblotanalyse von PEK und Haut von mehreren
Wildtyp- und HDGF”-Mausen. Hierfiir wurden von jedem Tier ein PEK und eine
Probe gesunder Haut entnommen. Die Proben wurden mit Hilfe des
UltraTurrax® homogenisiert, der Gesamtproteingehalt bestimmt und je 40 ug
Gesamtprotein eingesetzt. Abbildung 35 zeigt, dass in allen Lysaten der
Wildtyp-PEK mehr HDGF enthalten war, als in den Proben der gesunden Haut.
AuBerdem wurde in den Lysaten der PEK eine Proteinvariante, die bei
43 kDa migriert, detektiert (roter Pfeil), die in den Proben der gesunden Haut
nicht nachgewiesen werden konnte (weiBer Pfeil). Dagegen wurde weder in den
Lysaten der HDGF”-PEK noch in den dazugehérigen Hautproben die beiden
HDGF-Proteinvarianten nachgewiesen. Eine Quantifizierung der 38 kDa HDGF-
Proteinvariante der Hautproben (=100%) und der zugehérigen PEK-Probe
ergab, dass diese in PEK um das 1,37 bis 2,5 fache erhéht war. Zusatzlich
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wurde das Verhéaltnis der 38 kDa und 43 kDa HDGF-Proteinvarianten bestimmt.
Die 43 kDa enthalt das 0,54 bis 0,67 fache an Protein, wie die 38 kDa

Proteinvariante.
Wildtyp HDGF-/-
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Abbildung 35: Westernblotanalyse von PEK und Haut von Wildtyp- und HDGF-Mausen.
Zum Vergleich der HDGF-Expression in PEK und gesunder Haut wurden von jedem Tier jeweils
Lysate eines PEK und gesunder Haut aufgetragen. Fir die Westernblotanalyse wurden 40 pg
Gesamtprotein je Probe eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch die Antikérper Kaninchen-anti-
HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-POX. Die Entwicklung erfolgte durch Inkubation mit ECL. In
allen Proben der Wildtyp-Méause konnte das bei 38 kDa migrierende HDGF detektiert werden.
Zusétzlich dazu ist eine 43 kDa groBe Proteinvariante (roter Pfeil) in den Proben der Wildtyp-
PEK zu sehen, die in den jeweiligen Hautproben nicht detektiert werden konnte (weiBer Pfeil).
Die Nummern 695, 1205, 1208, 694, 1038, 1333 und 1341 stehen fiir die Tiere, denen die
Proben enthommen wurden.

4.3.2.4 Histologie und Pathologie der PEK

Far die histologische Beurteilung wurden mehrere PEK von Wildtyp- und
HDGF”-Mausen HE gefarbt. Die pathologische Beurteilung mehrerer Tumore
ergab keine Unterschiede zwischen den Genotypen in Bezug auf GréBe und
Invasivitat. Die enthommenen Tumore bestehen aus Zellen des Plattenepithels,
der Haarfollikel und der Talgdrisen, sind meistens fraglich invasiv, selten
peripher invasiv, und hochdifferenziert. Immunhistochemisch wurden HDGF,
VEGF-A und Podoplanin in den Geweben in Wildtyp- und HDGF™-Praparaten
detektiert (Abbildung 36). Anhand der immunhistologischen Farbungen ist zu
erkennen, dass HDGF hauptsachlich im Bereich der Keratinozyten der PEK
stark exprimiert wird (gelbe Pfeile in F). Des Weiteren wird HDGF in diesen
Tumoren, wie auch in normalem Gewebe, in den Endothelzellen der BlutgefaBe
exprimiert (roter Pfeil in F). In den HDGF”-Praparaten konnte kein HDGF
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detektiert werden (G, H). Die Podoplanin und VEGF Farbungen zeigten, dass in
den PEK beider Genotypen einige BlutgefaBe (gelbe Pfeile in N und P) und
LymphgefaBe zu finden waren (gelbe Pfeile in J, K, L). Die Inkubation mit dem
Podoplanin-AK flihrte spezifisch zur Anfarbung der LymphgefaBe, da die
benachbarten, mit Erythrozyten geflllten BlutgefaBe, keine Endothelzellfarbung
aufwiesen (roter Pfeil in J). Die Spezifitat der Antikérper konnte durch die
Abwesenheit einer Farbung in der Antikdrper-Kontrolle gezeigt werden.
Wildtyp HDGF”
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Abbildung 36: Mikroskopische Analyse der Plattenepithelkarzinome.

Dargestellt sind Praparate der Genotypen Wildtyp und HDGF™. In der ersten und dritten Spalte
sind die Ubersichtsaufnahmen und in der jeweils rechts anstehenden Spalte die
Detailaufnahmen zu sehen. In der obersten Reihe ist die HE-Farbung, darunter sind die
immunhistochemischen Farbungen gegen HDGF, Podoplanin und VEGF sowie die AK-
Kontrolle abgebildet. Die Detektion der Priméarantikdrper erfolgte mit Hilfe der entsprechenden
biotinylierten Sekundarantikérper. Fir die Entwicklung wurden die Praparate in der Losung des
ABC-Kits und DAB inkubiert. Die Pfeile deuten auf die von dem jeweiligen Antikérper
angefarbten Strukturen. Die Ubersichtsbilder wurden mit 100 facher, die Detailbilder mit
400 facher VergrdBerung aufgenommen. Die Messbalken entsprechen 100 pm.
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4.3.2.5 Statistik der Blut- und LymphgefédBe der PEK

In der Literatur wird ein Zusammenhang zwischen der Uberexpression von
HDGF in Tumoren wund der Tumorangiogenese beschrieben. Die
immunhistochemisch angefarbten Blut- und LymphgefaBe von je acht Wildtyp-
und HDGF”-Mausen wurden blind gezahlt und statistisch ausgewertet. Eine
Unterscheidung fand statt zwischen GefaBen, die im Tumor, und solchen, die
auBerhalb des Tumors zu finden waren. In Abbildung 37 ist die statistische
Auswertung der ausgezahlten Blut- und LymphgefaBe abgebildet.

A Lymph-/Blutgefale B Lymphgefale
*

r £ 29

Verhéltnis

Anzahl Lymphgefifie
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?
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Abbildung 37: Statistische Analyse der Blut- und LymphgefaBe der PEK von Wildtyp-
(WT) und HDGF”- (KO) Mausen.

Die Blut- und LymphgefaBe von Wildtyp- und HDGF"-PEK wurden blind ausgezahlt. Nachdem
ermittelt worden war, dass es sich um eine normalverteilte Auszahlung handelte, erfolgte die
Auswertung durch Anwendung des T-Testes. Der Stern steht fir einen signifikaten Unterschied
zwischen den durch die Klammer verbundenen Saulen (p<0,05).

In Teilabbildung A wurde das Verhaltnis von Lymph- zu BlutgefaBen gebildet,
um die GroBe der einzelnen Tumore zu bericksichtigen. Es ist zu erkennen,
dass in den PEK der HDGF”-Mause das Verhaltnis signifikant erhéht ist im
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Vergleich zu den PEK der Wildtyp-Mause (p<0,05). Die Erhéhung ist jedoch
nicht auf eine geringere Anzahl an BlutgefaBen (Abbildung 37 C) in den PEK
der HDGF"-Mause zuriickzufilhren, sondern auf eine erhdhte Anzahl an
LymphgefaBen (Abbildung 37 B). Im angrenzenden Gewebe der PEK
(auBerhalb) konnte dagegen kein Unterschied in Bezug auf die Anzahl der Blut-
oder LymphgefaBe festgestellt werden.

4.3.2.6 Weitere Befunde der DMBA behandelten Tiere

Die makroskopische und mikroskopische Begutachtung der inneren Organe der
DMBA behandelten Mause ergab, dass bei ca. 10% der Wildtyp-Mause (11 von
102 Mausen) Leberkarzinome auftraten, wahrend in keiner der behandelten
HDGF"-Mause (n=30) eine solche Erkrankung beobachtet werden konnte. Des
Weiteren entwickelten drei der Wildtyp Mause (ca. 3%) Ovarkarzinome. Auch
diese Art von Tumor konnte in keiner der behandelten HDGF”-Mause
diagnostiziert werden. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
exakten Fisher-Testes (Abbildung 38 A). Diese ergab, dass die HDGF”-Mause
statistisch signifikant weniger Nicht-Hauttumore entwickelten, als die Wildtyp-
Tiere (p<0,038).

Von den Lebertumoren und Bereichen gesunder Leber wurden Proben
entnommen und mit Hilfe einer Westernblotanalyse auf HDGF-Uberexpression
untersucht. In Abbildung 38 B ist das Ergebnis der Analyse dargestellt. Der
Vergleich der Tumorproben (rote Pfeile) zu den Proben gesunder Leber (weiBe
Pfeile) lasst erkennen, dass in den Tumorproben mehr HDGF enthalten war.
Diese Beobachtung wurde durch Quantifizierung der Banden der jeweiligen
Leberproben (=100%) gegen die der zugehdrigen Leberkarzinomproben néaher
untersucht. Die Quanifizierung ergab, dass HDGF in den Tumoren um das 1,17
bis 1,53 fache im Vergleich zu gesunder Leber erhéht war.



4. Ergebnisse 113

A Exakter Fisher-Test B Westernblotanalyse
592 694 695 98
Kein Nicht- | Nicht- 1 . ) .
Hauttumor | Hauttumor @@‘ﬁ‘ ﬁ‘é & S g ¢
Wildtyp 88 14 170 kDa
HDGF* 30 0 130 kDa
100 kD
[p-Wert | <0,038 :
70 kDa
55 kDa
40 kDa
35 kDa
25 kDa

Abbildung 38: Exakter Fisher-Test zur Bestimmung der Signifikanz und
Westernblotanalyse der DMBA-induzierten Lebertumore.

In A ist die Auswertung mit Hilfe des exakten Fisher-Tests dargestellt. Die Bewertung Gber den
Vierfeldertest zeigt einen statistisch signifikaten Unterschied (p<0,038) zwischen Wildtyp- und
HDGF"-Mausen in Bezug auf die Entstehung von Nicht-Hauttumoren. B zeigt die
Westernblotanalysen der Lebertumore. Zum Vergleich der HDGF-Expression in Lebertumoren
und gesunder Leber wurden von jedem Tier Tumorproben und Leberproben entnommen. Fir
die Westernblotanalyse wurden 40 pug Gesamtprotein je Probe eingesetzt. Die Detektion
erfolgte durch die Antikérper Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-POX, sowie
durch Inkubation mit ECL. In allen Proben konnte das bei 38 kDa migrierende HDGF detektiert
werden.
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5. Diskussion

In den Industriestaaten sind nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) Krebserkrankungen fir ~25% der Todesfélle verantwortlich und stellen
nach den kardiovaskularen Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache dar.
Sie belasten die Gesundheitssysteme dadurch mit immensen Kosten. Eine
Strategie effektivere Krebstherapien zu entwickeln basiert auf der Erforschung
von Genetik und Biochemie der Tumore. Dabei spielen Proteine, die sich als
diagnostische Marker fir bestimmte Tumorarten eignen und eine bessere
Einschatzung der Verlaufe von Krebserkrankungen ermdéglichen, eine immer
gréBere Rolle. In diesem Zusammenhang konnte in mehreren Tumorarten, wie
Nichtkleinzelligen-Lungentumoren (NSCLC) (Ren et al., 2004; Ilwasaki et al.,
2005), Melanomen (Bernard et al.,, 2003) sowie Leber- (Hu et al., 2003),
Pankreas- (Uyama et al., 2006), Osophagus- (Yamamoto et al., 2007) und
Darmtumoren (Lepourcelet et al., 2005; Yamamoto et al., 2006) eine signifikant
erhéhte Expression von HDGF beobachtet werden. Die Studien zeigten weiter,
dass Patienten, deren Primartumore HDGF in einem hohen MaB
Uberexprimieren, eine signifikant ~ schlechtere Genesungs- und
Uberlebenswahrscheinlichkeit haben. Diese Korrelation zwischen
Uberexpression von HDGF und negativer Prognose fiir den Patienten macht
HDGF zu einem vielversprechenden prognostischen Tumormarker. Auf
Grundlage dieser Beobachtungen ergibt sich die Frage, ob eine Erh6hung der
HDGF-Proteinmenge oder eine HDGF-Defizienz urséachlich mit der
Tumorentstehung und —progression verknipft sind. Im ersten Teil werden die
Ergebnisse zur Generierung und Analyse der HDGF™'-Mauslinie diskutiert, in
der HDGF in Melanozyten Uberexprimiert wird. In Teil 2 werden die Ergebnisse
zur HDGF-Uberexpression in humanen PEK und das entwickelte PEK-

Mausmodel besprochen.



5. Diskussion 115

Teil 1 — Melanom-Mausmodell

Aus unkontrolliert proliferierenden Melanozyten geht die aggressivste und nur
schwer therapierbare Hautkrebsart, das kutane maligne Melanom hervor,
dessen Inzidenz stark ansteigend ist (Rigel, 1996; Gray-Schopfer et al., 2007
(A)). Die Ergebnisse der Studie von Bernard und Mitarbeitern (Bernard et al.,
2003) zeigten, dass HDGF in Melanomen hé&ufig Uberexprimiert wird. Diese
Tatsache und die gute Zugéanglichkeit und Analysierbarkeit von Hauttumoren
fhrten zur Wahl des Tyrosinase-Promotors fir die Herstellung einer
transgenen Mauslinie. Diese Mauslinie mit einer durch den melanozyten-
spezifischen Tyrosinase-Promotor auf Melanozyten beschrankten
Uberexpression von HDGF sollte helfen die Frage zu klaren, ob eine
Uberexpression von HDGF die Entwicklung von Melanomen begiinstigt. Die
Tyrosinase katalysiert die beiden ersten Schritte der Produktion des Pigments
Melanin (Abbildung 5) und wird spezifisch in pigmentbildenden Zellen
exprimiert. Das regulatorische Element des Tyr-HDGFGen Konstrukt umfasst
6,1 kb des Tyrosinase 5° untranslatierten Bereiches (zur Verflgung gestellt von
Friedrich Beermann, ISREC, Epalinges, Schweiz). Die Anfertigung und
Charakterisierung des Tyr-HDGFGen Konstruktes im Rahmen meiner
Diplomarbeit bildete die Grundlage fiir die Herstellung der HDGF"-transgenen
Mauslinie. Die erfolgreiche Integration des Konstruktes ins Genom konnte
sowohl per PCR (Abbildung 10) mit Hilfe eines konstruktspezifischen Primers
(Abbildung 9) als auch mittels Southernblotanalyse (Abbildung 11) aufgrund des
verklrzten Intron | nachgewiesen werden. Die Integration eines Transgens ins
Genom findet zuféllig statt. AuBerdem integrieren haufig mehrere Kopien
aneinander gereiht an einer Stelle ins Genom, so dass sowohl der
Integrationsort als auch die Anzahl der Kopien des Transgens in einer Maus
unbekannt sind. Die Wahrscheinlichkeit, dass das Transgen in mehreren
befruchteten Eizellen an der gleichen Stelle ins Genom integriert, ist aufgrund
der Gr6Be des Genoms sehr gering. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass
der Integrationsort in jeder aus der Injektion hervorgegangenen Maus ein
Anderer war. Die parallele Analyse zweier transgener Mauslinien (889 und
7159) sollte ausschlieBen, dass ein eventuell auftretender Phanotyp durch die
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Integration an einer bestimmten Stelle im Genom hervorgerufen wurde. Alle
Analysen wurden parallel an Mausen beider Mauslinien durchgefiihrt. Bei
keinem der durchgefihrten Experimente zeigten sich Unterschiede zwischen
den Mausen der Linien 889 und 7159, weshalb die Ergebnisse im Folgenden
nicht mehr separat diskutiert werden.

Im Anschluss an die nachgewiesene Integration des Konstruktes ins Genom
der Mause, sollte die HDGF-Expression in den transgenen im Vergleich zu
Wildtyp-M&usen untersucht werden.

Melanozyten kommen in verschiedenen Organen vor und werden aufgrund
ihrer Entwicklung in zwei Zelltypen unterschieden:

1. Melanozyten, die von Zellen der Neuralleiste abstammen und in der Iris,
der Chorioidea, der Cochlea (Innenohr), der Hirnhaut, der Haut und in
der Harderschen Driise von Nagetieren zu finden sind

2. Melanozyten, die von Zellen des optischen Vesikels (Ausstilpung des
Diencephalons) hervorgehen und im Retinalen Pigmentepithel zu finden
sind (Beermann et al., 1992; Steel et al., 1992; Bennett, 1993; Gimenez
et al., 2003)

Fir die Analysen wurden Organe ausgewahlt, die Melanozyten enthalten (Auge
und Haut) und als Negativkontrolle Organe, in denen dieser Zelltyp nicht
vorkommt (Gehirn, Leber, Milz).

Die RNA-Analyse mit zwei verschiedenen Sense-Primern ermdglicht es zum
einen spezifisch die HDGF-mRNA zu amplifizieren, die vom Tyr-HDGFGen
Konstrukt exprimiert wird und zum anderen mit einem allgemeinen HDGF-
sense Primer die gesamte (Wildtyp und transgene) HDGF-mRNA zu
vervielfaltigen. Die Analyse ergab, dass in jedem untersuchten Organ der
transgenen Maus die HDGF mRNA detektiert werden konnte, die auf das Tyr-
HDGFGen Konstrukt zurlickgeht (Abbildung 14; Abbildung 39). Die
Sequenzierung eines solchen Amplifikats bestatigte die Transkription der flr
HDGF bekannten kodierenden Sequenz (publiziert von Nakamura et al. 1994,
NCBI-ID: bc21654). In Bezug auf die Gesamtmenge der HDGF-mRNA in den
transgenen und Wildtyp-Proben konnte kein Unterschied festgestellt werden.
Die unerwartete Detektion der HDGF mRNA in den Gehirn-, Milz- und
Leberproben ist auf die Expression des regulatorischen Elements in diesen
Geweben zurlckzufihren. Wie bereits erwahnt, besteht das regulatorische
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Element des Konstruktes aus 6,1 kb der Tyrosinase 5° untranslatierten Region
und  enthalt  sowohl Promotor- als auch  Verstarkerelemente
(Promotor/Enhancer). Diese Sequenz wurde schon fir die Generierung
mehrerer verschiedener, transgener Mauslinien wie zum Beispiel Tyr-LacZ
(Beermann et al, 1992) verwendet. Mit Hilfe dieses Tyrosinase-
Promotor/Enhancers in Kombination mit dem LacZ-Gen wurde die Aktivitat des
Promotors sowohl Uber die Embryonalentwicklung, als auch in adulten Mausen
untersucht. Neben einer Aktivitdt des Promotors in der Haut und im Auge
(Beermann et al., 1992), wurde auch eine Expression des LacZ-Gens wahrend
der Embryogenese in den Zellen der Neuralleiste (Tief et al., 1996 (A)) und in
Teilen des sich entwickelnden und adulten Gehirns detektiert, woraufhin eine
Expression der Tyrosinase im Gehirn und eine alternative Funktion auBerhalb
der Pigmentbiosynthese diskutiert wurde (Tief et al., 1996 (B); Tief et al., 1997).
Gimenéz und Mitarbeiter analysierten daraufhin die Expression des Tyrosinase-
Gens im Gehirn mittels in situ Hybridisierung und RT-PCR. Die Analysen
fihrten zu dem Ergebnis, dass im Gehirn keine Aktivitat des Tyrosinase-Gens
detektiert werden konnte (Gimenez et al., 2003). Des Weiteren zeigten
Untersuchungen, dass Albinos trotz defekten Tyrosinase-Gens eine
pigmentierte Substantia nigra aufweisen kdénnen (Zecca et al., 2001). Die
Expression des Tyrosinase-Promotor/Enhancers in Gehirn, Milz und Leber ist
wahrscheinlich auf die Unvollstandigkeit und/oder das Fehlen cis- und trans-
regulatorischer Elemente des Promotor/Enhancer-Elements zurlick zufihren
(Montoliu et al., 2004).

Die RNA-Analyse der Milzprobe der transgenen Mause flhrte zur Amplifikation
von zwei DNA-Fragmenten (Abbildung 14). Wahrend das kirzere Amplifikat der
bekannten kodierenden Sequenz von HDGF entspricht, beinhaltet das Langere
zusatzlich zur HDGF-kodierenden Sequenz (HDGF cds) 70 bp von Intron Il
(siehe Anhang; Abbildung 44). Die Translation dieser Sequenz wirde jedoch
trotz der verlangerten mRNA zu einem stark verkirzten Protein fUhren, das
kaum mehr als die HATH-Region (116 Aminosauren; ~14 kDa)) umfasst
(Abbildung 45). Obwohl dieses Fragment nur in der Milzprobe der HDGF™"
Maus eindeutig amplifiziert werden konnte, ist in der Probe der Wildtyp Milz,
wenn auch nur sehr schwach, ein zweites Fragment zu erkennen (Spur 18 in

Abbildung 14). Sequenzvergleiche mit bekannten exprimierten Sequenzen
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(ESTs; BLAST) ergaben, dass die klonierte Sequenz bekannt ist (Abbildung 46)
und dass die zusatzlichen 70 bp zwischen mehreren Spezies (Maus, Ratte,
Mensch, Hund, Rind) konserviert sind (Abbildung 47). Es ist méglich, dass es
sich hierbei um eine alternative SpleiBform des HDGF-Gens handelt. Die
Konserviertheit und das Vorhandensein der Sequenz in EST-Datenbanken und
eine wahrscheinliche Expression im Wildtyp Gewebe lassen vermuten, dass
diese Sequenz nicht nur vom Tyr-HDGFGen Konstrukt exprimiert wird und kein
en z.B. Fasern in pink oder Knorpe

Die Westernblotanalyse wurde mit Lysaten derselben Organe durchgefihrt wie
die mRNA-Analyse. Das Ergebnis zeigte jedoch in keiner der untersuchten
HDGF™'-Gewebeproben eine Zunahme der HDGF-Proteinmenge im Vergleich
zu den Lysaten der Wildtyp-Maus (Abbildung 12). Auch zwischen den
Immunfluoreszenzfarbungen der Rickenhaut und der Augen (Abbildung 15,
Abbildung 16) war kein eindeutiger Unterschied zwischen den Praparaten der
transgenen und der Wildtyp-Maus erkennbar. Die Bilder der Praparate zeigten
zwar in manchen Zellen der Chorioidea und der Haarfollikel eine starkere
Fluoreszenzfarbung als in den entsprechenden Bereichen der Wildtyp-
Praparate, allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt aufgrund der intensiveren
Farbung nicht eindeutig auf eine Proteinexpression vom Tyr-HDGFGen
Konstrukt geschlossen werden. Um dennoch zeigen zu kénnen, dass das
Protein vom Transgen exprimiert wird, wurde durch Kreuzung der HDGF™'-
transgenen Méause in die HDGF”-Linie eine weitere Mauslinie erzeugt. Die
daraus resultierenden HDGF"/HDGF”-Mause sollten kein Wildtyp-HDGF,
sondern nur transgenes HDGF exprimieren. Die Westernblotanalyse dieser
Mause (Abbildung 18) zeigte, dass neben der Positivkontrolle (Wildtyp
Gebhirnlysat) nur im Gehirnlysat der HDGF™/HDGF"-Maus HDGF detektiert
werden konnte. In den Organen Auge, Ruckenhaut und Schwanzhaut, die
pigmentbildende Zellen enthalten, konnte kein HDGF nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich darauf zurlickzufihren, dass HDGF in einer
Vielzahl von Zelltypen exprimiert wird und die Anzahl der Melanozyten in den
jeweiligen Organen im Vergleich zur Gesamtzellzahl sehr gering ist. In der
Rickenhaut von Mausen erfillt die Behaarung den Schutz vor Sonnenstrahlen,
so dass in der Rickenhaut von adulten Mausen nur Melanozyten in den
Haarfollikeln, jedoch nicht im Stratum basale der Epidermis zu finden sind.
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Zudem ist zu bedenken, dass die Aktivitdt des Tyrosinase-Promotors vom
Stadium des Haarzyklus abhangt. In der anagenen Phase des Haarzyklus ist
der Promotor aktiv, wahrend die Aktivitat in der katagenen Phase abnimmt und
in der telogenen Phase nicht detektierbar ist (Slominski et al., 1994). In der
Schwanzhaut befinden sich neben den follikularen Melanozyten auch
Melanozyten im Stratum basale. Allerdings ist der Anteil der Melanozyten in der
Epidermis im Vergleich zu den Keratinozyten mit einem Verhaltnis von 1:30
sehr gering. Auch im Auge machen die Melanozyten nur einen kleinen Teil der
Zellmasse aus und sind auf das Retinale Pigmentepithel (RPE), die Iris und die
Chorioidea beschrankt. Die Aktivitdt des Tyrosinase-Promotors in den
verschiedenen Bereichen im Auge ist umstritten. So wird eine Expression
dieses Gens im RPE nur bis zur Geburt bzw. bis einige Tage danach
beschrieben. Im adulten Auge scheint der Tyrosinase-Promotor in den
differenzierten Zellen des RPE, die Gber das gesamte Leben erhalten bleiben,
inaktiv. zu sein (Julien et al., 2007; Lopez et al, 2010). Die
Immunfluoreszenzfarbungen der Riickenhaut, des Auges und des Gehirns einer
HDGF"/HDGF”-Maus zeigten neben einer Farbung des Cortex (Abbildung 21;
Abbildung 43) eindeutig eine Expression im Bereich der Haarfollikel (Abbildung
19; Abbildung 41) und der Chorioidea (Abbildung 20; Abbildung 42). In den
Haarfollikeln und der Chorioidea sind nur wenige Zellen immunfluoreszent
gefarbt. Diese geringe Anzahl an HDGF-exprimierenden Zellen bestatigt die
Vermutung, dass die Menge an HDGF in diesen Geweben flr einen Nachweis
durch eine Westernblotanalyse des Gesamtlysates nicht ausreicht. Im Cortex
dagegen sind viele Zellen fluoreszent gefarbt (Abbildung 21; Abbildung 43).
Diese hohe Anzahl an HDGF-exprimierenden Zellen im Cortex erklart die
Detektion von HDGF im Gehimlysat der HDGF"/HDGF”-Maus. Um
nachzuweisen, dass die in den Haarfollikeln gefarbten Zellen, Melanozyten
sind, die gleichzeitig mit dem Tyr-HDGFGen Konstrukt das Tyrosinase-Gen
exprimieren, wurde an Folgeschnitten eine in situ Hybridisierung (ISH) zur
Detektion der Tyrosinase mRNA und eine Immunfluoreszenzfarbung gegen
HDGF durchgefihrt (Abbildung 22; Abbildung 41). Die Detektion der
Tyrosinase-mRNA flUhrte spezifisch im Bereich der Haarfollikel zu einer
Lilafarbung. Aufgrund der starken Pigmentierung der Haarfollikel sind zwar

keine einzelnen Zellen erkennbar, aber ein Bereich mit Tyrosinase-Expression
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ist deutlich in allen Genotypen zu erkennen. Im Folgeschnitt der Rickenhaut
der HDGF™/HDGF”-Maus sind genau im Bereich der Lilafarbung aus der ISH
einzelne Zellkerne durch Inkubation mit dem HDGF-Antikérper angefarbt
worden. In den Praparaten der HDGF”- und Wildtyp-Mause konnte eine solche
Farbung nicht beobachtet werden. Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass sich die HDGF-Farbung des HDGF"/HDGF”-Praparats im Bereich der
Haarfollikel von dem des Wildtyps unterscheidet und ein mit der Tyrosinase
MRNA Ubereinstimmendes Expressionsmuster zeigte. Diese Ergebnisse
beweisen, dass das HDGF-Protein in Melanozyten vom Tyr-HDGFGen
Konstrukt exprimiert wird und dass diese Expression zu einer Uberexpression in
Melanozyten fiihrt. Die HDGF™'-Mause wurden aufgrund dieser Ergebnisse fiir
die weiteren Studien zum Einfluss einer erhdhten HDGF-Expression auf die
Entwicklung von Melanomen verwendet.

In vitro Untersuchungen der Melanozyten sollten zeigen, ob eine erhdhte
Menge an HDGF bzw. das Fehlen von HDGF einen Einfluss auf Prozesse wie
Proliferation, Differenzierung und/oder das Uberleben der Zellen in Kultur hat.
Hierfiir wurden Melanozyten aus Mausen der Genotypen HDGF™", Wildtyp und
HDGF” isoliert. Bereits ein bis zwei Wochen nach der Isolation der
Melanozyten konnte ein deutlicher Unterschied zwischen den Genotypen
beobachtet werden. Wahrend zu diesem Zeitpunkt die Pigmentierung und
Proliferation der Wildtyp- und HDGF”-Melanozyten zur Ausbildung einer
makroskopisch sichtbaren schwarzen Zellschicht flhrte, waren nur sehr wenige
HDGF™'-Melanozyten zu finden (Abbildung 25). Des Weiteren zeigten die
wenigen HDGF™'-Melanozyten eine andere Zellform im Vergleich zu den
groBen, flachig ausgebreiteten Melanozyten der anderen Genotypen und
erschienen dendritisch und haufig abgerundet. Das Isolationsprotokoll lasst
leider keine Mdglichkeit zu die genaue Zellzahl der isolierten Melanozyten vor
dem Austeilen in das Zellkulturgefa zu bestimmen, da zunéachst alle Zellen der
Epidermis isoliert werden. Allerdings ist nicht davon auszugehen, dass in der
Haut der HDGF™'-Mause weniger Melanozyten vorhanden sind, da der zeitliche
Ablauf der Haarbildung wie auch die Pigmentierung identisch zu dem der
Wildtyp-Mause war und kein friihzeitiges Ergrauen beobachtet werden konnte.
Des Weiteren zeigten die histologischen Untersuchungen der Haut von
HDGF™'"-, Wildtyp-, und HDGF”-Mausen, dass in allen Genotypen Melanozyten
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vorhanden sind und sowohl Anzahl als auch Lokalisation der Melanozyten
vergleichbar waren (Abbildung 23 und Abbildung 24). Demnach scheinen die
Melanozyten entweder nicht in der Lage zu sein, sich an den Boden des
ZellkulturgefaBes anzuheften oder unter den gegebenen Bedingungen zu
differenzieren und zu Uberleben. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass
der Kontakt der Melanozyten zu anderen Zellen und/oder die von anderen
Zelltypen freigesetzten Faktoren (Wachstumsfaktoren, Cytokine) den in der
Zellkultur festgestellten Defekt der HDGF™-Melanozyten kompensieren.
Weitere Untersuchungen dieses Effekts sollten Infektionen von HDGF™'-
Melanozyten mit HDGF spezifischen siRNAs beinhalten, um zu untersuchen, ob
dieser Effekt durch eine Verringerung der HDGF-Menge aufgehoben werden
kann. Des Weiteren sollten Wildtyp- und HDGF”-Melanozyten mit HDGF-
Expressionsvektoren infiziert werden, so dass festgestellt werden kann, ob
dieser Effekt bei diesem Zelltyp in Kultur durch Uberexpression ausgeldst
werden kann.

Die Kreuzung der HDGF™'- und HDGF"-Mauslinien in die Ink4a”-Mauslinie
diente der Einflihrung einer zweiten genetischen Verédnderung, welche die Tiere
zur Entwicklung von Tumoren pradispositioniert. Tiere der daraus
hervorgegangen HDGF"7/Ink4a”- und HDGF’/Ink4a”-Mauslinien wurden
histologisch auf melanozytare Unterschiede im Vergleich zu Ink4a”-Mausen
untersucht. Die Analyse der Augen zeigte den fir die Ink4a”-Mause bekannten
Augenphanotyp (Martin et al., 2004; Cheong et al., 2006). Dabei handelt es sich
um eine unvollstandige Regression des embryonalen Glaskérpers und des
embryonalen BlutgefaBsystems, die einhergeht mit einer Retinadysplasie und
einem Linsenkatarakt. Dieser Phanotyp ahnelt stark der humanen Erkrankung
persistierender hyperplastischer priméarer Glaskérper (PHPV). Wéahrend der
Embryonalentwicklung verlauft die Arteria hyaloidea von der Austrittsstelle des
Sehnerves zum hinteren Linsenpol und dient der Nahrstoffversorgung der sich
entwickelnden Linse und des Glaskédrpers. Bildet sich diese bis zur Geburt
(Mensch) bzw. bis zum Offnen der Augen (Maus) nicht komplett zuriick, so fiihrt
dies zur Bildung einer fibrovaskuldren Zellmasse zwischen Linse und
Neuroretina, einer Linsentribung und/oder zur Ablésung der Neuroretina vom
RPE (Silbert and Gurwood, 2000). Die Zellmasse besteht hauptsachlich aus
fibrovaskularen Zellen, kann aber sowohl beim Menschen (Haddad et al., 1978)
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als auch bei der Maus pigmentierte Zellen enthalten (McKeller et al., 2002).
Histologische Farbungen identifizierten die pigmentierten Zellen als reaktive
Melanozyten des RPE, die vermutlich mit der Zeit entlang der GefaBliberreste
migrieren und um diese herum akkumulieren (Martin et al., 2004). Ein Vergleich
der Augen der drei Genotypen zeigte, dass in allen Praparaten pigmentierte
Zellen zu finden waren (Abbildung 26). Das AusmaB der Retinadysplasie und
der Zellmasse war von Tier zu Tier auch innerhalb eines genetischen
Hintergrundes kaum vergleichbar. Da aber in allen Populationen vergleichbare
Stadien zu finden waren, die alle einen &ahnlichen Grad der Pigmentierung
aufwiesen, kann zusammenfassend gesagt werden, dass weder eine
Uberexpression, noch das Fehlen von HDGF in Melanozyten des RPE einen
Einfluss auf die Anzahl und Pigmentierung der fibrovaskularen Zellmasse
haben.

Neben den Augenpraparaten erfolgte auch ein histologischer Vergleich von
Praparaten der Riicken- und Schwanzhaut der HDGF™/Ink4a”, Ink4a” und
HDGF”/Ink4a”. Es konnten keine Unterschiede in Bezug auf Anzahl und
Lokalisation der Melanozyten festgestellt werden. Auch ein Vergleich mit den
Praparaten von Wildtyp-Mause ergab, dass die genetischen Veranderungen
keine erkennbaren Effekte auf die Melanozyten auslbten.

Obwohl der Ink4a-Genlokus in bis zu 40% der famildren Melanome mutiert ist,
entwickeln Ink4a”-Mause nur in sehr seltenen Fallen spontan Melanome,
hauptsachlich aber Lymphome und Sarkome (Serrano et al., 1996). Die
Einfihrung eines Onkogens in die Ink4a”-Mauslinie unter der Kontrolle eines
melanozytenspezifischen Promotors wie z.B. Tyr-HRas®'?Y) (Chin et al., 1997),
Tyr-NRas @™ oder Tyr-Tag (Kelsall and Mintz, 1998) fiihrt zur spontanen
Entstehung von Melanomen. Da die Analyse der HDGF""/Ink4a”-Mause nicht
zu einem solchen Ergebnis fUhrte, wurde zu diesem Zeitpunkt davon
ausgegangen, dass eine Uberexpression von HDGF in Melanozyten wenn
Uberhaupt nur ein sehr geringes onkogenes Potential hat. Zur weiteren
Uberpriifung einer méglichen onkogenen Wirkung von HDGF wurden
neugeborene Mause der Genotypen HDGF™/Ink4a*", Inkd4a™", HDGF"/Ink4a*",
HDGF™', Wildtyp und HDGF” einmalig UVB-Strahlen ausgesetzt. In der Haut
von Neugeborenen sind Melanozytenvorlauferzellen haufiger vertreten als in

adulter Haut und reagieren verstarkt auf proliferativen Stress. Es wird deshalb
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vermutet, dass eine starke UVB-Belastung zu diesem Zeitpunkt zu DNA-
Schaden (UV-Signaturen) flhrt und gleichzeitig die Proliferation der neonatalen
Melanozytenvorlauferzellen férdert. Die neonatale Belastung mit UVB-Strahlen
steht im Verdacht, auch einen Einfluss auf das sich entwickelnde Immunsystem
auszullben und eine Art Toleranz gegenlUber Melanomzellen zu bewirken
(Noonan et al., 2001). Die Bestrahlung der Neugeborenen mit UVB-Strahlen
fihrte in allen Genotypen zu einem UV-Erythem (Sonnenbrand) und
verursachte nach 5-8 Tagen das Ablésen der geschadigten Haut. Nach
8-10 Monaten konnten Hautveranderungen in Form von stark pigmentierten
Verdickungen an Schwanz und Rilcken beobachtet werden. Diese
Hautveranderungen traten nur bei den Genotypen mit einem heterozygoten
Ink4a-Hintergrund auf (Abbildung 27). Die Veranderungen &hneln stark
humanen Epidermoidzysten, deren Hornperlen partiell pigmentiert sind und die
zum Teil von pigmentierten Zellen umgeben sind (Abbildung 29).
Epidermoidzysten (3-20 mm bei Menschen) entstehen aus den Keratinozyten
von Haarfollikeln (Infundibulum). Es handelt sich um benigne Zysten, die haufig
rund oder oval sind, tber eine Pore mit der epidermalen Oberflache in Kontakt
stehen und haufig durch ihre dunkle Farbung wie ein groBer Komedo (Mitesser)
erscheinen. Die Zysten werden von einem Plattenepithel begrenzt, das durch
Verhornung das Innere der Zyste mit lamellenartig angeordneten Keratinfasern
follt (Grote and Lund, 1957). Beim Menschen kommen pigmentierte
Epidermoidzysten in Personen mit dunklem Hauttyp vor. Dort grenzen ebenfalls
pigmentierte Zellen an das Plattenepithel an, und im Inneren der Zyste kénnen
pigmentierte Keratinfasern vorliegen. Im umliegenden Infiltrat kbnnen zudem
Melanozyten und melanin-phagozytierende Makrophagen (Melanophagen) zu
finden sein (Sandoval and Urbina, 1994; Shet and Desai, 2001).

Die Beurteilung der Pigmentierung ergab keinen erkennbaren Unterschied
zwischen den drei Genotypen. Immunfluoreszenzfarbungen zeigten jedoch in
den pigmentierten Zellen der HDGF™/Ink4a*- und Ink4a* -Praparate eine
nukledre Lokalisation von HDGF (Abbildung 30). Die um die Hornperlen
lokalisierten Melanozyten stammen wahrscheinlich von Melanozyten der
Haarfollikel ab und liegen in einer unnattrlich hohen Zahl vor. Es ist jedoch zu
bezweifeln, dass es sich hierbei um eine melanozytare Hyperplasie aufgrund
der genetischen Veranderungen handelt. Vermutlich werden von den
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Keratinozyten der Epidermoidzysten Faktoren freigesetzt, die zur Proliferation
der follikularen Melanozyten fihren oder die eine Migration von umliegenden
Melanozyten zu der Epidermoidzyste hin bewirken. Die neonatale Bestrahlung
der Mause resultierte zwar die Entstehung von pigmentierten Haut-
veranderungen, diese entsprechen aber nicht dem malignen Melanom oder
dessen Vorstufen. Eine Ursache dafiir kdnnte sein, dass die Uberexpression
von HDGF in Kombination mit einem fehlendem Ink4a-Allel und neonataler
UVB-Bestrahlung nicht ausreicht um Melanozyten in vivo zu transformieren. Die
bisherigen Studien zu HDGF beschéftigten sich nur damit, eine Uberexpression
des Proteins in Tumoren zu diagnostizieren (Hu et al., 2003; Ren et al., 2004;
Uyama et al., 2006; Yamamoto et al., 2006; Yoshida et al., 2006) und Effekte
einer veranderten HDGF-Menge auf Tumore in vivo zu untersuchen (Zhang et
al., 2006; Ren et al., 2009). So ist nicht bekannt zu welchem Zeitpunkt die in
diversen Tumorarten beobachtete HDGF-Uberexpression genau beginnt.
Lediglich far das Melanom wurde gezeigt, dass es einen Zusammenhang
zwischen dem Grad der Uberexpression und dem Tumorstadium gibt. So ist die
HDGF-Expression in benignen Tumoren gering, verstarkt sich im malignen
Melanom graduell von den frihen Stadien bis hin zum metastasierenden
Melanom (Tabelle 1.1) (Bernard et al., 2003). Es besteht daher die Mdglichkeit,
dass die beobachtete Uberexpression nur ein Epiphdnomen von Tumoren ist,
aber nicht zur Tumorentstehung beitragt. So wurde in den letzten Jahren immer
haufiger die Beobachtung gemacht, dass es Proteine gibt, die in Tumoren
Uberexprimiert werden, die aber nicht die Entartung (Transformation) von Zellen
bewirken. Aus diesen Beobachtungen wurde das Konzept der nicht-onkogenen
Abhangigkeit (NOA — non-oncogene addiction) entwickelt. Darunter versteht
man die Abhangigkeit von Tumoren von bestimmten Proteinen, die keine
Onkogene sind. In diesem Zusammenhang werden als Onkogenen Gene
bezeichnet, die durch Mutationen aktiviert wurden und zur Transformation von
Zellen beitragen. Nicht-Onkogene sind Proteine, die sekundar reguliert werden,
nicht transformierend wirken, aber die Tumorprogression férdern kdnnen, wie
z.B. der Transkriptionsfaktor Stat5 (Hoelbl et al., 2010). Diese Beobachtungen
und die exzessive phanotypische Analyse von Krebszellen fihrten zur
Identifizierung weiterer Tumorcharakteristika, die nicht flr die Inititation der

Tumorentstehung verantwortlich sind. Luo und Mitarbeiter erweiterten daraufhin
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die von Hanahan und Weinberg aufgestellten sechs Charakteristika (siehe
Einleitung). Demnach z&hlen zellularer Stress (DNA-Schaden/Reparatur-Stress,
proteotoxischer Stress, mitotischer Stress, metabolischer Stress und oxidativer
Stress) zu den Hauptcharakteristika von Tumoren (Luo et al., 2009). In
normalen Zellen flhrt zellularer Stress zum Wachstumsstopp oder zur
Apoptose. Krebszellen aber sind in der Lage diese Signale zu Ubergehen
(Fulda, 2009). Dies bedarf der Anpassung ihrer Stoffwechsel- und Signalwege,
die das Ignorieren antiproliferativer Signale ermdglichen, wodurch die
Krebszellen jedoch in Abhangigkeit einzelner, nicht-onkogener Proteinen
gelangen. Die Identifizierung solcher Proteine, deren Expression fir
Tumorzellen Uberlebenswichtig ist, wahrend gesunde Zellen nicht von diesem
Protein abhangig sind, ist von immenser Bedeutung fir die Entwicklung von
Krebsmedikamenten (Luo et al., 2009). Werden solch kritische Proteine (oder
die Expression ihrer Gene) in Krebszellen blockiert, kann der Tumor
zurtickgehen oder sogar kollabieren. Ein Beispiel hierfiir ist der Heat-Shock
Faktor 1 (HSF1), in dessen Gen bis heute keine aktivierenden Mutationen in
Tumoren identifiziert werden konnten (Solimini et al., 2007). HSF1 wird in
Tumoren Uberexprimiert und wirkt férdernd auf Invasion und Metastasierung
von Tumoren (Ciocca and Calderwood, 2005). Dennoch bewirkt eine
Uberexpression von HSF1 nicht die Transformation von Fibroblasten (Solimini
et al., 2007). HSF1-Defizienz reduziert die Neigung Tumore zu bilden (sowohl
spontane Tumore, als auch chemisch-induzierte Tumore) und siRNA-
Experimente fuhrten zu verringerter Lebensfahigkeit humaner Tumorzellen in
vitro, wahrend die Reduktion von HSF1 auf nicht-transformierte Zellen nur einen
minimalen Einfluss hatte (Solimini et al., 2007). Fir HDGF konnte gezeigt
werden, dass Tumore in einer gewissen Weise von HDGF abhangig sind,
weshalb HDGF in neueren Studien als ein Ziel fir eine Antitumortherapie
diskutiert wird. Mit Hilfe von in vitro und in vivo Tumormodellen konnte gezeigt
werden, dass eine Verringerung von HDGF oder die Injektion von HDGF-
Antikdrpern zu einem verlangsamten Tumorwachstum, zu einer reduzierten
Anzahl von BlutgefaBen, zu einer Reduzierung des Durchmessers der
BlutgefaBBe und zu verstarkter Apoptose flihren (Tsang et al., 2008; Liao et al.,
2009; Ren et al., 2009; Tsang et al., 2009). Des Weiteren besitzt HDGF eine
interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES). In den letzten Jahren konnte gezeigt



5. Diskussion 126

werden, dass die mRNAs verschiedener Onkogene, Wachstumsfaktoren und
von Proteinen, die in die Regulation der Apoptose, des Zellzyklus und die
Stressantwort im Allgemeinen involviert sind, IRES-Elemente besitzen. Die
interne Translationsinitiation umgeht die 5-Cap abhangige Translation, erlaubt
die Expression bestimmter Proteine in Stresssituationen und dient in gesunden
Zellen der Bewaltigung dieser Situationen (Spriggs et al., 2008). Die bisherigen
Untersuchungen ergaben, dass Tumore eine Abhangigkeit von HDGF zeigen
(Zhang et al., 2006; Ren et al., 2009).

Aus den hier vorgestellten Ergebnissen muss gefolgert werden, dass HDGF in
murinen Melanozyten keine onkogene Wirkung hat und die HDGF-
Uberexpression zu keinem proliferativen Vorteil dieses Zelltyps fiihrt. Deshalb
stellt sich, unter Berlicksichtigung der gezeigten Ergebnisse, im Nachhinein die
Frage, ob ein anderes Mausmodell geeigneter gewesen wére, um den Einfluss
von HDGF auf Melanome zu untersuchen. Hierzu gilt es zu bedenken, dass die
Kombination aus dem Tyrosinase-Promotor/Enhancer und Ink4a”-Mausen zur
Analyse der Signaltransduktion bekannter Onkogene in Tumoren wie SV40 T-
Antigen (Bradl et al., 1991; Penna et al., 1998) und HRas!®?") Transgen
(Kramer et al., 1998) verwendet wurde, um deren Onkogenitat fir Melanome zu
bestatigen. Aus diesem Grund ware die Wahl eines Mausmodells, das spontan
Melanome entwickelt eventuell geeigneter gewesen, um einen moglichen
Einfluss von HDGF auf die Entstehung dieser Tumore zu untersuchen. Die
Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor (HGF/SF) transgene Mauslinie kénnte
ein solches Mausmodell darstellen. Diese Mause exprimieren HGF/SF unter
Kontrolle des melanozytenspezifischen Metallothionein-Promotors  und
entwickeln spontan und nach neonataler UVB-Bestrahlung verstarkt
metastasierende Melanome, die histologisch den humanen Tumoren stark
ahneln (Wolnicka-Glubisz and Noonan, 2006; Thomas et al., 2007).

Die Analyse des Mausmodells lieferte zwar keine eindeutige Antwort auf die
Frage nach einem Einfluss der melanozytenspezifischen HDGF-
Uberexpression auf die Entstehung von Melanomen, aber es konnte dennoch
ein Unterschied zwischen den Genotypen in Bezug auf Haufigkeit und GréBe
der Epidermoidzysten festgestellt werden. Die statistische Auswertung der
gezahlten und vermessen Epidermoidzysten der HDGF"/Ink4a*"-, Ink4a*"- und
HDGF"/Ink4a*"-Mause ergab, dass die HDGF/Ink4a*-Tiere signifikant mehr
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und gréBer Epidermoidzysten im Vergleich zu den Mausen der Genotypen
HDGF""/Ink4a*" und Ink4a*™" entwickelten (Abbildung 28). Zwischen den Tieren
der Genotypen HDGF™/Ink4a*” und Ink4a*" besteht kein signifikanter
Unterschied, es konnte lediglich eine leichte Tendenz der Ink4a*-M&use
gegeniiber den HDGF"/Ink4a*-Mausen festgestellt werden, eine hdhere
Anzahl und gréBere Epidermoidzysten zu entwickeln. Wie oben bereits erwéhnt
handelt es sich bei Epidermoidzysten um benigne Zysten, die aus dem
Infundibulum von Haarfollikeln entstehen und durch Keratinisierung und
Cornifizierung der Keratinozyten Einschlisse mit lamellenartigen Keratinfasern
aufweisen. Die Bildung dieser Hornperlen stellt wahrscheinlich einen
Differenzierungsdefekt der Keratinozyten dar, die urspriinglich den Haarschaft
gebildet haben. Die Zellen der auBeren Haarwurzelschicht (Outer Root Sheat,
ORS) ahneln morphologisch den Basalzellen der Epidermis mit denen
zusammen die ORS Zellen eine durchgangige Zellschicht bilden. Die
Morphologie der Epidermoidzysten erweckt den Anschein, dass die Haarschaft-
Keratinozyten das Differenzierungsprogramm der epidermalen Keratinozyten
durchlaufen (Abbildung 4) und so die Keratinfasern der Hornperle bilden. Die
hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass HDGF diesen
Differenzierungsprozess der Keratinozyten unterdriickt, weshalb HDGF-
exprimierende Mause weniger und kleinere Epidermoidzysten entwickeln als
HDGF”-Mause. Die bisherigen Studien zeigten allerdings, dass HDGF die
Differenzierung  verschiedener Zelltypen, wie Zellen der glatten
GefaBmuskulatur, férdert (Everett et al., 2000; Everett et al., 2001; Everett et
al., 2004). Diese kontroversen Ergebnisse lassen vermuten, dass HDGF in
Keratinozyten eine andere Funktion hat als z.B. in Zellen der glatten
GefaBmuskulatur. Ein Beispiel fir ein Protein, das in Keratinozyten eine andere
Funktion erfillt als in anderen Zelltypen ist der Notch-Rezeptori (Notch1).
Dieses Protein ist flir die Gewebeorganisation wahrend der
Embryonalentwicklung von Bedeutung. Des Weiteren konnte eine Rolle fir
Notch1 bei der Differenzierung von Keratinozyten nachgewiesen werden.
Waéhrend dieser Rezeptor in den meisten Geweben proliferative Eigenschaften
besitzt und eine Hyperaktivierung zu Malignitat fihren kann, scheint Notch1 in
der Epidermis die Differenzierung der Keratinozyten zu fdérdern. In diesem

Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Notch1 wachstumsinhibierend
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sowohl auf murine als auch auf humane Keratinozyten wirkt (Panelos et al.,
2008). Wie bereits erwahnt, durchlaufen die Haarschaft-Keratinozyten
normalerweise nicht das Differenzierungsprogramm der epidermalen
Basalzellen. Es ist mdglich, dass HDGF im Fall der UVB-Schéadigung, die
Differenzierung hemmt und/oder die Apoptose férdert. Die Differenzierung von
Keratinozyten fihrt zwar auch zum Zelltod, dieser unterscheidet sich jedoch
sowohl biochemisch als auch morphologisch von den Prozessen der Apoptose.
Es wird sogar vermutet, dass Apoptose in den differenzierenden Keratinozyten
geblockt wird, um den Prozess der Verhornung nicht durch verfriihten Zelltod zu
stéren. So konnte gezeigt werden, dass wahrend der Keratinozyten-
differenzierung die Apoptose-assoziierten Caspasen-3, -6, -7 und -9 nicht
aktiviert werden (Lippens et al., 2009). In den letzten Jahren wurden sowohl
pro- (Machuy et al., 2005) als auch anti-apoptotische Einflisse von HDGF
diskutiert (Shen et al., 2005; Clermont et al., 2008). Die Mehrzahl der Artikel
beschreibt zwar einen anti-apoptotischen Effekt fir HDGF, aber wie am Beispiel
von Notch1 gezeigt, ist es mdglich, dass auch HDGF in Keratinozyten eine
entgegengesetzte Funktion ausibt. Auch in diesem Fall wirde eine HDGF-
Defizienz die Bildung von Epidermoidzysten begtinstigen.

HDGF wurde aufgrund seiner Eigenschaften als Alarmin eingestuft (Harris and
Raucci, 2006). Alarmine (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs) sind
endogene Molekile, die aufgrund von Zellschadigungen freigesetzt werden, um
die angeborene Immunantwort und die Reparatur des Gewebes zu initileren
(Bianchi, 2007). Es ist unwahrscheinlich, dass die neonatale UVB-Bestrahlung
zu nekrotischem Zelltod geflihrt hat. Da HDGF jedoch aktiv Uber einen noch
unbekannten Mechanismus nicht-klassisch sezerniert wird, ist es mdglich, dass
HDGF zur Initiation der Reparatur der durch den Sonnenbrand verursachten
Schaden beitragt. Dies kdnnte ein weiterer Grund sein, warum in Ink4a* -
Méausen, die HDGF exprimieren, im Vergleich zu HDGF”-Mausen weniger und
kleinere Epidermoidzysten beobachtet werden konnten.
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Teil 2 — Plattenepithelkarzinom-Modell (PEK-Modell)

Das Plattenepithelkarzinom (PEK) der Haut ist eine Krebsform, die aus
Keratinozyten, dem Hauptzelltyp der Epidermis hervorgeht. Bisher konnte flr
einige Tumorarten (z.B. Melanom, Lungen-, Leber-, Prostata und Darmtumore)
eine HDGF-Uberexpression nachgewiesen werden (Hu et al., 2003; Ren et al.,
2004; Uyama et al., 2006; Yamamoto et al., 2006; Yoshida et al., 2006), es war
bisher aber nicht bekannt, ob HDGF auch in PEK Uberexprimiert wird. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Praparate humaner PEK auf eine
Expression von HDGF hin untersucht. In Abbildung 31 ist exemplarisch die
Farbung eines solchen Tumors dargestellt. Es zeigte sich, dass HDGF in den
PEK sehr viel starker exprimiert wird als in den angrenzenden epidermalen
Bereichen. HDGF wird sowohl in den Zellen der Epidermis als auch in den
Zellen der PEK nuklear exprimiert. Im Tumor sind zusatzlich zur nukledren
Lokalisation Bereiche zu erkennen, in denen HDGF eine zytoplasmatische
Lokalisation aufweist. Die Induktion von PEK in Wildtyp Mausen sollte zeigen,
ob HDGF auch in murinen PEK ({berexprimiert wird. Die
immunhistochemischen (Abbildung 34) und biochemischen (Abbildung 35)
Analysen der murinen PEK zeigten, dass HDGF ebenfalls in den chemisch
induzierten murinen PEK Uberexprimiert wird. Die Westernblotanalyse
(Abbildung 35) ergab zudem ein unterschiedliches HDGF-Expressionmuster in
PEK im Vergleich zu Proben normaler Haut. In den Lysaten der Haut konnte
deutlich eine Proteinvariante detektiert werden, die auf einer H6he von 38 kDa
migriert. Die Lysate der PEK enthielten um das 1,37 bis 2,5 fache mehr an der
38 kDa Proteinvariante. Zusatzlich dazu konnte in diesen Lysaten eine 43 kDa
Variante detektiert werden. HDGF migriert in SDS PAGE-Gelen nicht bei den
von der Aminosduresequenz kalkulierten 26,3 kDa, sondern bei einem
scheinbaren Molekulargewicht von 38 kDa. Durch massenspekirometrische
Analysen konnte bestatigt werden, dass diese Laufanomalie nicht auf
posttranslationale Modifikationen (PTM) zurtickzufiihren ist, sondern vermutlich
durch azide Bereiche im C-Terminus des Proteins hervorgerufen wird
(Abouzied et al., 2004). Dieses Expressionsmuster konnte auch in Lysaten von
Pankreaskarzinomzellen und Leberkarzinomzellen detektiert werden (Uyama et
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al., 2006; Yoshida et al., 2006). Expressionanalysen haben gezeigt, dass die
bekannte HDGFcds ein Protein kodiert, das auf einer Hohe von 38 kDa migriert.
Ob es sich bei der auf 43 kDa migrierenden Proteinvariante um eine alternative
SpleiBform oder um posttranslational modifiziertes HDGF handelt ist nicht klar.
Bei diesem Protein muss es sich allerdings um eine HDGF-Variante handeln,
da auch diese in den Lysaten der HDGF"-PEK nicht detektiert werden konnte.
Die Untersuchung der PEK-mRNA auf alternative SpleiBformen des HDGF-
Gens sowie die massenspekirometrische Analyse der 43 kDa Proteinvariante
sollten helfen den Unterschied zwischen der 38 kDa und der 43 kDa zu
identifzieren.

Die PEK von Mensch und Maus wurden auch histologisch verglichen
(Abbildung 32 und Abbildung 36). Obwohl es sich bei den humanen PEK um
Tumore handelte, die aus solarer Keratose, also aus UV-geschadigter Haut
hervorgegangen sind, besteht histologisch eine starke Ahnlichkeit zu den
chemisch induzierten murinen PEK. Sowohl in humanen als auch in murinen
PEK waren tumorése Anteile von Talgdrisen zu finden. Die Detektion der Blut-
und LymphgefaBe durch immunhistochemische Farbungen von VEGF und
D240/Podoplanin zeigten, dass in humanen und murinen PEK beide
GefaBtypen vorkommen, wobei die Anzahl der LymphgefaBe in den chemisch
induzierten murinen PEK héher war (Abbildung 32 und Abbildung 36). Die
humanen Biopsien waren alle maligne und zeigten stark invasives Wachstum,
wahrend die murinen PEK meistens fraglich invasiv waren. Die geringe
Malignitat der murinen PEK lasst sich dadurch erklaren, dass die M&use
mehrmals wdchentlich auf PEK hin untersucht und bei einem solchen Befund
sofort getdtet wurden. Nichtsdestotrotz ist es gelungen aufgrund einer
neonatalen Behandlung mit DMBA PEK in Wildtyp-Mausen zu induzieren, so
dass die Uberexpression in diesem Tumor gezeigt werden konnte.

Zum Vergleich wurden HDGF”-Méause ebenfalls neonatal mit DMBA behandelt
und beobachtet. Es zeigte sich, dass PEK auch in HDGF”-M4usen entstehen
kénnen und dass diese sich in Bezug auf Haufigkeit und GréBe nicht von
Wildtyp-PEK unterscheiden. Wie Epidermoidzysten entstehen PEK aus
Keratinozyten. Wahrend die Zysten wie oben bereits erwahnt aufgrund eines
Differenzierungsdefekts der Keratinozyten entstehen, flhrt die unkontrollierte
Proliferation dieses Zelltyps zur Entstehung von PEK. Dieser Unterschied
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kdnnte der Grund sein warum die HDGF”-Mause zwar mehr und gréBere
Epidermoidzysten, aber genauso viele und groBe PEK wie Wildtyp-Mause
bilden. Fir HDGF konnte zwar gezeigt werden, dass dieses Protein die
Proliferation, Migration und Differenzierung von zum Beispiel Zellen der glatten
GefaBmuskulatur férdert (Everett et al., 2000; Everett et al., 2001; Everett et al.,
2004), ob HDGF in Keratinozyten einen speziellen, vielleicht auch kontroversen
(siehe oben) Einfluss auf die Differenzierung und/oder Proliferation dieses
Zelltyps hat, ist allerdings bisher nicht bekannt. Die hier vorgestellten
Mausmodelle deuten wie bereits erwahnt auf einen Einfluss von HDGF auf die
Differenzierung von Keratinozyten hin. Zur weiteren Untersuchung dieser
Beobachtung sollten aus Wildtyp- und HDGF”-Mausen primére Keratinozyten
isoliert werden, so dass der Einfluss einer HDGF-Uberexpression bzw.
Verringerung der HDGF-Menge durch spezifische siRNAs untersucht werden
kann. Da HDGF auf nicht-klassischem Weg sezerniert wird, kbnnten mit diesen
primaren Zellen auch Studien zu einem Einfluss von exogen appliziertem HDGF
durchgefuhrt werden.

Da fir HDGF ein Einfluss auf die Angiogenese beschrieben wurde (Okuda et
al., 2003; Ren et al., 2009) und in der Promotorregulation von VEGF-A eine
Sequenz lokalisiert ist, an die HDGF binden kann (Yang and Everett, 2007;
Yang and Everett, 2009), wurden die Blut- und LymphgefaBe in den PEK und in
angrenzendem Gewebe von Wildtyp- und HDGF”-Mausen gezahlt. Die
statistische Auswertung ergab, dass das Verhaltnis von Lymph- zu BlutgefaBen
in HDGF” PEK signifikant héher war als in Wildtyp PEK (Abbildung 37, A).
Dieser Unterschied ist jedoch nicht auf eine geringere Anzahl von BlutgefaBen
in HDGF”-PEK, sondern auf die erhdhte Anzahl von LymphgefaBen
zurtickzufihren (Abbildung 4.31, B und C). Der Einfluss von LymphgefaBen auf
Tumore wird kontrovers diskutiert (Stacker et al., 2002; Tobler and Detmar,
2006). Unstrittig sind die Ergebnisse zu einem Einfluss der LymphgefaBe auf
die Metastasierung primarer Tumore zu den Lymphknoten. Hierflir werden die
an den Tumor angrenzenden LymphgeféBe verantwortlich gemacht, die durch
die von den Tumorzellen sezernierten Wachstumsfaktoren (u.a. VEGF-C)
verstarkt von den regionalen Lymphknoten in Richtung Tumor wachsen. Die im
Tumor lokalisierten LymphgefdBe scheinen keinen Einfluss auf die
Tumorprogression zu haben. Vielmehr wird beschrieben, dass diese schon vor
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der Tumorentstehung in dem Gewebe vorhanden waren und aufgrund ihrer
GefaBstruktur kollabieren. LymphgefaBe dienen u.a. der Aufrechterhaltung der
Gewebehomeostase, indem sie die aus BlutgefaBen austretende Flissigkeit
aufnehmen und Uber das LymphgefaBsystem dem Blutkreislauf zurtickfihren
(Hirakawa, 2009). Kollabieren diese in den Tumoren, sollte die
Aufrechterhaltung der Homeostase unmdéglich sein und in den Tumoren flr
Probleme sorgen. Ob die erhdhte Anzahl von LymphgefaBen in PEK einen
positiven Einfluss auf HDGF”-PEK hatte, konnte allerdings nicht festgestellt
werden, da PEK nur in seltenen Féllen und spaten Stadien (lll und 1V)
metastasieren, die Mause aber schon in frlhen Stadien getbtet wurden. Es
bleibt jedoch festzuhalten, dass im Rahmen dieser Dissertation gezeigt werden
konnte, dass Tumore in HDGF”-M&usen gleichermaBen entstehen kénnen wie
in Wildtyp-Mausen und dass das HDGF in den Wildtyp-Méausen die Entstehung
von PEK nicht beglnstigte. Ein Grund dafir kénnte sein, dass HDGF auf
Keratinozyten eine andere Wirkung hat als auf andere Zelltypen. Ein Beispiel
fr ein Protein, das kontroverse Mechanismen in Keratinozyten im Vergleich zu
anderen Zelltypen ausilbt, ist wie bereits erwahnt Notch1. Fir die meisten
Tumoren, wie dem Melanom (Zeng et al., 2005) ist Notch1 als Onkogen
publiziert. Fir solche Tumore konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor nicht
nur oft Gberexprimiert wird, sondern dass auch Mutationen, die zur Expression
von konstitutiv aktiven Formen fihren, bekannt sind (Zeng et al., 2005; Panelos
et al., 2008). Des Weiteren wird auch eine Uberexpression der Notcht
Liganden (Delta und Jagged) in Tumoren beschrieben (Panelos et al., 2008).
Diese Ereignisse fuhren zur gesteigerten Proliferation und Tumorbildung in den
meisten Zelltypen, wahrend ein gezielter Knock-Out von Notch1 in
Keratinozyten die Entstehung von PEK bewirkt (Zeng et al., 2005). Fir eine
kontroverse Rolle von HDGF in Tumoren wirde sprechen, dass die Behandlung
der Wildtyp-Mause mit DMBA in 10% der Mause zur Entstehung von
Lebertumoren (Mischtumore aus Leberkarzinom und Leberadenokarzinom) und
in 3% zur Entstehung von Ovarkarzinomen fihrte. In keinem der HDGF-
Mause konnte dagegen eine andere Art von Tumor auBer PEK festgestellt
werden. Die Entstehung der Tumore ist wahrscheinlich auf eine systemische
Aufnahme des in Aceton gelésten DMBA zurtckzufihren. Die Analyse der
Daten mit Hilfe des exakten Fisher-Tests ergab (Abbildung 38 A), dass die
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HDGF"-Mause signifikant weniger Nicht-Hauttumore als die Wildtyp-Tiere
(p<0,038) nach Behandlung mit DMBA entwickelten. Die Westernblotanalyse
einiger Lebertumore im Vergleich zu gesunder Leber zeigte, dass in allen
Tumorlysaten mehr HDGF vorhanden war als in den entsprechenden
Leberlysaten (Abbildung 38 B). Interessanterweise kann in Lysaten dieser
Tumorart nicht die 43 kDa Proteinvariante detektiert werden, die in Lysaten der
PEK enthalten ist. Auch diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HDGF in
verschiedenen Tumorarten aufgrund der Expression unterschiedlicher
Proteinvarianten  verschiedene Funktionen ausfihren kénnte. Diese
Beobachtungen sollten in Zukunft an einem Leberkarzinom-Mausmodell weiter
untersucht werden. AuBerdem ist es unerlasslich um weitere Aussagen dartber
treffen zu kénnen warum Tumore von HDGF abhangig sind, intrazellulare
Interaktionspartner von HDGF und Signalwege zu identifizieren, in die dieses
Protein involviert ist. Auch wenn HDGF keine onkogene/transformierende
Eigenschaft besitzt, so wirkt es exogen appliziert auf verschiedene Zelltypen
mitogen. Allerdings konnte bisher kein Rezeptor an den HDGF bindet und tber
den dieses exogene Signal in die Zelle Ubermittelt wird, identifiziert werden.
Auch die Identifizierung des Rezeptors ist unerldsslich fir die weitere
Erforschung dieses Wachstumsfaktors.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass eine onkogene/transformierende
Wirkung von HDGF fir die hier untersuchten Tumore der Haut nicht vorhanden
ist. Vielmehr unterstitzen sie fir HDGF das Konzept der nicht-onkogenen
Abhangigkeit, das bereits erlautert und diskutiert wurde. Nach diesem Konzept
sind solche ,nicht-Onkogene® fir normale Zellen entbehrlich, wahrend Tumore
von ihnen abhangig sind. Eine Reduzierung oder Entfernung von ,nicht-
Onkogenen* fihrt zur Tumorregression und zu einer leichteren Therapierbarkeit
von Tumoren. Daher stellen ,nicht-Onkogene®“ von denen Tumore abhangig
sind interessante Ziele fir die Entwicklung von Medikamenten dar. Fir HDGF
konnte gezeigt werden, dass dieses Protein fir die Entwicklung und das Leben
einer gesunden Maus entbehrlich ist, da die HDGF”-Maus keinerlei Defekte
zeigt (Gallitzendoerfer et al., 2008). Im Gegensatz dazu konnte mit Hilfe
verschiedener in vitro und in vivo Experimente gezeigt werden, dass eine

Verringerung der HDGF-Menge das Tumorwachstum hemmt (Tsang et al.,
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2008; Liao et al., 2009; Ren et al., 2009; Tsang et al., 2009). Diese Versuche
zusammen mit der hier gewonnen Erkenntnis, dass HDGF keine
onkogenen/transformierenden Eigenschaften besitzt, deuten darauf hin, dass
sich HDGF als Ziel fir die Entwicklung von Medikamenten eignet. An den in
Wildtyp- und HDGF"-Mausen induzierten PEK wurde kein Einfluss auf die
Therapierbarkeit von Wildtyp- im Vergleich zu HDGF"-PEK untersucht. Trifft
auf HDGF das Konzept der nicht-onkogenen Abhangigkeit zu, so ist es fraglich,
ob HDGF"-PEK leichter zu therapieren waren als Wildtyp-PEK, da Tumore
stressbedingt von alternativen Signalwegen abhangig sind. Fehlt HDGF von
vornherein in einem solchen Tumor, so ist es mdglich, dass der Tumor
wiederum alternative Signalwege zur Stressbewaltigung entwickelt und so von
anderen Proteinen abhangig wird. Zur Untersuchung der Therapierbarkeit
wirde sich deshalb ein induzierbares HDGF-Knockout Mausmodell eignen, in
dem das HDGF-Gen nach der Tumorinduktion eliminiert wird.
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6. Zusammenfassung

Die Erforschung von Tumoren erlangt aufgrund der hohen Inzidenz dieser
Erkrankungen und steigender Todeszahlen eine immer gréBere Bedeutung
innerhalb der medizinischen Forschung. Die Identifizierung von Proteinen, die
als diagnostische Marker zur besseren Einschatzung von Tumoren eingesetzt
werden kdénnen, sowie von Proteinen, die als Ziele fir die Entwicklung von
Medikamenten verwendet werden kdnnen, sind von immenser Bedeutung.
Einen groBen Einfluss auf die Entstehung und Progression von Tumoren haben
in diesem Zusammenhang Wachstumsfaktoren, die die Proliferation und
Ausbreitung von Krebszellen steuern und deren Expression im Tumorgewebe
haufig fehlreguliert ist.

Der Hepatoma-derived growth factor (HDGF) wurde aufgrund seiner
Proliferationssteigernden Aktivitdt auf kultivierte Fibroblasten aus dem
Kulturmedium der humanen Hepatoma Zelllinie HuH-7 isoliert. Studien
unterschiedlicher Arbeitsgruppen zeigten, dass HDGF in mehreren Tumorarten,
wie z.B. Melanomen, (iberexprimiert wird und dass diese Uberexpression mit
einer schlechten Prognose fur die Patienten einhergeht. Aufgrund funktioneller
Experimente kann vermutet werden, dass HDGF einen Einfluss auf die
Tumorentstehung und -progression hat.

Um die Auswirkung einer veréanderten HDGF-Expression auf Zellen innerhalb
eines Gewebeverbandes untersuchen zu kdnnen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit mehrere Mausmodelle etabliert und analysiert. Es ist gelungen ein
Mausmodell zu erschaffen, in dem HDGF in Melanozyten Gberexprimiert wird,
so dass der Einfluss dieser Uberexpression auf die Entstehung von Melanomen
untersucht werden konnte. Anhand der Ergebnisse kann die Aussage getroffen
werden, dass eine HDGF-Uberexpression keine onkogene/transformierende
Wirkung auf diesen Zelltyp austibt.

Im Rahmen der Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die
Behandlung von Ink4a*"-Mausen mit UVB-Strahlen zur Entstehung von
Hautveranderungen  fihrt, die  humanen  Epidermoidzysten, einer
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Keratinozytendifferenzierungsstérung entsprechen. Die Analyse dieser
Hautveranderungen deutet auf einen Einfluss von HDGF auf die Differenzierung

dieses Zelltyps hin.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals eine HDGF-
Uberexpression sowohl in humanen als auch in induzierten murinen
Plattenepithelkarzinomen (PEK) der Haut nachgewiesen. Die Analysen der
induzierten PEK lieBen keine Unterschiede zwischen den Tumoren in Wildtyp-
und HDGF"-Mausen erkennen. Im Gegensatz zur Keratinozytendifferenzierung
scheint HDGF also keinen Effekt auf die proliferativen Eigenschaften dieses
Zelltyps in situ zu haben. Interessanterweise konnte jedoch in Wildtyp-Mausen
die Entstehung von Leber- und Ovarkarzinomen beobachtet werden, die in den
HDGF"-Mausen fehlten. HDGF scheint daher unterschiedliche Wirkungen auf
unterschiedliche Zelltypen auszulben.

Zusammenfassend muss aus den Ergebnissen dieser Arbeit geschlossen
werden, dass HDGF keine onkogene/transformierende Wirkung auf
Melanozyten und Keratinozyten besitzt. Zusammen mit der beobachteten
Korrelation zwischen HDGF-Uberexpression in Tumoren und einer schlechten
Patientenprognose deuten die hier vorgestellten Ergebnisse vielmehr auf eine
sogenannte nicht-onkogene Abhangigkeit von Tumoren auf HDGF hin.
Demnach stellt die Uberexpression dieses Wachstumsfaktors fiir Tumore eine
Méglichkeit dar Stresssignale, die zum Wachstumsstopp und/oder Apoptose
fihren wirden, zu Obergehen. Auch wenn HDGF-Signalwege bis heute
unbekannt sind, lassen erste Studien vermuten, dass sich dieses Protein nicht
nur als prognostischer Marker, sondern auch als ein Ziel fir die Entwicklung
von Medikamenten zur Krebsbehandlung eignet.

Die vorgestellten Arbeiten liefern wichtige Ergebnisse zur Frage des Einflusses
von HDGF auf die Tumorentstehung und bilden daher die Grundlage fir weitere
Untersuchungen zur Rolle von HDGF innerhalb von Tumoren.
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8.1 Nachweis der HDGF-Expression

transgenen Mauslinie

8.1.1 mRNA-Expressionsanalyse

1

1000bp,
B00bp

G00bp
S00bp
A0bp
300bp

3 4 5 6 T 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Nr. | Tier/Organ Primer Nr. | Tier/Organ Primer

2 TG Gehirn 1559/1850 14 | TG S-Haut 1559/1850
3 TG Gehirn 1879/1850 15 | TG S-Haut 1879/1850
4 WT Gehirn 1559/1850 16 | WT S-Haut 1559/1850
5 WT Gehirn 1879/1850 17 | WT S-Haut 1879/1850
6 TG Auge 1559/1850 18 | TG Milz 1559/1850
7 TG Auge 1879/1850 19 | TG Milz 1879/1850
8 WT Auge 1559/1850 20 | WT Milz 1559/1850
9 WTAuge 1879/1850 21 | WT Milz 1879/1850
10 | TG R-Haut 1559/1850 22 | TG Leber 1559/1850
11 | TG R-Haut 1879/1850 23 | TG Leber 1879/1850
12 | WT R-Haut 1559/1850 24 | WT Leber 1559/1850
13 | WT R-Haut 1879/1850 25 | WT Leber 1879/1850

in der 889-

Abbildung 39: mRNA-Analyse von Gehirn-, Auge-, Riickenhaut- (R-Haut), Schwanzhaut-
(S-Haut), Milz- und Leberproben einer HDGF™'- (TG) und Wildtyp- (WT) Maus.

In Spur 1 wurde der GrdBenstandard 100 bp DNA Ladder plus aufgetragen. Die
Primerkombination 1559/1850 flhrte zur Amplifizierung der gesamten HDGFcds mit einer
FragmentgréBe von 841 bp, wahrend mit Hilfe der Primer 1879/1850 ein Fragment von 861 bp
vervielféltigt wurde, das nur die cDNA nachweist, die auf das Tyr-HDGFGen Konstrukt
zurtickgeht.
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8.1.2 Westernblotanalyse der HDGF"'"/HDGF”-M&use

Gehirn Auge R-Haut S-Haut Milz Leber
WT - TGH- - TGHH- - TGIH- - TGH- - TGI-- - TG/H-

Abbildung 40: Westernblotanalyse von Organlysaten von HDGF"'/HDGF"- (TG/--) und
HDGF - (--) Méusen.

Je 40 pg Gesamtprotein der Organlysate von Gehirn, Auge, Rlckenhaut (R-Haut),
Schwanzhaut (S-Haut), Milz und Leber wurden je Probe aufgetragen In Spur 1 wurde als
Positivkontrolle 40 ug Gehirnlysat einer Wildtyp Maus aufgetragen, in der HDGF auf einer
Laufthéhe von 38 kDa detektiert wurde. Die Detektion des HDGF erfolgte durch Inkubation mit
dem Kaninchen-anti-HDGF Antikérper in Kombination mit einem Peroxidase gekoppelten
Ziege-anti-Kaninchen Zweitantikérper. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL.
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8.1.3 In Situ Hybridisierung und Immunfluoreszenzfarbung der
Riickenhaut von HDGF"/HDGF”-, HDGF”- und Wildtyp-

Mausen

HOGF ""/HDGF"

f \ '
5 \
& R

R

-
- '\
ooy L ]
I
w
i
HOGF "HDGF™ HDGF™" Wildtyp

Anti-HDGF Ak-Kontralle Anti-HDGF Anti-HDGF AK-Kontrolls

HDGE

Uberlagerung

Abbildung 41: In Situ Hybridisierung (ISH) und Immunfluoreszenzfirbung der
Folgeschnitte.

Im oberen Teil der Abbildung (A-I) sind Bilder der HE-Farbungen und der ISH dargestellt. Der
untere Teil gibt einen Uberblick lber die HDGF-Immunfluoreszenzfarbungen, welche auf den
jeweiligen Folgeschnitten angefertigt wurden. Fir alle Farbungen wurden 4 pm dicke
Paraffinschnitte der Haut der Genotypen HDGF"'/HDGF”, HDGF” und Wildtyp (von links nach
rechts) verwendet. Von oben nach unten sind folgene Farbungen dargestellt: HE, Detektion der
Tyr-as Sonde, Detektion der Tyr-s Sonde, HDGF-Féarbung (rot) und die Uberlagerung (HDGF-
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Farbung, DAPI-Farbung und Durchlicht). Die Schnitte wurden mit den Antikérpern Kaninchen-
anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 inkubiert (AK-Kontrolle nur mit dem 2. AK inkubiert).
Die Kerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. HE — Hamatoxylin/Eosin Farbung; ISH — In Situ
Hybridisierung; Tyr as — Tyrosinase antisense Sonde; Tyr s — Tyrosinase sense Sonde. Die
Bilder wurden mit 400 facher VergréBerung aufgenommen. Die Messbalken entsprechen 100
pm.

8.1.4 Immunfluoreszenzfarbung der Augenprédparate von
HDGF"™/HDGF’-, HDGF” - und Wildtyp-M&usen

HOGF " HDGF HOGF Wikdbyp

Anti-HDGF AK Kontrolle Anti-HDGF Anti-HDGF AK Kantrolls

HDGF

DAPI

Dwrchlicht

Ubaragansng

Abbildung 42: Inmunfluoreszenzfarbungen von Augenpréaparaten.

Farbungen von drei Genotypen sind von links nach rechts abgebildet: HDGF"/HDGF”,
HDGF” und Wildtyp. Die Schnitte wurden mit den Antikdrpern Kaninchen-anti-HDGF und
Ziege-anti-Kaninchen-Cy3 inkubiert (AK-Kontrolle nur mit dem 2.AK inkubiert). Die Kerne
wurden mit DAPI angeférbt. Von oben nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu sehen:
HDGF (rot), DAPI (blau), Durchlicht und die Uberlagerung der jeweils darGber abgebildeten
Bilder. Die Bilder wurden mit einer 400 fachen VergréBerung aufgenommen. Der Messbalken
entspricht 100 pm.
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8.1.5 Immunfluoreszenzfdrbung der Gehirnprdparate von
HDGF"™/HDGF”-, HDGF” - und Wildtyp-M&usen

HDGF "THDGE™" HDGF™ Wildtyp
Anti-HDGF Anti-HDGF Anti-HDGF AK Kontrolle

DaP| HDGF

Uberlagerung

HDGE " /HDGE™ HDGF™ Wildtyp
Anti-HDGF Anti-HDGF Anti-HDGF AK Kontrolle

DAPI HOGF

Uberagerung

Abbildung 43: Immunfluoreszenzfiarbung von Cerebellum (oben) und Cortex (unten).

Fir die Farbungen wurden sagittale 10 pm dicke Kryoschnitte verwendet. Farbungen von drei
Genotypen sind von links nach rechts abgebildet: HDGF"/HDGF”, HDGF” und Wildtyp. Die
Schnitte wurden mit den Antikérpern Kaninchen-anti-HDGF und Ziege-anti-Kaninchen-Cy3
inkubiert (AK-Kontrolle nur mit dem 2.AK inkubiert). Die Kerne wurden mit DAPI angefarbt. Von
oben nach unten sind Bilder folgender Farbungen zu sehen: HDGF (rot), DAPI (blau),
Durchlicht und die Uberlagerung der jeweils dartiber abgebildeten Bilder. Die Bilder wurden mit
400 facher VergréBerung aufgenommen. Der Messbalken entspricht 100 pm.
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8.2 Sequenzanalysen

8.2.1

Abbildung 4.6

HDGF
Spur_17
K1l_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
Kl_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
Kl_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
Kl_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1l_Fragment
Gr_Fragment

CGGGGCGCCCGCGGCCCCGCCATGTCGCGATCCAACCGGCAGAAAGAGTACAAGTGCGGA
TTCGATATCAAGCTTIGGTACCATGTCGCGATCCAACCGGCAGAAAGAGTACAAGTGCGGA
TTCGATATCAAGCTTGGTACCATGTCGCGATCCAACCGGCAGAAAGAGTACAAGTGCGGA

TTCGATATCAAGCTTGGTACCATGTCGCGATCCAACCGGCAGAAAGAGTACAAGTGCGGA
* * Kok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok k ok ok ok ok k kK ok ok kK

GACCTGGTGTTTGCGAAGATGAAAGGATACCCACACTGGCCGGCCCGGATTGATGAGATG
GACCTGGTGTTTGCGAAGATGAAAGGATACCCACACTGGCCGGCCCGGATTGATGAGATG
GACCTGGTGTTTGCGAAGATGAAAGGATACCCACACTGGCCGGCCCGGATTGATGAGATG
GACCTGGTGTTTGCGAAGATGAAAGGATACCCACACTGGCCGGCCCGGATTGATGAGATG

KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A AR IR A AR AR A A A A A A AR AR A AR AR A AR A XKk

CCTGAGGCTGCAGTGAAGTCAACAGCCAACAAATACCAAGTCTITTTTTTTTGGGACCCAT
CCTGAGGCTGCAGTGAAGTCAACAGCCAACAAATACCAAGTCTITTTTTTTTGGGACCCAT
CCTGAGGCTGCAGTGAAGTCAACAGCCAACAAATACCAAGTCTITTTTTTTTGGGACCCAT
CCTGAGGCTGCAGTGAAGTCAACAGCCAACAAATACCAAGTCTITTTTTTTTGGGACCCAT

KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR AR A I A A AR A KA A A A A A AR AR A AR AR AR AR A XKk

GAGACGGCATTCCTGGGCCCCAAAGACCTCTTCCCTTATGAGGAATCCAAGGAGAAGTTT
GAGACGGCATTCCTGGGCCCCAAAGACCTCTTCCCTTATGAGGAATCCAAGGAGAAGTTT
GAGACGGCATTCCTGGGCCCCAAAGACCTCTTCCCTTATGAGGAATCCAAGGAGAAGTTT
GAGACGGCATTCCTGGGCCCCAAAGACCTCTTCCCTTATGAGGAATCCAAGGAGAAGTTT

kA hkhkrkhkhkhhkhkhkhkhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkhxhkxkhkkxk*x

GGCAAGCCCAACAAGAGGAAAGGGTTCAGCGAGGGGCTGTGGGAGATCGAGAACAACCCT
GGCAAGCCCAACAAGAGGAAAGGGTTCAGCGAGGGGCTGTGGGAGATCGAGAACAACCCT
GGCAAGCCCAACAAGAGGAAAGGGTTCAGCGAGGGGCTGTGGGAGATCGAGAACAACCCT
GGCAAGCCCAACAAGAGGAAAGGGTTCAGCGAGGGGCTGTGGGAGATCGAGAACAACCCT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A AR I A A AR A KR A A A A A A AR AR A AR AR AR AR XKk

ACAGTCAAGGCCTCTGGCTACCAG-————=————————————————
ACAGTCAAGGCCTCTGGCTACCAG-—————————————————————————
ACAGTCAAGGCCTCTGGCTACCAG-————=———————————————m
ACAGTCAAGGCCTCTGGCTACCAGCCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCTGCCCGG

KAk Ak KAk KA h A hkA A A XAk kA kAKX x k%

—————————————————————————————————— TCCTCCCAGAAAAAGAGTTGTGCGGC
—————————————————————————————————— TCCTCCCAGAAAAAGAGTTGTGCGGC
—————————————————————————————————— TCCTCCCAGAAAAAGAGTTGTGCGGC

CCTGTGGGTTAACCCCAGGGCTAATCCAACAGAGTCCTCCCAGAAAAAGAGTTGTGCGGC
Kok kK k kK ok k kK ok kK ok ok ok k kK ok kK ok ok

AGAGCCCGAGGTGGAGCCCGAAGCCCATGAGGGTGACGGTGATAAGAAGGGCAGTGCAGA
AGAGCCCGAGGTGGAGCCCGAAGCCCATGAGGGTGACGGTGATAAGAAGGGCAGTGCAGA
AGAGCCCGAGGTGGAGCCCGAAGCCCATGAGGGTGACGGTGATAAGAAGGGCAGTGCAGA
AGAGCCCGAGGTGGAGCCCGAAGCCCATGAGGGTGACGGTGATAAGAAGGGCAGTGCAGA

kA hkkrkhkhkhhkhkhkhkhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhxhkxkhkkxk*k

GGGCAGCAGCGACGAAGAAGGGAAACTGGTGATCGATGAACCAGCCAAGGAGAAGAACGA
GGGCAGCAGCGACGAAGAAGGGAAACTGGTGATCGATGAACCAGCCAAGGAGAAGAACGA
GGGCAGCAGCGACGAAGAAGGGAAACTGGTGATCGATGAACCAGCCAAGGAGAAGAACGA
GGGCAGCAGCGACGAAGAAGGGAAACTGGTGATCGATGAACCAGCCAAGGAGAAGAACGA

KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A A A AR A KA I A A AR A KA A A A A A AR A IR AR A AR AR A A A XKk

AAAGGGCACGCTGAAGAGGAGAGCAGGGGATGTGTTGGAGGACTCCCCTAAACGTCCCAA
AAAGGGCACGCTGAAGAGGAGAGCAGGGGATGTGTTGGAGGACTCCCCTAAACGTCCCAA
AAAGGGCACGCTGAAGAGGAGAGCAGGGGATGTGTTGGAGGACTCCCCTAAACGTCCCAA
AAAGGGCACGCTGAAGAGGAGAGCAGGGGATGTGTTGGAGGACTCCCCTAAACGTCCCAA

KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR A KA A A A A A AR A XA A A AR AR AR A A A XKk

Vergleich der sequenzierten DNA-Fragmente aus

300
90
100
97

360
150
160
157

420
210
220
217

480
270
280
277

540
330
340
337

564
354
364
397

590
380
390
457

650
440
450
517

710
500
510
577

770
560
570
637
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HDGF
Spur_17
K1_Fragmen
Gr_Fragmen

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
Kl1_Fragment
Gr_Fragment

HDGF
Spur_17
K1_Fragment
Gr_Fragment

GGAGTCAGGAGACCATGAGGAGGAGGACAAGGAGATAGCTGCCTTGGAGGGTGAGAGGCC
GGAGTCAGGAGACCATGAGGAGGAGGACAAGGAGATAGCTGCCTTGGAGGGTGAGAGGCC
GGAGTCAGGAGACCATGAGGAGGAGGACAAGGAGATAGCTGCCTTGGAGGGTGAGAGGCC

GGAGTCAGGAGACCATGAGGAGGAGGACAAGGAGATAGCTGCCTTGGAGGGTGAGAGGCC
ok kK ok kK ok ok ok ok k kK ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok

CCTGCCTGTAGAGGTGGAGAAGAACAGCACCCCCTCTGAGCCAGACTCTGGCCAGGGACC
CCTGCCTGTAGAGGTGGAGAAGAACAGCACCCCCTCTGAGCCAGACTCTGGCCAGGGACC
CCTGCCTGTAGAGGTGGAGAAGAACAGCACCCCCTCTGAGCCAGACTCTGGCCAGGGACC

CCTGCCTGTAGAGGTGGAGAAGAACAGCACCCCCTCTGAGCCAGACTCTGGCCAGGGACC
ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok k ko ok ok ok ok ko ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k ok ok k ok ok

TCCTGCAGAGGAAGAAGAGGGAGAGGAAGAGGCTGCCAAGGAAGAGGCTGAAGCCCAGGG
TCCTGCAGAGGAAGAAGAGGGAGAGGAAGAGGCTGCCAAGGAAGAGGCTGAAGCCCAGGG
TCCTGCAGAGGAAGAAGAGGGAGAGGAAGAGGCTGCCAAGGAAGAGGCTGAAGCCCAGGG
TCCTGCAGAGGAAGAAGAGGGAGAGGAAGAGGCTGCCAAGGAAGAGGCTGAAGCCCAGGG

KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A KA I A A AR A KA A A A A A AR AR A AR AR A AR A XKk

CGTCAGAGATCATGAGAGCCTGTAGCCACCAATGTTTCAAGAGGAGCCCCTGCCCCGTTC
CGTCAGAGATCATGAGAGCCTGTAGCCACCAATGTTTCAAGAGGAGCCCCTGCCCCGTTIC
CGTCAGAGATCATGAGAGCCTGTAGCCACCAATGTTTCAAGAGGAGCCCCTGCCCCGTTC
CGTCAGAGATCATGAGAGCCTGTAGCCACCAATGTTTCAAGAGGAGCCCCTGCCCCGTTIC

KA AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A KA IR A AR A KR AR A A A AR A IR A AR AR AR A A AR, XKk

Abbildung 44: Darstellung des HDGF-Sequenzenvergleiches.
Verglichen wurden die Sequenzen der bekannten HDGFcds (HDGF) mit denen der Fragments
aus Spur 17 (Abbildung 14) und Spur 21 (Abbildung 14) (861 bp Fragment = KI_Fragment; 931
bp Fragment = Gr_Fragment). Die DNA-Fragmente wurden fir die Sequenzierung in den
pBlueskript Vektor kloniert und mit den Primern Sp6 und T7 sequenziert. In rot sind Start- und
Stoppcodon von HDGF eingezeichnet. Griin deutet auf das im groBen Fragment vorhandene
zusatzliche Stoppcodon hin, das zur Translation eines 116 AS groBen Proteins flihren sollte. *
signalisiert die Ubereinstimmung.

830
620
630
697

890
680
690
757

950
740
750
817

1010
800
810
877

8.2.2 Aminosduresequenzvergleich zwischen HDGF und dem

~,@roBen Fragment*

HDGF
Gr_Fragment

HDGF
Gr_Fragment

HDGF
Gr_Fragment

HDGF
Gr_Fragment

MSRSNRQKEYKCGDLVEFAKMKGYPHWPARIDEMPEAAVKSTANKYQVEFFFGTHETAF LGP
MSRSNRQKEYKCGDLVFAKMKGYPHWPARIDEMPEAAVKSTANKYQVFFFGTHETAF LGP

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A KA I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A AR A A A A XKk

KDLFPYEESKEKFGKPNKRKGE SEGLWEIENNPTVKASGYQSSQKKSCAAEPEVEPEDHE
KDLFPYEESKEKFGKPNKRKGEF SEGLWEIENNPTVKASGYQPSPLLHRALPARPVG————

KA KA AKA AR AR AR A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR AR A A A A XA, K

GDGDKKGSAEGSSDEEGKLVIDEPAKEKNEKGTLKRRAGDVLED SPKRPKESGDHEEEDK

Abbildung 45: Dargestellung des Aminosauresequenzvergleiches.
Die Translation der HDGF-mRNA fiihrt zu dem bekannten 237 AS groBen Protein. Die
Translation des groBen Fragmentes (Gr_Fragment) (Abbildung 14) dagegen flihrt zu einem

vorzeitigen Stopp und zur Bildung eines 116 AS langen Proteins.

*

Ubereinstimmung der AS.

60
60

120
116

180

237

signalisiert die



8. Anhang 153

8.2.3 Blast-Analyse des ,,GroBBen Fragmentes*

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/25581896?rid=ejw9g3rjOln&blast_rank
=l&dopt=genbank&log$=nuclalign

Ul-M-FDO0-cdI-j-05-0-Ul.r1 NIH_BMAP_FDO Mus musculus cDNA clone IMAGE:6832326 5-,
mRNA sequence

Gr_Fragment --———"—"""""""--——- ATGTCGC-GATCCAACCGGCAGAAAGAGTACAAGTGCGGA 39
Est GTTGCCTCCAGTTCAGGTTTCTCTGGCTGGACGAACGGGTGCGAGGGGTCTCAGTTCACA 60
* ok kx K Kk kkx Kk * ok oxx *HkKk Kk x
Gr_Fragment GA--—-CCTGGTGTTTGCGAAGATGAAAGGATACCCACACT---GGCCGGCCCGGATTGAT 93
Est GAGGGTTAGGTGGATGTAGAGTTGGCGACTCACAAACTTTCTTGGAGCATTTTGATTGAT 120
* K * Kk Kk Kk * K * Kk Kk *k * K * K * * K Kk k kK Kk kK
Gr_Fragment GAGATGCCTGAGGCTGCAGTGAAGTCAACAGCCAACAAATACCAAGTCTTITTTITTTGGG 153
Est GAGATGCCTGAGGCTGCAGTGAAGTCAACAGCCAACAAATACCAAGTCTTTTTTTTTIGGG 180
KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A IR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A AR AR AR A A A XKk
Gr_Fragment ACCCATGAGACGGCATTCCTGGGCCCCAAAGACCTCTTCCCTTATGAGGAATCCAAGGAG 213
Est ACCCATGAGACGGCATTCCTGGGCCCCAAAGACCTCTTCCCTTATGAGGAATCCAAGGAG 240
Khokokkhkkkkkkkhhkhkhkkk Ak kkhkhkhk kA KKk kkhkhkhk kA Ak kkkhkhkkk kK Kk Kk kkkkx & & KKk
Gr_Fragment AAGTTTGGCAAGCCCAACAAGAGGAAAGGGTTCAGCGAGGGGCTGTGGGAGATCGAGAAC 273
Est AAGTTTGGCAAGCCCAACAAGAGGAAAGGGTTCAGCGAGGGGCTGTGGGAGATCGAGAAC 300
KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A KA AR A AR A KA A A A A A AR AR A AR AR AR A A A XKk
Gr_Fragment AACCCTACAGTCAAGGCCTCTGGCTACCAGCCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCT 333
Est AACCCTACAGTCAAGGCCTCTGGCTACCAGCCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCTTGCCT 360
KA A KA AR AR AR A AR AR A I A A AR AR AR A I A A AR A KA A A A A A AR AR AR A A AR X, A hA XKk
Gr_Fragment GCCCGGCCTGTGGGTTAACCCCAGGGCTAATCCAACAGAGTCCTCCCAGAAAAAGAGTTG 393
Est GCCCGGCCTGTGGGTTAACCCCAGGGCTAATCCAACAGAGTCCTCCCAGAAAAAGAGTTG 420
Kokokkkkkkkkkhhkhkhkkk Ak kkhkhkhk kA KKk kkhkhkhk kA Ak kkkhkhkkk kK Kk Kk kkkkx &% KKk
Gr_Fragment TGCGGCAGAGCCCGAGGTGGAGCCCGAAGACCATGAGGGTGACGGTGATAAGAAGGGCAG 453
Est TGCGGCAGAGCCCGAGGTGGAGCCCGAAGCCCATGAGGGTGACGGTGATAAGAAGGGCAG 480
KA IAKAKAAKRAKRKAIAAA AT AR A XA AAA AR AR A, A A KA KA A A A A A AR AR A AR AR A XA A A XKk
Gr_Fragment TGCAGAGGGCAGCAGCGACGAAGAAGGGAAACTGGTGATCGATGAACCAGCCAAGGAGAA 513
Est TGCAGAGGGCAGCAGCGACGAAGAAGGGAAACTGGTGATCGATGAACCAGCCAAGGAGAA 540
KA AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A IR A I A A AR A KR A AR A A A AR AR A AR AR AR AR A XKk
Gr_Fragment GAACGAAAAGGGCACGCTGAAGAGGAGAGCAGGGGATGTGTTGGAGGACTCCCCTAAACG 573
Est GAACGAAAAGGGCACGCTGAAGAGGAGAGCAGGGGATGTGTTGGAGGACTCCCCTAAACG 600
KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A IR A A A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A A A XKk
Gr_Fragment TCCCAAGGAGTCAGGAGACCATGAGGAGGAGGACAAGGAGATAGCTGCCTTGGAGGGTGA 633
Est TCCCAAGGAGTCAGGAGACCATGAGGAGGAGGACAAGGAGATAGCTGCCTTGGAGGGTGA 660
Kokokkhkkkkkkkhhkhkhkkk Ak kkhkhkhk kA KKk kkhkhkhk kA Ak kkkhkhkkk kK Kk Kk kkkkkx &% KKk
Gr_Fragment GAGGCCCCTGCCTGTAGAGGTGGAGAAGAACAGCACCCCCTCTGAGCCAGACTCTGGCCA 693
Est GAGGCCCCTGCCTGTAGAGGTGGAGAAGAACAG-ACCCCCTCTGAGCCAGACTCTGGCCA 719
Kokokkhkkkkkkkhkhkhkhkkk Kk kkhkhhk kA XKk kkhkk *h Ak kkkhhhkkkkkkkkkkxx* & KKk
Gr_Fragment GGGACCTCCTGCAGAGGAAGAAGAGGGAGAGGAAGAGGCTGCCAAGGAAGAGGCTGAAGC 753
Est GGGACCTCCTGCAGAGGAAGAAGAGGGAGAGGAAGAGGCTGCC————————————————— 762

Gr_Fragment
Est

KA A AKAAKRA KNI AA AR AR A AR A AR AR AR AR A AR AR A AR A XA, K

CCAGGGCGTCAGAGATCATGAGAGCCTGTAG 784

Abbildung 46: Darstellung des Ergebnisses der Blast-Suche.

Die Suche mit der Sequenz des groBen Fragmentes (Gr_Fragment) (Abbildung 14) ergab, dass
die Sequenz schon mal als EST (Expressed Sequence Tag) sequenziert wurde. Hierfiir wurde
die gesamte mRNA aus einem Gewebe isoliert und in cDNA umgeschrieben. Diese wurden zur
Erstellung einer Expressions-Bibliothek kloniert und sequenziert (GenBank). Das
Vorhandensein der Sequenz in einer solchen Datenbank deutet darauf hin, dass diese Sequenz
als mRNA exprimiert wird. Start- und Stoppcodon sind in rot dargestellt.” signalisiert die
Ubereinstimmung.
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8.2.4 DNA-Vergleich

Mensch CCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCTGCCCGGCCAGTGGGTTTACCCCGGGGCTAA 60
Maus CCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCTGCCCGGCCTGTGGGTTAACCCCAGGGCTAA 60
Ratte CCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCTGCCCGGCCTGTGGGTTAACCCCAGGGCTAA 60
Rind CCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCTGCCCGGCCAGTGGGTTTACCCCGGGGCTAA 60
Hund CCCTCCCCCCTCCTGCACAGAGCCCTGCCTGCCCGGCCAGTGGGTTTAGCCCGGGGCTAA 60
khkhkhkhkhkkhkhkhhhkhkhkhhhhrhkhkrkhhhhkrkhkhkhbhhkdhhkhrkhrdx *khkhhkhrk * K*hxk *hkxkk*kxk

Mensch TCCGACAGAGGT 72

Maus TCCAACAGAG—T0

Ratte TCCAACAGAG—70

Rind TCCGACAGAG—70

Hund TCCGACAGAG—70

*k Kk Kk Kk Kk Kk kK

Abbildung 47: Nukleotidvergleich der genomischen HDGF-Intronlll Sequenz von Mensch,
Maus, Ratte, Rind und Hund, die im groBen Fragment aus Abbildung 14 enthalten war.
Der Vergleich zeigt, dass diese 70 bp zwischen mehreren Spezies stark konserviert sind. In rot
ist das Stoppcodon in Intron Il eingezeichnet. * signalisiert Ubereinstimmung.
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8.3 Vektorkarten

Hinglll

Exon Il

Exon 1l

Sall
Exan Wl Exon 'V

iy
SF-205 -HDGFGen pBSK (7026bp)

SF-541-mTyr-Sonde1-s-pBSK (3362bp)

SF-542 - mTyr-Sonde1-as-pBSK (3421bp)

SF-543 - mTyr-Sonde2-s-pBSK (3513bp)

Hindlill

SF-544 - mTyr-Sonde2-as-pBSK (3524 bp)
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8.4 Abkilrzungsverzeichnis

A Ampere

AK Antikérper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat
AS Aminosauren

ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin
cds kodierende Sequenz
Cpm Counts pro Minute
DAB Diaminobenzidine
DAPI 4',6-Diamidin-2-Phenylindol
dd Doppelt Destilliert

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMBA Di-Methylbenzanthrazene

DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

DTT Dithiothreitol
ECL Verstarte Chemilumineszenz
ECM Extrazellulare Matrix

EDTA Dinatriumsalz

FCS Fotales Kalberserum

GIcNAc N-Acetylglucosamin

HATH Homology to Amino Terminus of HDGF
HB HEPES-Puffer

HDGF Hepatoma-derived growth factor
HDGF”  HDGF-Knockout
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HDGF™  Tyr-HDGF Transgene
HEPES N-(2-Hydroymethyl-)piperazin-N’-(2-ethansulfonsdure)

HMG High-Mobility Group
HRP HDGF verwandte Proteine
hu Human

HSF-1 Heat-Shock Factor 1

ICC Immuncytochemie

IHC Immunhistochemie

Ink4a™ Ink4a-Knockout

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
ISH In Situ Hybridisierung

Kana Kanamycin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

Lsg. Lésung

NLS Nukledre Lokalisationssequenz
Notch1 Notch-Rezeptor 1

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat gepufferte Saline
PCR Polymerasekettenreaktion
PFA Paraformaldehyd

POX Peroxidase gekoppelt

PTM Posttranslationale Modifikation

(m)RNA  (Boten-)Ribonucleinsaure

RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecylsulfat
SSC Zitrat gepufferte Saline

TAE Tris-Acetat-EDTA
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TBS Tris gepufferte Saline
TBS/T TBS + 0,5 % Tween

Tris Tris-(hydroymethyl-)aminothan

TPA 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA)
Tyr Tyrosinase

(N Uber Nacht

VEGF Vascularer Endothelialer Wachstumsfaktor
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