Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Etablierung und Grundcharakterisierung der transgenen Linien

3.1.1. Etablierung transgener Linien und Analyse der Transgenintegration

Zur in vivo Charakterisierung des RhoA-Effektormolekiils PKN stand im Institut fiir
Pharmakologie der Charit¢ Universititsmedizin Berlin ein transgenes Mausmodell zur
Verfiigung (Stuckas, 2003). Abbildung 3.1 zeigt schematisch die Struktur des zur Generierung
dieser Tiere verwendeten Transgenkonstrukts sowie die Lage der fiir die weitere Analyse

genutzten Primer und Sonden.

EcoRV Pstl

* FLAG. for PKN.rev
—_— 4_
&}
MMTV-LTR 5 - SV40
3
2<|)0 1 OIOO 23|00 3600 45|00
Southern Blot Northern Blot
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Transgenkonstrukts. Die Lage der verwendeten Primer und Sonden
sowie wesentliche Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen sind gekennzeichnet. Zur besseren Ubersicht ist
die Sequenz des FLAG-Epitops (18 Basenpaare) nicht maBstabsgerecht dargestellt. PKN KD: Kinasedoméine der
humanen Proteinkinase N. SV40: Kleines Intron und Polyadenylierungssignal des SV40-Virus. Alle

Groflenangaben in Basenpaaren.

Durch Mikroinjektion des DNA-Konstrukts generierte transgene Tiere wurden mit Wildtyp-
NMRI-Maiusen verpaart und bildeten die Grundlage fiir die Etablierung der transgenen Linien
921, 924, 931, 933, 995 und 2501. Die Weitergabe des Transgens folgte dabei den mendelschen
Gesetzen. Zur Identifizierung transgener Tiere wurde DNA aus Schwanzbiopsien gewonnen und
in einer PCR unter Einsatz der Primer FLAG.for und PKN.rev analysiert. Die Sequenz des
Primers FLAG.for stammt aus dem FLAG-Epitop des Transgenkonstrukts und besitzt im
murinen Genom keine Entsprechung, so dass diese Reaktion in transgenen Tieren ein DNA-
Fragment von 508 Basenpaaren amplifiziert, wihrend Wildtyptiere kein PCR-Produkt zeigen.

Ein reprisentatives Beispiel einer solchen Genotypisierung zeigt Abbildung 3.2.
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Abbildung 3.2: PCR Analyse zur Identifizierung transgener
Tiere. DNA von Jungtieren einer Verpaarung zweier transgener
Maiuse wurde durch eine PCR unter Verwendung der Primer
FLAG.for und PKN.rev analysiert. Tiere, deren DNA in den
Spuren 1 und 2 aufgetragen wurde, zeigen keine Integration des

Transgens; in den DNA Proben der Spuren 3-11 konnte

hingegen ein transgen-spezifisches Amplifikat nachgewiesen
Spur 12 enthdlt Wasser als Negativkontrolle (-); in Spur 13 wurde als Positivkontrolle das

Transgenkonstrukt aufgetragen (+). Die Pfeile kennzeichnen das spezifische Amplifikat.

Die Transgenintegration wurde in Tieren der Fl-Generation weiterhin durch Southern Blot
Hybridisierung untersucht. Dieses Verfahren gestattet neben dem Nachweis des Transgens auch
die Detektion einer eventuellen Mehrfachintegration an verschiedenen Positionen des murinen
Genoms, die durch unabhingige Weitergabe der einzelnen Integrationsloci zu phénotypischen
Inhomogenitéten innerhalb der einzelnen Linien fithren kann. Zur Southern Blot Analyse wurde
genomische DNA aus Lebergewebe von Tieren der FI-Generation mit der
Restriktionsendonuklease EcoRV gespalten und mit einer transgenspezifischen Sonde aus der
Sequenz des MMTV-LTR-Promotors hybridisiert. Die GréBe der so detektierten Fragmente ist
unter anderem vom Integrationsort des Transgens abhingig und kann zur Analyse des
Integrationsmusters genutzt werden. Auch mit dieser Methode wurde die Anwesenheit des
Transgens in allen zur weiteren Analyse verwendeten Linien nachgewiesen; Hinweise auf eine
Mehrfachintegration an verschiedenen Positionen des murinen Genoms ergaben sich nicht.

Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch die Southern Blot Analyse transgener Tiere der Linie 933.

" 0 yFla 1:;1! F1 Abbildung 3.3: Southern Blot Analyse der Transgenintegration in

8000 S—_— ‘ Linie 933.
e g i £ - DNA des Founder-Tieres (FO) sowie dreier Tiere der F1-Generation
>000 - (F1) wurde elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
s , iibertragen und mit einer Sonde gegen die Sequenz des MMTV-LTR
3000 Promotors hybridisiert. Die Abbildung zeigt eine singuldre Bande von
_— zirka 4700 Basenpaaren in allen Tieren. In der linken Spur befindet

sich ein GroBenmarker. Alle GroBBenangaben in Basenpaaren.
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3.1.2. Analyse der Transgenexpression auf RNA Ebene

3.1.2.1. Identifizierung transgenexprimierender Linien

Zur Untersuchung der Transgenexpression in den etablierten Linien wurde RNA aus
Brustdriisengewebe laktierender Tiere gewonnen, da die Expressionsstirke des MMTV-
Promotors in der Phase der Laktation am hdochsten ist (Wagner et al., 2001). Nach reverser
Transkription in cDNA erfolgte die Expressionsanalyse durch eine PCR unter Verwendung der
Primer FLAG.for und PKN.rev, die wie beschrieben ein transgenspezifisches Fragment von 508
Basenpaaren amplifizieren. Abbildung 3.4 zeigt, dass so Transkripte der konstitutiv aktiven
Proteinkinase N in Tieren der Linien 933 und 995 nachgewiesen werden konnten; Tiere der
tibrigen Linien exprimierten das Transgen nicht. Zur Kontrolle der reversen Transkription wurde
ein Fragment des ubiquitdr exprimierten murinen B-Aktin Gens amplifiziert, welches in allen
untersuchten cDNA Proben nachgewiesen werden konnte. Um eine eventuelle Kontamination
der RNA-Isolate durch DNA auszuschlieen, wurden in einem parallelen Ansatz RNA-Proben,
denen keine reverse Transkriptase zugesetzt wurde, analysiert; wie erwartet konnten hier weder
mit den transgenspezifischen noch mit den B-Aktin Primern Amplifikate erhalten werden (Daten
nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse konnten mit Hilfe von Northern Blot Hybridisierungen unter Verwendung
einer Sonde gegen den C-Terminus der humanen PKN bestitigt werden. Wihrend weder in
Wildtypméusen noch in transgenen Tieren anderer Linien ein Hybridisierungssignal erhalten
wurde, zeigten Proben der Linien 933 und 995 auch mit dieser Methode das transgene Transkript
(Abbildung 3.5). Die Northern Blot Analyse erlaubt dariiber hinaus eine semiquantitative
Abschétzung der Expressionsstirke, da die Intensitit des Hybridisierungssignals mit steigender

RNA Expression zunimmt.

FLAG-PKN Abbildung 3.4: Expressionsanalyse durch RT-PCR.

921 924 931 2502 933 995 -

RNA aus Brustdriisen transgener Tiere der

angegebenen Linien wurde revers transkribiert und
—=500

in einer PCR unter Verwendung

200 transgenspezifischer Primer analysiert (oben). Zur

B-Aktin Kontrolle der reversen Transkription wurde eine
921 924 931 2502 933 995 -

PCR unter Verwendung von Primern fiir das murine

500 B-Aktin Gen durchgefiihrt (unten). Gréflenangaben

in Basenpaaren; die Pfeile kennzeichnen die

200

spezifischen Amplifikate. -: Wasser.
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PKN Kinase Doméne
921 924 931 995 933 2502 Abbildung 3.5: Northern Blot Analyse der Transgenexpression.

RNA aus laktierenden Brustdriisen transgener Tiere der angegebenen Linien

wurde elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und

1600 . mit einer Sonde gegen die Kinasedoméne der humanen PKN hybridisiert.

' Tiere der Linien 933 und 995 zeigen ein transgenspezifisches
Hybridisierungssignal von zirka 1600 Basenpaaren; dieses ist in Linie 933
deutlich intensiver als in Linie 995 (oben). Als Ladekontrolle ist die mit
Ethidiumbromid gefarbte RNA nach Northern Blot Transfer dargestellt; die
Pfeile kennzeichnen die Banden der ribosomalen 28S bzw. 18S RNA.

Dabei zeigte sich, wie Abbildung 3.5 demonstriert, in Tieren der Linie 933 eine deutlich héhere

Transgenexpression als in Linie 995.

3.1.2.2. Analyse des zeitlichen Verlaufs der Transgenexpression in Linie 933

Der zeitliche Verlauf der Transgenexpression wurde in Tieren der Linie 933 mit Hilfe von
Northern Blot Hybridisierungen untersucht. Abbildung 3.6 zeigt, dass Transkripte der konstitutiv
aktiven Proteinkinase N in allen untersuchten Entwicklungsphasen vom virginen Tier bis zur
abgeschlossenen Involution nachgewiesen werden konnten. Zur semiquantitativen Abschétzung
der Expressionsstirke wurde die Gesamtmenge der jeweils analysierten RNA durch
Hybridisierung mit einer Sonde gegen das ubiquitdr exprimierte und invariante ribosomale
Protein S26 bestimmt (Vincent ef al., 1993). Dabei zeigte sich, dass in virginen Tieren sowie in
der ersten Haélfte der Trachtigkeit deutlich mehr RNA eingesetzt werden musste, um ein
Hybridisierungssignal fiir die konstitutiv aktive Protein Kinase N zu erhalten, welches in seiner
Intensitit dem in Laktationsstadien detektierten Signal entspricht. Dies weist darauf hin, dass die

Expressionsstarke des Transgens wahrend der Laktationsphase deutlich zunimmt.

22 o 2 S 32
S e a2 = =
Abbildung 3.6: Zeitlicher Verlauf der Transgenexpression in Linie 933.
T e e 2 e = Northern Blot Analyse von RNA Proben aus Brustdriisen transgener Tiere

in folgenden Entwicklungsstadien: 12 Wochen, virgin (virg); zehnter Tag
S L D

der Trachtigkeit (P10); zweiter und zehnter Tag der Laktation (L2 bzw.
L10); fiinf, zehn und 60 Tage nach Abschluss der Laktation (IS5, 110 bzw. 160). Das transgenspezifische

Hybridisierungssignal ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Zur Abschidtzung der analysierten RNA Menge

erfolgte weiterhin die Hybridisierung mit einer Sonde gegen das invariante ribosomale Protein S26.
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Abbildung 3.6 zeigt dariiber hinaus, dass die Transgenexpression wihrend dieser Phase auf
einem in etwa konstanten Niveau verbleibt. Mit dem Beginn der Involution fillt die Stirke der
Transgenexpression erneut ab; Transkripte der konstitutiv aktivierten Proteinkinase N bleiben

aber auch zwei Monate nach Abschluss der Laktation nachweisbar.

3.1.2.3. Transgenexpression auflerhalb der Brustdriise

Zahlreiche Berichte aus der Literaur belegen, dass die Aktivitit des MMTV-LTR Promotors
nicht ausschlieBlich auf die Brustdriise beschrénkt ist, sondern ebenfalls eine Transgenexpression
in anderen sekretorisch aktiven Organen vermitteln kann. So wurde bislang unter anderem der
Nachweis MMTYV gesteuerter Transgene in Speicheldriisen, dem ménnlichen Reproduktionstrakt
und dem Ovar beobachtet (Ubersicht bei Wagner et al., 2001). Mittels Northern Blot
Hybridisierung und RT-PCR wurde daher die Expression der konstitutiv aktivierten
Proteinkinase N in den Glandulae parotideae, den Vesiculae seminales sowie in Hoden,
Nebenhoden und Ovarien transgener Tiere analysiert. Dazu wurde in den Linien 931, 933 und
995 aus diesen Geweben RNA isoliert und wie oben beschrieben durch Northern Blot
Hybridisierung mit einer Sonde gegen die Kinasedoméne der humanen PKN sowie durch RT-

PCR unter Verwendung der transgenspezifischen Primer FLAG.for und PKN.rev untersucht.

Glandula Vesicula

parotidea seminalis
o . auferhalb der Brustdriise.

Abbildung 3.7: Analyse der Transgenexpression

N v

- -

RNA aus den angegeben Geweben und Linien wurde
mittels Northern Blot Hybridisierung auf das
Vorhandensein transgener Transkripte untersucht; als

S26 W “‘ .‘. , Ladekontrolle erfolgte die Hybridisierung mit einer

Sonde gegen das ubiquitdr exprimierte ribosomale

Protein S26 (oben). Nachweis der Transgenexpression in
allen untersuchten Geweben mit Ausnahme des Ovars in
Linie 933. Die im Northern Blot nur schwach

$26 ausgepridgte Bande in der Probe aus der Glandula

parotidea ist auf eine zu geringe Menge der

transferierten RNA zuriickzufiihren (vgl. Intensitit des

Glandula Vesicula ) )
parotidea seminalis S26 Signals). — und +: RNA nichttransgener bzw.
mm &R 2 s & F . 4 transgener Brustdrisen. Zum  Nachweis  der

Transgenexpression in der Glandula parotidea ist im

unteren Teil der Abbildung eine RT-PCR unter

Verwendung der Primer FLAG.for und PKN.rev gezeigt.
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In Tieren der Linien 931 und 995 konnte so in keinem der zusétzlich untersuchten Organe eine
Transgenexpression nachgewiesen werden, wihrend Tiere der Linie 933 Transkripte der
konstitutiv aktivierten Proteinkinase N auch in der Ohrspeicheldriise und den untersuchten
Organen des maiannlichen Reproduktionstrakts, nicht aber in Ovarien transgener Weibchen
zeigten. Abbildung 3.7 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Expressionsanalyse auBerhalb

der Brustdriise transgener Tiere.

3.1.3. Transgensynthese auf Proteinebene

Zur Beurteilung moglicher Effekte einer PKN Aktivierung in vivo ist der Nachweis des
transgenen Proteins essenziell. Es wurde daher analysiert, ob die in den Linien 933 und 995
nachgewiesenen Transkripte auch translatiert werden. Da die erhiltlichen Antikorper gegen das
FLAG-Epitop nur eine eingeschrinkte Spezifitit aufwiesen, wurde hierzu ein
Immunprézipitationsansatz gewihlt. Dabei wurden Proteinextrakte aus Brustdriisen laktierender
Tiere mit einem agarosegekoppelten Antikorper gegen das FLAG-Epitop inkubiert und so
gebundene Proteine in einem zweiten Schritt durch Zentrifugation angereichert. AnschlieBend
erfolgte der Western Blot unter Verwendung eines Antikorpers gegen den Carboxyterminus der
humanen Proteinkinase N. Mit diesem Verfahren werden ausschliefllich Proteine detektiert, die
sowohl an Antikorper gegen das FLAG-Epitop als auch an anti-PKN-Antikorper binden. Wie
Abbildung 3.8 zeigt, gelang es so, in Tieren der Linien 933 und 995 ein Protein von zirka 53 kDa
nachzuweisen, dessen Molekulargewicht dem der PKN-Kinasedomine entspricht (Ueyama et
al., 2001). In Wildtypméausen sowie Tieren der Linie 931 konnte erwartungsgeméif kein solches
Protein detektiert werden. Damit wurde gezeigt, dass Tiere der Linien 933 und 995 das Transgen
sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene synthetisieren und fiir die weiterfiihrende
Charakterisierung der Protein Kinase N in vivo geeignet sind. Da fiir die Immunprézipitation in
allen Linien die selbe Proteinmenge eingesetzt wurde, bestétigt die im Vergleich zu Linie 995
hohere Intensitit des Western Blot Signals in Linie 933 dariiber hinaus die Ergebnisse der
semiquantitativen Northern Blot Analyse und belegt damit eine hohere Expression des Transgens

in dieser Linie auch auf Proteinebene.

WT 933 931 995
T Abbildung 3.8: Immunprézipitation zum Nachweis der Transgen-

53KDa - & ° 3 expression auf Proteinebene.
s l Préazipitation mit einem Antikorper gegen das FLAG-Epitop, Western-

Blot unter Verwendung eines anti-PKN-Antikorpers.

38



Ergebnisse

3.2. Analyse der Brustdriisenfunktion in transgenen Tieren

Zur Beurteilung der Brustdriisenfunktionalitit in vivo wurde wihrend der Laktationsphase die
Gewichtsentwicklung von Jungtieren transgener und nicht transgener Weibchen verglichen.
Dabei zeigten sich hochsignifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Die in Tabelle 3.1
und Abbildung 3.9 dargestellten Daten demonstrieren, dass der Gewichtszuwachs der Jungtiere
sowohl nach zehn als auch nach 21 Tagen in beiden transgenen Linien signifikant unter dem der
Kontrolltiere lag. Die durchschnittliche Anzahl der Jungtiere pro Wurf unterschied sich dabei
zwischen transgenen Weibchen und Kontrolltieren nicht signifikant; die Gewichtsdaten
innerhalb der einzelnen Gruppen waren normalverteilt. In beiden transgenen Linien wurde
dartiber hinaus eine Steigerung der perinatalen Mortalitdt beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Um zu bestimmen, ob der beobachtete verminderte Gewichtszuwachs in den Linien 933 und 955
auf eine eingeschrinkte Laktationsfahigkeit transgener Weibchen oder einen Defekt auf Seiten
transgener Jungtiere zuriickzufiihren ist, wurden Austauschexperimente durchgefiihrt, in denen
zundchst transgene und nicht-transgene Weibchen zum selben Zeitpunkt mit ménnlichen
Wildtypmédusen verpaart wurden, so dass die Geburt der Jungtiere am selben Tag erfolgte.
Anschliefend wurden die Jungtiere der transgenen Weibchen mit denen der Kontrolltiere
vertauscht und die Gewichtsentwicklung in beiden Gruppen analysiert. Dabei zeigte sich, dass
Wildtypjungtiere, die von transgenen Weibchen gesdugt wurden, einen verminderten
Gewichtszuwachs aufwiesen, wihrend sich transgene Jungtiere, die von Kontrolltieren gesdugt
wurden, unauffillig entwickelten (Daten nicht gezeigt). Demnach wird der beobachtete Phinotyp
ausschlieBlich vom Genotyp der Mutter, nicht aber von dem der Jungtiere bestimmt. Dies deutet
darauf hin, dass die Expression der konstitutiv aktivierten Proteinkinase N in der murinen

Brustdriise zu einer Beeintrachtigung der Organfunktion fiihrt.

Wildtyp PKN 933 PKN 995

n m s n m s p n m s p
L10 246 5,82 0,94 290 4,69 0,74 <0,0001 94 4,17 0,60 <0,0001
L21 246 11,10 2,01 273 7,88 1,91 <0,0001 44 7,03 1,49 <0,0001

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die Gewichtsentwicklung der Jungtiere in Wildtypméusen sowie in den transgenen
Linien 933 und 995. L10: Korpergewicht am zehnten Lebenstag; L.21: Korpergewicht am 21. Lebenstag.

Die p-Werte kennzeichnen die Signifikanzniveaus gegeniiber Jungtieren nicht transgener Weibchen.

n: Anzahl der gewogenen Jungtiere. m: Durchschnittsgewicht in Gramm. s: Standardabweichung der erhobenen

Gewichtsdaten in Gramm.
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B Widyp 2222 PKN933 Y PKN 995

20 Abbildung 3.9: Gewichtsentwicklung
der Jungtiere transgener und
nichttransgener Tiere.

Dargestellt sind die durchschnittlichen

0 Korpergewichte von Jungtieren am

Jesee zehnten (L10) bzw. 21. (L21) Lebenstag,

die von Miittern der angegebenen Linien
dedke ke

\

Koérpergewicht in Gramm

gesdugt wurden. Die Fehlerbalken

stellen den Standardmessfehler dar. ***:

N
NN

p<0,0001 gegeniiber Wildtyp-Kontrolle.

L10 L21

3.3. Analyse der Brustdriisenmorphologie in transgenen Tieren

Wie in Abschnitt 3.1.2.2. gezeigt, exprimieren transgene Tiere die Kkonstitutiv aktive
Proteinkinase N nach Abschluss der Pubertit in allen Entwicklungsphasen. Um die Frage nach
einem strukturellen Korrelat des beobachteten funktionellen Defizits in PKN transgenen Tieren
zu kldren, wurde die Brustdriisenmorphologie in diesen Tieren vom virginen Stadium bis zum
Abschluss der Involution analysiert. Die Beurteilung der groben Organarchitektur erfolgte dabei
mit Hilfe von Ganzorganprdparaten, wihrend mit Hématoxylin und FEosin geférbte
Gewebeschnitte zur feineren histologischen Analyse dienten. Fiir jedes Entwicklungsstadium
wurden mindestens vier Tiere der Linien 933 und 995 sowie mindestens vier nicht transgene

Kontrollweibchen untersucht.
3.3.1. Virgines Stadium und Trichtigkeit

Die Analyse der Brustdriisenmorphologie wurde in zwdolf Wochen alten virginen Tieren
begonnen. Brustdriisengewebe transgener Tiere der Linie 933 zeigte sich in diesem
Entwicklungsstadium regelrecht differenziert und wies weder auf Ebene der Ganzorganpréparate
noch in Gewebeschnitten pathologische Verdnderungen auf. Sowohl in Tieren dieser Linie als
auch in Kontrollmdusen hatte das Milchgangsystem die Grenzen des Driisenfettkorpers erreicht;

die terminalen Endknospen hatten sich in beiden Gruppen vollstindig zurtickgebildet.
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Abbildung 3.10: Brustdriisenmorphologie in zwdlf

Wochen alten virginen Tieren.

Wie Abbildung 3.10A demonstriert, bestanden dariiber hinaus zwischen transgenen Tieren und

Kontrollweibchen keine Unterschiede im Grad der Milchgangverzweigung und der Ausbildung
alveoldrer Knospen; die terminalen Endknospen hatten sich in beiden Gruppen vollstindig
zurlickgebildet. In mit Himatoxylin und Eosin gefarbten Gewebschnitten dominierte in diesem
Entwicklungsstadium  erwartungsgemdll univakuoldres Fettgewebe; der Anteil des
Brustdriisenepithels war in transgenen Tieren der Linie 933 und Kontrollbrustdriisen
vergleichbar (Abbildung 3.10B). Das Milchgangepithel war in beiden Gruppen einschichtig und
zeigte keine atypischen Verdnderungen; wie Abbildung 3.10C demonstriert, waren die

alveoldren Knospen histologisch regelrecht konfiguriert.

Auch wihrend der Trichtigkeit zeigten transgene Tieren der Linie 933 eine unauffillige
Entwicklung. Abbildung 3.11 gibt einen Uberblick iiber die Morphologie der Brustdriise in
transgenen Miusen sowie in Kontrolltieren wéihrend der Phase der lobuloalveoldren Entwicklung
am 17. Tag der Trichtigkeit. Ubersicht und Detailansicht der Ganzorganpriparate (Abbildung
3.11A bzw. B) zeigten einen identischen Proliferationsgrad der alveoldren Knospen und die

regelrechte Ausbildung lobuloalveolérer Strukturen.
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Wildtyp PKN 933

Abbildung 3.11: Brustdriisenmorphologie am Tag 17 der Tréachtigkeit.

A: Ganzorganpriparate, Ubersicht.

B: Ganzorganpréparate, Detailansicht.

C: HE gefarbter Gewebeschnitt, 25fache VergroBerung. Anschnitte des Milchgangsystems
sind durch Pfeile gekennzeichnet.

D: HE gefarbter Gewebeschnitt, 400fache Vergroferung. Die Pfeile kennzeichnen

intrazelluldre Lipidvesikel als Zeichen der sekretorischen Differenzierung.
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Sowohl in transgenen Tieren als auch in Kontrollbrustdriisen kam es im Vergleich zum virginen
Entwicklungsstadium zu einer relativen Zunahme des epithelialen Kompartiments mit Abnahme
der Anzahl der Adipozyten (Abbildung 3.11C). Mit Héamatoxylin und Eosin geférbte
Gewebeschnitte zeigten in 400facher VergroBerung dariiber hinaus regelrecht konfigurierte
lobuloalveoldre Strukturen mit Mammaepithelzellen, die als Zeichen der zunehmenden
Differenzierung mit der Lipidsynthese begonnen hatten und in ihrem Zytoplasma grof3e
lipidhaltige Vesikel aufwiesen (Abbildung 3.11D). Anzahl, Grée und Verteilung dieser Vesikel
unterschieden sich  zwischen transgenen Tieren wund Kontrollbrustdriisen nicht.
Zusammenfassend ergab die morphologische Analyse transgener Tiere der Linie 933 damit

keinen Hinweis auf einen Entwicklungsdefekt der Brustdriise bis zum Ende der Trichtigkeit.
3.3.2. Sekretorische Aktivierung und Laktation

Mit Beginn der Laktation stellten sich erstmals deutliche Unterschiede zwischen transgenen
Brustdriisen und Kontrolltieren dar: Wéhrend sich die Alveolen in Ganzorganprédparaten von
Wildtypbrustdriisen im Vergleich zur Phase der Trachtigkeit deutlich erweitert hatten, zeigten,
wie Abbildung 3.12A demonstriert, transgene Tiere nur spérlich entwickelte lobuloalveolire
Strukturen, die in ihrem Erscheinungsbild Parallelen zur Morphologie wihrend der spéten
Trachtigkeit aufwiesen (vgl. Abbildung 3.11B). In mit Hamatoxylin und Eosin gefarbten
Gewebeschnitten wurde deutlich, dass dies auf eine ausgebliebene Expansion der Alveolen in
der Phase der sekretorischen Aktivierung zuriickzufiihren ist. Alveolen in genetisch nicht
modifizierten Brustdriisen wiesen wie erwartet grole Lumina auf, in denen sich vereinzelt ein
lockeres Sekretionsprodukt darstellte. Im Gegensatz dazu zeigten Alveolen in transgenen Tieren
deutlich kleinere Lumina; hdufig fand sich hier intraluminal ein eosinophiles kondensiertes
Sekretionsprodukt (Pfeile in Abbildung 3.12B). Als Folge der ausgebliebenen alveoldren
Expansion war der Adipozytenanteil im Brustdriisengewebe transgener Tiere in diesem
Entwicklungsstadium deutlich hoéher als in Kontrollbrustdriisen, obwohl konsistent mit den am
Ende der Trachtigkeit erhobenen Befunden in beiden Gruppen eine vergleichbare Anzahl von
Alveolen ausgebildet wurde.

Die detaillierte Analyse der Zellmorphologie in 400facher VergroBerung zeigte als Hinweis auf
die begonnene sekretorische Aktivitdt auch in transgenen Tieren abgeflachte Epithelzellen; wie
in genetisch nicht modifizierten Brustdriisen fanden sich auch in diesem Stadium sowohl
intrazelluldr als auch luminal lipidhaltige Vesikel. Zusammenfassend deuten diese Befunde
darauf hin, dass mit der Geburt der Jungtiere auch in transgenen Méusen der Prozess der

Milchsekretion einsetzt, die Expansion der Alveolen aber ausbleibt.
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Wildtyp PKN 933

Abbildung 3.12: Brustdriisenmorphologie am ersten Tag post partum

A: Ganzorganpriparat, Detailansicht.

B: HE gefirbter Gewebeschnitt, 25fache VergroBerung. Alveolen mit luminal kondensiertem
Sekretionsprodukt sind durch einen Pfeil gekennzeichnet.

C: HE gefarbter Gewebeschnitt, 400fache VergroBerung. Der Pfeil kennzeichnet intrazelluldre
Lipidvesikel.

Abbildung 3.13 zeigt die typische Morphologie der laktierenden Brustdriise in transgenen
Weibchen und Kontrolltieren am zweiten Tag post partum. In genetisch nicht modifizierten
Maiusen stellte sich auf Ebene der Ganzorganpréparate ein dichtes Organ dar, welches die
detaillierte Beurteilung einzelner Strukturen kaum noch zuliel (Abbildung 3.13A). Im Gegensatz
dazu zeigten PKN transgene Brustdriisen weiterhin nur sparlich entwickelte Alveolen, die dem

Erscheinungsbild wihrend der lobuloalveoldren Phase der Trachtigkeit dhnelten.
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Wildtyp PKN 933

Abbildung 3.13: Brustdriisenmorphologie am zweiten Tag post partum

A: Ganzorganpriparat, Ubersicht

B: HE geféarbter Gewebeschnitt, 25fache Vergroflerung.

C: HE gefarbter Gewebeschnitt, 400fache Vergroferung. Im transgenen Schnitt ist ein Apoptosekdrper

innerhalb des alveoldren Lumens mit einem Pfeil markiert

Konsistent hiermit fand sich in genetisch modifizierten Brustdriisen ein erhohter
Fettgewebsanteil, wihrend sich in Folge der nun etablierten Lipidmetabolisierung in
Kontrolltieren nur noch wenige Adipozyten darstellen lieen.

Abbildung 3.13B demonstriert dariiber hinaus die Persistenz kleinlumiger Alveolen in
transgenen Tieren; das bereits bei Beginn der Laktation beschriebene intraluminal lokalisierte
amorphe eosinophile Sekretionsprodukt war zu diesem Zeitpunkt in deutlich ausgeprigterem

Malle nachweisbar. Zusétzlich fanden sich nun in den Ductus lactiferi und alveoldren Lumina
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hiufig Apoptosekorperchen (Pfeil in Abbildung 3.13C). Wie schon am Beginn der Laktation
waren die Alveolen in beiden Gruppen von einer einfachen Lage flacher Mammaepithelzellen
ausgekleidet; atypische Verdnderungen des alveoldren oder duktalen Epithels wurden nicht
beobachtet.

Die beschriebenen Verdnderungen in der Anfangsphase der Laktation fanden sich in
unterschiedlicher Auspriagung in allen untersuchten Tieren beider transgener Linien. Der
Nachweis kleinlumiger Alveolen, die mit einer dichten amorphen eosinophilen Substanz gefiillt
waren, bildete dabei einen Kernbefund in transgenen Tieren. Ahnlich konfigurierte Alveolen
waren in laktierenden Kontrolltieren zu keinem Zeitpunkt zu beobachten, wiesen aber, wie
Abbildung 3.14 demonstriert, deutliche Parallelen zur Morphologie nichttransgener
Kontrollbrustdriisen wihrend einer friihen Phase der Involution auf. Hier zeigte sich in
Weibchen, die wihrend der Laktation von ihren Jungtieren getrennt wurden, nach 48 Stunden als
Zeichen der beginnenden Involution ebenfalls ein kondensiertes Sekretionsprodukt im Lumen
der Alveolen, deren Durchmesser im Vergleich zum Laktationsstadium deutlich reduziert war.
Weiterhin stellten sich in diesem Stadium ebenfalls vermehrt Apoptosekorperchen in den
Lumina der Milchgédngen und Alveolen dar. Damit bestehen auf morphologischer Ebene
deutliche Parallelen zwischen transgenen Tieren am Beginn der Laktation und Kontrolltieren in

einem frithen Involutionsstadium.

Wildtyp, 12

Abbildung 3.14: Vergleich der Brustdriisenmorphologie zwischen laktierenden transgenen Tieren und
Kontrolltieren in einem frithen Stadium der Involution.

Gezeigt sind mit Himatoxylin und Eosin gefirbte Gewebeschnitte eines transgenen Tieres der Linie 995 am
zweiten Tag post partum (L2) sowie einer Kontrollbrustdriise 48 Stunden nach Trennung der Jungtiere von

der laktierenden Mutter (I12) in 200facher Vergroferung.
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Obwohl sich Tiere der Linien 933 und 995 im beobachteten Phénotyp wihrend der Laktation
nicht grundsitzlich unterschieden, war innerhalb beider Linien eine erhebliche inter- und
intraindividuelle Variablitidt zu beobachten. So wiesen transgene Weibchen die beschriebenen
Veranderungen oft nur in einem Teil der Alveolen auf; andere Bereiche der Brustdriisen zeigten
dann eine unauffillige Entwicklung. Abbildung 3.15 verdeutlicht am Beispiel eines transgenen
Tieres der Linie 933 diese intraindividuelle Variabilitit. Hier fanden sich am zweiten Tag post
partum  in unmittelbarer Nachbarschaft von kleinlumigen  Alveolen, die als typisches
histopathologisches Zeichen die beschriebenen intraluminale Sekretverdichtungen aufwiesen
(Pfeilfkopf in Abbildung 3.15.), auch regelrecht konfigurierte Alveolen, in denen am Beginn der
Laktation die Expansion erfolgt war und die in ihrem Lumen lediglich Reste eines lockeren
Sekretionsprodukts zeigten (Pfeil in Abbildung 3.15). Der Anteil pathologisch verdnderter
Alveolen unterschied sich zwischen einzelnen transgenen Tieren und reichte von einem fast
vollstindigen Uberwiegen bis zu nur fokal ausgeprigten Verdnderungen, so dass innerhalb
beider untersuchter Linien eine ausgeprigte interindividuelle  Variabilitit des

histopathologischen Phénotyps zu beobachten war.

Abbildung 3.15:Intraindividuelle Variabilitit des beobachteten Phénotyps.
Gezeigt ist ein mit Hamatoxylin und Eosin gefirbter Gewebeschnitt eines
transgenen Weibchens der Linie 933 in 200facher VergroBerung. Am zweiten
Tag post partum finden sich neben kleinlumige Alveolen, die ein kondensiertes
Sekretionsprodukt enthalten (Pfeilkdpfe) in unmittelbarer Nachbarschaft auch
Alveolen, die unauffallig konfiguriert sind (Pfeil).
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Die gezeigten morphologischen Parallelen zwischen laktierenden transgenen Tieren und
Kontrolltieren wéhrend der Involution lieB3 sich im weiteren Verlauf der Laktation bestdtigen.
Hier zeigte sich in transgenen Tieren ein progredienter Verlust epithelialen Gewebes, der mit
einem lipomatdsen Umbau des Driisenkdrpers verbunden war. Fiinf Tage nach Beginn der
Laktation fanden sich histologisch erste Zeichen fiir eine fokale Lockerung des
Mammaparenchyms; hierbei kam es wie in Abbildung 3.16 demonstriert zum Auftreten
multivakuoldren Fettgewebes, welches als charakteristisches Zeichen des Involutionsprozesses

gilt (Richert et al., 2000).

Wildtyp PKN 933

Abbildung 3.16: Brusdriisenmorphologie wihrend der Laktation, Himatoxylin-Eosin gefarbte
Gewebeschnitte.

A: Finfter Tag post partum (L5); 200fache VergroBerung. Multivakuoldres Fettgewebe im
transgenen Gewebeschnitt ist mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet; der Pfeil bezeichnet eine
angeschnittene Kapillare mit intraluminalen Erythrozyten.

B. Zehnter Tag post partum (L10); 25fache VergroBerung. Intraluminale Sekretverdichtungen im

transgenen Gewebeschnitt sind durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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Als Resultat fand sich am zehnten Tag post partum in einigen Bereichen transgener Brustdriisen
eine ausgepriigte Regression des Mammaparenchyms mit einem deutlichen Uberwiegen des
stromalen Kompartiments. Wie schon in frithen Laktationsstadien beobachtet, waren diese
Verdanderungen oft nur fokal ausgeprigt; Areale, in denen ein weitgehender Untergang des
Driisenparenchyms erfolgt war, zeigten dabei hdufig, wie in Abbildung 3.17A verdeutlicht, eine
segmentale Verteilung. Andere Bereiche der Brustdriisen blieben hingegen weitgehend erhalten,
so dass sich innerhalb der einzelnen Brustdriisen hédufig ein Nebeneinander von stark

regredierten und unauffillig konfigurierten Abschnitten fand (Abbildung 3.17B).

Smm

Abbildung 3.17: Brustdriisenmorphologie am zehnten Tag der Laktation; Ganzorganpriparate.

Gezeigt sind zwei transgene Tiere der Linie 933 in einer Ubersichts- bzw. Detailaufnahme.

3.3.3. Involution

AbschlieBend wurde die Morphologie der Brustdriisen in transgenen und nicht transgenen
Kontrolltieren nach erfolgter Involution verglichen. Zwei Monate nach Ende der Laktation fand
sich in beiden Gruppen eine vollstindige Riickbildung der Alveolen; wie in Abbildung 3.18
demonstriert, zeigten Ganzorganpriparate zu diesem Zeitpunkt in transgenen Weibchen und
Wildtyptieren ein Erscheinungsbild, das ausgereiften Brustdriisen in virginen Tieren dhnelte.
Zusammenfassend ergab damit die Analyse der Brustdriisenmorphologie wihrend der
verschiedenen Entwicklungsstadien in Linie 933 einen Phénotyp, der auf die Zeit der Laktation
beschrinkt war. Wie beschrieben fanden sich in dieser Phase enstprechende Verdanderungen auch
in Tieren der Linie 995. Die Beobachtung eines identischen Phénotyps in zwei unabhéngigen
transgenen Linien weist darauf hin, dass die beschriebenen Verdnderungen unabhidngig vom
Integrationsort des Transgens sind und daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen Effekt der

konstitutiv aktiven Protein Kinase N zuriickgefiihrt werden konnen.
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Wildtyp PKN 933
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Abbildung 3.18: Brustdriisenmorphologie 2 Monate nach Ende der Laktation. Ganzorganpriparate,

Ubersichtsaufnahme. Die Pfeile kennzeichnen jeweils einen Lymphknoten im Driisenkérper.

3.3.4. Besonderheiten in Linie 995

In Ergédnzung zu den bereits beschriebenen Verdnderungen zeigten transgene Tiere der Linie 995
ebenfalls einen Phénotyp im virginen Entwicklungsstadium. Dieser wies nur eine inkomplette
Penetranz auf und war somit nur in einigen der untersuchten Tiere nachweisbar. Die hier
beobachteten Verdinderungen waren vielfiltig und sind im Uberblick in Abbildung 3.19
dargestellt. Vor allem in homozygot transgenen Tieren dieser Linie fand sich ein ausgepragter
Defekt im Auswachsen des Milchgangsystems, der sich in einer nur unvollstindigen Penetration
des Brustdriisenfettkorpers manifestierte (Abbildung 3.19A). Haufig waren terminale
Endknospen auch noch im Alter von zwei Monaten nachweisbar (Abbildung 3.19A und 3.19C);
weiterhin fanden sich in variablem Ausmal} Storungen im Grad der Verzweigungen des
Milchgangsystems (Abbildung 3.19B) sowie in der Auspridgung alveoldrer Knospen, die zum
Teil vollig fehlten (Abbildung 3.19B), zum Teil aber auch regelrecht ausgeprigt waren
(Abbildung 3.19D, vergleiche hierzu Abbildung 3.10A). Dies resultierte in einem sehr
heterogenen morphologischen Bild in spéteren Entwicklungsstadien. Derartige Verdnderungen
wurden weder in Wildtypméusen noch in virginen Weibchen der Linie 933 beobachtet.

Der Nachweis eine Phédnotyps in nur einer Linie mit Betonung in homozygot transgenen Tieren
deutet auf einen Effekt hin, der durch den Integrationsort des Transgens bedingt und mit der
Disruption eines anderen Gens in Verbindung stehen konnte. Da im Gegensatz hierzu der
beschriebene Phinotyp wihrend der Laktaton in beiden transgenen Linien dokumentiert werden
konnte, wurden die ausschlieBlich in Linie 995 beobachteten Verdnderungen in virginen Tieren
im Rahmen dieser Arbeit nicht weitergehend untersucht und der Schwerpunkt auf die Analyse
des Phinotyps wihrend der Laktation gelegt. Aufgrund des homogeneren morphologischen

Bildes wihrend dieses Stadiums wurden dazu Tiere der Linie 933 genutzt.
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Abbildung 3.19: Ubersicht iiber die in Linie 995 beobachteten Verinderungen in virginen Tieren
im Alter von mindestens zwei Monaten. Ganzorganpraparate, verschiedene Vergréerungen.

A: Inkomplette Penetration des Brustdriisenfettkorpers in einem homozygot transgenen Tier.
Persistenz terminaler Endknospen (Pfeilkopf); der Pfeil kennzeichnet einen Lymphknoten.

B: Reduktion im Grad der Verzweigung des Milchgangsystems und volliges Fehlen alveolédrer
Knospen in einem homozygoten Tier.

C. Persistenz terminaler Endknospen in einem heterozygoten Tier (Pfeil). Unvollstindige
Ausbildung alveoldrer Knospen.

D: Regelrecht differenzierte alveoldre Knospen in einem heterozygot transgenen Weibchen.

3.3.5. Morphologische Analyse anderer transgenexprimierender Gewebe in Linie 933

Wie in Abschnitt 3.1.2.3. beschrieben, exprimierten Tiere der Linie 933 die konstitutiv aktive
Proteinkinase N neben der Brustdriise auch in der Glandula parotidea, der Vesicula seminalis
sowie in Hoden und Nebenhoden. Daher erfolgte in dieser Linie ebenfalls eine orientierende
histologische Beurteilung dieser Gewebe an Hand HE-gefarbter Gewebeschnitte. Hierbei fanden
sich weder in der Ohrspeicheldriise noch in Hoden oder Vesiculae seminales aufféllige
pathologische Verdnderungen (Daten nicht gezeigt). Hingegen zeigten Schnitte aus dem
Epididymis transgener Ménnchen eine Reihe von Auffilligkeiten, die in Abbildung 3.20 im
Uberblick dargestellt sind. Im Vergleich zu Wildtypminnchen imponierte in transgenen Tieren
eine ausgeprigte Vakuolisierung des Nebenhodenepithels, die vor allem in den basalen
Zellabschnitten ausgeprdgt war und zu einer Verdringung der unter physiologischen

Bedingungen basal lokalisierten Zellkerne nach apikal fiihrte.
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Abbildung 3.20: Nebenhodenmorphologie in PKN transgenen Miénnchen. HE gefirbte
Gewebeschnitte.

A: 200fache VergroBerung. Der Pfeil kennzeichnet basal lokalisierte intrazelluldre Vakuolen im
Nebenhodenepithel PKN transgener Mannchen.

B: 400fache VergroBerung. In transgenen Tieren zeigt sich eine deutliche Reduktion des apikalen

Stereozilienbesatzes (Pfeile).

Als Resultat erschien die epitheliale Organisation bei grundsitzlich erhaltener Zweireihigkeit
gestort. Auch hier waren @hnlich wie in den Brustdriisen transgener Tiere nicht alle
Organabschnitte in gleichem Male betroffen, sondern die Verdnderungen fokal ausgeprigt. In
phénotypisch auffilligen Bereichen des Nebenhodens zeigte sich weiterhin eine deutliche
Reduktion des epithelialen Stereozilienbesatzes (Pfeil in Abbildung 3.20B). Luminal fanden sich
sowohl in Wildtyptieren als auch in transgenen Ménnchen Spermien; Hinweise auf eine
eingeschriankte Fertilitit PKN transgener Ménnchen ergaben sich nicht. Eine weitergehende
Charakterisierung dieser Verdnderungen erfolgte zunichst nicht, da der Schwerpunkt dieser
Arbeit auf der Analyse und Interpretation des Phinotyps in den Brustdriisen PKN transgener
Tiere liegt.
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3.4. Analyse der Transgenexpression in situ

Eine bekannte Eigenschaft MMTV regulierter Gene besteht darin, dass diese nicht in allen
Zellen des Mammaepithels in gleichem Malle exprimiert werden, sondern eine mosaikartige
Verteilung zeigen (Wagner et al., 2001). Wie beschrieben waren auch die wihrend der Laktation
beobachteten phinotypischen Verdnderungen innerhalb PKN transgener Brustdriisen nicht
gleichmiBig verteilt, so dass untersucht wurde, ob das Auftreten dieser Verdnderungen in Zellen
des Mammaepithels mit der Expression der konstitutiv aktiven Proteinkinase N korreliert. Dazu
wurden die Transgentranskripte mit Hilfe einer in situ Hybridisierung in Gewebeschnitten
dargestellt. Als Sonde wurde hierfiir ein Fragment aus dem transkribierten Anteil der SV40-
Polyadenylierungssequenz gewdhlt, welches im Genom der Maus keine Entsprechung findet und
daher zum spezifischen Nachweis transgenexprimierender Zellen geeignet ist (Stuckas, 2003).
Die Transkription der Sonde erfolgte in vitro sowohl in 3°-5’- (sense) als auch in 5°-3’-Richtung
(antisense), wobei eine Hybridisierung nur zwischen Transgentranskript und antisense-Sonde
erfolgen kann, wihrend die sense-Sonde zur Kontrolle unspezifischer Signale diente.

Es wurden insgesamt sechs laktierende transgene Weibchen sowie zwei Wildtyptiere untersucht,
wobei in Kontrolltieren erwartungsgemill weder mit der sense noch mit der antisense Sonde ein
Hybridisierungssignal erhalten wurde (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse in transgenen
Weibchen am zweiten Tag post partum zeigt Abbildung 3.21 anhand eines reprédsentativen
Beispiels. Transkripte der konstitutiv aktiven Protein Kinase N konnten sowohl im lobuldren als
auch im duktalen Mammaepithel nachgewiesen werden; Zellen des Brustdriisenstromas zeigten
hingegen in keinem Fall ein Hybridisierungssignal.

Transkripte der konstitutiv aktiven Proteinkinase N waren nicht in allen Mammaepithelzellen
nachweisbar, sondern zeigten eine mosaikartige Verteilung. Dabei fand sich in kleinlumigen
Alveolen, deren Expansion am Beginn der Laktation ausgeblieben war, ein hoher Anteil
transgenexprimierender Zellen (Pfeilkopf in Abbildung 3.21B). Im Gegensatz dazu liberwogen
in unauffillig konfigurierten Alveolen transgener Brustdriisen Epithelzellen, die kein
Hybridisierungssignal zeigten und demzufolge das Transgen nicht exprimierten (Pfeil in
Abbildung 3.21B). Damit korrelierte auf Ebene der Gewebeschnitte die Expression der
konstitutiv aktiven Proteinkinase N mit dem Auftreten der beobachteten histopathologischen

Verianderungen.
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sense antisense

Abbildung 3.21: Nachweis der Transgenexpression durch in situ Hybridisierung.

A: 100fache Vergroferung. Der Pfeil kennzeichnet eine transgenexprimierende des duktalen Epithels.

B: 200fache VergroBerung. Kondensierte Alveolen zeigen einen erhohten Anteil transgenexprimierender
Zellen (Pfeilkopf), wiahrend expandierte Alveolen iiberwiegend von nicht transgenexprimierenden Zellen

gebildet werden (Pfeil).

3.5. Analyse der Milchproteinsynthese und -sekretion in transgenen Tieren

Die Féhigkeit zur Synthese und Sekretion von Milchproteinen stellt eine der definierenden
Eigenschaften von Mammaepithelzellen in der Phase der Laktation dar und kann als
Surrogatmarker zur Beurteilung des Differenzierungsgrads solcher Zellen genutzt werden. Um
zu klédren, ob die beobachteten morphologischen Verdanderungen PKN transgener Brustdriisen
am Beginn der Laktation das Resultat einer mangelhaften Zelldifferenzierung in diesem
Entwicklungsstadium sind, wurde die Expression einiger Milchproteine mit Hilfe von
Microarray-Hybridisierungen auf RNA Ebene untersucht. Die Expressionsniveaus von WAP, -
Casein, a-Laktalbumin und WDNM wurden hierbei in jeweils drei transgenen Weibchen und
drei Kontrolltiere am ersten Tag der Laktation bestimmt; Abbildung 3.22A gibt einen Uberblick
iiber die so erhaltenen Rohdaten. Die statistische Auswertung lieferte fiir keines der analysierten
Milchproteine einen Anhalt fiir signifikante Abweichungen zwischen transgenen Weibchen und

Kontrolltieren.
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Abbildung 3.22: Analyse der Milchproteinexpression auf RNA Ebene in PKN transgenen Mausen.

A: Expressionsniveaus verschiedener Milchproteine am ersten Tag post partum. Microarray-Hybridisierungen,
Darstellung der Rohdaten. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardmessfehler. Es ergab sich kein Hinweis auf
signifikanten Abweichungen zwischen transgenen Weibchen und Kontrolltieren.

B: Northern Blot Hybridisierung zum Nachweis der WAP Expression; erster (L1) und zweiter (L2) Tag post
partum. Trangene Tiere der Linie 933 sind durch ,,** gekennzeichnet; ,#“ bezeichnet ein transgenes Tier der Linie
995. Im oberen Teil der Abbildung ist das Ergebnis der Hybridsierung mit einer Sonde gegen die Kinasedomine
der humanen PKN dargestellt, der untere Teil zeigt das Ergebnis der Hybridisierung des selben Blots mit einer

Sonde gegen das murine WAP Transkript. Spezifische Signale sind durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Zur Validierung der Ergebnisse aus den Microarray-Hybridisierungen wurde exemplarisch die
Expression des Milchproteins WAP ebenfalls durch Northern Blotting untersucht. Wie
Abbildung 3.22B zeigt, konnte so die Expression dieses Milchproteins am ersten und zweiten
Tag post partum in transgenen Weibchen und Kontrollbrustdriisen nachgewiesen werden. Die
Intensitidt des erhaltenen Hybridisierungssignals lag dabei in beiden Gruppen in einer
vergleichbaren Groflenordnung; eine quantitative Auswertung der Daten ist nicht erfolgt. Auf
Ebene der RNA ergaben sich somit keine Hinweise auf eine global gestérte Expression von
Milchproteinen in PKN transgenen Brustdriisen.

Da, wie in Abschnitt 3.4 gezeigt, nicht alle Epithelzellen transgener Brustdriisen die konstitutiv
aktive Proteinkinase N exprimieren, besteht grundsitzlich die Moglichkeit, dass potentiell
vorhandene Unterschiede der Milchproteinexpression durch eine hohe Hintergrundaktivitdt aus
genetisch nicht modifizierten Zellen maskiert werden. Daher wurde beispielhaft das
Milchprotein B-Casein immunhistochemisch in Gewebeschnitten dargestellt, um eine gezielte
Beurteilung der Zellen in morphologisch verdnderten Alveolen zu ermdglichen. Gleichzeitig

konnten so Aussagen iiber die B-Casein-Synthese auf Proteinebene getroffen werden.
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Abbildung 3.23: Immunhistochemische Darstellung des Milchproteins p-Casein in
Gewebeschnitten vom zweiten Tag der Laktation. Die Darstellung des p-Caseins erfolgte mit einem
an das rote Fluorophor Cy3 gekoppelten Sekundérantikdrper; zur besseren Orientierung wurden
Zellkerne mit blau fluoreszierendem DAPI dargestellt und die luminale Seite des alveolédren Epithels
mit Weizenkeimagglutinin markiert, welches an das griine Fluorophor Oregon Green 488gebunden
war.

A. 200fache Vergroflerung.

B: 600fache VergroBerung, Olimmersion. Der Pfeil kennzeichnet intrazelluldr akkumuliertes B-

Casein im transgenen Tier.

Insgesamt wurden acht transgene Brustdriisen und acht Kontrolltiere wahrend der Laktation

untersucht. Abbildung 3.23 demonstriert an einem reprédsentativen Beispiel vom zweiten Tag

post partum, dass so in transgenen Tieren eine homogene Expression des Milchproteins -Casein

nachgewiesen werden konnte. Dabei zeigten auch Zellen in morphologisch verdnderten Alveolen

als Zeichen der erhaltenen Fahigkeit zur B-Casein-Synthese eine deutliche Immunoreaktivitét.
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Luminal fanden sich dabei in diesen Alveolen héufig groBe signalintensive Areale, die
akkumulierten B-Casein-Depots entsprechen. Neben diesen intraluminalen Milchproteindepots
zeigte die 600fache Vergroferung, wie in Abbildung 3.23 verdeutlicht, dariiber hinaus eine
verdnderte subzelluldre B-Casein-Lokalisation in Mammaepithelzellen transgener Tiere. Hier
stellten sich iiber weite Bereiche des Zytoplasmas deutlich positive Signale dar, wéihrend in
Wildtyptieren die B-Casein-Immunreaktivitit auf den apikalen Zellpol beschrinkt war. Im
Zusammenhang mit den beobachteten luminalen B-Casein-Depots deuten diese Befunde auf eine
Akkumulation des Milchproteins sowohl extra- als auch intrazellular hin.

Diese = Beobachtung  wurde auch auf  ultrastruktureller =~ Ebene  bestétigt.
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen, die durch Mitarbeiter des Instituts fiir
Anatomie der Charité Universititsmedizin Berlin angefertigt wurden, zeigten in transgenen
Mammaepithelzellen am zweiten Tag post partum eine deutlich groBere Zahl intrazelluldr
lokalisierter Caseinvesikel als in Zellen genetisch nicht modifizierter Tiere (Abbildung 3.24).
Auch in der Konfiguration intrazelluldrer Lipidvesikel stellten sich ultrastrukturell Unterschiede
zwischen transgenen Tieren und Kontrollweibchen dar. Im glatten endoplasmatischen
Retikulum laktierender Mammaepithelzellen werden kontinuierlich Lipide synthetisiert, die als

Mikrolipidtropfen ins Zytoplasma abgegeben und gerichtet zum apikalen Zellpol transportiert

werden.

Abbildung 3.24: Darstellung laktierender Mammaepithelzellen in Kontrolltieren und transgenen
Weibchen durch Transmissionselektronenmikroskopie. Die gezeigten Aufnahmen stammen vom
zweiten Tag post partum und wurden durch Mitarbeiter des Instituts fiir Anatomie der Charité
Universitdtsmedizin Berlin angefertigt. Die Pfeile kennzeichnen B-Casein Partikel; Lipidvesikel sind

durch einen Pfeilkopf markiert. 6000fache Vergroferung.
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Wiéhrend dieses Prozesses verschmelzen zahlreiche dieser Mikrolipidtropfen zu gréferen
Lipidvesikeln, die schlieBlich mit der Zellmembran fusionieren und von einer
Lipiddoppelschicht umgeben sezerniert werden (Mather und Keenan, 1998). Ensprechend fanden
sich in Wildtyptieren grofBere Lipidvesikel ausschlieBlich am apikalen Zellpol und in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Zellmembran. Abbildung 3.24 zeigt im Wildtyptier ein solches
Vesikel wiahrend der Sekretion. Im Gegensatz dazu stellten sich in Mammaepithelzellen
transgener Tiere groBle Lipidvesikel auch ohne direkten Kontakt zur apikalen Plasmamembran
dar (Pfeilkopf in Abbildung 3.24). Dies deutet in Analogie zur verdnderten intrazelluldren -
Casein-Verteilung auf eine Akkumulation lipidhaltiger Vesikel im Zytoplasma hin. Unter
physiologischen Umstdnden finden sich derartige ultrastrukturelle Verdnderungen
typischerweise in einem frithen Stadium der Involution (Furth et al., 1997). Da wie beschrieben
auch die konventionelle histologische Charakterisierung Hinweise auf eine verfriiht einsetzende
Involution in transgenen Tieren lieferte, wurde diese Hypothese im Weiteren mit Hilfe

zusitzlicher experimenteller Techniken gepriift.

3.6. Involutionstypische Verinderungen in transgenen Tieren wihrend der Laktation

3.6.1. Detektion apoptotischer Zellen in situ

Im Rahmen des Involutionsprozesses kommt es nach Beendigung der Laktation in der murinen
Brustdriise initial zu einem massiven apoptotischen Zellsterben, dem eine Phase des lipomatdsen
Umbaus der Driise folgt (Furth ef al., 1997; Li et al., 1997). Um zu untersuchen, ob auch in PKN
transgenen Maiusen eine erhohte Inzidenz des programmierten Zelltods dem wihrend der
Laktation beobachteten Verlust epithelialen Gewebes vorangeht, wurden mit Hilfe der TUNEL
Methode das Auftreten apoptotischer Zellen in Gewebeschnitten analysiert. Dieses Verfahren
ermoglicht die Darstellung von Einzelstrangbriichen der genomischen DNA, die durch die
apoptoseinduzierte Aktivierung spezifischer Endonukleasen entstehen und in der vorliegenden
Arbeit mit dem griinen Fluorophor FITC markiert wurden. Eine Gegenfirbung der Kerne
erfolgte mit blau fluoreszierendem DAPI. Zur Quantifizierung wurde in Gewebeschnitten der
Anteil TUNEL-positiver Epithelzellen an der Gesamtheit aller dargestellten Epithelzellen erfasst
und als Apoptoserate bezeichnet. Um eine eventuelle Zeitabhingigkeit der Apoptoseinzidenz zu
erfassen, erfolgte die Analyse am 18. Tag der Triachtigkeit sowie am ersten, zweiten und zehnten
Tag post partum; dabei wurden jeweils pro Genotyp zwischen drei und fiinf Tiere untersucht und

in Gewebeschnitten fiir jedes analysierte Tier zwischen 1000 und 2500 Kerne ausgezihlt.
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Abbildung 3.25: Detektion apoptotischer Zellen in
situ. Die obere Abbildung zeigt beispielhaft
Gewebeschnitte eines transgenen Weibchens und
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Abbildung 3.25 gibt einen Uberblick iiber die Inzidenz des programmierten Zelltods in den
untersuchten Entwicklungsstadien. Da es sich bei den ermittelten Apoptoseraten um Mittelwerte
relativer Haufigkeiten handelt, erfolgte die Auswertung nach Arcus-Sinus-Transformation der
Messwerte (Sachs, 2004). Es zeigte sich, dass der Anteil apoptotischer Zellen wéhrend einer
spiten Trachtigkeitsphase in transgenen Weibchen (mittlere Apoptoserate 0,60 %; 95 %-
Konfidenzintervall 0,31 % - 0,88 %) und Kontrolltieren (mittlere Apoptoserate 0,33 %, 95 %-
Konfidenzintervall 0,15 % - 0,51 %) gleichermallen gering war. Wahrend aber im Verlauf der
sich anschlieBenden Laktation die Apoptoserate in Kontrolltieren weiter auf diesem
Ausgangsniveau blieb, zeigten PKN transgene Weibchen am Beginn der Laktationsphase einen
Anstieg der Zahl apoptotischer Zellen, der am zweiten Tag mit durchschnittlich 3,6 % (95 %-
Konfidenzintervall 1,4 % - 5,9 %) signifikant hoher als in nichttransgenen Kontrolltieren lag (0,2
%; 95%-Konfidenzintervall 0,15 % - 0,26 %; p<0,05). Dieser Anstieg der Apoptoseinzidenz
blieb auf das friihe Laktationsstadium begrenzt; am zehnten Tag post partum fand sich auch in
Brustdriisen transgener Weibchen wieder eine niedrige Apoptoserate (0,44 %; 95 %-
Konfidenzintervall 0,12 % - 0,40 %), die der in Kontrolltieren entsprach (00,26 %; 95 %-
Konfidenzintervall 0,12 % - 0,40 %; nicht signifikant). Somit ergibt sich aus dem engen zeitliche
Fenster, in dem sich in laktierenden transgenen Miusen ein Anstieg des programmierten Zelltods
nachweisen liel3, eine weitere Parallele zum physiologischen Involutionsprozess, bei dem sich

ebenfalls ein zeitlich beschrinkter Anstieg der Apoptoserate findet.
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3.6.2. Expression von Involutionsmarkern

Neben eine erhohten Inzidenz des programmierten Zelltods ist die initiale Phase der Involution
auch von charakteristischen Verdnderungen auf Ebene der Genexpression begleitet. So konnte
gezeigt werden, dass der Wachstumsfaktor TGFB3 sowie IGFBPS, ein IGF-bindendes Protein, in
dieser Phase verstirkt transkribiert werden. Die Verdnderungen der Genexpression werden dabei
ausschlieflich von lokalen Faktoren induziert und sind unabhédngig von Verdnderungen
systemischer Hormonspiegel (Nguyen und Pollard, 2000; Tonner et al., 1997). Damit ist die
Analyse des Expressionsniveaus dieser Gene geeignet, die Hypothese einer vorzeitigen
Involution in PKN transgenen Miusen zu iiberpriifen. Abbildung 3.26 zeigt die mit Hilfe von
Microarray-Hybridisierungen gewonnen Rohdaten zur Expression von TGFB3 und IGFBPS in
Wildtypmédusen und transgenen Tieren am ersten Tag der Laktation. Wie auch schon in den
vorangegangenen Experimenten wurden hierfiir jeweils drei transgene Weibchen und drei

Kontrolltiere untersucht.

E Wildtyp PKN 933 B
TGFP3

5 5000F * g g WT WT
5 7
S 4000 — -
v
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E Ladekontrolle
22000 F
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51000 %

TGFB3 IGFBP5

Abbildung 3.26: Expression involutionsassoziierter Gene am Beginn der Laktation.

A: TGFB3- und IGFBP5-Expressionsniveaus am ersten Tag post partum, Microarray-Hybridisierung,
Rohdaten. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardmessfehler.; *: p<0,05

B: Northern Blot Hybridisierung zum Nachweis des Wachstumsfaktors TGFB3 in transgenen (tg) und
Wildtyptieren (WT) am zweiten Tag post partum. Der Pfeil kennzeichnet das spezifische
Hybridisierungssignal; als Ladekontrolle ist im unteren Abschnitt die mit Ethidiumbromid geférbte 18S
und 28S RNA nach Northern Blot Transfer dargestellt.
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Konsistent mit der Hypothese einer verfriiht einsetzenden Involution zeigten transgene Tiere mit
einem durchschnittlichen Expressionsniveau von 1100 (95 %-Konfidenzintervall 990-1300) eine
signifikant hohere Expression des Wachstumsfaktors TGFB3 als Wildtypweibchen
(durchschnittliche Rohexpression 740; 95 %-Konfidenzintervall 550 — 940; p<0,05). Auch
IGFBP5 war in PKN transgenen Brustdriisen signifikant heraufreguliert (durchschnittliche
Rohexpression 4500 vs. 2300, 95 %-Konfidenzintervalle 3600 — 5300 bzw. 1200 — 3300;
p<0,05).

Exemplarisch erfolgte die Validierung dieser Daten fiir den Wachstumsfaktor TGFB3 durch
Northern Blot Hybridisierung. Hierbei wurde Gewebe vom zweiten Tag der Laktation
untersucht. Ubereinstimmend mit Daten aus der Literatur lag die Expression von TGFpB3 in
Wildtyptieren dieses Entwicklungsstadiums unterhalb der Nachweisschwelle einer Northern Blot
Hybridisierung (Nguyen und Pollard, 2000). Wie Abbildung 3.26B demonstriert, zeigten im
Gegensatz dazu transgene Tiere am zweiten Tag der Laktation deutliche Signale fiir dieses Gen.
Die Parallelen zwischen dem Phianotyp PKN transgener Tiere wéhrend der Laktation und dem
physiologischen Involutionsprozess konnten damit auch auf Ebene der Genexpression bestitigt

werden.

3.7. Struktur und Funktion der Zonulae occludentes in transgenen Tieren

3.7.1. Analyse der tight junction Versiegelung in vivo

Die Versiegelung der Zonulae occludentes zwischen benachbarten Mammaepithelzellen konnte
als Schliisselkomponente im Prozess der Sekretionsaktivierung identifiziert werden und gilt als
Voraussetzung fiir die Etablierung der Laktation (Itoh und Bissell, 2003; Nguyen und Neville,
1998). Da sich die frithesten morphologischen Veridnderungen in PKN transgenen Tieren am
ersten Tag post partum fanden, wurde untersucht, ob es in diesen Tieren zu einer Stérung des
tight junction Verschlusses kommt. Hierzu wurde die Technik der intraduktalen Injektion
genutzt, bei der als Tracersubstanz radioaktiv markierte Saccharose in den Milchgang
eingebracht wird (Nguyen ef al., 2001).

Da im Brustdriisenepithel keine aktiven Transportmechanismen fiir Saccharose existieren,
beschrinken impermeable tight junctions die Verteilung der Markierungssubstanz auf das
System der Milchginge und Alveolen, wihrend offene Zonulae occludentes zu einer Diffusion in

das Interstitium mit nachfolgendem Ubertritt in die systemische Zirkulation fiihren.
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Abbildung 3.27: Tight junction
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Die Radioaktivitdt in Blutproben der Versuchstiere dient dann als Indikator fiir die parazellulére
Permeabilitdit des Mammaepithels. Insgesamt wurden fiinf transgene Weibchen und vier
Kontrolltiere am ersten Tag post partum untersucht. Abbildung 3.27 stellt die radioaktive
Zihlausbeute, die mit Hilfe eines Szintillationsdetektors in Blutproben bestimmt wurde, in
Abhiéngigkeit vom Genotyp dieser Tiere dar.

Es zeigte sich, dass transgene Weibchen mit einer durchschnittlichen Zahlausbeute von 210cpm
(95 %-Konfidenzintervall 120cpm — 310cpm) am ersten Tag der Laktation signifikant hohere
Tracerkonzentrationen in der systemischen Zirkulation aufwiesen als Tiere der
Vergleichsgruppe (durchschnittliche radioaktive Zahlausbeute 68cpm, 95 %-Konfidenzintervall
42cpm — 94cpm, p<0,05). Dies deutet auf eine funktionelle Beeintridchtigung der tight junction
Versiegelung am Beginn der Laktationsphase in diesen Tieren hin. Im Folgenden wurde daher
untersucht, ob dieser funktionelle Defekt auch von strukturellen Alterationen der Zonulae

occludentes begleitet war.

3.7.2. Analyse der tight junction Struktur in vivo

Die Morphologie der tight junctions in transgenen und genetisch nicht modifizierten Brustdriisen
wurde zunédchst mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Hierzu wurden
Aufnahmen genutzt, die durch Mitarbeiter des Instituts fiir Anatomie der Charité

Universitdtsmedizin Berlin angefertigt wurden.
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Die Zonulae occludentes stellten sich hier als Bereiche am apikalen Zellpol dar, in denen der
Interzelluldrraum  vollstindig aufgehoben erscheint, wobei das dieser Morpologie
zugrundeliegende Netzwerk anastomosierender Stringe nur in Gefrierbruchpréparaten sichtbar
wird (Mitic und Anderson, 1998). Die Untersuchung PKN transgener Brustdriisen am zweiten
und zehnten Tag post partum ergab auf ultrastruktureller Ebene keine Hinweise auf eine Storung
der tight junction Architektur. Dabei wurden fiir beide Zeitpunkte jeweils zwei transgene
Weibchen und zwei Kontrolltiere analysiert.

Abbildung 3.28 demonstriert die Anwesenheit regelrecht konfigurierte Zonulae occludentes in
Mammaepithelzellen transgener Tiere. Insbesondere Zellen in morphologisch veridnderten
Alveolen zeigten keinen Anhalt fiir pathologische Verdnderungen der tight junction Architektur;
eine Erweiterung des Interzelluldrraums wurde auch in diesen Bereichen nicht beobachtet. Auch
die weiter basal lokalisierten Zonulae adherentes sowie die Desmosomen zeigten in transgenen
Brustdriisen keine Auffélligkeiten. Dies deutet darauf hin, dass die demonstrierte Erhdhung der
parazelluldren Permeabilitdt in diesen Tieren nicht auf das vollige Fehlen von tight junctions in

der Brustdriise zuriickgefiihrt werden kann.

Abbildung 3.28: Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung der apikalen Haftkomplexe am

zweiten Tag post partum. Die Anfertigung dieser Aufnahmen erfolgte durch Mitarbeiter des Instituts fiir
Anatomie der Charit¢ Universititsmedizin Berlin. Die tight junction Strukturen sind durch Pfeile

gekennzeichnet.
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Um die Architektur der Zonulae occludentes auf molekularer Ebene zu beurteilen, wurde das
tight junction assoziierte Protein ZO-1 mit Hilfe der Immunfluoreszenz in
Brustdriisengefrierschnitten vom ersten Tag post partum dargestellt. Hierflr wurden flnf
transgenen Weibchen und fiinf Kontrolltiere untersucht. Wie Abbildung 3.29 demonstriert, war
Z0-1 dabei in beiden Gruppen im Bereich der apikalen Interzelluldrverbindungen lokalisiert. In

transgenen Brustdriisen fanden sich fokal Areale eines im Vergleich zu Kontrolltieren
verbreiterten ZO-1 Signals (Pfeil in Abbildung 3.29). Diese Areale waren ungleichmiBig tiber
die analysierten Gewebeschnitte verteilt und nicht auf Alveolen beschriankt, deren Expansion am
Beginn der Laktation ausgeblieben war. Eine generalisierte ZO-1 Umverteilung ins Zytoplasma
konnte in keinem der untersuchten Gefrierschnitte beobachtet werden. Auch die subzelluldre
Verteilung des im Bereich der Zonulae occludentes lokalisierten Transmembranproteins

Occludin war in transgenen Tieren und Wildtypweibchen identisch (Daten nicht gezeigt).

Wildtyp PKN 933

Abbildung 3.29: Immunhistochemische Darstellung des tight junction assoziierten Proteins ZO-1 in
Brustdriisengefrierschnitten vom ersten Tag post partum. ZO-1 wurde mit einem  Cy3-gekoppelten
Sekundérantikérper detektiert (rote Fluoreszenz); die Kernfarbung erfolgte mit DAPI (blaue Fluoreszenz). Um
Fokusartefakte zu vermeiden wurden mehrere Aufnahmen entlang der z-Achse in 2 Ebenen projiziert;
anschlieBend erfolgte eine elektronische Dekonvolution.. 400fache VergrofBerung. Der Pfeil kennzeichnet

Bereiche eines verbreiterten ZO-1 Signals in Mammaepithelzellen eines transgenen Tieres.
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3.8. In vitro Untersuchungen zur Modulation der parazelluliiren Permeabilitit durch PKN

3.8.1. Einfluss der PKN Aktivierung auf die tight junction Versiegelung in vitro

Die bisher beschriebenen Beobachtungen im in vivo System deuten darauf hin, dass die
Expression der konstitutiv aktiven Proteinkinase N in der Brustdriise zu einer Stérung der tight
junction Versiegelung am Beginn der Laktation fiihrt. Da es sich bei der genetisch manipulierten
Brustdriise um ein hochkomplexes System handelt, besteht jedoch die Mdglichkeit, dass dieser
Effekt nicht primir Folge der Aktivierung der Protein Kinase N ist, sondern eine unspezifische
Reaktion des biologischen Systems auf eine Storung der Homdostase durch die Expression eines
Fremdproteins  darstellt. Auch eine Vermittlung des Phédnotyps 1iiber komplexe
Wechselwirkungen zwischen genetisch manipulierten Zellen und Gewebestroma kann mit den
bislang erhaltenen Daten nicht ausgeschlossen werden. Es wurde daher untersucht, ob sich die
beobachteten Effekte der PKN Aktivierung auf die parazelluldre Permeabilitidt auch in einem
einfacheren experimentellen System in vitro reproduzieren lassen. Als Zellkulturmodell wurden
hierfir EpH4 Zellen gewidhlt, die auf einer spontan immortalisierten murinen
Mammaepithelzelllinie basieren (Lopez-Barahona et al., 1995; Reichmann et al., 1992). Dieses
System ist zum Studium der tight junction Versiegelung besonders geeignet, da sich dieser
Prozess hier durch Zugabe von Glukokortikoiden zum Wachstumsmedium induzieren lasst (Prof.
Margaret C. Neville, Denver, personliche Mitteilung). Als Parameter zur Beurteilung der
parazelluldren Permeabilitit diente die Bestimmung des transepithelialen elektrischen
Widerstands tiber einer Lage konfluenter Epithelzellen. Befinden sich die tight junctions in
einem impermeablen Zustand, ist nach Anlage einer elektrischen Spannung die lonenbewegung
und damit der Stromfluss {liber einer solche Zellschicht eingeschrinkt, was dem ohmschen
Gesetz folgend in einem hohen transepithelialen Widerstand resultiert. Ist die parazelluldre
Permeabilitit hingegen hoch, fiihrt die Anlage einer Spannung zu einem hoheren Strom mit
demzufolge geringerem transepithelialen Widerstand, so dass die parazellulire Permeabilitit
negativ mit der Hohe des transepithelialen Widerstands korreliert.

Um die Effekte der PKN Aktivierung in vitro zu analysieren, wurden EpH4 Zellen stabil mit der
konstitutiv aktiven Form der Proteinkinase N transfiziert. Hierzu wurde der Vektor pRC/RSV-
PKN genutzt (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Yasuhiro Ohashi, Osaka), der
die mit dem FLAG-Epitop markierte Kinasedomédne der humanen PKN unter regulatorischer
Kontrolle des RSV-Promotors sowie ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Neomycin

enthdlt. Die Selektion stabil transfizierter Zellen erfolgte durch Zugabe des Neomycin-
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Analogons G418 zum Wachstumsmedium der Zellen, wobei eine optimierte Konzentration
verwendet wurde, die zum Untergang nicht transfizierter Zellen innerhalb von 10 Tagen fiihrte.
Kontrollzellen wurden analog nach Transfizierung des leeren pRC/RSV Vektors und Selektion
mit G418 erhalten.

Um den Transfektionserfolg zu priifen, wurde die Expression der konstitutiv aktiven
Proteinkinase N mit Hilfe einer RT-PCR untersucht. Als Primer fanden wiederum die Sequenzen
FLAG.for und PKN.rev Verwendung, die in transfizierten Zellen ein Fragment von 508
Basenpaaren amplifizierten (Abbildung 3.30). In den mit dem leeren Vektor transfizierten
Kontrollzellen wurde hingegen kein Amplifizierungssignal detektiert. Zur Kontrolle der reversen
Transkription zeigt Abbildung 3.30 ebenfalls ein amplifiziertes Fragment des murinen B-Aktin
Gens. Zwischen PKN transfizierten EpH4 Zellen und Kontrollzellen bestanden weder

morphologisch noch im Bezug auf das Wachstumsverhalten Unterschiede.

FLAG-PKN
con PKN - Abbildung 3.30: Nachweis der konstitutiv aktivierten Proteinkinase N in

stabil transfizierten EpH4 Zellen. Im oberen Teil der Abbildung ist eine RT-

500 PCR unter Verwendung der Primer FLAG.for und PKN.rev dargestellt, die

BAK ein spezifisches Fragment von 508 Basenpaaren amplifizieren. con:
-Aktin

Kontrollzellen, PKN: transfizierte Zellen, -: Wasser als Negativkontrolle.
Zur Kontrolle der reversen Transkription zeigt der untere Teil der

500 Abbildung eine PCR unter Verwendung von Primern fiir das murine -

Aktin-Transkript. Alle GroBenangaben in Basenpaaren.

Zur Untersuchung des Effektes einer PKN Aktivierung auf die tight junction Versiegelung
wurde der transepitheliale Widerstand in transfizierte Zellen und Kontrollzellen mit und ohne
Zugabe von Hydrokortison zum Wachstumsmedium bestimmt. Abbildung 3.31 gibt einen
Uberblick iiber die so in 3 unabhiingigen Experimenten erhaltenen Ergebnisse, wobei in jeder
Gruppe 12 (ohne Hydrokortisonzusatz) bzw. 15 (mit Hydrokortisonzusatz) Zellfilter ausgewertet
wurden.

In Abwesenheit einer Glukokortikoidstimulation zeigte sich in beiden Gruppen ein langsamer
Anstieg des transepithelialen Widerstandes, der nach 6 Tagen durchschnittlich Werte von 1500
Q-cm’ in Kontrollzellen (95%-Konfidenzintervall 1200 Q-cm” — 1900 Q-cm?) bzw. 1700 Q-cm?
in PKN transfizierte Zellen (95%-Konfidenzintervall 1300 Q-cm® — 2100k Q-m?) erreichte.
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Abbildung 3.31: Effekt der PKN Aktivierung auf die parazelluldre Permeabilitét in vitro.

Dargestellt ist der transepitheliale elektrischen Widerstands in Abhéngigkeit von der Zeit in PKN transfizierten
und Kontrollzellen jeweils mit und ohne Hydrokortisonstimulation. Die Sterne kennzeichnen die
Signifikanzniveaus hydrokortisonstimulierter Kontrollzellen gegeniiber stimulierten Zellen, die die konstitutiv
aktive Proteinkinase N exprimieren (***: p<0,0005; **: p<0,005).

con — HC: Kontrollzellen, keine Hydrokortisonstimulation. PKN — HC: PKN transfizierte EpH4 Zellen, keine
Hydrokortisonstimulation. con + HC: Kontrollzellen, Hydrokortisonstimulation. PKN + HC: PKN transfizierte

EpH4 Zellen, Hydrokortisonstimulation.

Dieser spontane Anstieg des transepithelialen Widerstandes reflektiert die ohne
Glukokortikoidinduktion nur langsam ablaufende Versiegelung der Zonulae occludentes und
konnte in Kontrollzellen und transfizierten Zellen mit identischer Kinetik beobachtet werden. Zu
keinem Zeitpunkt der Analyse fanden sich hier statistisch signifikante Unterschiede zwischen
beiden Gruppen.

Die Anreicherung des Wachstumsmediums mit Hydrokortison fiihrte in Kontrollzellen zu einem
schnellen Anstieg des transepithelialen Widerstandes, der bereits nach 48 Stunden signifikant
iiber den in unstimulierten Zellen gemessenen Werten lag und als Zeichen der akzelerierten tight
junction Versiegelung nach 6 Tagen Werte von durchschnittlich 9100 Q-cm? erreichte (95%-
Konfidenzintervall 6600 Q-cm®* — 11500 Q-cm?). In PKN transfizierten Zellen blieb dieser
stimulatorische Effekt des Hydrokortisons hingegen innerhalb der ersten 96 Stunden aus; ab dem
fiinften Tag nach Zugabe des Glukokortikoids wurde dann auch hier ein Anstieg des
transepithelialen =~ Widerstands  registriert, der aber erst 144  Stunden nach
Glukokortikoidstimulation statistische Signifikanz gegeniiber den nicht stimulierten Zellen

erreichte und mit durchschnittlich 4300 Q-cm” (95%-Konfidenzintervall 2900 Q-cm® — 5700
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Q-cm?) weiterhin deutlich unter den Werten in stimulierten Kontrollzellen lag. Der statistische
Vergleich zwischen Kontrollzellen und PKN transfizierten Zellen zeigte ab 48 Stunden nach
Beginn der Induktion durchgéngig hochsignifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen, die
in Abbildung 3.31 verdeutlicht sind. Die erhobenen Daten geben damit einen deutlichen Hinweis
darauf, dass die Aktivierung der Proteinkinase N die induzierte tight junction Versiegelung von

Mammaepithelzellen in vitro inhibiert.

3.8.2. Einfluss der PKN Aktivierung auf die tight junction Struktur in vitro

Um zu iiberpriifen, welche Effekte die Expression der konstitutiv aktivierten Protein Kinase N in
EpH4 Zellen auf die molekulare tight junction Architektur hat, wurde die Lokalisation der mit
den Zonulae occludentes assoziierten Proteine Occludin und ZO-1 mit Hilfe der indirekten
Immunfluoreszenz analysiert. Hierzu wurden jeweils fiinf Filter transfizierter und nicht
transfizierter Zellen am zweiten und fiinften Tag nach Beginn der Hydrokortisonstimulation
untersucht. Zu keinem dieser Zeitpunkte fanden sich hierbei Unterschiede in der Lokalisation
dieser Proteine. Wie Abbildung 3.32 an représentativen Beispielen demonstriert, blieben die
Signale fiir ZO-1 und Occludin sowohl in Kontrollzellen als auch in PKN transfizierten EpH4
Zellen auf eine schmale Zone im Bereich der apikalen Interzelluldrkontakte beschrénkt. Eine
Umverteilung dieser Proteine ins Zytoplasma transfizierter Zellen konnte in keinem Fall
beobachtet werden; die in vivo dargestellte Verbreiterung des ZO-1 Signals fand sich in vitro
nicht. Es ergaben sich damit keine Hinweise auf eine Stérung der tight junction Formation als

Korrelat der in PKN transfizierten Zellen beobachteten erhdhten parazelluliaren Permeabilitét.

68



Ergebnisse

Kontrolle PKN

Abbildung 3.32: Immunzytochemische Analyse der molekularen tight junction Architektur in
EpH4 Zellen nach Hydrokortisonstimulation fiir 120 Stunden.

A: Darstellung des tight junction assoziierten Proteins ZO-1 mit einem an das rote Fluorophor Cy3
gekoppelten Sekundérantikorper. Kernfarbung mit DAPI (blaue Fluoreszenz). 600fache
VergroBerung, Olimmersion.

B: Darstellung des tight junction Transmembranproteins Occludin mit einem an das griine
Fluorophor FITC gekoppelten Sekundérantikdrper. Kernfarbung mit DAPI. 600fache

VergréBerung, Olimmersion.
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