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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der hamatopoietische Wachstumsfaktor Erythropoiémo) wird entwicklungsabhangig
in der fetalen Leber und spater in der ausgereit@re exprimiert. Gewebespezifische
Regulationsmechanismen dEpo-Gens sind bislang unzureichend geklart. Der Wilms’
Tumor-Suppressor 1Wt1) ist fir die normale Entwicklung des hamatopoatten
Systems relevant. Ziel der Dissertation war es, Ridevanz des Transkriptionsfaktors

WtL1(-KTS) auf die Expression d&po-Gens zu analysieren.

In humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293), dmer Normoxie kein Epo
exprimieren, konnte nach stabiler UberexpressionVdel (-KTS) Isoform eine Induktion
der Epo mRNA und Protein-Expression gezeigt wer@eeser Effekt war durch Hypoxie
(1% ) nicht potenzierbar. In der Leber embryonaler Mawisnten mit homozygoter
Wt1-Defizienz (Wt") wurde eine vermindert&po mRNA-Expression im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen. Diese Ergebnisse weisen ané eelevante Funktion von

WtL1(-KTS) fur die hepatische Epo-Expression wahr@edembryonalen Entwicklung hin.

Zur ldentifizierung anderer Zelltypen, in denen \MKIT'S) die Epo-Expression regulieren
konnte, wurde mittels immunhistochemischer Farbongen Geweben der embryonalen/
fetalen Maus und der adulten Ratte die Express@mnBEpo und Wtl untersucht. In der
adulten Ratte konnte Wtl in den Podozyten der Gilaln@ler Nieren sowie nach
hypoxischer Stimulation Wt1 und Epo in Hepatozytdie, um die Zentralvene lokalisiert
waren, nachgewiesen werden. Beide Proteine waremfals im sich entwickelnden

Riechhirn und im Auge der embryonalen Maus co-liskett.

Zusammengefasst konnte Wt1(-KTS) als neuer traoisémeller Regulator fur die

gewebespezifischepo-Expression identifiziert werden.

Schlagworter. Erythropoietin, Wilms’ Tumor-Suppressor, Hamat@se, Transkription,
Genregulation



Abstract

Abstract

The molecular mechanisms of the developmental-staddissue-specific regulation of the
erythropoietin Epo) gene are poorly understood. Recent findings atdi¢hat the Wilms’
tumor suppressorWtl) might play a role in hematopoiesis. Herein, wetdd the
hypothesis that Wt1(-KTS) acts as a transcriptioegulator of thé&epogene.

Under normoxia, Epo mRNA and protein expression wadsiced in human embryonic
kidney (HEK) 293 cells with forced expression of M¥KTS). Hypoxia (1% @ did not
increase this effect. Furthermore, we detectedvai@mount oEpomRNA in the liver of
embryonic Wt -deficient mice than in wild-type mouse embryosnfrche same
littermate. Our data indicate that Wtl has a pivotée for hepaticEpo gene expression

during embryonic development.

To elucidate further the implication of Wtl in rdgiing Epo gene expressiom vivo,

double-immunofluorescent labeling of Wtl and Epot@ins was performed in various
organs of developing mice and adult rats. In adatitkidney, Wtl was detected in the
podocytes of the glomeruli. Wtl and Epo expressias found in hepatocytes localized
around the portal vein of the adult liver. Both teios have also been colocalized in the

developing murine olfactory bulb and eye.

In summary, we identified Wt1(-KTS) as a novel sarptional activator of the tissue-

specific expression d&po.

Keywords: Erythropoietin, Wilms’ tumor suppressor, hematepss, transcription, gene

regulation
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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Erythropoietin

1.1.1 Historie und Biologie des Erythropoietins

Bereits vor mehr als 100 Jahren beschrieb der ésasehe Forscher Viault den
Zusammenhang zwischen einem verminderten Saugratb#ildruck (pQ) und erhdhten
Erythrozyten-Werten im Blut von Teilnehmern eineeididchigen Expedition in das
Hochland von Morococha in Peru [1]. Dennoch dauegdast ein Jahrhundert bis 1977
die Identifizierung der Aminosdurensequenz des nterartlichen Proteins gelang [2].
Erythropoietin Epo) ist der primare Wachstumsfaktor fur die Prolifema und
Differenzierung erythrozytarer Vorlauferzellen. Das 30 kDa schwere Glykoprotein [3]
besteht aus 165 Aminoséauren [4] und wird hauptgéchh interstitiellen, peritubularen

Zellen der adulten bzw. ausgereiften Niere uncttalén Hepatozyten synthetisiert [5].

O:-Transport-

Niere ‘@/ Kapazitit! Knochenmark

pC: |
Hypoxie

\ zirkulierende/

Epo-Produktiont Epot Erythrozytent

Abbildung 1: Regulation der Erythropoietin-abhdngigen Blutbildung, modifiziert nach Ebert und
Bunn 1999 [6].Ein hypoxischer Stimulus, bedingt durch den Mangel Erythrozyten, einen verminderten
pO, oder eine verringerte Sauerstoff-Affinitdt zum Higiobin, fihrt zu einer gesteigerten Expression des
EpoGens in den Nieren [6-8De novosynthetisiertes Epo gelangt Uber den Blutkreislauh Knochen-
mark, wo es nach Bindung an dEpo-Rezeptor die Proliferation und Differenzierung tergpoietischer
Vorlauferzellen stimuliert [6]. Durch die verbesse®©xygenierung bei erhéhter Sauerstofftranspoekiit
wird ein negativer Feedback-Mechanismus auf die-fmpduzierenden Nierenzellen ausgetibt und die Epo-
Synthese limitiert [6].
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Einleitung

1.1.2 Epo-Expression wahrend der embryonalen und fetale&ntwicklung

Wahrend der Fetalperiode wirdpo primar in der Leber produziert [5]. Die
Epo-produzierenden Hepatozyten und Ito-Zellen, micht parenchymaler Subtyp der
Hepatozyten [9, 10], sind um die Zentralvene |akaft. Beim Menschen beginnt ab der
30. Schwangerschaftswoche der Ubergang der Epd&smtvon der fetalen Leber zur
Niere. Messungen dé&po messengdrRibonukleinsaure (MRNA)-Expression in Leber und
Nieren von Neugeborenen bzw. Sauglingen zeigers daser Wechsel nicht vor der
sechsten Woche postnatal abgeschlossen ist [5]Ubergang ist genetisch determiniert
und nicht vom p@abhangig [11]. Die zugrunde liegenden molekuldvethanismen sind
weitgehend unverstanden. Saugetiere zeigen eingiespgpezifische Kinetik des
Wechsels der priméren Epo-Synthese; er beginntMa&eisen und Ratten im mittleren
Schwangerschaftsdrittel und endet zwischen demil4. postnatalen Tag [12, 13].

Bei der Maus beginnt die ,primitive”, Epaabhangige Hamatopoiese im Dottersack um
den Tag der Embryonalentwicklung (E) 7,5. Durch digkungen innerhalb des extra-
embryonalen Mesoderm entstehen Blutinseln innerliedb Dottersackes, welche die
ersten eigentlichen hamatopoietischen Vorlaufezngliroduzieren [14]. Grof3e (> 20 um)
cluster of differentiation 34 negative (CD33 Erythroblasten differenzieren sich
zusammen mit den Blutgefal3en, reifen zu kernhaltigeythrozyten und synthetisieren
fetales Hamoglobin (HbF), bestehend aus je zweiund y-Hamoglobinketten o(y?)
[15, 16]. Hierdurch unterscheidet sich die ,privati von der nachfolgend
,definitiven“ Hamatopoiese, welche durch kleinere 20 pm), kernlose, CD 34
Erythrozyten charakterisiert ist. Hauptkomponengs ¢Hamoglobintetramers ist das aus

2x2 Einheiten bestehende Hpf,p,), Nebenkomponente das Hpfu,d,) [17].

12



Einleitung

Die primitive Hamatopoiese ist zeitlich begrenztduandet mit der Etablierung der
.definitiven“, Epo-abhangigen Hamatopoiese um den Tag E 11,5 [12, 1B, M&8us-
mutanten mit homozygot&ipo-Deletion Epo’) versterben zwischen dem Tag E 11,5 und
E 13,5 aufgrund der ausbleibenden ,definitiven” léopoiese [15, 19, 20]. Beim Mensch
etabliert sich in der 14. Schwangerschaftswochemealer Leber die definitive Hamato-
poiese im Knochenmark und ersetzt im weiteren \iérdge Leber als primares Organ der

Hamatopoiese.

Pl_ | ®_,1| P
(D) D D
Dottersack Leber Knochenmark

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Wechselswon der primitiven zur definitiven
Hamatopoiese in den Organen, die fur die Blutbildung wéhrend dembryonalen und fetalen
Entwicklung relevant sindmodifiziert nach C. Dame. P = primitive Erythropoiese, D = definitive

Hamatopoiese.

Abgesehen von Leber und Niere, die fur die Synthlieseim Blut zirkulierenden Epos
relevant sind, wirdEpo im Zentralen Nervensystem (ZNS) [21, 22], Ruckerkmand

Retina [23, 24], Milz [25], Knochenmark sowie deedRoduktionsorganen [23, 26] und
der Plazenta [27] exprimiert. Hierbei unterliegte dcpo-Expression einer gewebe-
spezifischen und entwicklungsabhangigen Regulaf@®, 28]. Vor allem dieEpo

Expression im ZNS ist aufgrund der zellprotektiieigenschaften von Epo nach einer
hypoxisch-ischamischen Schadigung von besonderemsdtien Interesse [29, 30]. Im
Maus-Modell kommt es bei Verwendung von Epo in gingeitintervall von bis zu sechs
Stunden nach Beginn der Schadigung zu einem dignifireduziertem Infarktvolumen

einschliel3lich reduzierter Entzindungsreaktiondn.[3

13



Einleitung

1.1.3 Regulierende Elemente im Epo-Gen

Das humandpo-Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 7 inRiegion p11-q22
lokalisiert [32, 33]. Es besteht aus funf kodieremdExons [34]. Regulatorische Einheiten
wurden initial durch die Analyse von transgenen Bfautanten, bei denen unter-
schiedliche Fragmente dEpo-Gens sowie der 5’ und 3’ flankierenden Regiondetosat
wurden, identifiziert [35-37].

in der Niere
induzierbares
Element

allgemein
inhibierendes

Elemen]

in der Leber
induzierbares
Element . in der Leber inhibierendes Element :
— . .
5 P | Il " v V E 3
Ll i | 1 [ 1 [ |.|§_|
| [ | |
-14 -9,5 -6 kb -0,4 kb +4 kb +7

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Epo-Gerttas. Die nicht kodierenden Sequenzen der finf
Exons sind in Gelb, die translatierten in Griin datgllt. Ein allgemein inhibierendes Element zwisth
0,4 und 6 Kilobasen (kb) 5’ sowie ein in der Niarduzierbares Element zwischen 14 kb und 9,5 ki
Epo-Gen, konnten durch Deletionsanalysen identifizieetden. Ein durch Hypoxie induzierbares Element,
das 0,7 kb 3" und 0,4 kb 5’ liegt, ist fur digpo-Expression in der Leber relevant. Ein weiteresatigg
regulierendes Element fur digpo-Expression in der Leber wurde zwischen 2,2 undb73kvom Gen
lokalisiert. Durchin vitro Analysen gelang es, zwei weitets acting elementsden 117 Basenpaar (bp)
langen minimalen 5Epo Promotor (P) sowie den 50 bp langen Hypoxie-abigg@mg3’-Epo Enhancer (E) zu
identifizierten [35, 38].
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1.1.4 Der Epo-Promotor

Der 117 bp lange minimale Epo Promotor in der untranslatierten Region, auf deh s
die hier vorgelegte Forschungsarbeit fokussierhestt v.a. fur die gewebespezifische
Expression deg&po-Gens relevant zu sein [39]. Innerhalb des minimdamanerEpo-
Promotors konnten bislang drei Bindungsstellen Timnskriptionsfaktoren identifiziert

werden:

* eine Guanin-Adenosin-Tyrosin-Adenos{iGATA-Bindungsstelle bei Nukleotid (nt)
-26 bis nt -29 relativ zur Transkriptionsstartstg40],

» eine Bindungsstelle fur ddmnypoxia associated factqHAF) bei nt -61 bis nt -45 [39]

sowie

* eine Bindungsstelle fiur dasimian-virus-40-protein 1(Sp) bei nt -59 bis nt -47
[39, 41].

Wahrend GATA-2 und GATA-3 nach Bindung an den Promotor die hepatische
EpoExpression (Hep3B Zellen) inhibieren [42-44], iatkrit GATA-4 die hepatische
Epo-Expression unter Normoxie [40, 43-48ATA-4kdnnte dabei, wie in regulierenden
Elementen anderer Gene, als ein potenter Offner Qe®matins agieren [46]. Eine
Sequenz von 17 bp in Position nt -61 bis nt -4&trelzur Transkriptionsstartstelle, an die
die FaktorenHAF und Spl binden, potenzierin vitro die Epo-Expression Uber eine
Interaktion mit dem Enhancer [39, 41]. Wéahrend iemmotor dieEpo mRNA-Expression
unter Hypoxie um das ca. 10-fache steigert, karer di® Promotor-Enhancer-Interaktion
die Epo mRNA-Expression bis zu 100-fach stimuliert werdg). Diese Promotor-
Enhancer-Interaktion scheint durBimad(small mothers against decapentaplegic prgtein
einen Signalboten innerhalb der ebenfalls Saudrabdfangigen Kaskade désansfor-
ming growth factog (TGF-), vermittelt zu werdenSmad-3bindet an Guanosin-Cytosin
(GC)-reiche Regionen der Desoxyribonukleinsaure ARNvor allem an ein CAGAC-
Motiv [39].

15



Einleitung

Eine funktionelle Interaktion zwischen dem 5’-Prdoround dem 3’-Enhancer scheint
Uber eine Schleifenbildundopping der DNA zustande zu kommen [39]. Die Stabilitat
solcher Schleifen kann in anderen Promotoren déia@kioren wie den Transkriptions-
faktor Splerhoht werdenblending [47]. Vermutlich stabilisierSmaddurch Interaktion
mit demhypoxia inducible factor-IHIF-1), demhepatic nuclear facted (HNF-4), Spl
sowie den Co-Aktivatoren CBP/p300 diese Promotdneieer-Interaktion [39].

1.1.5 Der Epo-Enhancer

Der 3’-Enhancer de€po-Gens ist insbesondere fir die hypoxische Genegiomes

relevant. Dabei sind drei Bindungsstellen von bdsoer Bedeutung:

* eine Bindungsstelle (CAC GTG CT) [48] oder (CCA CGUG) [39] furHIF-a bzw.
HIF-5,

* ein CACA Element, das 7 bp 3’ deéflF Bindungsstelle lokalisiert ist, fur welches
bislang kein Bindungsprotein bekannt ist, das abach Mutation die Hypoxie

vermittelte Stimulierbarkeit des Enhancers einsakirzw. aufhebt [6, 49] und

* ein direct site repea? (DR-2 bestehend aus zwei durch 2 bp getrennte Steroid-
Rezeptoren, an dieNF-4 bindet [35, 50, 51] und das mit dem CACA-Elemeinee
Einheit zu bilden scheint [6].

Die an denEpoEnhancer bindenden FaktorddlF und HNF-4 werden Uber die
Co-Faktoren CBP/p300 urimad-3stabilisiert [8, 39, 52].

16
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P I (1l A\ V E
S - [ M N < O = B = e B = I

}

CCTCTCCCCCACCCCCACCCGCGCACGCACACATGCAGATAACA CCCTACGTGCT GTCTCACACAGCCTGTCTGACCTCTCGACCTACC

G CAD

5

Smad-3

Abbildung 4: Erweiterte schematische Darstellung de Epo-Genlokus mit Promoter (P) und Enhancer
(E). Die nicht kodierenden Sequenzen der fiunf Exsind in Gelb, die translatierten in Grun dargdistel
Bindungsproteine am Enhancer sind #tpoxia inducible factor-{HIF-1), der Hepatic nuclear facted

(HNF-4) sowie die Co-Faktoren CBP/p300. Am Promoter bindg@ATATranskriptionsfaktoren, der
Hypoxia associated factofHAF) und dasSimian-virus-40-protein {SpJ). Epo-Enhancer und -Promoter
scheinen unter Hypoxie Uber Faktoren wie dasall mothers against decapentaplegic protein (SB8jad

miteinander zu interagieren.
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1.2 Der Wilms’ Tumor-Suppressor 1
1.2.1 Der Wilms’ Tumor

Der Wilms’ Tumor, der auch als Nephroblastom bdae#t wird, ist ein maligner,
embryonaler Tumor der Niere und der haufigste Miemaor im Kindesalter. Infolge einer
Deletion auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 wiiel Weiterentwicklung des
Metanephron in epitheliale Strukturen (Tubuli untbri@eruli) sowie in mesenchymale
Stromastrukturen verhindert [53]. Ca. 10% der Pé&tie mit einem Nephroblastom weisen
eine Mutation imWilms’ Tumor Suppressor Wtl) Gen auf, dessen Protein als Tumor-
Suppressor fungiert und einen Arrest der Tumoraetieder G1-Phase bewirkt [54, 55]. In
10% der Falle ist das Nephroblastom mit weiterehldtelungen assoziiert. Zu dieser
Gruppe zahlt das WAGR-Syndrom, das durch Auftraten Wilms”~ Tumor, Aniridie,
urogenitalen Fehlbildungen und mentalRetardierung charakterisiert ist [56, 57]. In
manchen Lehrbiichern steht G fur Gonadoblastom,ie@airdgenitalen Fehlbildungen in
der Regel Tumoren der Gonaden darstellen.

"-"e‘«.'f.-—i',.-i':;'?ﬁ?ﬁz‘-'- i
R4 il .?
- .iﬁ;ﬁ:}‘&%@g.ﬁgzﬁa;{iﬁz oA
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e ﬂ'fhi

:% j’.’é:;'.’
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iy __,,'-.;:.". .-— 4 |
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70955 N
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Abbildung 5: A) Makroskopischer Befundund B)mikroskopischer Aufbau des Wilms’ Tumors.
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1.2.2 Wil in der fetalen und embryonalen Entwicklung

Neben seiner Rolle in der Tumorgenese ist Wtl figr mormale Entwicklung des

urogenitalen Traktes essentiell [58, 59]. Dabegtzdie renale Wtl-Expression wahrend
der glomerularen Differenzierung ein Maximum in d@genannten S-formigen Nieren-
korperchen. Danach fallt das Expressionsniveau rab die Wtl-Expression persistiert
lediglich in den Podozyten der Glomeruli [60]. D& €ich im urogenitalen System um
epitheliales Gewebe mesenchymalen Ursprungs handedt ein durch Wtl vermittelter

Ubergang im Differenzierungszustand dieser Organgemommen [61, 62]. Dieser
Vorgang ermdglicht den Zellen, zwischen einem déifizierten, epithelialen und einem
weniger differenziertem, mesenchymalen Zustand echgeln. Entwicklungsabhangige
Expressionsmuster von Wtl finden sich ferner in ddgbennieren [61], der Retina
[63, 64], der Milz [63-65] sowie den Geschlechtsorgn [66, 67].
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1.2.3 Regulierende Elemente imVt1-Gen

Das ca. 50 kb grol3e humawé1-Gen befindet sich auf Chromosom 11p13 [55]. Esdbs
aus zehn Exons, von denen die letzten vier je alleevier charakteristischen Zink-Finger
des Proteins kodieren. Die Zink-Finger ermdglicdenBindung an CG-reiche Fragmente
der DNA, so dasswtl als Transkriptionsfaktor agieren kann [68]. Biglasind 24
Isoformen des Wtl-Proteins bekannt. Vier diesefolseen entstehen durch alternative
Splicevorgange, die restlichen durch Verwendungalgedener Transkriptionsstartstellen
oder andere Mechanismen.

A KTS 3kb

5 | 1|_|2|_|3456789E 10 | 3

Splice
B reprimierendeaktivierende Zink-Finger Doméne
Domaéne Doméne I i
— — INukleiire Lokalisatioln
RNA-Motiv ! !
—

Pro/Glu reiche Region
Iselbstassoziierende IDomeine

Splice

Abbildung 6: Schematische Darstellung des humanekvtl-Genlokus (A) und des Wtl-Proteins (B)
Eine Insertion der Aminosauren Lysin (K), Threoifif) und Serin (S) am Ende von Exons 9 fuhrt zur
Abnahme der Bindungsaffinitat CG-reicher DNA Fragiee Der Prolin- und Glutamin-reiche N-Terminus
des Proteins besitzt eine Selbstassoziierungsdofb&hend wird fir Protein-Protein-Interaktionendudas
processingder pra-RNA verantwortlich gemacht wird [69-71]a® C-terminale Ende bindet Uber die

Zink-Finger an die DNA der Zielgene
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Bei der am haufigsten vorkommenden Splicevariargdingt die Insertion der drei
Aminosauren Lysin K), Threonin T) und Serin ) am Ende von Exon 9 bei der
Wt1(+KTS) Isoform eine Konformationsveranderung datten und vierten Zink-Fingers.
Dadurch wird die Struktur des translatierten Prtedo verandert, dass dessen Bindung an
die DNA reduziert wird [72, 73]. In der Literatunnd die Wtl-Isoform ohne Insertion als
WtL1(-KTS) bezeichnet. Wahrend die Wt1(-KTS) Isofasta Transkriptionsfaktor fungiert,
bindet die Wt1(+KTS) Isoform nur schwach an die DMAIfgrund ihrer Co-Lokalisation
mit Elementen der pra-mRNA-Splei3-Maschinerie [74jrd dieser Isoform ein
regulatorischer Einfluss in der Ribonukleins&dur&NA)-Prozessierung zugeschrieben
[73]. Insgesamt weisen ca. 80% aller Isoformenldsertion der drei Aminosauren KTS
auf [73].

Das Witl-Protein hat ein Molekulargewicht von etw@ KDa und besteht aus einem
Glutamin- und Prolin-reichen N-Terminus sowie v&terminal gelegenen Zink-Fingern
der Klasse Kriippel CydHis; [55, 73]. Wéahrend das N-terminale Ende, das eigles
assoziierungsdomane besitzt [55], fur Protein-Rnetgeraktionen und dgsrocessingler
préa-RNA verantwortlich gemacht wird [69-71], bindkets C-terminale Ende mit den Zink-
Finger an die DNA der Zielgene. Bindungsmotive sk einen GC-reiche Sequenzen
(z. B. 5° GNG NGG GNG 3" [75] und 5" GCG TGG GACS3T [76] sowie TC-reiche
Sequenzen (5" TCC 3epeats[77]). Abhangig vom Tumortyp vermag das Wtl Protei
Zielgene zu supprimieren oder zu aktivieren [55]elgene, die durch Wt1(-KTS)
supprimiert werden, sind beispielsweise idsulin-like-growth factorl+2 [78] und dessen
Rezeptor [79] oder deepidermal growth facteRezeptorl [80]. Zielgene wie der
Vitamin-D Rezeptor[81, 82] oder p21 [73] werden dagegen durch Wt1(-KTS)
aktiviert. In hamatopoietischen Zellen sind bisl&ege Zielgene des Wt1 bekannt.

21



Einleitung

1.2.4 Wil und Hamatopoiese

Wt1 wird in etwa zwei Prozent der CD3Zellen des gesunden Knochenmarks sowie in
linienspezifischen Vorlauferzellen, jedoch nichtamsgereiften, hamatopoietischen Zellen
exprimiert [56, 57, 83-85]. Uber die genaue Funktimn Wtl in diesen Zelltypen ist
wenig bekannt. Die Uberexpression von Wtl wiikt vitro auf humane CD34

hamatopoietische Vorlauferzellen anti-proliferajadoch nicht pro-apoptotisch.

Neutrophiler Granulozyt
multipotente

@ Monozyt
% Eosinophiler Granulozyt
Progenitorzellen

— @ o
Basophiler Granulozyt
_ p y

scE C /4

@& Megakaryozyt mit
plurlpoptente Thrombozyten
Stammzelle \ “*’s

ég Erythrozyten

T- Lymphozyten

B- Lymphozyten

Abbildung 7: Schematische Darstellung der zellulane Differenzierungsstadien der Hamatopoiese,
modifiziert nach Cantor und Orkin 2002 [86]. Epo fihrt zu einer Freisetzung von pluripotenten
Stammzellen aus dem Knochenmark. Diese differeeziaunter Einflu von Wachstumsfaktoren und
Interleukinen zu den multipotenten Progenitorzetlen einzelnen, unterschiedlichen Zellreihen. SCGitem

cell factor, CSF =colonie stimulating factgrL-3 = Interleukin-3, Epo = Erythropoietin.
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Mittels reverser Transkription und anschlieRendelyferase-Kettenreaktion (RT-PCR)
konnte Wt1 mRNA unter anderem in der fetalen Leber, im Dstdek sowie im adulten
Knochenmark der Maus nachgewiesen werden [83]. Matenten mit homozygoter
Wtl-Deletion {Vt1") versterben am Tag E 13,5 der Embryonalentwicklumgy
Fehlbildungen des Herzens und des Zwerchfells [&&],sich in perikardialen Blutungen
und Odemen manifestieren [65]. Heterozygwl” Mause haben keinen auffalligen
Phanotyp [58, 59, 73].

Fetale hamatopoietische Stammzellen, die aus deerL@/t1-defizienter Mausmutanten
isoliert wurden, zeigten eine um bis zu 75% verrartel Anzahl vonblast-forming
units-erythroid (BFU-E), colony-forming-units-erythroid(CFU-E) sowie voncolony-
forming-unit-granulocyte-erythroid-macrophage-megafocyte (CFU-GEMM) [87]. Der
Einfluss von Wtl auf die Hamatopoiese wird dergibch kontrovers diskutiert, da diese
Befunde, die in transgenen C57/B56 Mausmutantenober wurden, in einer
anderen Wtl-Knockout Mutante (CBA-Maus) nicht rejumiert werden konnten [85, 87].
Weiterhin scheint Wtl eine Rolle in der Entwickluoder Proliferation leukdmischer
Zellen, die Wtl stark exprimieren, zuzukommen [88]. Bei Mausen resultiert eine
Hemmung der Wtl-Expression in einer verminderteoliferation und Differenzierung

leukamischer Zellen.
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1.3 Potentielle Wt1-Bindungsstellen imEpo-Promotor

In der Sequenzanalyse des 117 bp langen und GRereigninimalen humanen
5’-Epo-Promotors konnten drei potentielle Bindunglisn fur Wtl mit dem GnGGGnG
Konsensus-Motiv [75] gefunden werden. Die Bindutgg=n sind in Position der
Nukleotide (nt) -109, -83 und -56 relativ zur Tringtionsstartstelle lokalisiert
(NCBI Accession number M11319.1) Andere Literatgamen definieren die

Transkriptionsstartstelle eine Aminoséure 5’ vasair Position [51, 90].

A 5 /ﬂél—lﬂ llllﬁl IMI -

109 -83 -56\

[ |
B -117 J;EIM

/ T

C aagcttctgg gettccagac ccagctactt tgcggaactc agcaaccatmaiga
gtctccgecc aagaccggga tgccececccag gggaggtgtc cgggagutitteera
gatagcacgc tccgccagtc ccaagggtge gcaaccggct gcactcecgegacce
agggceccggg agcagecccce atgacccaca cgeacgtcty cagcagttacygcc
cggcgagect caacccaggc gtectguegeicigace cegagigace cetaceecty
gcgacccctc acgcacacag cctctceceee acceccacce gegeacgoaigeagat
aacagccccg acccecggec agafjeag agtcectggg ccacceeggce cgetegetge
gctgcgecge accgegcetgt cctceccggag ccggaccggg gecaccgggtetyct
ccgacaccgc geccccctgga cagecgecct ctectctagg ceegtggggeatgca
ccgccgagct tcccgggatg agggeccccg gtgtggtcac ccggegegggtegct ...

Abbildung 8: Schematische Darstellung des humanen B-Genlokus einschlieBlich der
Wt1-Bindungsstellen (A) Darstellung der finf Exons einschlie3lich deénimalen 5’ Promotors und
des 3 Enhancers. (B) Potentielle Wtl-Bindungsstellinnerhalb des Epo-Promotors in Position
nt -109, -83 und -56 relativ zur Transkriptionsttalle. (C) Ausschnitt der Orginalsequenz des Epas.
Der Promoter ist fett gedruckt, die drei potengiell Bindungsstellen innerhalb nt -116 bis -87,
-86 bis -67 und -66 bis -37 sind farblich voneinandbgegrenzt.
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2  Aufgabenstellung und Versuchsplanung

Epo wird nicht nur durch eine hypoxisch oder ischamibedingte Erniedrigung des pO
sondern auch gewebespezifisch und entwicklungsgoipaneguliert. Die genauen
molekularen Mechanismen der gewebespezifischen w@mwicklungsabhangigen
Genexpression sind noch weitgehend unklar. Zielvodegelegten Dissertationsarbeit war
es, Mechanismen dieser gewebespezifischen Regulater Epo-Genexpression zu
analysieren. Da neueste Forschungsergebnisse dénsEivon Wtl auf die Hamatopoiese
zeigten, ergab sich die Fragestellung, ob der krgtgonsfaktor Wt1l(-KTS) die

Expression deEpo-Gens reguliert.

Die Arbeit fokussierte auf die Regulation und Akt des 117 bp langen Epo
Promotors. Mittels Sequenzanalyse wurden zunacimgrialb de€po-Promotors drei/
funf potenzielle Wtl-Bindungsstellen identifiziertm sich anschlieRenden elektro-
phoretischen Mobilitdtsshiftasay (EMSA) wurde namhgsen, dass rekombinantes
WLt1(-KTS) an ein Fragment dégpo-Promotors in Position nt —60 bis nt —52 relativ zu
Transkriptionsstartstelle bindet. Im nachsten $ckannte mittels Reportergen-Assays die
Induzierbarkeit deEpo-Promotors durch Uberexpression von Wt1(-KTS) ggizeerden.

Aufgrund dieser Resultate wurde die Hypothese kefidiert, dass der Transkriptions-
faktor Wt1(-KTS) die endogenEpo-Genexpressiomn vivo induziert und somit fur die
entwicklungsabhéngige und gewebespezifische ReguldesEpo-Gens von Bedeutung

ist. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse andentegiten unterstitzt:

+ Die gestdrte Hamatopoiese Bkl Mausen suggeriert eine Bedeutung von Wt1 fir
die EpoExpression. So zeigteWtl” Mause eine verminderte Aktivitat hamato-
poietischer Stammzellen in der Leber sowie eingyesohrankte Proliferation und

Differenzierung linien-spezifischer Progenitorzellensbesondere der CFU-E [87].
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« Mausmutanten mit homozygot&po (Epo’) oder Wtl-Deletion (Vt1") versterben
etwa im gleichen Entwicklungsstadium zwischen TapE und E 13,5 [8, 58].

e Wahrend der embryonalen Entwicklung wird Wtl in @ben exprimiert, in denen

auch hamatopoietische Stammzellen vorzufinden[8iBeB5].

» Schlie3lich kénnte die hypoxische Induktion von Witild Epo durch HIF zu einer sy-
nergistischen Stimulation der Epo-Produktion fuHi&ro1].

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war e, Hinfluss von Wt1(-KTS) auf die Epo-
Expression zu beschreiben. Desweitern sollte di@(AKTS) vermittelte Regulation des
Epo-Gens in Abhéangigkeit von Hypoxie analysiert desr. AbschlieRend sollte eine
Analyse der Co-Lokalisation beider Faktoren dhe vivo Relevanz des Regulations-

mechanismus konkretisieren.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Produkt Hersteller
Aceton/Bis Solutiod9:1 J. T. Baker
Acrylamide Bio Rad
Agarose Invitrogen
Ampicillin Sigma
Ammoniumpersulfat Merck
ATPy P ICN
Bromphenol blue-xylene cyanole dye solution Sigma
Chloroform J.T. Baker
Complete mini protease-inhibitor Roche
Distilled water DNase, RNase free Invitrogen
dNTP (100mM) Invitrogen
DMSO Sigma
DTT (0,1M) Sigma/ Invitrogen

ECL Detection Reagents

EDTA

Eisessig

Esel- und Mausserum

Ethanol

Ether

Ethidiumbromid

Formaldehyd

FUGENE® 6 Transfection Reagent
Glycerin

Glycin

Amersham Biosciences
Invitrogen
Merck
Jackson Immuno Research Lab.
J. T. Baker
Roth
Invitrogen
Merck
Roche
Merck

Serva
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Isopropanol
Kaliumchlorid

Killik® Frozen Section Medium
Magermilchpulver
Methanol
2-Methyl-Butan
Magnesiumchlorid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natronlauge

Oligo (dtys Primer
Paraformaldehyd
Protein Assay Reagent
Purified BSA
Rattenserum
RNA-Extraktions-Kit
RNasitf ribonuclease inhibitor
Saccharose

SDS

Technischer Agar
Temed

Tris

Triton x-100

Trizol®

Tweerf 20

Vectashiel® Mounting Medium H-1200 mit DAPI

Wasserstoffperoxid

Merck
Merck
Bio Optica
TSI GmbH & Co. KG
Roth
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Acros Organics
Merck
Promega
Merck
Bio-Rad
New England Biolabs
Jackson Immuno Research Lab.
Ambion
Promega
Merck
Sigma
Becton Dickinson
Merck
Roth
Sigma
Invitrogen
Sigma
Vector Laborataie

Merck
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3.2 Puffer- und L6sungszusammensatze

Puffer/Losung

Bestandteile

10x Ladepuffer

Laemli Puffer

1x Laufpuffer

RIPA Puffer

1x TBS

TBS/T

50 % Glycerin

0,02 %bromphenol blue xylene cyanlol dye solution

62,5 mM TrisHCI, pH 6,8
2 % SDS
25 % Glycerin

0,01 %bromphenol-blue-xylene cyanol-dye solution

25 mM Tris

192 mM Glycine

1 % SDS, pH 8,6

50 mM TrisHCI, pH 7,4
150 mM NacCl

10 mM EDTA

1 %IGEPAL

0,25 % Nadeoxycholat
0,1 % SDS

1 Complete Protease Inhibitor

300 mM TrisHCI
1,5M NaCl, pH 7,6
1x TBS

0,1 % Tween 20

1x Transferpuffer25 mM Tris

1x PBS

200 mM Glycin

20 % Methanol

100 mM Phosphatpuffer
138 mM NacCl

2,7 mM KClI, pH 7,4
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PCR Mix 2,5 ul 10x PCR Puffer (200 mM TrisHCI, 8 und 500 mM KCI)

0,75 ul 50 mM MgCG

0,5 pl 10 mM dNTP Mix

0,2 ul 5U/ ITag DNA Polymerase

ad 24 pRNase/DNase freies d@
RT Mix 4 ul 5xFirst Stand Buffer

2 i1l 10mM dNTP’s

1 pl 500 g/ml Oligo (dt) 15 Primer

0,5ul 0,1 MDTT

0,5 pul 40 U/ RNasin

2 ul 200 U/ IM-MLV Reverse Transkriptase

1x TAE Puffer 40 mM Trisacetat

1 mMEDTA, pH 7,0
TE Puffer 10 mM Tris

1 mM EDTA, pH 7,4

Puffer Hersteller
5x DNA Ligase Buffer Invitrogen
5x First-Strand Buffer Invitrogen
5x Green GoTaq™ Buffer Promega

10x NE Buffer 2

10x T4 Polynucleotide Kinase Reaction Buffer

New England BioLabs
New England BiolLabs
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3.3 Gerate

Gerat Typ Hersteller
Brutschrank B6 Heraeus

CO; Inkubator CB 150 Binder
Digitalkamera Spot RT Slider Diagnostic Instrungent
Electrophoretic Gel System  Midicell® Primo™  Thermo EC
Fluoreszenzmikroskop Axioplan2 Carl Zeiss
Kryostat CM 1900 Leica
Luminometer Microlite TLX1
Mastercycler gradient Eppendorf
Photospektrometer Smartspec 3000 BioRad
Polaroid GelCam EPH-6 Polaroid
Sephadex™ G-25-Saule Amersham Bioscience
Stereomikroskop Carl Zeiss
Thermomixer comfort Eppendorf
Zentrifugen 5415D; 5417R Eppendorf

3.4 Software

Programm Version Hersteller

iCycler 1Q 3.1. BioRad

Axio Vision 4.2. Carl Zeiss
Metamorph 4.1.2. Visitron Systems
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3.5 Hilfsmittel

Hilfsmittel

Hersteller

Autoradiographische Kassette
Bio Max MS Roéntgenfilm
Blotting Papier

Cell scraper

Deckglas

Eppendorfgefald

Falcorf Réhrchen
Gefrierrdhrchen

Mini-Protean Zellkammer
Mini-Trans-Blot Zellkammer
Nitrocellulose Membran
Novex® 4-20% Tris-Glycin Gele
Petrischalen

Polaroidfilm 667

Rontgenfilm

Super Frost plus Objekttrager
Zellkulturflaschen

Zentrifugenréhrchen

Fisher Scientific

Kodak
BioWORLD
Corning

Menzel

Eppendorf

BD Biosciences

Eppendorf

BioRad

BioRad

Invitrogen

Invitrogen

Falcon

Polaroid
Invitrogen

Menzel-Glaser
Falcon

Sorvall
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3.6 Humane Zelllinien

Bezeichnung Herkunft Anbieter (Nummer)
HEK 293 Embryonale Niere ATCC (CRL-1573)
U-2 OS Osteosarkom ATCC (HTB-96)

3.7 Nahrmedien und Substrat-Lésungen fur Zellkulturen

Produkt Hersteller
D-MEM + 4,5 g/l Glukose + L-Glutamin-Pyruvat Invdigen
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium Invitrogen
Fetales Kalberserum (FKS) Biochrom
L-Glutamin Biochrom
Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ 10.000 pg/ml) ioBhrom

3.8 Kommerzielle Assays

Produkt Hersteller

Chromatin Immunoprecipitation (ChlP) Assay Upstate
Dual-Luciferase Reporter Assay System Promega

Luciferase Assay System Promega

TagMar? Universal PCR Master Mix Applied Biosystems
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3.9 Enzyme

Produkt Hersteller
GoTag™ DNA Polymerase Promega
M-MLV Reverse Transkriptase Invitrogen

T4 Polynucleotide Kinase

New England BioLabs

3.10 DNA- und Protein-Marker

Produkt

Hersteller

Beetle Luciferin

MGM Instruments

1 Kb PlusDNA Ladder Invitrogen
Precision Plus Protein Standards Dual Color Bio-Rad
3.11 Antikorper

primare Antikorper Hersteller

Epo (N-19) polyklonales Ziegen IgG Santa Cruz
Wil (C19) polyklonales Kaninchen IgG Santa Cruz
a-Tubulin (B7) monoklonales Maus 1gG Santa Cruz
sekundare Antikorper Hersteller

Kaninchen gegen Ziege 1gG
Ziege gegen Kaninchen IgG
Ziege gegen Maus IgG

Cy2 Esel gegen Ziege IgG

Cy3 Esel gegen Ziege IgG

Cy3 Esel gegen Kaninchen IgG

Jackson Immuno Reseaich L
Jackson Immuno Reseach L
Jackson Immuno Research Lab.
Jackson Immuno Reseatth La
Jackson Immuno Reseatth La

Jackson Immuno Rdséalt.
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4 Methoden

4.1 Zellkultur
4.1.1 Kultivierung der Zellen

Fir in vitro Untersuchungen wurde mit humanen embryonalen hzetlen (HEK 293)
und einer Osteosarkomszelllinie (U-2 OS) gearhek#K 293 wachsen adharend und
sind mit einer Adenovirus-5-DNA transformiert. HER93 Zellen wurden in D-MEM
Medium, welchem 10% fetales Kalberserum sowie 1%ididkn/ Streptomycin zugesetzt
wurden, kultiviert. U-2 OS Zellen wurden in Dulbets modified Eagle’'s Medium,
welchem 10% fetales Kalberserum sowie 1% Penitifitteptomycin zugesetzt wurden,
kultiviert. Soweit an anderer Stelle nicht gesondert aufgefisutden die Zellen bei einer
Temperatur von 37° C und 21% 6owie 5% Kohlendioxid (C& Begasung in Zellkultur-
flaschen mit einer Bodenflache von 75%m CO, Inkubator kultiviert.

4.1.2 Transfektion

0,5 nug des Reportergen-Konstruktes wurden zusammief,25 pg eines Cytomegalie-
virus gesteuertefi-Galaktosidase Plasmids sowie 1,25 g eines Expres&onstruktes
mit der Wt1(-KTS) oder Wt1(+KTS) Isoform transientHEK 293 Zellen transfiziert. Bei
Transfektion besal3en die Zellen eine Konfluenz @@n60% in 60 mm Petrischalen. Die
Lipo-Transfektion der Zellen wurde mit dem FuGENB Transfektionsreagenz im
Verhaltnis 10:1 (FuGeffeDNA) gemaR Herstellerempfehlung durchgefiihrt. Kot
experimente wurden mit dem leeren pCHE&pressions- und dem pGL2-Basis-
Reportervektor durchgefuhrt. Die transfizierten |&el wurden unter Normoxie
(21% G/ 5% CQ) oder Hypoxie (1% & 5% CQ) kultiviert. Das Medium wurde nach
24 Stunden gewechselt. Die Zellen wurden nach d8d&n geerntet.
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4.2 Elektrophoretischer Mobilitatsshiftassay

4.2.1 Herstellung der Sonden und Kompetitoren

Die synthetisierten Oligonukleotide mit den proxiema Abschnitten de&po-Promotor
wurden in TE-Puffer (pH 7,4) aufgelost (1 pg/pldunmit dHO verdinnt (100 ng/ul). Zur
radioaktiven Markierung der Oligonukleotide wurdemql der Erststrang-Oligonukleotide
(100 ng/ul), 4 ul dpO, 1 pl 10xT4 Polynucleotide Kinase Reaction Buffér ul T4
Polynucleotide Kinas€¢10 U/ul) und 3 pl ATR Ps; (30 uCi) far 30 Minuten bei 37° C
inkubiert. AnschlieRend wurde das Enzym fur 10 Mémubei 90° C inaktiviert. Nach
Zugabe von 4 pg Zweitstrang-Oligonukleotide (10@uhgund 86 pl dHO wurde die
Probe fur 10 Minuten bei 90° C denaturiert und hheBend fur zwei bis drei Stunden bei
Raumtemperatur hybridisiert. Die Sonde wurde Ulbere eSephadex™ G-25-Saule
aufgereinigt und bei -20° C aufbewahrt. Zur Hefstej der Kompetitoren wurden 10 pl
Erststrang-Oligonukleotide (1 pg/pl) mit 40 pl Zweéiang-Oligonukleotide (1 pg/ul)
vermischt, fur 10 Minuten bei 90° C denaturiert uadschlieend fur zwei bis drei
Stunden bei Raumtemperatur hybridisiert. Die Prokerden bei -20° C aufbewabhrt.

4.2.2 Durchfihrung des EMSA

Fur die DNA-Bindungsreaktionen wurden entweder 20 GST-Wt1(+KTS) oder
20 pg GST-Wt1(-KTS) Protein [92] mit je einem derdioaktiv markierten
Ps, Doppestrang-Oligonukleotide auf Eis in 20 pl 1x akeons-Puffer inkubiert.
Kontrollexperimente erfolgten durch Zugabe eindadhen oder 100-fachen Uberschuss
der 21 bp langen Sequenz dégamin D Rezeptor PromotardDie Auftrennung der
Bindungsreaktionen erfolgte tUber drei Stunden mewm nicht-denaturiertem 5%-igem
Polyacylamidgel. Dafir wurden 7,5 ml 408grylamid/Bis Solutionm Verhaltnis 19:1
und 12,5 ml 5x TBE mit dpO auf 60 ml aufgefullt und anschlieBend mit 600 pl
Ammoniumpersulfat sowie 60 pul Temed versetzt. DMSA wurde von Prof. Dame unter

meiner Beihilfe durchgefihrt.
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Oligo* Mutation  Einzelstrangsequenz

Oligo 1 5-TGC TCT GAC CCC GGG TGG CCC CTA CCC GBG
-116/-87

Oligo 2 5-GCG ACC CCT CAC GCA CAC AG-3'

-86/-67

Oligo 3 5'-CCT CTC CCC CAC CCC CAC CCG CGC ACG GAC
-66/-37

Mutante A -60 bis -58 5'-CCT CTBAA CAC CCC CAC CCG CGC ACG CAC-3
-66/-37

Mutante B -54 bis-52 5'-CCT CTC CCC CAUT CAC CCG CGC ACG CAC-3'
-66/-37

Mutante C  -60/-58 & 5-CCT CTBAA CACTTT CAC CCG CGC ACG CAC-3'
-66/-37 -54 bis -52

Tabelle 1: Im EMSA verwendete Oligonukleotide *Die angegebenen Zahlen entsprechen der Posidon
Nukleotide relativ zur Transkriptionsstartstellesdépo-Gens. Die fett markierten Buchstaben in den

Einzelstrangsequenzen zeigen die Nukleotidmutatione

4.3 Reportergen-Assays
4.3.1 Plasmide

Der pGL2-Reporter-Vektor mit der 117 bp langen Sgqudes minimale&po-Promotors

wurde freundlicherweise von Kerry L. Blanchard xerfigung gestellt [51], die Wtl-
Expressionskonstrukte im pCB&ektor von Daniel A. Haber [93]. Mittels PCR wurde
die Mutationen der Wtl Bindungsstelle in dEpo Promotor gezielt eingebaut. Daftr

wurden folgende Primer generiert:
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Primer Sequenzen fir Reportergen-Assays

F: 5'TAAGAG CTC TGC TCT GAC CCC GGG T 3

R: 5'ATT AAG CTT GCT CTG GCC GGG GGT CG 3
mut F: S TAAACACTTTC ACC CGCGCACG 3

R: 5'CGC GGG TABAAGTGT TTG AGA GG 3

Tabelle 2: Primer Sequenzen fur Reportergen-Assaydie fett markierten Buchstaben in den Sequenzen

zeigen die mutierten Nukleotide. F = Vorwartspripnfer= Rickwartsprimer, mut = Mutation.

4.3.2 Durchfuihrung des Reportergen-Assay

Fur die Untersuchung wurden Reportergenkonstruk@&5aug zusammen mit 0,25 pg
eines CMV-gesteuertgirGalaktosidase-Plasmids, das den 117 bp langemnalenEpo-
Promotor enthielt (pGL2p117), mit 1,25 pg eines fegpionsvektor fur Wtl(-KTS),
Wt1(+KTS) oder dem Leervektor (pCB6transfiziert. Zum Zeitpunkt der Transfektion
betrug die Konfluenz der U-2 OS-Zellen ca. 60% @hném Platten. Die Transfektion der
Zellen erfolgte mit der FuGENE ®6 Transfektionsreagenz im Verhéltnis
10:1 (FUGENE ®8:DNA). AnschlieBend wurden die Zellen unter Norneoxi
(20% Q/ 5% CQ) oder Hypoxie (1% & 5% CQ) inkubiert. Nach 16 Stunden
wurden die Zellen lysiert und die Luziferase-Akt#ti mittelsbeetle luciferinals Substrat
im Luminometer gemessen. Die Stimulation durch deervektor wurde gleich 1 gesetzt.
Die p-Galaktosidase wurde durch daBual-Luciferase Reporter Assay System
entsprechend den Angaben des Herstellers bestikontrollexperimente wurden mit dem
leeren pCB6 Expressions- sowie mit dem pGL2 Basis-Reportertdteklurchgefiihrt.
Insgesamt erfogten funf unabhangige Versuche fig pedingung. Die Versuche wurden
von Frau Dr. Kirschner unter meiner Beihilfe durefidirt. Die statistische Analyse

erfolgte mittels Bonferroni Test, wobei P < 0,08 siiatistisch signifikant gewertet wurde.
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4.4 RT-PCR

4.4.1 Aufreinigung von RNA aus Mausgeweben

Die Ribonukleinsaure (RNA) wurde mit Hilfe eines RMExtraktions-Kit aus den
Gewebeproben der Maus nach dem Protokoll des Herstasoliert. Die schock-
gefrorenen Embryonen wurden nach Zugabe von 4QG/gd-Puffer auf Eis mittels eines
zuvor in flissigen Stickstoff getauchten Pistillenfogenisiert. Die Konzentration der
isolierten RNA wurde mit einem PhotospektrometercduMessung der optischen Dichte
(OD) bei 260 nm, wobei die Gk = 1,0 einer Konzentration von 40 pg/ml entsprach,
bestimmt. Die RNA wurde bis zur Verwendung fur deverse Transkription (RT) bei

-80° C gelagert.

4.4.2 Aufreinigung von RNA aus HEK 293 Zellen

Die RNA wurde aus einer < 80% konfluenten Zellkiflasche mit einer Bodenflache von
75 cnf isoliert. Nach zweimaligem Waschen mit je 2 mlitéml 1x PBS wurden zum
Ernten der Zellen 2 ml frisches 1x PBS zugeset#, Z&llen vom Boden der Kultur-
flaschen mittelsell scraperabgeschabt und in ein 10 ml Falcon Rohrchen Ubdrfllach
Zentrifugation Uber 1 Minute bei 20.800 x der ekt Zentrifugalkraft (g) und 4° C
wurde das Pellet in je 400 ul Lyse Puffer und Ethauf Eis geldst und die RNA mit dem
Isolations-Kit gemalR der Herstellerempfehlung aafgeitet.
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4.4.3 Durchflihrung der RT-PCR

Zur Generierung dercomplementaryDNA (cDNA) wurden je 2 pg RNA mit
1 pl Oligo (dT) Primer und 1 pl 10 mM dNTPs ad 1DRNase und DNase freies
destilliertes Wasser (di@) fur 15 Minuten bei 65° C im Thermomixer denaturi Nach
Zugabe von 4 ul 5x First-Strand Buffer, 2 pl 1 M OQTL pul 40 U/ulRNasin sowie
0,5 pl 200 U/WIMMLV-Reverse Transkriptaseurden die Proben fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fur wei®® Minuten im Thermomixer bei
42° C revers transkribiert. Als Kontrollen wurdeneeWasserprobe mit Enzym sowie eine
RNA-Probe ohne Enzym mitgefiuihrt. Die synthetisiedBNA wurde bei -20° C
aufbewabhrt.

Fur die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurden jel TDNA mit 2,5 ul 10x Puffer,
0,75 ul 50 mM MgdCJ, 0,5 pl 10 mM dNTPs und 0,2 pl 5UThg DNA Polymerasad
25 pl dHO inkubiert. Die initiale Denaturierung erfolgter fiwei Minuten bei 94° C, die
Denaturierung der DNA Uber 30 Sekunden bei 94°&S,Ahnealing der Wtl und GAPDH
Primer fur 90 Sekunden bei 60° C und fir Epo bé&i 64 Die Primer-Extension erfolgte
Uber 30 Sekunden bei 72° C. Insgesamt wurden jgyR{en fur die GAPDH-PCR sowie
je 32 Zyklen fur die Epo- und Wt1-PCR durchgefilach Zugabe von 10% 1@wcleic
acid loading bufferzu den PCR-Produkten wurden diese auf einem 1%-igehidium-

Bromid-haltigem Agarose-Gel aufgetragen und unieawiolettem Licht visualisiert.

Einprozentige (w/v) Agarose-Gele wurden durch As#id von 1g Agarose in 100 ml
1x TAE hergestellt. Nach Abkuhlen der Agaroselésuagf 50° C wurden

5 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugegeben. Alsrktx wurde der 1 Kilobasen (kb)
plus DNA Marker verwendet. Die Elektrophorese wulbde 10 V/cm durchgefiihrt. Die
Visualisierung der PCR-Produkte wurde mit der Rmthr GelCam EPH-6 unter
Verwendung eines s/w Polaroidfilms 667 dokumentiert
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Primersequenzen fir PCR Analysen

m Epo F: 5 CAT CTG CGACAG TCGAGTTCT G 3
R: 5" TGC ACA ACC CAT CGT GAC AT &
Lange des Amplikons: 298 bp
m GAPDH F: 5'ACGACCCCTTCATTGACCTCAZ
R: S'TTT GGC TCC ACCCT TCAAGTG 3
Lange des Amplikons: 251 bp
h Epo (1) F: 5'AAT GTC CTG CCT GGC TGT GG 3
R: 5'CAG CAG GCC GTAGAAGTC TGG 3
Lange des Amplikons: 260 bp
h Epo (2) F: 5" TAG AAT GTC CTG CCT GGC TGT 3
R: 5 CCT CCATCC TCT TCC AGG CAT 3
Lange des Amplikons: 494 bp
h wtl F: 5'ATC AGA TGA ACC TAG GAG 3
R: 5'CTG GGT ATG CAC ACATGA 3
Lange des Amplikons: 269 bp
h GAPDH F: 5'AAG GTC ATC CAT GACAACTT 3'
R: 5'TTC AGC TCA GGG ATGACCTT 3
Lange des Amplikons: 191 bp
h p-Aktin F: 5'TTC TAC AAT GAG CTG CGT GTG 3'
R: 5'CGT CACACTTCATGATGG AGT 3
Lange des Amplikons: 591 bp

Tabelle 3: Primersets fir PCR-Analysen. F = Vorwartsprimer, R = Ruckwartsprimer, m = murin,

h = human.
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4.4.4 Durchfuhrung der Real-time PCR

Fur die Quantifizierung der RNA wurde eine TagMareal-time PCR unter Verwendung
der kommerziell erhéaltlichen Primer und dem TagfM&amiversal PCR Master Mix nach

dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt (20us#ta, Denaturierung auf 20 Sekunden

erhoht). Die RNA-Mengen wurden anhand von Staneé#itdn unter Verwendung der

iICycler 1Q Software errechnet und im Verhéltnis zgemessenen Menge an
S-Aktin mRNA angegeben.

Primer Sequenzen fiir TagMarf’ Real-time PCR Analysen

m Epo F:
R:
m S-Aktin F:
R:

5'CAT CTG CGACAG TCGAGTTCT G 3

5'TGC ACA ACC CAT CGT GAC AT 3

5'AAC TGC AGAGGACTCCTATGT GGG TGA CG &
5' CGG GAT CCG ATG GCT ACG TACATG GCT GG 3

Tabelle 4: Primersets fiir die TagMar® Real-time PCR.F = Vorwartsprimer, R = Rickwartsprimer,

m = murin.
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4.5 Western Blot
4.5.1 Aufreinigung von Gesamtzellprotein aus HEK 293 Ze#n

Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums wurden dlee aus Zellkulturflaschen mit
einer Bodenflache von 75 érbei einer Konfluenz < 80% zweimal mit 2 ml kaltem
1x PBS gewaschen. Nach nochmaliger Zugabe von #ischem 1x PBS wurden die
Zellen vom Boden abgeschabt und in ein 2 ml Fal&hrchen Uberfuhrt. Nach
Zentrifugation Gber 1 Minute bei 20.800 x g undGfvurde der Uberstand verworfen, das
Pellet in 60 pl RIPA Puffer resuspendiert und tBerMinuten auf Eis inkubiert. Um
Zelldebris zu pelletieren, wurde das Zelllysat &tie€end fur weitere 10 Minuten bei
20.800 x g und 4° C zentrifugiert. Der Uberstanddeuin ein neues 1,5 ml Eppendorf-
gefald Gberfuhrt und die Konzentration der Protem@&hotospektrometer mit der Methode

nach Bradford bestimmt. Die Gesamtprotein-Extrakieden bei -20° C gelagert.

4.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Messung der Proteinkonzentrationen erfolgtehnBcadford. Zur Erstellung einer
Standardkurve wurden abfallende Konzentrationen ovinem Serumalbumin (BSA)
(10, 5, 2,5 und 1 pg/ml) verwendet. Fir die Praoteiasung wurden jeweils 800 pl
Proteinlésung der einzelnen Standardreihen mit j20@roteinassay-Reagenz vermengt.
Fur den Leerwert wurden 800 pb®l und zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der
Proben 5 pl Proteinextrakt in 795 pb® (1:160) verdinnt und mit jeweils 200 pl

Proteinassay-Reagenz inkubiert. Alle Proben wumfeRhotospektrometer quantifiziert.
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4.5.3 Durchfiihrung Western Blot

20 ug Gesamtzellprotein wurden mit der aquivalemiamge Laemmli Puffer vermengt
und Uber funf Minuten bei 95° C denaturiert. Nacinzler Zentrifugation wurden die Pro-
ben auf ein Novex Tris-Glycine 4-20% Western Re@dy-aufgetragen. Als Marker fur
das Molekulargewicht der Proteine wurde Begcision Plus Protein Dual Color Standard
verwendet. Die Proben wurden 90 Minuten lang ulEmwendung eines Laufpuffers bei
0,04 Ampere in der Mini-Protean Zellkammer aufgette Anschliel3end wurden die Pro-
teine auf eine Nitrocellulose-Membran mit einer éhgréRe von 0,45 pg in der Mini-
Trans-Blot Zellkammer bei 30 Volt und 4° C Uber Bihuten unter Verwendung eines
Transferpuffers Ubertragen. Dabei wurden Gel urtdobellulosemembran in einer Sand-

wich-Technik beidseitig in Mini Trans-Blot Filterpeer und Saugschwamme eingebettet.

Im né&chsten Schritt wurden die transferierten Fmetemit Fast Greenvisualisiert und
unter Weil3lichtbeleuchtung mit einer Polaroid GeillaPH-6 und einem s/w Polaroidfilm
667 fotografiert. Danach wurde die Membran dreinmlTBS/0,1% Tween (TBS/T)
gewaschen und fur eine Stunde mit 5%-iger (w/v)ckemmilchlésung in TBS/T geblockt
und anschlieend in TBS/T gewaschen (2x abspubem dx 15 Minuten, 2x 10 Minuten
waschen). Nach dem Waschen wurde die Membran mit giemaren Antikdrper tber
Nacht bei 4° C inkubiert und anschliel3end, wie obeschrieben, gewaschen. Im néachsten
Schritt erfolgte die Inkubation mit dem sekundéferikorper fur 1 Stunde bei Raumtem-
peratur mit anschlieRendem Waschen. Im letztenitbehurde der Blot mit je 750 JECL
Detection Reagenkenetzt und die Proteine nach funf Minuten aueeirBio Max MS

Rontgenfilm visualisiert.

Priméare Antikdrper Sekundére Antikorper

Epo (N-19); 1:1000 Kaninchen gegen Ziege 1gG; 1250
Wil (C19); 1:500 Ziege gegen Kaninchen IgG; 1:5000
a-Tubulin (B7); 1:500 Ziege gegen Maus IgG; 1:2000

Tabelle 5: Verwendete Antikbrperkombinationen fur Western-Blot Analyse.
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4.6 Immunhistochemie
4.6.1 Aufarbeitung der Gewebeproben

Die frisch entnommenen Leberproben der adulteneRatirden tUber Nacht bei 4° C in
3% Paraformaldehyd fixiert, dann fur 1 Minute inslaltem 2-Methyl-Butan und
anschlie3end tber 2 Minuten in flissigem Stickssafiockgefroren. Frisch entnommene
Mausembryonen wurden sofort in flussigem Stickssoffockgefroren. Die Gewebeproben
wurden inKillik Frozen Section Mediureingebettet, im Kryostaten auf eine Schichtdicke

von 8 pm geschnitten und a®ifiper Frost plus Objekttrager transferiert.

4.6.2 Durchfuhrung der Immunhistochemie

Vor der Farbung wurden die Gewebeschnitte fur j®iButen mit einer 3:2 Aceton-
Methanol-Losung und anschlieRend in einer 8:1 Meth#&l,O,-Losung fixiert. Zwischen
den einzelnen Schritten wurden die Gewebeschmitkaliem 1x PBS gewaschen. Danach
wurden die Gewebeschnitte bei Raumtemperatur Uiner &unde mit 10% Eselserum,
5% Rattenserum, 3% BSA und 1%. Triton in 1x PBSimeefeuchten Kammer geblockt
und permeabilisiert. Die auf dem Objekttrager vieti#ne Flissigkeit wurde vorsichtig
Uber die Seite des Objekttragers abgetropft. Imhstén Schritt wurde der jeweilige
primare Antikorper Epo (N19) oder Wtl (C19) im Véltnis 1:100 in 5% Eselserum,
3% BSA, 3%o Triton in 1x PBS geldst, auf die Gewelbedtte aufgetragen und Gber Nacht
bei 4° C mit der Losung inkubiert.

Nach drei Waschschritten tber je 15 Minuten in BSRvurden die Gewebeschnitte mit
dem sekundéren Cy2 oder Cy3 gelabelten AntikdrpeiVerhaltnis 1:150 in 3% BSA,
1% in 1x PBS fur 75 Minuten bei Raumtemperatur lika. AnschlieBend folgten
3 Waschschritte Gber je 10 Minuten in 1x PBS. Dié den Objekttragern verbliebene
Flissigkeit wurde wieder vorsichtig Uber die Seiés Objekttragers abgetropft. Im letzten
Schritt wurden die Objekttrager mit einem TropfemdettmediumVector VIP 4.600
Mounting Medium mit DAPbetraufelt und mit einem Deckglas abgedeckt. Doatkollen
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wurden in gleicher Weise behandelt, allerdings ofmeubation mit dem priméren
Antikorper. Die Gewebeschnitte wurden mit dem Fhsaenzmikroskop Axioplan2 unter
Verwendung der Metamorph Software ausgewertet.gfatien wurden mit der Digital-
kamera Spot RT angefertigt.

4.7 Tierversuche und Labor

Die Embryonen der terminiert verpaarten Mause dgss T57/BL6 wurden in Uberein-
stimmung mit dem europdischen und deutschen Geseiz Gebrauch von Labortieren
entnommen. Eine genehmigte Toétungsanzeige lag hamdesamt Fur Gesundheit und
Soziales G0435/98). Der Morgen, an dem beim Mudtedin vaginaler Schleimpfropf
festgestellt wurde, wurde als Gestationstag E @Bniért. Die Totung der trachtigen
Mause wurde in Ether-Narkose durch zervikale Ti@aion durchgefthrt.

Nach Totung der tréachtigen Mause wurde die Baudtelewmit 70%-igem Ethanol
desinfiziert und das Abdomen mit einer Adson Pitezeind einer Schere eroffnet. Der
Uterus wurden toto entnommen und in eine Petrischale mit eiskalterRR$ transferiert.
AnschlielRend wurden die Embryonen einzeln entnomrhkrier dem Stereomikroskop
wurde das korrekte Gestationsalter anhand morplsalogr Kriterien bestétigt
(M. H. Kaufmann,The Atlas of Mouse Developmentlach Abtrennung einer Gliedmal3e
zur Isolierung der genomischen DNA fir die Gendadigrung wurde der restliche Embryo
in ein 1,5 ml Gefrierréhrchen tberflhrt und in 8igem Stickstoff schockgefroren. Die
adulten Rattengewebe stammen aus Experimenteneanflidreitsgruppen am Johannes-

Muller-Institut flr Physiologie der Charité- Uniaidtsmedizin, Berlin.
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5  Ergebnisse

5.1 Bindung von rekombinantem Wt1 an den humanerkEpo-Promotor

Eine Bindung von Wtl an den humartepo-Promotor wurde mittels Mobilitatsshiftassay
(EMSA) untersucht. Dafiir wurden drei verschiedeneosphot* markierte DNA-
Fragmente der drei potentiellen Bindungsstellen mkombinantem GST-Wtl-Protein

(WLL(+KTS) versus Wt1(-KTS)) [92] inkubiert.
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Abbildung 9: EMSA zum Nachweis der Bindung von rekenbinantem Wt1-Protein an unterschiedliche
DNA-Fragmente desEpo-Promotors. Nach Bindung von Wtl entstanden Shifts (<) duréliug von
Komplexen mit geringerer Mobilitat. Zugabe von 5vbA00-fachen Uberschuss eines Oligonukleotides mit
bekannter Wt1(-KTS) Bindungsstelle aus dem VitamiRezeptor Promotor fuhrte zur Kompetition der
Bindung. Fir Detail-Analysen wurden Tripelmutatiar®utante A, B, C —s. Tbl. 1, S. 37 im Methoddite
eingefligt. Dabei erkennt man eine Abnahme der Skifn A Uber B nach C, welches die Relevanz der

Mutation C belegt. Die Auftrennung erfolgte in @im& %-igem nicht-denaturiertem Polyacrylamidgel.
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Der EMSA zeigt die Bindung von Wt1(-KTS) an den immalen Epo-Promotor. ImEpo
Promotor bindet die Wt1(-KTS)-Isoform, die als Ts&nptionsfaktor fungiert, nur an das
Oligonukleotid -66/-37 relativ zur Transkriptionadstelle, nicht jedoch an die beiden
anderen Oligonukleotide. Die Verwendung der Wt1(8XTsoform fiihrte dagegen nur zu
einer schwachen Bindung. Zugabe von 5-fachem b#-faichem Uberschluss eines
Oligonukleotides aus dernwitamin D-RezeptePromotor mit beschriebener Wt1(-KTS)
Bindungsaffinitat [92], fihrte zur Kompetition d&upershifts. Da sich in dem Oligo-
nukleotid -66/-37 zwei Uberlappende, potentiellendBingsstellen fur Wtl befinden,
wurden fur Detail-Analysen Tripelmutationen einggfi{Mutante A, B, C). Durch
Mutationen der Nukleotide in Position nt -60 bif -Sowie in Position nt -54 bis -52
konnte gezeigt werden, dass Wt1(-KTS) eine hohdfimifit an die mehr 3’ lokalisierte
Bindungsstelle besitzt. Dieser Versuch beweistsdaa Fragment von nt -60 bis -52

relativ zur Transkripitonsstartstelle im minimalEpo-Promotor Wt1(-KTS) bindet.
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5.2 Induktion der Epo-Promotor-Aktivitat durch Wt1(-KTS)

Die Induktion oder Suppression der Promoter-Akditvilurch einen Transkriptionsfaktor
kann mittels Reportergen-Assays Uberprift werden.die Frage nach der funktionellen
Bedeutung der Bindung von Wt1(-KTS) an depmo-Promotor zu beantworten, wurde die
Zelllinie U-2 OS mit einem Luziferasevektor, dernd&l7 bp langen, minimalen Epo-
Promotor enthielt (pGL2p117), mit einem Expressiahsor fur Wtl(-KTS), Wt1(+KTS)
oder dem Leervektor (pCBptransfiziert.

pl17-pCB6
p117-Wt1(+KTS) —

pl17-Mutante

Mut. p117-Wt1(-KTS) ‘

Mut. p117-Wt1(+KTS) —

0 5 10 15 20

normalisierte Luziferase-Aktivitat (x-fach)

Abbildung 10: Induktion des Epo-Promotors durch Wtl in U-2 OS Zellen.Die Transfektion der Zellen
erfolgte mit FUGENE ®Reagenz im Verhéltnis 10:1 (FUGENE:BNA). Kontrollen wurden mit dem
leeren pCB6+ Expressions- sowie dem pGL2 Basis-RepWektor transfiziert. Die Luziferase-Aktivitat
wurde mittelsbeetle luciferinals Substrat im Luminometer gemessen. Die Stinaulaturch den Leervektor
wurde gleich 1 gesetzt. * P < 0,05.

Der Assay zeigte, dass Wt1(—KTS) die Aktivitat dgs-Promotors um das ca. 20-fache
(+/- 3,3; p < 0,05) stimulierte, wahrend Wt1(+KT@)r zu einer 5,4-fachen (+/- 2,3; n.s.)
Stimulation fihrte. Die Mutation der Wtl-Bindungst im Epo-Promotor (Mut pl117)
resultierte in einer signifikanten Abschwachung lteluzierbarkeit durch Wt1(-KTS). Der
Reportergen-Assay weist die Aktivierung dgso-Promotors durch Wt1(-KTS) nach. Die
Mutation im Wtl-Motiv, fur dasin vitro die Bindung von Wt1(-KTS) nachgewiesen

wurde, bestétigt die funktionelle Relevanz des DElAments.
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5.3 Induktion von Epo durch Wt1(-KTS) in vitro

Nachdem die Induzierbarkeit d&po-Promotors durch die Wt1(-KTS) Isoform gezeigt
werden konnte, sollte geklart werden, ob Wt1(-Kd) Epo-Expressiom vitro reguliert.
Humane embryonale Nierenzellen (HEK 293), die néemeeise keinEpo exprimieren,
wurden dafiir mit dem pCBONt1(-KTS), dem pCB6 Wt1(+KTS) oder mit dem leeren
pCB6" Expressionsplasmid transient transfiziert.
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Abbildung 11: RT-PCR-Analyse der Epo mRNA-Expression in HEK 293 Zellen nach transienter
Transfektion mit Wt1(-KTS), Wt1(+KTS) und dem Leervektor (pCB6"). Erwartete ProduktgroRen:
Epo= 494 bp-Aktin = 591 bpWtl= 299 bp, M = Marker. Darstellung als Negativ-Agzu

In HEK 293 Zellen kam es nach Transfektion mit deranskriptionsfaktor Wt1(-KTS) zu
einer Induktion deEpo mRNA-Expression. Die Transfektion mit der Wt1(+KTISoform
hatte dagegen keinen Einfluss auf die Expression Eg mRNA. Der Nachweis
aquivalenter Mengelivtl mRNA bestatigt die Effektivitat der TransfektioerdHEK 293
Zellen. Die Amplifikation derg-Aktin mMRNA belegt, dass aquivalente Mengen mRNA

eingesetzt wurden.

50



Ergebnisse

Mittels Western Blot konnte in stabil mit Wt1(-KT®&pnsfizierten HEK 293 Zellen eine
deutliche Induktion der Wtl Protein-Expression rggshiesen werden. Fur den Nachweis
aquivalenter Proteinmengen in den beiden Ansatzardevo-Tubulin analysiert. Im

Western Blot konnten somit die Ergebnisse der RRP&uf Proteinebene bestatigt

werden.

e N

Abbildung 12: Die stabile Uberexpression von Wt1(-K'S) induziert die Epo-Expression in HEK 293
Zellen. Gesamtzellproteine wurden isoliert, aufgereinighd u mittels Gelelektrophorese in einem
4-20%-igem SDS-Gel aufgetrennt. Nach Inkubation spiézifischen Antikorpern wurden das Wtl-, Epo-

unda-Tubulin-Protein mittels HRE-Reaktion detektiert.
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5.4 Auswirkung von Hypoxie auf die durch Wtl induzierte Epo-

Expression

Nachdem die Induktion der Epo-Expression durch deamskriptionsfaktor Wt1(-KTS)
unter Normoxie nachgewiesen werden konnte, sotitdyaiert werden, ob dieser Effekt
unter Hypoxie modulierbar ist. Die Rationale zuseim Experiment ergab sich aus zwei
Uberlegungen. Zum einen wird di€t1-Expression in bestimmten Geweben wie Herz und
Nieren unter Hypoxie stimuliert [91], zum andere®nite nach Aktivierung des
Epo-Promotors durch Wtl eine Interaktion zwischen dgrPromotor und 3’-Enhancer

vermittelt werden, &hnlich wie dies fur den Tramsonsfaktor Spl postuliert wird [39].

600 bp

400 bp
200 bp

Epo Wil GAPDH

Abbildung 13: RT-PCR-Analyse der Expression von EppWt1l sowie GAPDH in HEK 293 Zellen nach
Wt1(-KTS) Uberexpression unter Normoxie (21% Q) versus Hypoxie (1% O,) iiber 6 Stunden.
Produktgrof3en: Epo = 260 bp, Wtl = 269 bp, GAPDH92 bp, M = Marker. Darstellung als Negativ-
Abzug.

Untransfizierte HEK 293 Zellen wurden neben staltll(-KTS) transfizierten HEK 293
Zellen Uber einen Zeitraum von 6 bzw. 24 Stundeterubormoxie (21% &) versus
Hypoxie (1% Q) kultiviert. Mittels RT-PCR-Analyse war die Indudth derEpo mRNA-
Expression durch Wt1(-KTS) sowohl unter Normoxig alich unter Hypoxie nachweisbar.
Unter Hypoxieversus Normoxie wurde eine gleich starke Induktion dgyo mRNA-
Expression festgestellt. Zum Nachweis aquivaleMengen eingesetzter mRNA wurde
die GAPDHmMRNA als Kontrolle amplifiziert.
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Der Western Blot bestatigte die Ergebnisse aufdirebene. Die Induktion der Epo-
Expression durch den Transkriptionsfaktor Wt1(-KTI$HEK 293 Zellen werden unter
hypoxischen Bedingungen nicht verstarkt.
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Abbildung 14: Western-Blot-Analyse der Wtl-induzieten Epo-Expression in HEK 293 Zellen nach
Transfektion mit dem pCB6" Wt1(-KTS)-Plasmid unter 6 bzw. 24-stiindiger Normoje versus Hypoxie.
Gesamtzellproteine wurden nach Isolierung und Anigeng mittels Gelelektrophorese in einem
4-20%-igem SDS-Gel aufgetrennt und nach Inkubativinspezifischen Antikdrpern gegen Epo, Wtl und
a-Tubulin mittels ECL-Reagenz detektiert.

Zusammengefasst zeigen die Experimente, dass WiES}Kn HEK 293 Zellen die
Expression derEpo mRNA und des Epo-Proteins unter Normoxie induziéshter
Hypoxie erfolgte keine Verstarkung dieses Effektes.
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5.5 Epo-Expression in Mausmutanten mit homozygotekVt1-Deletion
(wi1™)

Wahrend der Fetalzeit wird Epo Uberwiegend in debdr exprimiert [5]. Um die
Bedeutung von Wt1(-KTS) auf die endogene Epo-E>gio@sn vivo zu analysieren, wurde
Epo in der Leber embryonaler Mausmutanten (Tag 11,5 Efgwicklung) mit homo-
zygoterWtl-Defizienz Wt1") im Vergleich zu Wildtyp-EmbryonenNt1"") des gleichen

Muttertiers analysiert.

N N X v
O N N O N N
SN e S N\
200 bp —

GAPDH Epo

Abbildung 15: RT-PCR-Analyse der Epo mRNA-Expression in der Leber von embryonalen Maus-
mutanten (E 11,5) mit homozygoter Wtl-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp. ProduktgréRen:
Epo= 298 bp GAPDH= 251 bp, M = Marker. Darstellung als Negativ-Agzu

120
100
80 *
60 -

20

Epo/GAPDH mRNA [%]

Wit1+H+ Wit1-/-
n=4 n=4

Abbildung 16: Quantifizierung der Epo mMRNA-Expressionim Verhaltnis zuGAPDH mMRNA-Expression
in der Leber von embryonalen Mausmutanten (E 1fi)homozygotetWtl-Defizienz im Vergleich zum
Wildtyp mittels real-time PCR.

54



Ergebnisse

Die konventionelle PCR-Analyse zeigte Wit1-Defizienz eine deutliche Reduktion der
Epo mRNA-Expression in der fetalen Leber im Verglemim Wildtyp. Eine aquivalente
Menge an Gesamt-RNA wurde durch Amplifizierung \®@APDH belegt. Die signifikan-

ten Ergebnisse der quantifizierten Analyse sind @nem Saulendiagramm
aufgetragen. Damit bestatigt die Untersuchumgivo die Bedeutung von Wtl fir die

hepatisch&po mRNA-Expression wahrend der embryonalen Entwialldar Maus.
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5.6 Witl-Expression in Niere und Leber der adulten Ratte

Um diein vivo Relevanz von Wtl auf die Epo-Expression auch ibesan Organen zu
Uberprifen, sollte mittels Immunhistochemie eingghlictie Co-Lokalisation von Wtl und
Epo in Organen der fetalen und adulten Ratte odaudvbeschrieben werden. Hierfur
wurden zunéchst Einzelfarbungen fur die beidenditietdurchgefihrt. Die Nieren gelten
als das Organ, welches Wtl am starksten exprif&i8rto4].

Tubulussystem Glomerulus mit
fluoreszierenden
Glomerulus GeféaRgabel Podozyten Podozyten

Abbildung 17: Expression von Wtl in den Podozyten et Nierenglomeruli der adulten Ratte.
(A) Kontrollaufnahme (100-fache VergréRerung), (Rachweis von Wtl im Zellkern der Podozyten
(100-fache VergrofRerung), (C) DetailvergroRerumgeiGlomerulus (320-fache VergrolZerung).

Das Wtl-Protein wurde immunhistochemisch in denoRgtén der Nierenglomeruli der
adulten Ratte nachgewiesen, dargestellt durch die Fluoreszenz des zweiten
Antikorpers. Damit konnte das in der Literatur bessbene Expressionsprofil fur Wtl
bestétigt werden [58, 60]. In der adulten Leber das Wt1-Protein nur unter Verwendung
einer 0,3 %-igen Triton-Losung in den Zellkernem Hepatozyten nachweisbar, die um
die Vena centralis lokalisiert sind. Um die Wtl-Esgsionsraten zu erh6hen, wurden die
Ratten vor Organentnahme einer 24-stindigen Hyp@%eQ,) ausgesetzt.
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Sinusoide V. centralis Zellkerne
innerhalb eines nur DAPI
Hepatozyten Leberlappchens Zellkerne

Wil + DAPI

Abbildung 18: Expression von Wtl in der adulten Leler der Ratte nach 24-stiindiger Hypoxie
(8% 0O,). (A) Phasenkontrastaufnahme (200-facher Vergrofgru(B) Negativ-Kontrolle (200-fache
VergréRerung), (C) Co-Immunhistochemie fir Wtl Yraind Detektion der Zellkerne durch DAPI
(blau fluoreszierender DNA-Marker) (200-fache Veéfgerung). Es resultiert die Mischfarbe Rosa, wenn
beide Strukturen angefarbt sind. Nachweis von Witl Zellkern der um die Vena centralis gelegenen

Hepatozyten; in weiter peripher lokalisierten Zell@ann das Wt1-Protein nicht nachgewiesen werden.
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5.7 Epo-Expression in der Leber der adulten Ratte

Ferner wurden immunhistochemische Einzelfarbungén Epo etabliert. Die Epo-
produzierenden Hepatozyten und Ito-Zellen liegendienVenae centrales, in denen der
Sauerstoffgehalt nach Passage des Blutes durcViedia portae am geringsten ist. Um die
Epo-Expression zu erhdhen, wurden die Ratten vga@@ntnahme einer 24-stiindigen
Hypoxie (8% Q) ausgesetzt.

ARG R4 ,- LI FAG Y
B
V. centralis Zytoplasma Sinusoide
innerhalb eines

Hepatozyten Zellkerne Leberlappchens

Abbildung 19: Expression von Epo in der adulten Lebr der Ratte nach 24-stindiger Hypoxie
(8% 0,). (A) Ubersichtsaufnahme (40-fache VergréRerung), Bpin Zellen rund um die Venae centrales
detektierbar. (B) Negativ-Kontrolle (40-fache Vaiierung). (C) Nachweis von Epo (rot) im Zytoplastea
um die Vena centralis gelegenen Hepatozyten; itewgieripher lokalisierten Zellen kann das Epo-&irot
nicht nachgewiesen werden (200-fache VergréRerBg)Co-Immunhistochemie fir Epo und Farbung der
Zellkerne durch DAPI (blau) (200-fache VergréRemyndE) Phasenkontrastaufnahme (200-fache
VergréRerung).

Immunhistochemisch kann das Epo-Protein in den téegten, die rund um die Vena
centralis lokalisiert sind, angefarbt werden. Mélgérweise ist die Epo-Expression in
weiter peripher gelegenen Hepatozyten zu geringmuttels Immunhistochemie erfasst zu

werden.
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5.8 Witl- und Epo-Expression im Tractus olfactorius dersich

entwickelnden Maus

In weiteren immunhistochemischen UntersuchungendemurMausembryonen (E 13,5)
bezuglich ihrer Wtl- und Epo-Expression analysiekufgrund der zellprotektiven
Eigenschaften von Epo galt dabei dem ZNS ein besesdnteresse [22, 95, 96].

Auge Zellkerne Nasenhohle

Riechapparat Riechepithel

Abbildung 20: Expression von Epo und Wtl im Riechhin der embryonalen Maus. (A) Negativ-
Kontrolle fiir Wtl (40-fache VergroRerung). (B) Usiehtsaufnahme der Cy3-gelabelten Wtl1-Detektion
(40-fache VergroRerung). (C) Detailaufnahme fir \WitRot; die Zellkerne sind mittels DAPI Kernfarkgn
in Blau dargestellt (360-fache Vergroerung). (Dgghitiv-Kontrolle fir Epo (40-fache Vergré3erung),
(E) Ubersichtsaufnahme der Cy3-gelabelten Epo-Fiyt{d0-fache VergréRerung). F) Detailaufnahme fiir
Epo in Rot; die Zellkerne sind mittels DAPI Kerriféing in Blau dargestellt (360-fache Vergrol3erung).
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5.9 Immunhistologische Doppelfarbung von Epo und Wtl imAuge

der sich entwickelnden Maus

Die nachfolgende Untersuchung konzentrierte siclh @ugane, die Epo und Witl
exprimieren, in denen Epo aber eher eine autokoder parakrine Funktion besitzt.
W1t1- und Epo-Protein konnten im embryonalen AugeMaus detektiert werden.

Doppelfarbung witl Epo

Abbildung 21: Immunhistologische Doppelféarbung firEpo und Wt1 im Auge der fetalen Maus (E 12).
(A) Ubersichtsaufnahme (40-fache VergroRerung). (BB-gelabelte Kontrolle fiir Wtl (Rot; 40-fache
VergréRerung). (C) Cy2-gelabelte Kontrolle fir EGrin; 40-fache VergréRerung). (D) 200-fache
VergroRerung des in A markierten Bereichs. Dabésteht durch Uberlagerung der Bilder E und F die
Mischfarbe Gelb, wenn beide Fluoreszenzen im Pedpgebunden sind. (E) Einzelaufnahme der Cy3-
markierten Wtl-Detektion. (F) Einzelaufnahme der2@yarkierten Epo-Detektion. Die Zellkerne sind
mittels DAPI in Blau dargestellt. (G), (H) + (l) kossierung auf das Pigmentepithels der Retina {86i0e
VergréRerung). 1 = Nervus opticus, 2 = PigmentehitB = duRere Kdrnerschicht, 4 = Ganglienschicht,

5 = innere Kdrnerschicht, 6 = Linse, 7 = periocoedGewebe, 8 = Membrana limitans externa.
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6 Diskussion

Die Expression des humandbBpo-Gens wird hauptsachlich durcbis-Elemente im
3’-Enhancer sowie im 5’-Promotor reguliert [6, 8). der vorgelegten Arbeit konnte der
Transkriptionsfaktor Wt1(-KTS) als Regulator dgyo-Expression identifiziert werden. Im
EpoPromotor bindet die Wt1(-KTS) Isoform an das Kormes-Motiv in Position
nt -63 bis -52 relativ zur Transkriptionsstartstels. Abb. 9 auf S. 47). Diese GC-reiche
Sequenz ist im Genom stark konserviert (NCBI: M1A.8hd M26652) [97].

In Reportergen-Assays in U-2 OS Zellen fuhrte dad(WTS)-Expressionsplasmid zu
einer Induktion deEpo-Promotoraktivitat (s. Abb. 10 auf S. 49). Bei Vemnwdung des
Wt1(+KTS)-Expressionsplasmids konnte dagegen kearénderte Reportergen-Aktivitéat
beobachtet werden. Wt1(+KTS) besitzt durch Insertder drei Aminosauren Lysin (K),
Threonin (T) und Serin (S) im Vergleich zu Wt1(-KT&var eine reduzierte, jedoch nicht
vollstédndig aufgehobene DNA-Bindungsaffinitat [98jine durch Wt1(+KTS) induzierte
geringe EpoPromoteraktivitat ist deshalb vermutlich durch eeirtranskriptionelle
Restaktivitat zu erklaren. Die funktionelle Bedenguder Wt1(+KTS) Isoform ist bislang
nur teilweise verstanden. Aufgrund der Co-Lokaiwatmit Elementen der pra-mRNA
Maschinerie werden Wt1(+KTS) Aufgaben in der RNARessierung und im Splicing
zugeschrieben [74, 99].

Zur Uberprufung der funktionellen Relevanz wurdes dpeiche Expressionsplasmid in
HEK 293 Zellen transfiziert. Unter Normoxie konnie HEK 293 Zellen, die
normalerweise keirEpo synthetisieren, nach stabiler Transfektion mit daftl(-KTS)
Expressionsplasmid eine Induktion der Epo mRNA Bnotein-Expression nachgewiesen
werden (s. Abb. 11 und 12 auf S. 50 f). Nach Trektshn des WIL(+KTS)

Expressionsplasmids wurde dies dagegen nicht batdiac

Ferner war es das Ziel zu analysieren, inwieferm &éfekt von Wtl auf die
Epo-Expression unter Hypoxie moduliert wird. DiegB&ndung fur dieses Experiment
ergab sich aus dem Vorbefund, dass néfgmauchWtl gewebespezifisch unter Hypoxie
durch HIF-Zu stimuliert wird [91].
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HIF ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, teéend aus einer basischen helix-loop-
helix a- und B-Untereinheit [100], letztere auch bekannt als AR[ifyl hydrocarbon
receptor nuclear locatgr Urspriinglich wurde HIF als Schlisselregulator kgpoxisch
vermittelten Epo-Expression identifiziert [8]. Wahd ARNT konstitutiv exprimiert wird,
erfolgt der Abbau den-Untereinheit in Abhéangigkeit vom pQdurch das Ubiquitin-
Proteasom System. Zusatzlich fuhrt ein hoher, @@ einer Aktivierung desattor
inhibiting HIF (FIH)-1, welches seinerseits alle-Untereinheiten inaktiviert [101].
Insgesamt ist die sauerstoffabhanige Regulation edezelnen Untereinheiten bislang
unklar. Wahrend HIF-d vornehmlich fur die hypoxisch&poInduktion in der Leber

verantworlich ist, reguliert HIF2die Epo-Expression in der Niere [102].

In stabil mit Wt1(-KTS) transfizierten HEK 293 Zeifl konnte die Induktion ddEpo
MRNA-Expression unter Normoxie gezeigt werden. Wtl-Promotor konnte ein
Hypoxie-empfindliches Element identifiziert werderwelches fir die Hypoxie-
induzierbare Aktivierung deswtl-Gens verantwortlich ist. Eine Verstarkung der
Epo-Synthese durch Wt1(-KTS) unter Hypoxie blieb jduaus. In nativen HEK 293
Zellen ohne Wtl-Uberexpression filhrte Hypoxie eaésmfzu keiner Induktion der
Epo-Genexpression (s. Abb. 13 und 14 auf S. 52 f). Dranskriptionsfaktor Wt1(-KTS)
aktiviert dieEpo-Expression in HEK 293 Zellen folglich sauerstoffalbhangig.

Warum Hypoxie weder zu einer Verstarkung Beo-Expression in stabil mit Wt1(-KTS)
transfizierten Zellen noch zu einer Induktion intiven HEK 293 Zellen fuhrte, bleibt
unklar. Die Bindungsstelle fur Wtl befindet sicménhalb des minimalen 5’-Promoters,
wahrend die hypoxische Induktion d€fpo-Gens vorrangig durch den 3’-Enhancer
vermittelt wird. Moéglicherweise bewirkt Wt1(-KTS)re Interaktion zwischen Promotor
und Enhancer, so dass die HIF-induzierte Stimulasekundar mit der Aktivierung des
Promotors einhergeht. Ein solches Phanomen wurdeddii Transkriptionsfaktor Spl
bereits postuliert [39]. Dabei vermittelt Spl dur&indung an den Promotor eine
Konformationsanderung der DNAofOping), wodurch weit voneinander entfernt liegende
DNA-Fragmente miteinander physikalisch interagidt@nnen [47].
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Die Bindungsstelle fur Wt1(-KTS) im minimaleikpo-Promotor Uberlappt mit den
Bindungsstellen fir Spl in Position nt -57 bis -4bwie fiur HAF in Position
nt -61 bis -45. Beide Transkriptionsfaktoren indwen in Hep3B-Zellen derkpo
Promotor unter Hypoxie und sind fur die optimalértdation der Hypoxie-induzierten
Epo mRNA-Expression relevant [39, 41]. Unter Normoisé dagegen die Bindung von
Spl an derEpo-Promotor nur schwach ausgepragt [39, 41]. Weikediide Versuche in
unserer Arbeitsgruppe zeigen mittels EMSA, dassteagende Konzentrationen von
rekombinantem Spl-Protein zu einer verstarkten igdvon Wt1(-KTS)-Protein an den
minimalenEpo-Promotor fihren undice versaDie Co-Transfektion von Wt1(+KTS) und
Spl bewirkte allerdings keine Verstarkung der duwhl induziertenEpo-Promotor
Aktivitat [103]. Folglich scheint der Transkriptisfaktor Wt1(-KTS) lediglich dabending
von Spl an de&po-Promotor zu stabilisieren, gleiches kdnnte im Umkehluss fir Spl
gelten. Die gewebeabhéngigen Unterschiede der KpoeEsion unter Hypoxie [26, 28]
konnten also in Abhangigkeit von der Verfugbarkemn Wt1(-KTS) durch eine
unterschiedliche Bindung von Spl an depo-Promotor bedingt sein. Fir den Bpo

Enhancer ist eibendingder DNA bereits beschrieben [6].

Ein weiterer Faktor einer Promotor-Enhancer-Inteoakkonnte Smad-3 sein. Smad-3 ist
ein Transkriptionsfaktor, der als Schlisselregulatmerhalb des Zytokin-gesteuerten
transforming growth factof- (TGF{) Signalweges fungiert. Innerhalb dépo-Enhancer
bindet Smad-3 in unmittelbarer Nahe zur HNF-4 Bimghkstelle [39]. Versuche an Schnei-
derzellen, die transient mit Epo sowie Spl, HéFethd Smad-3 transfiziert wurden, zeig-
ten nach Co-Transfektion mit Spl, HIF und Smad-3semdlich hohere Epo
Expressionsraten im Vergleich zu Einzeltransfektiaib Smad-3 [39]. Gleichzeitig fuhrte
die alleinige Transfektion dieser Zellen mit SpHU#NF-4 zu keiner Stimulation dé&po-
Expression. Erst nach zusatzlicher TransfektionSmiad-3 war das Reportergen aktiviert.
Moglicherweise vermittelt Smad-3 unter Hypoxie eingeraktion zwischelpo-Promotor
und Enhancer durch Bindung an Spl. Auch dies kogeteebespezifische Unterschiede
der Epo-Expression unter Hypoxie erklaren [26, 28]. Ings@nterweise versterben Maus-
mutanten mit homozygoter Smad-3 Deletion um den Edf,5 aufgrund einer Anédmie

und
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Leberhypoplasie [104]. Mause mit homozygdEgro-Deletion Epo’) oderWtl-Deletion
(Wt1") versterben in demselben Entwicklungsstadium (5 b E 13,5) [8, 58].

Aus Vorarbeiten anderer Arbeitsgruppen war bekatags Wt1l wahrend der embryonalen
Entwicklung in Geweben exprimiert wird, in denenntiopoiese erfolgt [83-85]. Um die
Relevanz von Wt1(-KTS) fur die endogeBpo-Expressionn vivo zu analysieren, wurde
die EpoExpression in der Leber embryonaler Mausmutanteit homozygoter
Wtl1-Defizienz (WtI") im Vergleich zu Wildtyp Embryonen (W) des gleichen Wurfs
bestimmt. Dabei zeigte sich eine signifikant vemeirie hepatischeEpo mRNA-
Expression bei homozygot&vtl-Defizienz (s. Abb. 15 und 16 auf S. 54). Einigéréa
zuvor konnte der Transkriptionsfakt@ATA-4 der in fetalen, jedoch nicht in adulten
Hepatozyten exprimiert wird, als erster gewebedisehier Aktivator der hepatischen
Epo-Synthese identifiziert werden [40]. Dabei bind@ATA4 &ahnlich dem Wtl als
Zinkfingerprotein an die DNA und moduliert die Erpsion der mMRNAGATA-4 6ffnet
sehr potent das Chromatin und ermdglicht so diavigtting der Transkription deSpo
Gens. WahrendATA-4 die EpoExpression stimuliert, supprimierdBATA-2und -3 in
vitro undin vivo dasEpo-Gen uber eine Bindungsstelle im minimatEoo-Promotor [42].
Die signifikant vermindert&epo-mRNA Expression in der Leber der Mausmutanten mit
homozygoter Wt1(-KTS)-Defizienz belegt, dass WtI[S§ neberGATA-4die hepatische

Epo-Expressionn vivoreguliert.

Wahrend der Fetalzeit wirHpo zu Uber 90 Prozent in der Leber produziert [5]. dey
30. Schwangerschaftswoche beginnt der genetischrndigtierte [11] Ubergang der
Epo-Synthese von der fetalen Leber zur adulten eNietnter chronischem
Sauerstoffmangel ist es dem menschlichen Organigedech moglich, die hepatische
Epo-Synthese ausreichend zu reaktivieren. Mitmaisinhistochemie konnte Epo-Protein
im Zytoplasma periportal gelegener Hepatozyten kigpoxie-exponierten, adulten Ratten
(8% O Uber acht Stunden) nachgewiesen werden (s. Abbauf9S. 58). Dieses
Expressionsmuster Epo-produzierender Zellen zeigss Epo v.a. in den Hepatozyten
exprimiert wird, die im Vergleich zum restlichenytgerfundiertem Leberparenchym rela-
tiv schlecht oxygeniert sind. Wt1-Protein konntemiomhistochemisch im Zellkern Epo-

exprimierender Hepatozyten nachgewiesen werdekb(s. 18 auf S. 57).
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In der adulten Niere scheint Wtl dagegen nichtEpe-Expression zu regulieren. Wtl
fehlt in peritubuléren, interstitiellen Fibroblastalie mittelsn situ Hybridisierung [6, 105]
bzw. in transgenen (BAC-Epo)-Mausmutanten [42] &po-produzierende Zellen
identifiziert wurden. Vielmehr ist in der adultenieke die Wtl-Expression auf die
Podozyten der Glomeruli begrenzt [59, 60]. WahrdaedNierenentwicklung wird Wtl im
mesodermalen Mesenchym exprimiert, welches im wait&'erlauf mit der Ureterknospe
verschmilzt. Die so auf die Ureterknospe uUbertragemachstumsfaktoren aus dem
Mesenchym induzieren die Proliferation epitheliakkwndensate um die Ureterknospe
herum und differenzieren letztendlich zum Tubulgssyn einschliel3lich der primaren
Nephrone [94]. Obwohl beide Wtl-Isoformen Einfla# die friilhe Nierenentwicklung
haben, scheint Wt1(-KTS) fur die Entwicklung derdBpyten vorrangig relevant zu sein
[106]. Das fur Wtl beschriebene Expressionsprofiden Podozyten der Glomeruli der
adulten Rattenniere konnte in eigenen immunhistocdehen Farbungen bestatigt werden
(s. Abb. 17 auf S. 56) [60]. Die Ergebnisse erlaube Schlussfolgerung, dass Wtl nur

fur die Epo-Expression in der Leber eine Rolle spielt.

Der Einfluss von Wtl auf die Hamatopoiese wird gd&ontrovers diskutiert. So konnte
einerseits gezeigt werden, dass murine, fetale rzeben mit Wtl-Defizienz @Wt1")
weniger CFU-E, CFU-GM und CFU-GEMM produzieren als native Wildtypzellen [87].
Andererseits konneiWtl-defiziente Maus-Leberzellen nach Transplantation\ildtyp
Empfangertiere, deren Knochenmark eine letale Beking erhalten hatte, ein normal
funktionierendes hamatopoietisches System aufbaj8&). Denkbar ist, dass die
hamatopoietischen Defekte bei Mausen Wit-Defizienz durch Fehlregulation eines oder
mehrerer hdmatopoietischer Signalwege zustande keomEine alternative Hypothese ist,
dass Wtl tber Regulation depo-Rezeptors die oben beschriebenen Effekte vermittel
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Neben seiner Rolle in der HamatopoieseEpb fur die normale Entwicklung weiterer
Organe einschlief3lich des Herzens und des ZNSdenficch [107]. Aufgrund seiner zell-
protektiven Eigenschaften ist die gewebespezifis&tegulation desEpoGens von
besonderem klinischem Interesse [22, 95, 96]. Wtlnicht nur fir die urogenitale
Entwicklung, sondern auch fiir die Reifung des ZN# Bedeutung. So zeigen Wtl
Mause eine ausbleibende Entwicklung retinaler Gangkllen [63] und eine gestoérte
Ausbildung des Riechepithels [108]. Deshalb wurden Expressionsraten von Epo und
Wtl wéahrend der embryonalen Entwicklung der Maus verschiedenen Organen
untersucht. Im Riechepithel konnten Epo und Wtltétnoam Entwicklungstag E 12,5
mittels Immunhistochemie erstmals co-lokalisiertradem (s. Abb. 20 auf S. 59). Dabei
waren sowohl Epo- und Wtl-Protein auf das gesanue entwickelnde Riechepithel
verteilt. Im embryonalen Auge der Maus, welchedlgézh seiner Affektion im WAGR-
Syndrom von besonderem klinischen Interesse isintem Epo und Wtl-Protein in der

Retina ebenfalls erstmals co-lokalisiert nachgesneserden (s. Abb. 21 auf S. 60).

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit erstmats fdnktionelle Relevanz des
Transkriptionsfaktors Wt1(-KTS) als neuer RegulaterEpo-Expression unter Normoxie
aufgezeigt werden. Unter Hypoxie, welche die endegEpo-Expression signifikant
stimuliert, wird durch Wt(-KTS) jedoch keine Zunadrder Expressionsrate erreicht.
vivo ist Wtl fur die normale Epo-Expression in der litalLeber von Bedeutung. Beide
Proteine co-lokalisieren im Riechhirn und der Ratider embryonalen Maus. Diese
Co-Lokalisation suggeriert auch in diesem Orgamsysteine gewebespezifische
Regulation de€po-Gens durch den Transkriptionsfaktor Wt1(-KTS). Mételt wird die
gewebespezifische Induktion deBpoGens Uber ein DNA-Motiv im minimalen

5’ Epo-Promotor.
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