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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Enzym Telomerase ist fiir die vollstindige Replikation der Chromosomenenden, der
Telomere, zustindig. Die Telomeraseaktivitit wird in den meisten humanen Geweben
wiahrend der Differenzierung inhibiert, aber in ca. 90 % aller humanen Krebsarten und
Tumorzelllinien induziert (Kim et al., 1994; Meyerson et al., 1997; Nakayama et al., 1998).
In normalen Geweben ist die Telomerase nur in speziellen Zellen wie Keimbahnzellen oder
Progenitorzellen aktiv und dort fiir die Homoostase der Organe wichtig. Die Aktivitdt der
Telomerase unterliegt also beim Menschen einer stringenten Kontrolle und wird in den

meisten Zellen unterdriickt.

Fiir die Funktion der Telomerase sind zwei ihrer Komponenten essentiell: die katalytische
Untereinheit TERT (Meyerson et al., 1997), die als reverse Transkriptase fungiert, und die
RNA Untereinheit TERC (Blasco et al., 1995; Feng et al., 1995), die als Matrize fiir TERT
dient. Wahrend die humane TERC Komponente konstitutiv exprimiert ist (Avilion et al.,
1996), wird die humane TERT (hTERT) Expression stringent kontrolliert (Kolquist et al.,
1998). Daher kann die hTERT Expression, die in erster Linie iiber die Initiation der
Transkription reguliert wird, als limitierender Faktor fiir die Telomeraseaktivitit angesehen
werden.

Das Verstdndnis iiber die Regulation von hTERT ist von groBler Bedeutung fiir die

Krebsforschung und bietet viel versprechende Ansatzmdglichkeiten beziiglich der Therapie.

In dieser Arbeit wurde das transgene Mausmodell hTERTp-lacZ analysiert, bei dem das
bakterielle lacZ Reportergen, das fiir das Enzym B-Galaktosidase kodiert, unter der Kontrolle
eines 8,0 kbp langen Fragmentes des humanen TERT Gen Promotors exprimiert wird. In
diesem Modellsystem kann die Regulation des hTERT Promotors in vivo untersucht werden.

Anhand von RT-PCR Analysen konnte gezeigt werden, dass sich die hTERT
Promotoraktivitit in zwei hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien, 6340.3 und 6335.5, ,,human-
dhnlich® verhdlt. Das bedeutet, dass der ektopische hTERT Promotor in den meisten
somatischen Zellen inaktiv ist. Im Gegensatz zu der murinen TERT Expression, die in einer
groflen Bandbreite von Organen nachweisbar ist, zeigt der hTERT Promotor nur im Hoden

der transgenen Méuse eine starke Aktivitit.



Zusammenfassung

Die zelltypspezifische Expression des lacZ Reportergens wurde in den Keimbahnzellen des
Hodens, dem Organ mit der stirksten hTERT Promotoraktivitét, mittels X-Gal Farbung und
B-Galaktosidase Immunhistochemie dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass der hTERT Promotor in der transgenen Mauslinie 6340.3
wéhrend proliferativer bzw. regenerativer Prozesse wie dem Haarzyklus oder nach partieller
Hepatektomie spezifisch induziert wird.

Eines der wichtigsten Resultate dieser Arbeit war die Induktion des humanen und murinen
TERT Promotors wéhrend der Tumorgenese in einem bitransgenen Mausmodell fiir
Mammakarzinome hTERTp-lacZ / p53*" / BALB/c. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die Expression von bekannten TERT Aktivatoren wie c-myc und ER81 sowie
Tumormarkern wie her2 und ESX, die in humanen Mammakarzinomen eine Rolle spielen,
ebenfalls im Tumorgewebe erhoht ist.

Bei der vergleichenden Analyse der hTERT Promotoraktivitit in den transgenen Mauslinien
6340.3 und 6335.5 wurde eine stringentere Kontrolle der hTERT Promotor-vermittelten lacZ
Expression in der Mauslinie 6335.5 offensichtlich. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
der Integrationsort des Transgens bei 6335.5 epigenetischen Regulationsmechanismen
unterliegt. In der Tat wurde eine Induktion des hTERT Promotors in 6335.5 primiren

Fibroblasten nach Behandlung mit dem Histon-Deacetylasen Inhibitor Trichostatin A gezeigt.

Das hTERTp-lacZ transgene Mausmodell zeigt eine ,,human-dhnliche” und zelltypspezifische
Expression des lacZ Reportergens unter der Kontrolle des humanen TERT Promotors.
Insbesondere die transgene Mauslinie 6340.3 hat sich als geeignet erwiesen, um die
gewebsspezifische Regulation des humanen TERT Promotors unter physiologischen

Bedingungen wihrend regenerativer Prozesse und der Tumorgenese zu untersuchen.
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1. Einleitung

1.1.  Replikation

Die Erbinformation wird bei jeder Zellteilung von Zelle zu Zelle weitergegeben. Dazu muss
die DNA als Tréger der genetischen Information repliziert werden.

Das Erbgut eukaryotischer Organismen ist im Gegensatz zu den Prokaryoten auf mehrere
lineare Chromosomen verteilt. Diese Verdnderung trigt zu einer hoheren genetischen
Diversitdt bei der sexuellen Reproduktion bei und ermdglicht einen evolutiondren Vorteil

beziiglich der natiirlichen Selektion.

Neben den Vorteilen, die lineare Chromosomen bergen, stellen sie aber auch besondere
Anspriiche an die Zelle. Die Zelle muss zwischen den Chromosomenenden und
Chromosomenbriichen unterscheiden koénnen, um nur im zweiten Fall DNA-
Reparaturmechanismen einzuschalten. AuBBerdem miissen die freien Chromosomenenden vor

Nukleasen geschiitzt werden.

Eine weitere Herausforderung ist die vollstindige Replikation der Chromosomen wihrend der
Zellteilung. Die Replikation wird als semi-konservativ bezeichnet, da bei jeder Zellteilung
jeweils einer der parentalen DNA-Stringe an die Tochterzelle weitergegeben wird (Waga und
Stillman, 1998). Der komplementire DNA-Strang entsteht bei der Replikation durch die
DNA-Polymerasen de novo. Um die DNA fiir den Replikationsapparat zugénglich zu machen,
entwinden DNA-Topoisomerasen die DNA, wobei DNA-Helikasen die komplementéren
DNA-Strange 16sen. Die einzelstringige DNA wird von Proteinen wie RPA (replication
protein A) stabilisiert.

Die komplementdren DNA-Stringe verlaufen antiparallel. Aufgrund der Eigenschaft der
DNA-Polymerasen, freie 3’-OH-Enden nur in 5’-3’-Richtung zu verldngern, ergibt sich eine
kontinuierliche Synthese des Leitstrangs und eine diskontinuierliche des Folgestrangs an der

Replikationsgabel (Fig. 1.1.).
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Fig. 1.1.: Schematische Darstellung der Replikationsgabel mit dem Replikationsapparat

(aus http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/biotutor_2004/replikat.htm).

Mit Hilfe der DNA-Helikase wird die Replikationsgabel geoffnet. Neben der kontinuierlichen Synthese des
Leitstrangs durch die DNA-Polymerase kann der Folgestrang nur in Form von kurzen Okazaki-Fragmenten

synthetisiert werden.

Eukaryoten besitzen mindestens fiinf DNA-Polymerasen (a,9d, ¢, 3,y). Die DNA-
Polymerase a fungiert als Primase und leitet die Replikation ein, indem sie kurze RNA-Primer
synthetisiert, die von den DNA-Polymerasen 6 und & verldngert werden. Bei der
diskontinuierlichen DNA-Synthese des Folgestrangs hybridisieren bei jeder weiteren
Entwindung der Replikationsgabel neue RNA-Primer, von denen ausgehend nur kurze DNA-
Fragmente, die Okazaki-Fragmente, synthetisiert werden. Die RNA-Primer werden
anschlieBend von der RNase HI und FEN1 abgebaut und die entstandene Liicke durch die
DNA-Polymerase 6 wieder aufgefiillt, wobei das freie 3’~-OH-Ende des neu synthetisierten
DNA-Strangs als Primer dient. Die DNA-Ligase I ist fiir die kovalente Verkniipfung der neu
gebildeten DNA-Fragmente verantwortlich.

Das wohl gewichtigste Problem bei der Replikation von linearer DNA - das End-
Replikations-Problem - tritt auf, weil bei der diskontinuierlichen DNA-Synthese des
Folgestrangs die DNA-Polymerase die distalsten Enden der Chromosomen nicht replizieren
kann (Olovnikov, 1971; Watson, 1972; Olovnikov, 1973). An der Stelle, wo der duBerste
RNA-Primer hybridisiert, entsteht nach Abbau des RNA-Primers eine Liicke von 8-12
Nukleotiden, die nicht aufgefiillt werden kann. Dieser Umstand hat einen Verlust genetischen

Materials bei jeder Zellteilung zur Folge.
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Interessanterweise verkiirzen sich die Chromosomenenden humaner Zellen bei jeder Mitose
um 100-150 bp (Harley et al., 1990). Dieser Umstand lésst sich nicht allein dadurch erkléren,
dass bei der Replikation eine Liicke von 8-12 Nukleotiden an den Chromosomenenden
entsteht, die nicht repliziert werden kann. Es wird vermutet, dass Nukleasen wihrend der

Replikation die ungeschiitzten Chromosomenenden angreifen.

Die Zelle verfiigt iiber einen Mechanismus, um den Verlust genetischen Materials bei jeder
Zellteilung zu verhindern. Und zwar liegt die Losung dieses Problems in der speziellen
Struktur der Chromosomenenden, den Telomeren (Miiller, 1938; McClintock, 1942), und dem
Enzym Telomerase (Greider und Blackburn, 1985).

1.2. Telomere

Telomere sind komplexe Strukturen bestehend aus der Telomer-DNA und assoziierten
Proteinen. Die Telomer-DNA besitzt kurze repetitive, GT-reiche Sequenzen, die zwischen
den Spezies hoch konserviert sind. Beim Menschen und anderen Vertebraten ist die Sequenz
(TTAGGG),. Je nach Spezies variiert die Anzahl an Tandemwiederholungen und somit auch
die Léange der Telomere. So weisen die Telomere beispielsweise bei Saccharomyces
cerevisiae (Zakian, 1989) eine Lange von ca. 300 bp , bei Mus musculus (Kipling und Cooke,
1990) von bis zu 150 kbp und in humanen somatischen Zellen (Moyzis et al., 1988; Lindsey
etal., 1991) von 5-15 kbp je nach Zelltyp und Alter des Donors auf.

Die Telomer-DNA besitzt einen 150-300 bp langen 3’-Uberhang, der sich zuriickfalten, in die
doppelstrangige DNA eindringen und dort hybridisieren kann (Greider, 1999; Griffith et al.,
1999). Unter dem Elektronenmikroskop konnte diese Lariatstruktur oder die so genannte
D-loop und T-loop Struktur gezeigt werden (Munoz-Jordan et al., 2001). Allerdings fehlt
bisher der Beweis dafiir, dass diese Struktur wirklich in dieser Form in vivo existiert.

Evident ist jedoch, dass, ob mit oder ohne Lariatstruktur, die Telomer-DNA mit Hilfe der
Telomer-bindenden Proteine eine schiitzende Kappe an den Chromosomenenden bildet, die
diese vor End-zu-End-Fusionen, Abbau durch Nukleasen oder Erkennen als
Chromosomenbruch protegiert. Zu den humanen Telomer-bindenden Proteinen gehoren
TRF1 (TTAGGG repeat binding factor 1) (Chong et al., 1995; Broccoli et al., 1997; Shen et
al., 1997) und TRF2 (TTAGGG repeat binding factor 2) (van Steensel et al., 1998), die
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doppelstrangige Telomersequenzen binden, und Potl (protection of telomeres) (Baumann und
Cech, 2001), das mit dem 3’-Uberhang assoziiert ist.

TRF1 und TRF2 bilden vermutlich eine Plattform fiir zahlreiche Proteine (Fig. 1.2.), die z. B.
an der Regulation der Telomerldnge oder der DNA-Reparatur (Ku-Proteine (Hsu et al., 1999)
bzw. Rad50/Mrel1/NBS1 Komplex (Zhu et al., 2000)) beteiligt sind. Dariiber hinaus ist
TRF2 vor allem fiur die Stabilisierung der loop Struktur essentiell, wihrend TRF1 der
negativen Regulation der Telomerldnge dient (Smogorzewska et al., 2000). Die Tankyrasen 1
und 2 konnen die Bindung von TRF1 an die Telomere inhibieren (Kaminker et al., 2001),
wihrend TIN2 (TRF1-interacting nuclear protein 2) die Bindung von TRF1 und TRF2 an die
Telomer-DNA stabilisieren kann (Kim et al., 1999; Kim et al., 2004a).

Telomere length control Telomere capping

Fig. 1.2.: Schematische Darstellung des T-loop und D-loop mit assoziierten Proteinen

(nach Blasco, 2005).

Der 3’-Uberhang des Folgestrangs (rot) kann sich zuriickfalten und in die doppelstringige Telomer-DNA
eindringen. Dadurch bildet sich eine Lariatstruktur, die durch die Telomer-bindenden Proteine stabilisiert wird.
Der T-loop (telomere loop) und D-loop (displacement loop) repréisentieren einen primordialen Mechanismus, um

die Chromosomenenden zu schiitzen (de Lange, 2004).
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1.3. Mechanismen zur Erhaltung der Telomerlidnge und -funktion

1985 entdeckten Greider und Blackburn in dem Ciliaten Tetrahymena thermophila ein
Enzym, die Telomerase, das die Telomer-DNA durch Anhingen der repetitiven
Telomersequenz verlangern kann (Greider und Blackburn, 1985). Die Telomerase ist ein
Ribonukleoprotein-Komplex, der durch seine reverse Transkriptase Aktivitdt die Verkiirzung
der Chromosomenenden bei der Replikation kompensiert. Dieser Mechanismus wirkt dem
End-Replikations-Problem entgegen und verhindert den Verlust genetischen Materials bei der

Zellteilung.

Die meisten Eukaryoten haben die Fihigkeit, ihre Telomerldnge mit Hilfe der Telomerase zu
stabilisieren. Dennoch gibt es einige Ausnahmen. Unter der Gruppe der Insekten haben die
Dipteren keine repetitiven Telomersequenzen an den Enden der Chromosomen. Bei
Drosophila melanogaster z. B. wird die Telomerldnge iiber Transposition der beiden non-LTR
(long terminal repeats) Transposons HeT-A und TART an die Chromosomenenden erhalten
(Mason und Biessmann, 1995; Pardue et al., 1996).

Bei Pflanzen ist der Arabidopsis-Typ mit der Telomersequenz (TTTAGGG) hoch konserviert.
Allerdings fehlt den Alliaceaen diese Sequenz (Pich et al., 1996). Stattdessen weisen deren

Chromosomenenden hoch repetitive Satelliten-DNA auf.

In manchen Tumorzellen konnte keine Telomeraseaktivitidt nachgewiesen werden. In diesen
Zellen wird die Telomerfunktion iiber einen alternativen Mechanismus gewahrleistet. Der so
genannte ALT-Mechanismus (alternative lengthening of telomeres) dient dem Erhalt der
Telomere bei der Replikation (Bryan et al., 1997; Muntoni und Reddel, 2005). Die
Wirkungsweise dieser alternativen Telomerverldngerung ist im Detail noch nicht gut
verstanden, basiert allerdings nach bisherigen Befunden auf Rekombinationsereignissen.
Dabei lagern sich die Schwesterchromatiden nach der Replikation asymmetrisch aneinander,
und es kommt zu einem nicht-homologen Austausch von Telomer-DNA. Als Folge hat eine
Schwesterchromatide langere Telomere als die andere (Fig. 1.3.).

Ob noch andere Mechanismen Anteil an einer alternativen Telomerverldngerung haben, ist
bisher noch unklar. Auffillig ist jedoch, dass ALT-Zellen in der Regel deutlich ldngere
Telomere als normale Telomerase-negative oder Telomerase-positive Zellen aufweisen.

Dieser Umstand ldsst sich nicht so einfach nur mit Rekombinationsereignissen erkléren.
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Fig. 1.3.: Schematische Darstellung der Telomerverlingerung iiber den ALT-Mechanismus

(aus Muntoni und Reddel, 2005).

Nach der Replikation sind die Telomere von Schwesterchromatiden gleich lang (A). Wenn sich
Schwesterchromatiden im Bereich der Telomere asymmetrisch zusammenlagern (B) und es zu einem Austausch
der Telomer-DNA kommt (C), entstehen zwei Schwesterchromatiden mit verschiedener Telomerldnge (D). Aus

der nichsten Zellteilung gehen zwei Tochterzellen mit unterschiedlich langen Telomeren hervor (E).

1.4. Telomerase: Komponenten und Funktion

Die Telomerase ist ein Holoenzym. In in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass
zwei Komponenten der Telomerase, und zwar die katalytische Untereinheit TERT
(telomerase reverse transcriptase) (Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997) und die
RNA Komponente TERC (telomerase RNA component), ausreichend fiir eine funktionelle
Aktivitdt des Enzyms sind (Blasco et al., 1995; Feng et al., 1995; Beattic et al., 1998). Die
Proteine Dyskerin (Mitchell et al., 1999) und TEP1 (telomerase-associated protein 1)
(Harrington et al., 1997; Nakayama et al., 1997) sind in vivo Bestandteile des Telomerase
Enzymkomplexes. Dyskerin ist an der TERC Stabilisierung beteiligt (Mitchell et al., 1999).
Die Funktion von TEP1 ist unbekannt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass das
Tumorsuppressor Protein p53 in vitro an TEP1 binden und so die Telomeraseaktivitit
inhibieren kann (Li et al., 1999).

Die RNA Komponente TERC dient als Matrize fiir TERT, das an den 3’-Uberhang der

Telomere bindet und die Telomere durch Anhingen der repetitiven Telomersequenz
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verlangert (Fig. 1.4.). Durch die elongierten Telomere konnen die RNA-Primer weiter auflen
hybridisieren, so dass auch bei der diskontinuierlichen DNA-Synthese keine genetische

Information bei der Replikation verloren geht.

TERT
— TTAGGGTTAGGGTT
DNA 5 TERC
5 3
Elongation
TERT
— TTAGGGTTAGGGTT
DNA s TERC
5 (3

Fig. 1.4.: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Telomerase.

Die RNA Untereinheit TERC hybridisiert mit dem 3’-Uberhang der Telomer-DNA und fungiert als Matrize fiir
die reverse Transkriptase TERT, die die repetitiven Telomersequenzen an das freie 3’-OH-Ende addiert. Die
Telomerase durchlduft mehrere Zyklen aus Telomerbindung, Telomerverldngerung und Translokation. Dabei
héangt ihre Prozessivitdt, also die Anzahl angehéngter Tandemwiederholungen, von den sie bindenden Faktoren

ab (nicht dargestellt).

Wihrend die hTERC (humane TERC) Untereinheit in allen Zellen konstitutiv exprimiert wird
(Avilion et al., 1996), ist die hnTERT (humane TERT) Expression in humanen Zellen streng
kontrolliert und in normalen somatischen Zellen unterdriickt. Die Telomeraseaktivitit
korreliert sehr gut mit der TERT Expression, so dass diese als der limitierende Faktor fiir die

Telomeraseaktivitiat angesehen wird (Nakamura et al., 1997; Kolquist et al., 1998).

Nur wenige humane Zellen in Geweben mit hohem proliferativen Potential wie
Keimbahnzellen im Hoden oder Stammzellen bzw. die Progenitorzellen weisen
Telomeraseaktivitit auf (Tab. 1.1.). In diesen sich potentiell oft teilenden Zellen ist eine

Aufrechterhaltung der Telomeraseaktivitit wichtig, um zu vermeiden, dass die Telomere eine
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kritische Lange erreichen, bei der eine genetische Instabilitit eintritt, die DNA-

Reparaturmechanismen aktivieren wiirde.

Tab. 1.1.: Telomeraseaktivitit in normalen humanen Geweben / Zellen.

Adulte humane Gewebe / Ausgewihlte Referenzen

Zellen

Keimbahnzellen Hohe Telomeraseaktivitit im Hoden (Wright et al., 1996)
Héamatopoetische Zellen Telomeraseaktivitit im Knochenmark und Leukozyten des peripheren

Bluts (Broccoli et al., 1995; Counter et al., 1995)

Keimzentrum Telomeraseaktivitit in B-Lymphozyten (Norrback et al., 1996)

Epithel des Gastrointestinal- Telomeraseaktivitdt in der intestinalen Mukosa mit putativen

Trakts Stammzellen in den Krypten (Hiyama et al., 2001)

Fibroblasten Telomeraseaktivitit in der S-Phase (Masutomi et al., 2003)

Haarfollikel Telomeraseaktivitdt in der Haarzwiebel im Anagen (Ramirez et al., 1997)
Endometrium Telomeraseaktivitit in der spéten proliferativen Phase (Kyo et al., 1997)
Basalschicht der Haut Telomeraseaktivitdt in der regenerativen Basalschicht der Epidermis

(Harle-Bachor und Boukamp, 1996)

Wie bereits erwédhnt verkiirzen sich die Telomere in humanen somatischen Zellen bei jeder
Zellteilung um 50-150 bp (Harley et al., 1990), weil die DNA-Polymerase die duBersten
Enden der Telomere nicht zu replizieren vermag. Hayflick und Moorhead konnten an
primdren humanen Fibroblasten zeigen, dass sie eine endliche Teilungsfihigkeit in vitro
aufweisen und dann in die zellulire Seneszenz eintreten (Hayflick und Moorhead, 1961).
Dieser Zeitpunkt wird als das ,Hayflick Limit“ (replikative bzw. zelluldre Seneszenz)
bezeichnet.

Die stetige Verkiirzung der Telomere bis zu einem gewissen Schwellenwert wurde fiir den
Wachstumsarrest verantwortlich gemacht (Harley et al., 1990; Harley et al., 1992). Dabei
dient die Telomerldnge als MaB fiir die Teilungsfdhigkeit der Zelle, bzw. anders gesagt, die
Telomere fungieren als ,mitotische Uhr*, die der Zelle ab einer kritischen Telomerlinge
signalisieren, ihr Wachstum einzustellen.

Im Gegensatz zur replikativen Seneszenz steht das unendliche Proliferationsvermogen
maligner Zellen. Die Telomer-Hypothese zelluldrer Seneszenz und Tumorentstehung
beschreibt, wie seneszente Zellen das ,Hayflick Limit“ iiberwinden und ein infinites

Proliferationsvermdgen erlangen konnen (Fig. 1.5.).
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Fig. 1.5.: Telomer-Hypothese zelluliirer Seneszenz und Tumorentstehung
(nach Neumann und Reddel, 2002).
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Wenn bei Telomerase-negativen Zellen aufgrund stetiger Telomerverkiirzung bei jeder Replikation eine kritische
Telomerldnge unterschritten wird, gehen die Zellen in die Seneszenz (,,Hayflick Limit*). Der Verlust von
Tumorsuppressor Proteinen wie p53 oder Rb kann einigen Zellen eine verldngerte Proliferationskapazitit
verleihen. Allerdings ist diese durch weitere Telomerverkiirzung begrenzt, so dass die Zellen in eine Krise gehen
und groBtenteils durch Apoptose sterben. Nur einige dieser Zellen konnen der Krise entkommen, indem sie einen
Mechanismus zur Erhaltung / Verlangerung der Telomere (TMM: telomere maintenance mechanism), in der
Regel die Telomerase, aktivieren. Die Zellen sind immortal, aber noch nicht transformiert. Erst weitere

Mutationen wie im Onkogen ras konnen zu einer Transformation der Zelle fithren.

Die Aktivierung der Telomerase oder anderer Mechanismen, die die Telomerfunktion
erhalten, wird fiir die Immortalisierung der Zellen wéhrend der Tumorgenese als essentiell
angesehen. Daher wird die Inhibition der Telomerase in humanen somatischen Zellen als
Schutzmechanismus vor Tumorentstehung verstanden (Counter, 1996). Allerdings kann die
Telomerase bzw. TERT per se nicht als Onkoprotein definiert werden (Harley, 2002), da
deren Aktivitdt die Immortalisierung, aber nicht die Transformation bedingt.

Die wichtige Rolle der Telomerase in der Tumorgenese spiegelt sich in der Tatsache wider,
dass 90 % aller humanen Tumore und immortalisierten Zellen in vitro hohe Mengen an

Telomerase aufweisen (Kim et al., 1994; Meyerson et al., 1997).

Um genetische Faktoren zu identifizieren, die Primirzellen zur Immortalisierung und
Transformation befahigen, wurden in vitro Modelle etabliert. So konnten Hahn et al. an
humanen Epithelzellen und Fibroblasten zeigen, dass die ektopische Expression von hTERT
in Kombination mit den beiden Onkogenen SV40 large-T und h-ras in der Transformation der
Zellen resultiert (Hahn et al., 1999).

Es bedarf folglich weiterer Ereignisse wie z.B. Mutationen in Onkogenen und

Tumorsuppressor Genen, um einen transformierten Phénotyp zu erhalten.
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1.5. Regulation der Telomerase

Die Telomeraseaktivitdt ist von verschiedenen Faktoren abhéngig:

e Transkription von TERT

e Transport und subzellulidre Lokalisation der Telomerase Komponenten
e Zusammenlagerung des Telomerase Ribonukleoproteins

e Zuginglichkeit der Telomere fiir die Telomerase

e Posttranskriptionelle Modifikationen von TERT

e Epigenetische Mechanismen

Dabei spielt die TERT Transkription die primdre Rolle fiir die Regulation der

Telomeraseaktivitat.

1.5.1.  Transkriptionelle Regulation der NnTERT Expression

Wenn die RNA Komponente hTERC zusammen mit der reversen Transkriptase hTERT in
einem in vitro Transkriptions- und Translationssystem exprimiert wird, kann eine funktionelle
Telomerase hergestellt werden (Weinrich et al., 1997; Beattie et al., 1998). Des Weiteren
stellt die Transfektion von Telomerase-negativen humanen Fibroblasten mit einer hTERT
cDNA die Telomeraseaktivitidt wieder her (Nakayama et al., 1998). Aufgrund der Tatsache,
dass die RNA Untereinheit der Telomerase hTERC ubiquitér exprimiert wird (Avilion et al.,
1996), verdeutlichen diese Befunde, dass die Expression der katalytischen Untereinheit der

Telomerase hTERT als limitierender Faktor fiir die Telomeraseaktivitit anzusehen ist.

Der hTERT Promotor hat weder TATA- noch CAAT-Boxen, ist jedoch GC-reich (Cong et
al., 1999; Wick et al., 1999). Diese Regionen bilden lange CpG-Inseln im Bereich des ATG-
Startkodons. Der Promotor weist zahlreiche Bindungsstellen fiir verschiedenste

Transkriptionsfaktoren auf.

Das Onkoprotein c-myc war der erste Transkriptionsfaktor, der als Aktivator der hTERT
Expression identifiziert wurde (Wang et al., 1998). c-myc ist ein Onkogen, das bei

Proliferations- und Differenzierungsprozessen eine zentrale Rolle spielt (Grandori et al.,
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2000). Die Mitglieder der myc Genfamilie kodieren fiir Transkriptionsfaktoren mit einer
Aktivierungsdoméne am N-Terminus und einem basischen Helix-loop-Helix-Zipper (b HLHZ)
am C-Terminus. c-myc bindet als Heterodimer mit max, einem weiteren bHLHZ Protein, an
E-Box Sequenzen (CACGTG) der Zielgen-Promotoren.

Der Transkriptionsfaktor Spl bindet an GC-Boxen von Promotoren und aktiviert deren
Expression. Spl kann mit c-myc kooperieren und die hTERT Expression zelltypspezifisch

aktivieren (Kyo et al., 2000).

Uber Deletionsanalysen des hTERT Promotors wurde ein 181 bp langer Kern-Promotor
aufwiérts des Transkriptionsstarts identifiziert, der essentiell fiir die transkriptionelle
Aktivierung von hTERT ist (Takakura et al., 1999). Sequenzanalysen haben gezeigt, dass
dieser 181 bp Kern-Promotor eine E-Box bei -165 und fiinf GC-Boxen, an die Spl bindet,
enthélt. Kyo et al. konnten demonstrieren, dass Mutationen in diesen potentiellen Bindestellen
fir Transkriptionsfaktoren zu einer signifikanten Abnahme der transkriptionellen
Promotoraktivitat fithren (Kyo et al., 2000).

Im Gegenzug fiihrt die Uberexpression von myc/max oder Spl zu einer Aktivierung des
hTERT Promotors. Man findet oft eine c-myc Uberexpression in Telomerase-positiven Zellen
wie immortalisierten oder Tumorzellen.

Das Heterodimer madl/max ist der Gegenspieler zu myc/max und konkurriert um die
Bindung an E-Box Elemente. Wahrend der Differenzierung wird madl/max in vitro induziert,
was zu einer Inhibition der hTERT Expression filihrt (Giines et al., 2000; Oh et al., 2000; Xu
etal., 2001).

Goueli und Janknecht zeigten, dass die Onkoproteine her2/neu, ras und raf die hTERT
Promotoraktivitit iiber den ETS Transkriptionsfaktor ER81 und ERK MAP Kinasen
(mitogen-activated protein) stimulieren (Goueli und Janknecht, 2004). Her2/neu ist ein
Tyrosinkinase-Rezeptor, dessen natiirlicher Ligand bisher unbekannt ist. Der Rezeptor ist in
vielen epithelialen Tumoren exprimiert, und zwar liberexprimiert in 20-25 % aller Eierstock-
und Brustkrebserkrankungen, 35-45 % aller pankreatischen Adenokarzinome und bis zu 90 %
der colorektalen Karzinome (Baxevanis et al., 2004). ESX gehort wie ER81 zu den ETS
Transkriptionsfaktoren, wird ebenfalls iiber den her2/neu Signalweg induziert und ist mit
Mammakarzinomen assoziiert (Chang et al., 1997; Eckel et al., 2003).

Inzwischen wurden zahlreiche weitere Tanskriptionsfaktoren identifiziert, die die hTERT
Expression zelltypspezifisch regulieren. Dazu gehoren E2F-1 (Crowe et al., 2001), WT-1 (Oh
etal., 1999), STAT3 (Konnikova et al., 2005) und MZF-2 (Fujimoto et al., 2000).
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Beziiglich der Rolle des Tumorsuppressor Proteins p53 ist es nicht eindeutig, ob p53 die
hTERT Expression beeinflusst. Einerseits wurde veroffentlicht, dass der Tumorsuppressor p53
die hTERT Expression inhibiert (Kusumoto et al., 1999; Kanaya et al., 2000; Xu et al.,
2000b). Diese Inhibition der hTERT Expression konnte iiber die kompetitive Bindung von
p53 an den hTERT Aktivator Spl erfolgen, so dass auf diese Weise die Bindung des
Transkriptionsfaktors Sp1 an den hTERT Promotor verhindert wird (Kanaya et al., 2000; Xu
et al., 2000b).

Lin und Elledge haben andererseits postuliert, dass eine Inhibition der p53 Expression in einer
Aktivierung des hTERT Promotors resultieren miisste. Uber p53 siRNA in Telomerase-
negativen U20S-Zellen konnte jedoch kein Effekt von p53 auf die hTERT Expression
festgestellt werden (Lin und Elledge, 2003).

Virale Onkoproteine wie E6 des humanen Papillomavirus 16 (Klingelhutz et al., 1996),
Steroidhormone wie z. B. der Ostrogenrezeptor (Kyo et al., 1999; Misiti et al., 2000) aber
auch Substanzen, die antiproliferativ oder differenzierend wirken, wie Interferon-a (Xu et al.,

2000a) oder TGF-B (Yang et al., 2001) konnen die hTERT Expression unterdriicken.

1.5.2.  Posttranskriptionelle Modifikationen und epigenetische Mechanismen

Das hTERT Gen ist auf Chromosom 5p15.33 lokalisiert, und zwar in der distalsten Bande auf
dem p-Arm von Chromosom 5 (Bryce et al., 2000). Es besteht aus 16 Exons und 15 Introns
und umfasst einen Bereich von iiber 35 kbp (Cong et al., 1999; Wick et al., 1999). Beim
Menschen gibt es verschiedene Spleifivarianten des hTERT Gens (Kilian et al., 1997), wobei
nur die ungespleiite Variante des hTERT Proteins mit Telomeraseaktivitit assoziiert ist
(Ulaner et al., 2000). Die verschiedenen hTERT Varianten werden gewebsspezifisch wihrend
der Embryogenese und im adulten Menschen exprimiert (Ulaner et al., 2001). Eines dieser
Spleiprodukte, hTERTa, trigt eine Deletion in der katalytischen Doméne des Proteins und
wirkt als dominant-negativer Inhibitor der Telomeraseaktivitit, wenn es in Telomerase-
positiven Zellen iiberexprimiert wird. (Colgin et al., 2000; Yi et al., 2000). Diese Befunde
deuten auf eine Beteiligung alternativen Spleiflens an der Regulation der Telomeraseaktivitét

hin.
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Posttranslationale Modifikationen der Telomerase wie der subzellulire Transport, die
Zusammenlagerung des Telomerase Ribonukleoproteins und die Zugénglichkeit der Telomere

fiir die Telomerase beeinflussen ebenfalls die Telomeraseaktivitit.

In den letzten Jahren wurde zunehmend die Beteiligung epigenetischer Mechanismen an der
hTERT Genregulation untersucht.

Verdnderungen der Chromatinstruktur konnen die Expression von Genen aktivieren oder
inhibieren. Zu den Modifikationen gehdren posttranslationale Modifikationen der Histone und
der DNA wie Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung. Dieses chromatin
remodeling beeinflusst die Dichte des Chromatins, also des aufgelockerten euchromatischen
(aktive Gene) bzw. dicht gepackten heterochromatischen (inaktive Gene) Zustandes, sowie
die Zugénglichkeit der Promotoren fiir Transkriptionsfaktoren.

In der Regel fiihrt die Acetylierung von Histonen durch Histon-Acetyltransferasen zu einer
erhohten transkriptionellen Aktivitdt, wahrend die Deacetylierung der Histone mittels Histon-

Deacetylasen die Genexpression inhibiert.

Im Zusammenhang mit der epigenetischen Regulation des hTERT Promotors konnte
demonstriert werden, dass eine Uberexpression der Histon-Deacetylase 1 zu einer Abnahme
der hTERT Expression und Telomeraseaktivitat fiihrt (Hou et al., 2002).

Trichostatin A (TSA) inhibiert reversibel Histon-Deacetylasen, was zu einer Histon-
Hyperacetylierung und somit Auflockerung des Chromatins fiihrt (Yoshida et al., 1990).
Wenn normale Zellen mit TSA behandelt werden, wird der hTERT Promotor durch die daraus
resultierende Histon-Hyperacetylierung gezielt induziert (Takakura et al., 2001; Hou et al.,
2002; Mukhopadhyay et al., 2005).

Die Methylierung von Promotoren durch DNA-Methyltransferasen in CG-reichen
Abschnitten, den so genannten CpG-Inseln, kann zu einer Inhibition der Genexpression, gene
silencing, fithren (Keshet et al., 1986).

Der hTERT Promotor besitzt mehrere CpG-Inseln im Bereich des ATG-Startkodons (Cong et
al., 1999; Wick et al., 1999), die eine Regulation des Promotors iiber Methylierung vermuten
lassen. Allerdings gehen die Meinungen beziiglich einer Regulation der hTERT Expression
iiber den Methylierungsstatus im Promotorbereich auseinander.

Devereux et al. haben das Methylierungsmuster des hTERT Promotors in 37 Zelllinien,

darunter normale, immortalisierte und Tumorzellen, untersucht (Devereux et al., 1999). Es
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konnte kein genereller Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und hTERT Expression
festgestellt werden (Devereux et al., 1999; Dessain et al., 2000).

Allerdings konnte demonstriert werden, dass eine Behandlung von Telomerase-negativen
ALT-Zellen mit 5° Azacytidin (5’ Aza), einem Inhibitor der DNA-Methyltransferasen, die
hTERT Expression induziert (Devereux et al., 1999; Dessain et al., 2000).

Guilleret et al. zeigten dagegen, dass eine Hypermethylierung des hTERT Promotors zu
seiner Aktivierung fiihrt (Guilleret et al., 2002). Dies steht im Kontrast zu der allgemeinen

Annahme, dass Hypermethylierung eher gene silencing auslost (Keshet et al., 1986).

Epigenetische Mechanismen spielen sicherlich bei der Regulation der Telomeraseaktivitit
eine Rolle, wenn auch eine untergeordnete. Die hauptsidchliche Regulation findet iiber

Transkriptionsfaktoren statt, die die hnTERT Expression steuern.

1.6. Telomerase und Telomere als Angriffspunkt in der Krebstherapie

Da die Telomerase normalerweise in humanen somatischen Zellen unterdriickt wird aber in
den meisten Tumoren hochreguliert ist (Kim et al., 1994), kann sie nicht nur als
diagnostischer Marker dienen, sondern auch als ideales Ziel in der Krebstherapie angesehen
werden (Weise und Giines, 20006).

Telomerase Inhibitoren wiirden nur diejenigen Zellen im Organismus betreffen, die
Telomerase-positiv sind, also primér die Krebszellen.

Auf der anderen Seite konnen auch die Telomere selber Ziel in der Krebstherapie sein. Die
Telomerldnge in Tumorzellen ist trotz Telomeraseaktivitit in der Regel kiirzer als in den
entsprechenden normalen Zellen (Wu et al., 2003; Gertler et al., 2004), und die hoch
proliferativen Tumorzellen miissen ihre Telomerstruktur bei jeder Mitose neu aufbauen.
Daher bieten Agenzien, die die Telomerstruktur verdndern und dadurch ihre wichtigste
Funktion, die Kappenstruktur, beeintrdchtigen, einen weiteren viel versprechenden Ansatz.
Bei Verlust der schiitzenden Telomer-Kappe an den Chromosomenenden werden DNA-

Reparaturmechanismen ausgelost, die die Zelle in die Seneszenz oder Apoptose fiihren.
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Es gibt verschiedene Ansatzpunkte in der Krebstherapie, die die Telomerase oder Telomere

zum Ziel haben (Kelland, 2005):

¢ Inhibition der Telomerase
e Anderung der Telomerstruktur und -funktion
e Gentherapie

e Telomerase Immuntherapie

1.7. Telomerase im Mausmodell

Im Vergleich zu humanen Geweben unterliegt die murine TERT (mTERT) Expression einer
weniger stringenten Kontrolle. Die meisten Gewebe weisen MTERT Expression und
Telomeraseaktivitit auf (Prowse und Greider, 1995). Dies konnte auch der Grund dafiir sein,
dass primdre Mauszellen im Gegensatz zu humanen Priméirzellen relativ leicht spontan
immortalisieren.

Eine Hypothese fiir die unterschiedliche Regulation der Telomerase bei Mensch und Maus
postuliert, dass in der Maus kein Selektionsdruck in Richtung Inhibition der Telomerase
besteht, da diese Tiere in ihrer relativ kurzen Lebensspanne verglichen zum Menschen kaum
Tumore entwickeln (Wright und Shay, 2000). Groere und durchschnittlich ldnger lebende
Organismen (Mensch) haben stochastisch gesehen eine hohere Wahrscheinlichkeit,
Mutationen zu akkumulieren, die zur Tumorentstehung beitragen konnen, als kleinere,

kurzlebigere Lebewesen (Maus).

Auf molekularer Ebene ldsst sich die unterschiedliche Regulation der humanen und murinen
TERT Expression mit der geringen Sequenzhomologie der beiden Promotoren erkléren

(Fig. 1.6.) (Greenberg et al., 1998).
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Fig. 1.6.: Schematische Darstellung des humanen und murinen TERT Promotors.
Ein 8,0 kbp und 4,5 kbp Promotorfragment des hTERT bzw. mTERT Promotors sind abgebildet. Einige putative
Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, die den TERT Promotor regulieren, sind eingezeichnet. Nicht

malstabsgetreu dargestellt.

Horikawa et al. fanden iiber Mutationsanalysen heraus, dass der hTERT im Gegensatz zum
mTERT Promotor eine nicht konservierte GC-Box enthilt, die fiir die humanspezifische
Unterdriickung der hTERT Expression verantwortlich ist (Horikawa et al., 2005). Dieses
Ergebnis unterstiitzt die Vermutung, dass eher Unterschiede in der Promotor-Sequenz
(cis-Regulation) als verschiedene Transkriptionsfaktoren (trans-Regulation) fiir die
speziesspezifische Expression von TERT verantwortlich sind. Die Tatsache, dass
Transkriptionsfaktoren und regulatorische Signalwege bei der Proliferation oder
Differenzierung in der Regel zwischen den Spezies hoch konserviert sind, stiitzt ebenfalls die
Annahme, dass Expressionsunterschiede auf die jeweiligen Bindestellen der Promotoren fiir

Transkriptionsfaktoren zuriickzufiihren sind.

Mitte der 90’er Jahre war zundchst nur die RNA Untereinheit der Telomerase in der Maus
bekannt, wihrend das murine TERT Gen noch nicht kloniert war. Um die Funktion der
Telomerase in Vvivo zu untersuchen, wurde daher eine knock-out Maus fiir die RNA
Komponente der Telomerase MTERC generiert (Blasco et al., 1997). Entgegen der ersten
Erwartungen waren die Mduse lebensfdhig. Sie zeigten keinen offensichtlichen Phanotyp,
obwohl vermutet wurde, dass eine funktionelle Telomerase essentiell fiir die Replikation sei.
Da zu diesem Zeitpunkt bereits bekannt war, dass Méuse relativ lange Telomere besitzen
(Kipling und Cooke, 1990), wurden MTERC™ Méuse in der Hoffnung untereinander verpaart,

dass der Effekt der fehlenden Telomerase auf die Telomerfunktion und die genetische
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Stabilitdt verzogert auftritt. Tatsdchlich konnte nachgewiesen werden, dass sich die
Verkiirzung der Telomere in den MTERC” Miusen von Generation zu Generation auf
4,8 + 2,4 kbp belduft. In aufeinander folgenden Generationen treten gravierende Phinotypen
auf, vor allem in Organen mit hohem Proliferationsindex (Lee et al., 1998). So sind die
Mause ab der sechsten Generation aufgrund von Defekten in der Spermatogenese infertil. Des
Weiteren ist die Proliferationskapazitit hdmatopoetischer Zellen des Knochenmarks und der
Milz reduziert. Rudolph et al. demonstrierten in spéten MTERC™ Generationen, dass die Tiere
verglichen mit Wildtyp Mausen eine geringere Lebenserwartung, verminderte Stressantwort,
langsamere Wundheilung und Merkmale von Alterung wie graue Haare zeigen (Rudolph et
al., 1999). Diese Prozesse gehen mit einer zunehmenden genetischen Instabilitit einher, die
zu Chromosomenfusionen oder Aneuploidie fiihrt (Blasco et al., 1997). In den mTERC”
Mausen treten trotz fehlender Telomeraseaktivitét in spaten Generationen spontan Tumore auf
(Rudolph et al., 1999). Diese Tumore erhalten wahrscheinlich ihre Telomerfunktion, indem
sie den ALT-Mechanismus aktivieren (Niida et al., 2000; Chang et al., 2003).

Der Verlust der Telomerfunktion und die daraus resultierende genetische Instabilitdt tragen
zur Tumorentstehung bei. Damit konnte die Rolle der Telomerase fiir die Replikation und die

Telomer-Hypothese der Krebsentstehung belegt werden.

1.8. hTERTp-lacZ Mausmodell

Die Maus, als relativ leicht zu handhabendes Sidugetier, bietet einen zweckmédBigen und
beliebten Modellorganismus fiir zahlreiche medizinische Fragestellungen.

Jedoch ist das Mausmodell fiir Analysen beziiglich der Regulation der Telomerase, um
anschlieend Riickschliisse auf die humane Regulation zu ziehen, nur bedingt geeignet, da
thre Aktivitdt zwischen Mensch und Maus erhebliche Unterschiede aufweist. Der Grund dafiir
liegt primér an der speziesspezifischen Expression des murinen und humanen TERT Gens

(Wright und Shay, 2000).

In Vorarbeit zu dieser Dissertation wurde von Dr. Cagatay Giines (Heinrich-Pette-Institut) ein
transgenes Mausmodell etabliert, das das bakterielle lacZ Reportergen unter der Kontrolle
eines 8,0 kbp langen hTERT Promotorfragments ("TERTp-lacZ) exprimiert (Fig. 1.7.). Der
humane TERT Promotor kann in diesen Tieren in vivo und unter physiologischen

Bedingungen analysiert werden (Ritz et al., 2005).
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Fig. 1.7.: hTERTp-lacZ Konstrukt.
Ein 8,0 kbp langes Fragment des humanen TERT Promotors wurde vor das lacZ Reportergen kloniert. Einige

putative Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren sind eingezeichnet. Nicht maBstabsgetreu dargestellt.

Das Verstindnis tiber die Regulation der TERT Expression als limitierender Faktor fiir die
Telomeraseaktivitét ist sehr wichtig, wenn man bedenkt, dass die Telomerase in 90 % aller
humanen Tumore aktiviert wird (Kim et al., 1994; Meyerson et al., 1997). Allerdings ist die
Krebsforschung aus ethischen Griinden auf Zellkultur- oder Tiermodelle beschriankt. Der
Nachteil an Zellkulturarbeiten ist, dass die Zellen losgelost aus ihrem Gewebeverband in vitro
gehalten werden, so dass die Einfliisse von dem sie normalerweise umgebenden Gewebe nicht
beriicksichtigt werden konnen. Daher bietet das transgene hTERTp-lacZ Mausmodell in
Kombination mit murinen Tumormodellen ein hervorragendes System, um die Regulation des
humanen TERT Promotors wihrend der Embryogenese, der Differenzierung und der

Tumorgenese zu untersuchen.



Fragestellung 21

2. Fragestellung

Das Verstidndnis tliber die der Telomeraseregulation zugrunde liegenden Mechanismen ist fiir
die Krebsforschung von zentraler Bedeutung. In nahezu allen humanen Tumoren wird die
Telomeraseaktivitit induziert, wahrend sie in normalen somatischen Zellen inhibiert wird
(Kim et al., 1994). Daher bieten die Telomerase bzw. die Telomere einen hervorragenden
Angriffspunkt in der Krebstherapie.

Die Regulation der Telomeraseaktivitdt erfolgt im Wesentlichen iiber die Expression des
hTERT Gens, das fiir die katalytische Untereinheit der Telomerase kodiert. Aus diesem Grund

ist es essentiell, die genauen Regulationsmechanismen der hTERT Expression zu kennen.

Um den humanen TERT Promotor unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen,
wurde ein transgenes Mausmodell generiert, bei dem das lacZ Reportergen unter der
Kontrolle eines 8,0 kbp Promotorfragments des humanen TERT Gens exprimiert wird. Ziel
dieser Arbeit war es, die hTERTp-lacZ transgenen Méuse auf ihre Eignung hinsichtlich der in
Vivo Analyse der Aktivitit des humanen TERT Promotorfragments zu charakterisieren. Dazu
sollte zuerst iiberpriift werden, ob sich die hTERT Promotoraktivitidt in den transgenen
Méusen eher wie die hTERT Expression beim Menschen oder wie die endogene mTERT
Expression verhilt.

Nur wenn sich der hTERT Promotor in Organen transgener Maiuse wihrend der
Differenzierung und der Tumorgenese ,.,human-dhnlich® verhélt, ist dieses Modell geeignet,
um die Regulation des humanen TERT Promotors in diesem System zu untersuchen.

Die Expressionsanalysen des lacZ Reportergens sollen in zwei transgenen hTERTp-lacZ
Mauslinien, 6340.3 und 6335.5, durchgefiihrt werden. Neben der RT-PCR Analyse der
Transgen Expression in ganzen Organen soll dariiber hinaus dessen zelltypspezifische
Expression in ausgewahlten Organen, die beim Menschen hTERT exprimieren, kontrolliert
werden.

In einem Mausmodell fiir spontane Mammakarzinome soll {iberpriift werden, ob der hTERT
Promotor wéhrend der Tumorgenese aktiviert wird. Dazu werden bitransgene Mause,
hTERTp-lacZ / p53*" / BALB/c, generiert, die heterozygot fiir das Tumorsuppressor Gen p53
sind. p53 heterozygote Tiere entwickeln im BALB/c Hintergrund {iberwiegend

Mammakarzinome (Kuperwasser et al., 2000).
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AbschlieBend soll diskutiert werden, welche der beiden hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien
geeigneter flir die Analyse des humanen TERT Promotors in vivo ist und welche
Anwendungsmoglichkeiten das hTERTp-lacZ Mausmodell fiir das Verstindnis der

Regulation der Telomerase bietet.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerite

Brutschrank B6060 Heraeus Instruments, Diisseldorf
Entwicklermaschine Classic E.O.S. AGFA, Koln
Eismaschine AF 30 Scotsman, Vernon Hills, USA
Feinwaage H54AR Mettler Toledo, Gieflen

Fettstift DakoCytomation, Glostrup, DK
Filterpapier Whatman 3MM Schleicher & Schiill, Dassel
Gamma-Zahler LS 6500 Beckman Coulter, Fullerton, USA
Gefrierschrank -80 °C Heraeus Instruments, Diisseldorf
Gefriertruhe -80 °C Heraeus Instruments, Diisseldorf
Geldokumentation BioDocAnalyze Whatman Biometra, Géttingen
Gelkammer Prot. Resolve Maxi DC Phase, Liibeck

Gelkammer Model 40-0911 Peqlab, Erlangen

Gelkammer Horizon 11.14 Whatman Inc., Dassel
Geltrockner G2000 Frobel Labortechnik, Lindau
Handschuhe Latex, Nitril Kimberly-Clark, Zaventem, B
Heizblock Techne Dri-Block DB 2A Thermo-Dux, Wertheim
Homogenisator Fast Prep FP120 Qbiogene, Heidelberg
Homogenisator-Rohrchen Fast Prep Tubes Qbiogene, Heidelberg

Imaging Plate Bas-IP MP2040P Fuji Magnetics, Kleve
Inkubationsschiittler Multitron 2 Infors AG, Bottmingen-Basel, CH
Kiihlfalle RT100A Savant Instruments, Farmingdale NY, USA
Kiihlschrank 4-8 °C Liebherr, Biberach

Magnetriihrer COMBIMAG NEO IKA, Staufen

Magnetrithrer MR2002 Heidolph, Schwabach
Membran-Vakuumpumpe MZ2C/1,7 Vakuubrand, Wertheim
Mikroskop IMT-2 Olympus, Hamburg

Mikroskop CK40 Olympus, Hamburg
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Mikrotom HM 350 SV Microm, Walldorf

Mikrowelle NN3256 Panasonic, Hamburg
Mini-Transilluminator BioRad, Miinchen

NAP™S5 Siulen, Sephadex™ G-25 Amersham pharmacia biotech, NY, USA
Orbitalschwenker Polymax 2040 Heidolph, Schwabach
Paraffingief3station AP 280-2 Microm, Walldorf

PCR Gefille 0,2 ml Biozym, Hess. Oldendorf

PCR Maschine PTC-200 MJ Research, Watertown MA, USA
pH-Meter PHMS2 Standard Radiometer, Kopenhagen, DK
Phosphoimager Bas 2500 Fuji Magnetics, Kleve

Pipetten 20, 200, 1000 pl Gilson, Bad Camberg

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences, Fernwald
Reaktionsgefalle 1,5, 2 ml Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefidfie 0,5 ml Sarstedt, Niimbrecht

Reagenz- und Zentrifugenréhren 15, 50 ml Sarstedt, Niimbrecht

Rontgenfilme CEA Deutschland GmbH, Hamburg
Polytron Kinematica AG, Littau-Luzern, CH
Reinstwassersystem Milli-Q® Academic  Millipore, Schwalbach

Schwenker GFL3015 Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Spectrophotometer Ultrosec 3000pro Amersham pharmacia biotech, NY, USA
Stereolupe Stemi 2000-C Zeiss, Jena

Sterilbank HERA safe KS18 Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Sterilbank HERA safe KS12 Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Stromversorgungsgerdt EPS 2A 200 Hoefer, San Francisco CA, USA
Stromversorgungsgerit Power Pac 300 BioRad, Miinchen

Stromversorgungsgerdt Power Pac 3000  BioRad, Miinchen

Superfrost-Objekttrager Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig
Szintillationszdhler LS 5000 TD Beckman Coulter, Fullerton, USA
Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg

Tiefkiihlschrank -20 °C Liebherr, Biberach

Vakuum Gewebeinfiltrationsaut. ASP 3000 Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch
Vibratom VT 1000 S Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch
Vortexer Vortex-Genie Bender & Hobein AG, Ziirich, CH

Waage PE360 Mettler Toledo, Gieflen
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Waage PM460

Waage PB3001-S/FACT
Wasserbad GFL1003
Wasserbad
Zellkulturschalen
Zentrifuge Biofuge pico
Zentrifuge RC50 Plus
Zentrifuge 5810 R
Zentrifuge 4 °C 5415 C
Zentrifuge 4 °C 5415 D
Zentrifuge Omnifuge 2.0RS
Zentrifuge Rotana 96

3.1.2. Chemikalien

Mettler Toledo, Giellen

Mettler Toledo, Gieflen

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
Technicon Instruments, Tarrytown NY, USA
Nunclon™ Surface, Nunc, Roskilde, DK
Heraeus Instruments, Diisseldorf

Sorvall, Bad Homburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Diisseldorf

Hettrich Zentrifugen, Tuttlingen

Die handelsiiblichen Chemikalien wurden von den Firmen Fluka (Seelze), Gibco (Invitrogen

GmbH, Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Miinchen) bezogen. Des Weiteren wurden folgende Reagenzien bendtigt:

Ampicillin

[y-P**] ATP

5’ Azacytidin

[a-P**] dCTP

Bradford Reagenz

ChemMate™ Antibody Diluent
ChemMate™ DAB-Chromogen (50 x)
ChemMate™ Peroxidase-Blocking
ChemMate™ Protein Block
Chloroquin

DMEM

DMSO

Eosin Y solution

Eukitt

Formaldehydldsung, min. 37 % sédurefrei

USB Corporation, Cleveland, USA
Hartmann Analytics, Braunschweig

ICN Biomedicals Inc., Aurora, USA
Hartmann Analytics, Braunschweig
BioRad, Miinchen

DakoCytomation, Glostrup, DK
DakoCytomation, Glostrup, DK
DakoCytomation, Glostrup, DK
DakoCytomation, Glostrup, DK
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Gibco (Invitrogen GmbH), Karlsruhe
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Kindler GmbH & Co, Freiburg

Merck, Darmstadt
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L-Glutamin

Human Total RNA Master Panel 11
Mayers Hdmalaunlosung
Natrium-Pyruvat-Losung
nicht-essentielle Aminoséduren
Paraffin Typ 3 (Automat)

Paraffin Typ 6 (GieBstation)
peqGOLD dNTP-Set (je 25 umol)
Penicillin / Streptomycin
Trichostatin A

TUF Target Unmasking Fluid (3 x)
X-Gal

Enzyme:
Restriktionsenzyme
Proteinase K

T4 Polynukleotid-Kinase
Tag-DNA-Polymerase
Trypsin (1:250) 2,5 % (w/v)

GrofBlenstandards:
Gene Ruler™ 100 bp DNA-Leiter

Gene Ruler™ 1 kbp DNA-Leiter

3.1.3. Kits

ChemMate™ DAKO Envision™ Detection Kit

peqGOLD RNA PURE solution
ThermoScript' " RT-PCR System

TRAPeze Telomerase Detection Kit

Turbo DNA-free™

PAA Laboratories, Pasching, A

BD Biosciences, Palo Alto CA, USA

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching, A

Gibco (Invitrogen GmbH), Karlsruhe
Richard-Allan Scientific, Kalamazoo MI, USA
Richard-Allan Scientific, Kalamazoo MI, USA
Peqlab, Erlangen

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
PanPath, Amsterdam, NL

Peqlab, Erlangen

New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Gibco, (Invitrogen GmbH), Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Biochrom AG, Berlin

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

DakoCytomation, Glostrup, DK
Peqlab, Erlangen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Qbiogene, Heidelberg

Ambion, Austin TX, USA



Material und Methoden

27

3.1.4. Losungen und Puffer

DEPC-H,0:

DMEM + 10 % FCS:

5 x DNA-Gelladepuffer:

Gelatine-Albumin-Mix:

MAF-Medium:

Mowiol:

0,1 % (v/v) DEPC in H30 gejon.

iiber Nacht RT, autoklavieren

13,38 g/l DMEM-Pulver
3,7 g/l NaHCOs3

in H2Ogeion., pH 7,3
sterilfiltrieren

10 % (v/v) FCS

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerol

2,2 g Gelatine in 450 ml PBS unter Hitze 16sen
+ 135 g Rinderalbumin iiber Nacht bei RT rithren
+ 90 Saccharose

Aliquots bei -20 °C lagern

500 ml DMEM

10 % FCS

5ml 1 M HEPES

5 ml 100 x nicht-essentielle Aminosduren
5 ml 100 x L-Glutamin

5 ml 100 x Pen/Strep

5 ml Natrium-Pyruvat

12 g Polyvinylalkohol

84 ml HyOdeion.

6 ml 1 M Tris, pH 8,5

iiber Nacht bei RT riihren

+ 30 g Glycerol

Zentrifugation fiir 20 min bei 4000 rpm
Aliquots bei -20 °C lagern



Material und Methoden 28

10 x PBS: 1,37 M NaCl
0,027 M KCl
0,08 M Na,HPOy4
0,015 M KH,PO4

5 x RNA-Gelladepuffer: 50 % (v/v) Glycerol
1 Spatelspitze Bromphenolblau

1 x Gebrauchslosung: 3 ul 5 x RNA-Gelladepuffer
12 pl Formamid
2 ul RNA
TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA
TBE-Puffer: 89 mM Tris

89 mM Borsaure

2 mM EDTA, pH 8,0

10 x TBST: 0,2 M Tris-HCL, pH 7,4
1,37 M NacCl
pH 7,6 einstellen
1 % (v/v) Tween 20

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

Trypsin / EDTA: 0,1 % (w/v) Trypsin
0,5 mM EDTA
in 1 x PBS
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X-Gal Férbelosung: 5 mM K;Fe(CN)g
5 mM K4Fe(CN)g
2 mM MgCl,
0,01 % Natriumdesoxycholat
0,02 % NP-40
I mg/ml X-Gal (in DMFA)
in 1 x PBS, pH 8,0

3.1.5. Antikorper

Folgende Antikorper wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Detektion von Proteinen in der

Immunhistologie eingesetzt:

anti-B-Gal (Promega): monoklonal Maus, 1:500 bis 1:100 verdiinnt
anti-hTERT 2C4 (ab5181 abcam): monoklonal Maus

3.1.6. Plasmide

Folgende Plasmide wurden experimentell eingesetzt:

pSKT-NLS-lacZ: lacZ Gen mit NLS am N-Terminus (Shahragim Tajbakhsh)
pBABE Puro-hTERT: WT-hTERT cDNA (Robert Weinberg)

pGRN190-mTERT: MTERT ¢cDNA (Geron Corporation)

pSKT-hTERTp-lacZ: 8,0 kbp hTERT Promoter vor das lacZ Gen kloniert

(Cagatay Giines)
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3.1.7. Primer

Folgende Primer wurden fiir PCR-Analysen eingesetzt:

Tab. 3.1.: Primer.

Primer Sequenz 5° — 3’ PCR-Produkt Zyklen
(radioaktiv)

GAPDH-For | ACCACAGTCCATGCCATCAC 452 bp 23
GAPDH-Rev | TCCACCACCCTGTTGCTGTA (19)
hTERT-For TCTGGATTTGCAGGTGAACAGCC | 451 bp 33
hTERT-Rev | GGGTGGCCATCAGTCCAGGATGG (28)
MTERT-For | ATGGCGTTCCTGAGTATGGGTGC | 279 bp 33
MTERT-Rev | ACTTCAACCGCAAGACCGAGAGG (28)
lacZ-For ATCAGCGATTTCCATGTTGCC 358 bp 33
lacZ-Rev AGACCATTTTCAATCCGCACC (25)
her2-For TGCGGGAGCTGCAGCTTCGAA 698 bp 33
her2-Rev CTTCTTGCAGCCAGCAAACTC
ER81-For CAGTGCCTATGATCAGAAGC 453 bp 33
ER81-Rev CAGCTAGGCACTTCTGAGTC
c-myc-For GCTACGTCCTTCTCCCCAA 1117 bp 33
c-myc-Rev TTCCAGCTCCTCCTCGAGTTAGG
ESX-For AGCTCAGAAGACCCCACCCTG 372 bp 33
ESX-Rev CTCCAGCAGCTCGATGATCCA
p53 Status: pS3EVI-For, pS3EVII-Rev 35
Primer-Mix: | NEOI-For, NEOII-Rev
p53EVI-For | CAGACTTTTCGCCACAGCGTGG gen. DNA:
pS3EVII-Rev | GGTAAGGATAGGTCGGCGGTTC | 520bp

cDNA: 130 bp
NEOI-For CGCTTGGGTGGAGAGGCTATTC 330 bp
NEOII-Rev CAGCCGCCGCATTGCATCAGC

3.1.8. Eukaryotische Zelllinien

Folgende Zelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

e Hela: humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (ATCC: CCL-2™)

e selbst etablierte primidre Maus embryonale Fibroblasten (MEF’s) und Maus adulte
Fibroblasten (MAF’s) (s. 3.5.3.)
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3.1.9. Mammalia

Die Miuse wurden unter spezifisch Pathogen-freien Bedingungen gehalten. Folgende
Mausstdmme und -linien wurden verwendet:

e (C57BL/6J (Jackson Tierhaltung, USA)

e BALB/c (Jackson Tierhaltung, USA )

e p53™/BALB/c (Jacks et al., 1994)

e 6340.3/C57BL/6J: pSKT-hTERTp-lacZ

e 06335.5/C57BL/6J: pSKT-hTERTp-lacZ

e 06340.3 / BALB/c: pSKT-hTERTp-lacZ

e 06335.5/BALB/c: pSKT-hTERTp-lacZ

Fir die Untersuchung des humanen TERT Promotors in vivo wurde ein transgenes
Mausmodell von Dr. Cagatay Giines generiert, das das lacZ Reportergen unter der Kontrolle
eines 8,0kbp langen hTERT Promotorfragments (hTERTp-lacZ) enthélt. Die
Charakterisierung der Aktivitdt des hTERT Promotors sowohl in normalen adulten Organen
als auch wihrend der Tumorgenese in den zwei transgenen Mauslinien 6340.3 und 6335.5

war Gegenstand dieser Arbeit (Ritz et al., 2005).

3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. RNA-Isolierung und RT-PCR

Humane Gewebeproben fiir die RNA-Isolierung und den TRAP assay wurden
freundlicherweise von Dr. Bence Sipos (Universitit Kiel, Institut fiir Pathologie) zur
Verfiigung gestellt.

Fiir die Isolierung von RNA aus murinen oder menschlichen Organen bzw. Zellen wurden 20
bis 50 mg Gewebe oder etwa 10° Zellen in 1ml peqGOLD RNA PURE Solution
homogenisiert. Im Falle der Gewebe erfolgte dies mit Hilfe eines Polytrons oder Fast Prep-
Gerites. AnschlieBend wurde die RNA wie im Protokoll von Peqlab beschrieben prépariert.
Um mogliche Kontamination der RNA mit DNA zu vermeiden, wurde ein DNasel-Verdau

mit Turbo DNA-free™ durchgefiihrt.
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Die Qualitdt der RNA wurde in einem 1 %igen Agarosegel mit TBE-Puffer iiberpriift, wobei
die Sekundirstrukturen durch 5 miniitiges Erhitzen der RNA auf 70 °C im Ladepuffer
aufgeschmolzen wurden.

Die reverse Transkription der RNA in Erst-Strang ¢cDNA erfolgte mit dem ThermoScript' ™
RT-PCR System Kit, wobei 1 ug RNA bzw. gleiche geschitzte Menge anhand des Gels
eingesetzt wurde.

Die Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 100 ng oligo(dT), bei 50 °C fiir
1 h statt. Die Aktivitdt der reversen Transkriptase wurde durch 15 miniitige Inkubation bei
75 °C gestoppt und die verbleibende RNA mit 2 Einheiten RNaseH fiir 20 min bei 37 °C
verdaut. 2 pl der cDNA wurden fiir PCR-Analysen eingesetzt.

3.2.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Zur RNA- bzw. DNA-Konzentrationsbestimmung wurde die Nukleinsdure in waissriger
Losung fotometrisch bei 260 nm (Absorptionsmaximum von Purin- und Pyrimidinbasen)
gemessen. Dabei entspricht eine optische Dichte von 1 einer Konzentration von 40 pg
RNA/ml bzw. ssDNA und 50 pg dsDNA/ml.

Die Reinheit der Nukleinsdure-Losung wurde mit Hilfe des Quotienten OD;40/ODssg
bestimmt. Bei 280 nm absorbieren aromatische Aminosduren von Proteinen. Der Quotient
OD,60/ODygy sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ein niedrigerer Wert deutet auf eine

Verunreinigung der Losung mit Proteinen hin.

3.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten in vitro.
Oligonukleotid-Primer, die komplementér zu der Ausgangs-DNA sind, flankieren den Bereich
der Ausgangs-DNA, der vermehrt werden soll. Dazu bedarf es einer hitzestabilen DNA-
Polymerase wie der Tag-Polymerase, die die DNA-Synthese bei hohen Temperaturen erlaubt.

Im ersten Schritt der Reaktion wird die zu amplifizierende DNA bei 94 °C denaturiert, so dass
die doppelstrangige DNA einzelstrangig wird.

Im zweiten Schritt wird die Temperatur gesenkt (je nach Primer 40-70 °C), um ein
Hybridisieren der Oligonukleotid-Primer an die Ziel-DNA zu ermoglichen. In der darauf
folgenden Elongationsphase (ca. 72 °C) synthetisiert die Taq-Polymerase ausgehend von den
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Primern den komplementéren Gegenstrang. Die Zahl der Amplifikate wichst exponentiell mit
jedem PCR-Zyklus.

Fiir die Standard-PCR wurden folgende Komponenten eingesetzt:

1 x PCR-Puffer, dNTP’s (0,2 mM), Primer For/Rev (0,2 uM), 10 % DMSO, Taq-Polymerase
(1 Einheit), ggf. 0,1 MBq [a-P**] dCTP. 2 ul der cDNA und als Positivkontrolle bis zu 10 pg
Plasmid-DNA wurden fiir RT-PCR-Analysen eingesetzt.

Standard PCR-Programm:

94 °C 2 min (Initiale Denaturierung)

94 °C 30 sec (Denaturierung)

55 °C 30 sec (Hybridisierung) 23 — 35 Zyklen
72 °C 1 min (Elongation)

Der lineare Bereich der Amplifizierung wurde fiir jede PCR im Vorwege bestimmt und lag
bei kalten PCR’s zwischen 23 und 35 Zyklen und bei radioaktiven PCR’s zwischen 19 und 28
Zyklen. Der Vorteil radioaktiver PCR’s ist, dass es sich um eine sehr sensitive Methode
handelt, die eine Quantifizierung der PCR-Produkte erlaubt.

Im Anschluss an die PCR wurden die amplifizierten PCR-Produkte in einem Agarosegel
(kalte PCR) bzw. einem 4 %igen PAA-Gel (radioaktive PCR) elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Detektion erfolgte mit Ethidiumbromid (kalte PCR) oder bei radioaktiven PCR’s mit
Hilfe von Rontgenfilmen oder einer ,Imaging Plate* im ,Phosphoimager®. Die
Expressionsmengen wurden auf das ubiquitdre Haushaltsgen GAPDH (Ercolani et al., 1988)
mit Hilfe des Programms TINA 2.0 (Raytest, Straubenhardt) normalisiert.

3.2.4. DNA-Gelelektrophorese

DNA wandert im elektrischen Feld aufgrund des negativ geladenen Zucker-Phosphat-
Riickgrats zum Pluspol. Als Matrix verwendet man meistens Agarosegele, die eine
Auftrennung der DNA  nach ihrem  Molekulargewicht  ermoglichen.  Die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA hingt von ihrer GroBe und Faltung, der
Agarosekonzentration, den Pufferbedingungen und der Stromstérke ab.

Lineare, doppelstraingige DNA-Molekiile wandern mit einer Geschwindigkeit durch die

Agarosematrix, die umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer GroB3en ist.
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Fiir PCR-Analysen wurde der Ansatz mit 5 x Gelladepuffer versetzt und auf ein 1-2 %iges
Agarosegel aufgetragen. Zur Gelherstellung wurde TAE oder TBE als Puffersystem benutzt.
Zusitzlich enthielt das Agarosegel Ethidiumbromid (0,5 pg/ml), das in die DNA interkaliert,
so dass sie unter UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. Die Elektrophorese erfolgte bei
10 V/cm Gellange.

Als GroBenstandard dienten die ,,Gene Ruler™ 100 bp und 1 kbp* DNA-Leitern.

3.2.5. DNA-Marker radioaktiv labeln

Der ,,Gene Ruler™ 100 bp*“ Marker wurde radioaktiv markiert, um auch bei radioaktiven
PCR’s einen GroBenstandard zur Verfligung zu haben.

Dazu wurde eine T4 Polynukleotid-Kinase verwendet. Das Enzym hat eine 5’ Polynukleotid-
Kinase- und eine 3’ Phosphatase-Funktion. Es katalysiert den Transfer einer
y-Phosphatgruppe des [y-P*’] ATP’s auf eine 5’ terminale Hydroxylgruppe des
Oligonukleotids.

Die Reaktion fand mit 1 pg Marker-DNA, 5 ul 5 x ,,Exchange Reaction Buffer, 1 MBq
[y-P**] ATP, 10 Einheiten T4 Polynukleotid-Kinase in einem Volumen von 25 pl fiir 10 min
bei 37 °C statt. Durch 10 miniitiges Erhitzen auf 65 °C wurde die Kinase inaktiviert.
AnschlieBend wurde der markierte GroBenstandard iiber eine Sdule, Sephadex™G-25,
gereinigt.

Die Labeling-Effizienz wurde mit dem Szintillationszahler iiberpriift.

3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) assay

Bei dem ,, TRAPeze Telomerase Detection Kit*“ handelt es sich um eine Weiterentwicklung
der original beschriebenen Methode von Kim et al. (Kim et al., 1994). Mit Hilfe des TRAP
assay kann die Telomeraseaktivitdt in Zell- oder Gewebeextrakten bestimmt werden.

Im ersten Schritt verldngert die Telomerase — wenn vorhanden — das 3°-Ende eines Substrat-
Oligonukleotids (TS-Primer), indem TTAGGG Reste angehdngt werden. In einem zweiten
Schritt werden die verldngerten Oligonukleotide in einer PCR amplifiziert, so dass eine

hohere Sensitivitdt erreicht wird. Je nach Prozessivitit der Telomerase entsteht eine
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Produktleiter, deren Sprossen sich um jeweils sechs Basenpaare Lange unterscheiden,

beginnend mit 50 bp.
1. Verldngerung der Oligonukleotide durch Telomerase
TS-Oligonukleotide .
5* AATCCGTCGAGCAGAGTT 3¢ :
l Telomerase 68 bp
. 62bp
5 AATCCGTCGAGCAGAGTT AG GGTTAG 3¢ 56 bp
+
5° AATCCGTCGAGCAGAGTT AG GGTTAG GGTTAG 3¢ a 50 bp
+
5 AATCCGTCGAGCAGAGTT AG GGTTAG GGTTAG (GGTTAG), 3¢
2. PCR-Amplifizierung der Telomerase-Produkte d Interne Kontrolle

Fig. 3.1.: Schematische Darstellung des TRAP assay.

Die Praparation der Gewebe- bzw. Zellextrakte erfolgte wie im Protokoll beschrieben. Fiir
den TRAP assay wurden zwischen 100ng und 1 pg Gesamtprotein eingesetzt. Als
Positivkontrolle dienten Zellextrakte von HelLa Zellen, die eine hohe Telomeraseaktivitit
aufweisen. Als Negativkontrolle wurden einerseits eine mit Hitze inaktivierte Kontrolle (h. i.)
(10 min bei 85 °C), da es sich bei der Telomerase um ein Hitze-sensibles Enzym handelt, und
andererseits nur der CHAPS Lysispuffer, um mogliche Kontamination des Puffers mit
Telomerase auszuschlieBen, eingesetzt.

Mit der internen Kontrolle bei 36 bp wird die Effizienz der PCR angezeigt. Wenn der interne
Standard nicht amplifiziert wird, deutet das auf eine Inhibition der PCR hin. Dies spielt vor
allem eine Rolle bei Zell- oder Gewebeextrakten, die Inhibitoren der Tag-Polymerase
enthalten konnen und somit falsch-negative Ergebnisse erzeugen.

Es wurde die radioaktive Detektion der Telomerase-Produkte gewihlt. Abweichend vom
Protokoll des Herstellers wurde nicht der TS-Primer radioaktiv markiert, sondern der
Reaktion wurde [a-P**] dCTP zugefiigt, welches im Laufe der PCR eingebaut wird. Die PCR-
Produkte wurden auf einem nicht-denaturierenden 10 %igen PAA-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit Hilfe von Rontgenfilmen oder einer ,,Imaging Plate*
im ,Phosphoimager”. Zur Auswertung wurde das Programm TINA 2.0 (Raytest,
Straubenhardt) benutzt.
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3.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration eines Zell- oder Gewebeextraktes wurde
eine Eichgerade im Bereich von 1 bis 10 pg mit BSA erstellt. Dazu wurden 1 bis 10 ug BSA
in 800 pl HyOgeion, mit je 200 pl Bradford-Reagenz versetzt (Bradford, 1976), und die ODsys
wurde nach 5 miniitiger Inkubation photometrisch bestimmt. 5pul der Zell- bzw.
Gewebeextrakte wurden mit 795 pl H>O und je 200 pl Bradford-Reagenz versetzt und
photometrisch bei 595 nm vermessen. Mit Hilfe der Eichgeraden konnte die

Proteinkonzentration berechnet werden.

3.4. Histologische Methoden

3.4.1. Vibratom-Einbettung

Frische Mausgewebe, die am Vibratom geschnitten werden sollten, wurden vorher in einer
Gelatine-Albumin-Mixtur eingebettet. Dazu wurden 10 ml Gelatine-Albumin-Mix mit 700 pl
25 % Glutaraldehyd gemischt und in eine kleine Form gegossen. Das Gewebe wurde auf die
ausgehdrtete Fliche gegeben und mit neuem Gelatine-Albumin-Glutaraldehyd-Gemisch

iberschichtet. Die so entstandenen Blocke wurden in das Vibratom eingespannt.

3.4.2. X-Gal Firbung von Hoden

Frisch isolierte Hoden von hTERTp-lacZ transgenen Maiusen und Wildtyp Méusen als
Negativkontrolle wurden fiir zwei Stunden in 4 %iger Formaldehydlosung (in PBS, pH 8,0)
fixiert, in Gelatine-Albumin-Mix eingebettet und am Vibratom (100-150 um) geschnitten.
Anschliefend wurden die Gewebeschnitte fiir eine Stunde bei 37 °C mit X-Gal Farbelosung
inkubiert.

Das lacZ Gen kodiert fiir das Enzym B-Galaktosidase, welches das farblose Substrat X-Gal
(5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid) in das tiefblaue 5-Brom-4-Chlor-Indigo spaltet.
Zum Abstoppen der Férbereaktion wurden die Schnitte dreimal 5 min in PBS, pH 8,0,

gewaschen und auf Objekttragern in Mowiol eingedeckelt.
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3.4.3. Herstellung von Gewebeschnitten am Mikrotom

Mausgewebe, das histologisch analysiert werden sollte, wurde {iber Nacht in
4 %iger Formaldehydlosung fixiert und anschlieBend fiir zwei Stunden gewissert, um das
Fixativ auszuwaschen. Die Infiltration des Gewebes mit Paraffin erfolgte im
Gewebeinfiltrationsautomaten. Dazu wurde das Gewebe liber eine aufsteigende Alkoholreihe
entwéssert, der Alkohol wurde durch das Intermedium Xylol verdrdngt, und abschlieend

wurde das Gewebe mit Paraffin durchtrankt.

Programm: Organe 1

Ethanol 70 % lh
Ethanol 80 % l1h
Ethanol 90 % lh
Ethanol 95 % lh
Ethanol 100 % lh
Ethanol 100 % 1,5h
Xylol I lh
Xylol I l1h
Paraffin Typ 3 58 °C 1 lh
Paraffin Typ 3 58 °C II l1h
Paraffin Typ 3 58 °C III lh

AnschlieBend wurden die Gewebe in Paraffinblocke gegossen. Nach dem Aushdrten wurden
diese am Mikrotom geschnitten (2,5 - 4 um) und im Wasserbad bei ca. 45 °C gestreckt. Die
Schnitte wurden auf Superfrost-Objekttrager aufgenommen und iiber Nacht bei 40 °C
getrocknet. Die Entparaffinierung und Rehydrierung des Gewebes erfolgte manuell in Xylol
und absteigender Alkoholreihe.
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3.4.4. H & E-Firbung

Die Hémalaun- und Eosinfirbung (H & E-Firbung) ist eine Standardfirbung in der
Histologie. Sie dient als Ubersichtsfirbung, bei der die Zellkerne durch Hiimalaun dunkelblau
bis violett und Zytoplasma, Kollagen, Keratin und Erythrozyten durch Eosin rot erscheinen.

Entparaffinierte Gewebeschnitte wurden fiir 6 min in Mayers Hdmalaunlosung geférbt, kurz
in Ethanol mit 3 % HCI geschwenkt und anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser 4 min
gebldut. Daraufhin erfolgte eine 3 miniitige Inkubation in alkoholischem Eosin. Die Farbung
wurde in HyOgeion. gestoppt, und die Gewebeschnitte wurden {iber eine aufsteigende
Alkoholreihe mit einer abschlieBenden Inkubation in Xylol entwidssert und in Eukitt

eingedeckelt.

3.4.5. Immunhistochemie

Die histologische Detektion von Proteinen in Formaldehyd fixierten Organen fiihrt zu einer
chemischen Verdnderung der Antigene. Dies kann eine Maskierung der Epitope hervorrufen,
so dass der Antikorper unter Umstdnden sein Antigen nicht erkennt (Shi et al., 1991). Mit
Hitze konnen die Epitope in vielen Féllen wieder demaskiert werden (Kim et al., 2004b).

Um die Zielproteine besser fiir ihre Antikorper zugédnglich zu machen, wurden die
Gewebeschnitte flir 25 min in der Mikrowelle in TUF-Puffer gekocht. Nach 20 miniitigem
Abkiihlen wurde dreimal mit TBST gewaschen und die endogene Peroxidase 5 - 10 min mit
,ChemMate™ Peroxidase-Blocking* inhibiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurde
ggf. ein 10 miniitiger Proteinblock, um Hintergrundfirbung zu minimieren, mit
,»ChemMate™ Protein Block® durchgefiihrt. Die Erstantikorper-Inkubation fand iiber Nacht
bei 4 °C in ,,ChemMate™ Antibody Diluent™ verdiinnt statt. Am Folgetag wurde fiinfmal in
TBST gewaschen und der Zweitantikérper aus dem ,,ChemMate™ DAKO Envision™
Detection Kit* 15 min bei RT inkubiert. Dabei handelt es sich um ein Peroxidase-konjugiertes
Polymer, an das Ziege-anti-Kaninchen und -anti-Maus Sekundirantikdrper gekoppelt sind.
Nach fiinfmaligem Waschen mit TBST wurde DAB als Chromogen fiir die Peroxidase auf die
Schnitte gegeben. Das Substratsystem erzeugt an der Stelle des Zielantigens eine braune
Féarbung. Nach spitestens 10 min wurde die Farbreaktion in HyOgejon. gestoppt.

Zur Gegenfarbung wurden die Gewebeschnitte fiir 1 sec in Mayers Himalaunlosung getaucht,
kurz in HyOgeion. gespiilt und fiir 2 min in Leitungswasser geblaut. AbschlieBend wurde iiber

H>Ogqeion. und aufsteigende Alkoholreihe entwéssert und schlieBlich in Eukitt eingedeckelt.
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Die Immunhistochemie wurde mit Hilfe von Dr. Sabine Riethdorf und Malgorzata Stoupiec
(beide Uniklinikum Eppendorf, Institut fiir Tumorbiologie, AG Prof. Dr. Pantel, Hamburg)
etabliert. Die hTERT Férbung am humanen Hodenschnitt wurde freundlicherweise von

Dr. Sabine Riethdorf zur Verfligung gestellt.

3.5. Zellbiologische Methoden

3.5.1. Passagieren von Zellen

Alle Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit gehalten.

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um adhdrente Zellen, die mit Hilfe der
Protease Trypsin von ihrem Substrat gelost werden kdnnen, um die Zellen umzusetzen. Dazu
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieend fiir wenige Minuten mit Trypsin /
EDTA bei 37 °C inkubiert. EDTA entzicht den Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten Ca*'-
und Mg**-Tonen, so dass die Kontakte gelockert werden. Wenn sich ca. 80 % der Zellen
abgeldst hatten, wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von einem Uberschuss an Medium
gestoppt. Die Zellen wurden ggf. in einer Neubauer-Zdhlkammer gezédhlt und in geeigneter
Verdiinnung subkultiviert.

Alle verwendeten Medien und Losungen wurden vor Kontakt mit den Zellen auf 37 °C

erwarmt.

3.5.2. Kryokonservierung von Zellen

Zur Langzeitaufbewahrung von Zellen konnen diese in fliissigem Stickstoff bei -196 °C
gelagert werden. Dazu wurden die Zellen in eiskaltem Einfriermedium (DMEM + 20 % (v/v)
FCS + 10 % (v/v) DMSO) aufgenommen (ca. 1 x 10° Zellen/ml). AnschlieBend wurden die
Zellen in speziellen Kryorohrchen von Raumtemperatur auf -80 °C heruntergekiihlt und in
den Stickstofftank iiberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen kurz im 37 °C Wasserbad erwédrmt, bis das
Einfriermedium mit den Zellen fast vollstindig aufgetaut war. AnschlieBend wurde das

Einfriermedium sofort mit Medium verdiinnt, da das DMSO giftig fiir die Zellen ist.



Material und Methoden 40

3.5.3. Isolierung von Maus embryonalen und adulten Fibroblasten (MEF’s und MAF’s)

Zur Isolierung primérer embryonaler Fibroblastenkulturen wurde eine an Tag 14 schwangere
Maus mittels zervikaler Dissektion getdtet und die Embryonen unter sterilen Bedingungen
isoliert. Der Dottersack, der Kopf der Embryonen und die Extremitidten wurden zur DNA-
Isolierung zwecks Genotypisierung verwendet.

Das restliche Gewebe wurde in einer Zellkulturschale mit PBS zerkleinert. Um die Zellen zu
dissoziieren, erfolgte eine 20 miniitige Inkubation in Trypsin / EDTA bei 37 °C. Die Reaktion
wurde mit DMEM + 10 % FCS + Pen/Strep abgestoppt. Die Zellen wurden anschlieend im
37 °C Inkubator gehalten. Die Kultivierung der MEF’s erfolgte nach dem 3T3-Protokoll von
Todaro und Green (Todaro und Green, 1963). Dazu wurden je 1 x 10° Zellen auf 10 cm
Platten ausgesit und alle 3 - 4 Tage erneut mit 1 x 10° Zellen subkultiviert.

Eine Wachstumskurve wurde erstellt, indem die Zellen jedes Mal beim Splitten gezéhlt
wurden. Der Quotient aus der Anzahl der Zellen nach 3-4d/1x10° ergibt die

Proliferationsrate.

Das Anlegen primérer adulter Fibroblastenkulturen erfolgte nach dem Protokoll aus ,,Current
Protocols in Cell Biology“. Zusammengefasst wurde ein 2 x 2 cm groBles Hautstiick vom
Bauch der Maus pripariert, das wiederum in 3 x 3 mm grof3e Quadrate geschnitten wurde. Die
Explantate wurden unter regelmiBigem MAF-Mediumwechsel solange kultiviert, bis

geniigend Fibroblasten ausgewandert waren.

3.5.4. Wachstum in Softagar

Mit dem Wachstum in Softagar untersucht man, ob Zellen fihig sind, Verankerungs-
unabhingig zu wachsen bzw. sich zu teilen.

Es wurden zwei Agarose-Stammlosungen mit 1,2 % und 0,7 % (w/v) Agarose Typ VII in
H,O hergestellt, autoklaviert und im 50 °C Wasserbad fliissig gehalten.

Fiir jede Zelllinie wurden vier 6 cm Zellkulturschalen mit je 4 ml Grundagar befiillt.

Grundagar: 2 ml FCS
9ml 1,2 % Agarose-SL
9 ml DMEM doppelt konzentriert
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Das doppelt konzentrierte DMEM und das FCS wurden im 37 °C Wasserbad vorgewarmt.

Der Grundagar wurde fiir 1 h bei RT zum Aushérten stehen gelassen.

1,5 ml FCS
6,75 ml 0,7 % Agarose-SL
6,75 ml DMEM doppelt konzentriert

Uberschichtungsagar:

Der Uberschichtungsagar wurde bis zur Zugabe der Zellen im 41 °C Wasserbad erwirmt.
Jeweils 1,125 x 10° Zellen wurden mit 13,5 ml Uberschichtungsagar gemischt, und je 3 ml
(entspricht 2,5 x 10* Zellen) wurden auf den Grundagar gegeben und fiir 1 h bei RT zum
Festwerden stehen gelassen.

Die Zellkulturschalen wurden in einer Box fiir drei Wochen im Inkubator gehalten.
Abschliefend wurde die Zahl der entstandenen Zellklone bestimmt und statistisch

ausgewertet.

3.5.5. Stimulation von MEF’s mit Chromatin-verandernden Substanzen

Der Einfluss von verschiedenen Chemikalien, die die Chromatinstruktur verdndern, wurde auf
die Expression des Transgens hTERTp-lacZ in 6335.5 / BALB/c MEF’s getestet. Die Zellen
wurden nach verschiedenen Zeitpunkten (8, 24 und 48 h) geerntet und die RNA fiir RT-PCR-

Analysen isoliert.

Tab. 3.2.: Konzentration der eingesetzten Substanzen.

Substanz

Stammlésung

Endkonzentration

5’ Azacytidin

5 mg/ml in H,O

4 uM in DMEM

Chloroquin

50 mg/ml in H,O

100 uM in DMEM

Trichostatin A

1 mg/ml in DMSO

330 nM in DMEM
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3.6. Eingriffe an transgenen Miusen

3.6.1. Partielle Hepatektomie und Isolierung von Hepatozyten

Zur Untersuchung der Regulation des lacZ Reportergens unter Kontrolle des hTERT
Promotors wéhrend der Leberregeneration wurde eine partielle Hepatektomie (PH)
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 20 6340.3 /C57BL/6J und 20 WT /C57BL/6J Miuse
operiert.

Dazu hat Dr. Ande Satyanarayana  (Medizinische Hochschule = Hannover, Abt.
Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie, AG PD Dr. Rudolph) je drei von flinf
Leberlappen an narkotisierten Médusen entfernt (Tag 0). Je vier transgene und Wildtyp Tiere
wurden an Tag 1, 2, 3, 4 und 5 nach PH getdtet, und die regenerierende Leber wurde zwecks
RNA-Isolierung und TRAP assay isoliert.

Des Weiteren wurden von Dr. Henning Wege  (Uniklinikum  Eppendorf, Abt.
Gastroenterologie und Hepatologie, Hamburg) mit Hilfe der Perfusionstechnik Hepatozyten
aus 6340.3 / C57BL/6J und 6340.3 / BALB/c Méusen isoliert und partielle Hepatektomie an
drei 6335.5 / C57BL/6J Mausen (Tag 0, 1, 2 und 3) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleich der Telomeraseaktivitit in verschiedenen Organen bei Mensch und

Maus

Die humane Telomerase wird wéhrend der frithen Entwicklung in den meisten somatischen
Zellen herunterreguliert (Wright et al., 1996; Ulaner und Giudice, 1997). Dagegen ist
bekannt, dass die Telomerase bei der Maus in fast allen Geweben aktiv ist (Prowse und
Greider, 1995; Forsyth et al., 2002).

Es ist bislang nicht ausreichend untersucht, wie hoch die Telomeraseaktivitit in
unterschiedlichen Organen bei Mensch und Maus ist. In bisherigen Publikationen wurden nur
wenige humane und murine Organe in einer Studie untersucht. Da durch die experimentellen
Bedingungen durchaus Abweichungen erwartet werden konnen, sind die Studien von
verschiedenen Publikationen beziiglich der TERT Expression / Telomeraseaktivitit nicht ohne
weiteres quantitativ miteinander vergleichbar.

Um die Aktivitdt der humanen und murinen Telomerase direkt miteinander vergleichen zu
konnen, wurden sowohl die Telomeraseaktivitidt in unterschiedlichen Geweben als auch die
Expression des humanen und murinen TERT Gens untersucht (Fig. 4.1. und 4.2.). Dabei
konnte auch bestitigt werden, dass die Telomeraseaktivitdt sehr gut mit der Expression von
TERT korreliert (Meyerson et al., 1997; Weinrich et al., 1997).

Die Telomeraseaktivitidt wird mit Hilfe des TRAP assay (s. 3.3.1.) bestimmt. Dabei sind nicht
nur die Intensitdten der Banden der Produktleiter, sondern auch die Anzahl an ,,Sprossen‘ der
Produktleiter, die von der Prozessivitit der Telomerase abhéngt, entscheidend.

Es muss hier allerdings auch betont werden, dass die Ergebnisse als relative Werte zu
betrachten sind, da die TERT Expression und Telomeraseaktivitit vom Alter der Spender und
der Region, aus der die Organprobe genommen wurde, beeinflusst werden. Aus diesem Grund
kann die Quantifizierung der Ergebnisse immer nur eine grobe Anndherung an die Realitét

darstellen.

4.1.1. hTERT Expression ist in adulten humanen Organen stringent kontrolliert

In humanen somatischen Zellen wird die hTERT Expression bzw. Telomerase reprimiert. Nur

in Organen mit hohem proliferativen Potential ist NTERT detektierbar (Fig. 4.1. A). Im Hoden
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wird hTERT am stérksten exprimiert, daneben findet man im Diinn- und Dickdarm mittlere
hTERT Expression. In den iibrigen getesteten Organen ist trotz der sehr sensitiven
radioaktiven RT-PCR keine oder nur sehr schwache hTERT Expression sichtbar.
Telomeraseaktivitdt kann in Proben mit hohen hTERT mRNA Mengen wie Hoden und

Dickdarm nachgewiesen werden (Fig. 4.1. B).

Relative hTERT Expression
hTERT / GAPDH

0,2
o Lam - II I-I_-I_ I

Fig. 4.1.: Endogene hTERT Expression und Telomeraseaktivitit in humanen Geweben.

A) hTERT mRNA Mengen wurden mittels radioaktiver RT-PCR bestimmt. Bei den ersten 20 RNA’s handelt es
sich um gekaufte Gesamt-RNA, wihrend die folgenden acht RNA’s aus tiefgefrorenen Proben der
entsprechenden Organe isoliert wurden. Das Balkendiagramm zeigt die relative hTERT Expression bezogen auf
die Expression des Haushaltsgens GAPDH.

B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit. Von jedem Gewebe wurden je 1 pg Proteinextrakt

eingesetzt. Nur in Geweben mit deutlicher hTERT Expression ist die Telomerase detektierbar.
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4.1.2. Endogene mTERT Expression in normalen Mausgeweben

Im Gegensatz zum humanen TERT Gen wird das murine TERT Gen in fast allen Organen
exprimiert (Fig. 4.2. A). Wie beim Menschen ist ebenfalls im Hoden der Maus die starkste
TERT Expression zu beobachten. AuBlerdem zeigen folgende Gewebe hohe bis moderate
MTERT Mengen: Leber, Milz, Diinndarm, Dickdarm, Lunge, Mammagewebe, Eierstock und
Eileiter. In diesen Organen korreliert die mMTERT Expression mit der Telomeraseaktivitét
(Fig. 4.2. B). Dagegen sind MTERT sowie Telomerase in Niere, Muskel, Herz, Haut, Gehirn
und Lymphozyten gar nicht oder kaum detektierbar.
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Fig. 4.2.: Endogene MTERT Expression und Telomeraseaktivitiit in murinen C57BL/6J Geweben.

A) mTERT Expression wurde mittels radioaktiver RT-PCR bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt die relative
MTERT Expression bezogen auf die Expression des Haushaltsgens GAPDH.

B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit. Von jedem Gewebe wurden je 1 pg Proteinextrakt

eingesetzt. Nur in Geweben mit starker MTERT Expression ist die Telomeraseaktivitdt messbar.
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Die Expressionsanalysen des humanen und murinen TERT Gens bestitigen frithere
Veroffentlichungen, die aussagen, dass die hTERT Expression sehr viel stringenter als die
MTERT Expression kontrolliert wird und limitierend fiir die Telomeraseaktivitét ist. Es gibt
etliche Hinweise darauf, dass die TERT Genexpression primir iiber die Initiation der
Transkription reguliert wird (Wang et al., 1998; Giines et al., 2000; Ducrest et al., 2001).

Da die Transkriptionsfaktoren in der Regel zwischen den Spezies evolutiondr hoch
konserviert sind, sind die verschiedenen Expressionsmuster wahrscheinlich auf Unterschiede
in den TERT Promotoren zuriickzufiihren. In der Tat ist die Sequenzhomologie des humanen

und murinen TERT Promotors eher gering (Fig. 1.6.) (Greenberg et al., 1998).

4.2. Expression des lacZ Reportergens unter der Kontrolle eines 8,0 kbp langen

Fragmentes des humanen TERT Promotors in transgenen Méusen

Um die Regulation des humanen TERT Promotors in einem in Vvivo System unter
physiologischen Bedingungen untersuchen zu kénnen, wurde ein transgenes Mausmodell von
Dr. Cagatay Giines generiert.

Diese transgenen Miuse exprimieren das bakterielle lacZ Reportergen unter der Kontrolle

eines 8,0 kbp langen Fragmentes des humanen TERT Promotors (W\TERTp-lacZ) (Fig. 4.3.).

Apl Spl  Spl Spl
myc NF«B ER MZF1 myc MYC  p—
// I
- 8,0 kbp -33 -13 -0,3

Fig. 4.3.: hTERTp-lacZ Konstrukt.
Ein 8,0 kbp langes Fragment des humanen TERT Promotors wurde vor das lacZ Reportergen kloniert. Einige

putative Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren sind eingezeichnet. Nicht maBstabsgetreu dargestellt.

Im Folgenden wurde die Aktivitdt des humanen TERT Promotors in zwei dieser transgenen
Mauslinien (6340.3 und 6335.5) detailliert analysiert. Dazu wurde die lacZ Expression auf
mRNA Ebene bestimmt und als relatives MaB fiir die hTERT Promotoraktivitdt genommen.
Die Begriffe hTERT Promotoraktivitat, lacZ mRNA Menge und lacZ Expression wurden
synonym benutzt. Die murine und humane TERT Promotoraktivitdt in den hTERTp-lacZ

transgenen Méausen wurde anhand der mMTERT und lacZ Expression miteinander verglichen,
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auch wenn dies aufgrund verschiedener Halbwertszeiten der mRNA nicht hundertprozentig
korrekt ist.

Die lacZ Expressionsanalysen wurden in normalen adulten Organen der transgenen Miuse
wihrend der Hodenentwicklung, wahrend des Haarzyklus, nach partieller Hepatektomie, in
Maus embryonalen versus adulten Fibroblasten und in einem Tumormodell fiir

Mammakarzinome vorgenommen.

4.2.1. Expression des hTERTp-lacZ Reportergen Konstrukts im transgenen

Mausmodell zeigt ein ,,human-ihnliches* Muster

Zur Bestimmung der hTERT Promotoraktivitit in den transgenen Mausen wurde Gesamt-
RNA aus verschiedensten Organen isoliert. Mit Hilfe der sehr sensitiven radioaktiven
RT-PCR wurde die Expression von lacZ bestimmt und quantifiziert (Fig. 4.4.). Der lineare
Bereich der Amplifizierung wurde fiir jede PCR in Vorexperimenten bestimmt. Um die
hTERT Promotoraktivitit in verschiedenen Geweben miteinander vergleichen zu konnen,

wurde die lacZ Expression auf die des ubiquitdren Haushaltsgens GAPDH normiert.

In den beiden Mauslinien 6340.3 und 6335.5 zeigt der hTERT Promotor im Hoden die
starkste Aktivitdt. Im Fall der Linie 6335.5 war die lacZ Expression sogar ausschlieBlich im
Hoden und in keinem der anderen getesteten Organe detektierbar. Dagegen ist der hTERT
Promotor in der Mauslinie 6340.3 neben der starken Aktivitit im Hoden auch in anderen
Organen aktiv - allerdings in erheblich geringerem AusmaR. Dies wird vor allem nach der
Normierung auf das ubiquitire Haushaltsgen GAPDH deutlich (Fig. 4.4. A). Setzt man die
relative lacZ Expression im Hoden auf 1,0, liegt die Expression des Reportergens in den
iibrigen Organen wie Milz, Niere, Diinndarm, Dickdarm, Gehirn, Lymphozyten und

Mammagewebe unterhalb von 0,1.
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A) 6340.3 / C57BL/6]

lacZ /| GAPDH

Relative lacZ Expression

Fig. 4.4.: Aktivitit des h\TERT Promotors in den hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien 6340.3 und 6335.5.
Die hTERT Promotoraktivitit wurde anhand der Expression des lacZ Reportergens gemessen.

A) Mauslinie 6340.3 / C57BL/6J: hTERT Promotoraktivitit in adulten Organen mittels radioaktiver RT-PCR.
Das Balkendiagramm zeigt die relative lacZ Expression bezogen auf die Expression des Haushaltsgens GAPDH.
B) Mauslinie 6335.5 / C57BL/6J: hTERT Promotoraktivitdt in adulten Organen mittels radioaktiver RT-PCR.
GAPDH dient als Ladekontrolle. Nur im Hoden ist lacZ Expression detektierbar.

Es sollte auch betont werden, dass die endogene MTERT Expression und Telomeraseaktivitit
in den hTERTp-lacZ / C57BL/6J transgenen Mauslinien mit denen in den wildtypischen
C57BL/6] Méusen iibereinstimmen (Daten nicht gezeigt). Dies spricht dafiir, dass durch die
Integration des transgenen Konstrukts die Expression des murinen TERT Gens bzw. die
endogene Telomeraseaktivitit nicht beeinflusst wird.

AulBlerdem sollte hierbei noch darauf hingewiesen werden, dass nach bisherigen langjéhrigen
Beobachtungen keinerlei Auffilligkeiten bei den transgenen Tieren aufgetreten sind. Unter
diesen Umstinden kann man eine Integration des Transgens in lebenswichtige

Chromosomenbereiche ausschlief3en.
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Die Daten der RT-PCR deuten darauf hin, dass sich die Aktivitit des humanen TERT
Promotors im transgenen Mausmodell sehr ,,human-&hnlich* verhélt. In Tabelle 4.1. sind die
Ergebnisse der RT-PCR-Analysen der TERT Expression in humanen und murinen Geweben
versus der lacZ Reportergen Expression in Organen der transgenen Mauslinien

zusammengefasst.

Die auffilligsten Unterschiede der endogenen TERT Expression bei Mensch und Maus zeigen
sich bei Leber, Milz, Lunge, Gehirn, Mammagewebe, Eierstock und Eileiter. In diesen
Organen ist die MTERT Expression moderat (Leber, Milz, Eierstock und Eileiter) bzw.
schwach (Lunge, Gehirn, Mamma), wihrend die entsprechenden menschlichen Organe gar
keine (Leber, Lunge, Gehirn, Mamma, Eierstock und Eileiter) oder sehr schwache (Milz)
hTERT Expression zeigen.

Es gibt aber auch Ubereinstimmungen im TERT Expressionsmuster. So zeigen beide
Organismen keine oder nur schwache Hintergrundaktivitat beziiglich des TERT Promotors in
Niere, Muskel, Herz, Haut und Lymphozyten. Bei Mensch und Maus ist die TERT Expression

im Darm moderat, wihrend der Hoden die stirkste Menge an TERT mRNA aufweist.

Tab. 4.1.: Endogene humane und murine TERT Expression im Vergleich zur hTERT

Promotoraktivitit in transgenen Miusen.

human | 63403 | 63355 murin

hTERT hTERTp-lacZ MTERT
Leber - - - ++
Milz -/t + - ++
Niere - -/+ - -/+
Diinndarm ++ -/+ - ++
Dickdarm ++ -/+ - ++
Muskel - - - -
Lunge - -+ - +
Herz - - - -/+
Haut - - - -
Gehirn - + - +
Lymphozyten -/+ -/+ - -/+
Hoden St +++ +++ +++
Mamma - - - +
Eierstock + Eileiter - - - ++

+++ (starke), ++ (moderate), + (schwache), -/+ (Hintergrund), - (keine) TERT Promotoraktivitét

Anhand der Tabelle 4.1. kann man erkennen, dass sich das hTERTp-lacZ Konstrukt beziiglich

des Expressionsmusters ,,human-ghnlich“ verhdlt. Wie im humanen System hTERT wird das
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hTERTp-lacZ Konstrukt im transgenen Mausmodell sehr stringent kontrolliert. Der
menschliche Hoden ist das Organ mit der hochsten hTERT Expression und
Telomeraseaktivitit. Genauso verhdlt es sich mit der hTERT Promotoraktivitit in den
transgenen Tieren. Der Hoden weist die hochste lacZ Reportergen Expression auf.

Allerdings gibt es zwischen den beiden transgenen Mauslinien Unterschiede. Bei der Linie
6335.5 konnte die lacZ Expression exklusiv im Hoden nachgewiesen werden, wihrend die
Mauslinie 6340.3 neben der stirksten hTERT Promotoraktivitit im Hoden auch geringe
Aktivitit in anderen Organen zeigt. Welche der beiden Mauslinien geeigneter fiir die in vivo
Analyse der hTERT Promotor Regulation ist, muss iiber vergleichende Analysen entschieden

werden.

4.2.2. Histologische Analyse der lacZ Reportergen Expression im Hoden

Das lacZ Gen ist ein populdres Reportergen, da es einen einfachen enzymatischen Nachweis
fiir seine Expression gibt. Es kodiert fiir das Enzym B-Galaktosidase (B-Gal), welches das
farblose Substrat X-Gal spaltet, wobei Galaktose und ein Indoxylderivat, welches nach

spontaner Dimerisierung als blauer Farbstoff prazipitiert, entstehen.

Die zelltypspezifische Expression des lacZ Reportergens wurde mit Hilfe der X-Gal Féarbung
an Vibratomschnitten (Fig.4.5.) und B-Gal Immunhistochemie an Paraffinschnitten von

Hoden transgener Méuse tiberpriift (Fig. 4.6.).
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6340.3 /
C57BL/6J

C57BL/6]

Fig. 4.5.: X-Gal Firbung von Hoden bei 6340.3 / C57BL/6J und Wildtyp C57BL/6J Méusen.
150 um Vibratomschnitte von Hoden transgener Méuse wurden zum Nachweis der f-Galaktosidase mit X-Gal
gefirbt. Als Negativkontrolle wurden ebenfalls Hodenpriparate von wildtypischen Méusen geférbt. Nur in den

Hoden transgener Miuse entsteht ein blaues Prézipitat (links).

Mit Hilfe der X-Gal Farbung kann auch auf Proteinebene die starke Aktivitit des hTERT
Promotors im Hoden der transgenen Méause gezeigt werden. Die Hodenkanédlchen zeigen nur
im Hoden der hTERTp-lacZ transgenen Maus (Fig. 4.5. links) die charakteristische
Blaufarbung. In der Negativkontrolle (Fig. 4.5. rechts) tritt keine Hintergrundfarbung auf.

Vibratomschnitte erlauben eine iibersichtliche Analyse des Gewebes, aber es kann nicht
zwischen verschiedenen Zelltypen unterschieden werden, da die Schnitte fiir diesen Zweck zu
dick sind (150 pm). Um die zelltypspezifische Aktivitdt des hTERT Promotors im Hoden
transgener M4iuse detaillierter zu untersuchen, wurde B-Gal mittels Immunfiarbung an

Paraffinschnitten nachgewiesen (Fig. 4.6.).
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Fig. 4.6.: Immunhistochemie der p-Gal im Hoden bei 6340.3 / C57BL/6J und Wildtyp C57BL/6J Méusen
versus hTERT im humanen Hoden.

2 pum Paraffinschnitte von Hoden aus 6340.3 / C57BL/6J (A, B) und Wildtyp C57BL/6J (C, D) Méusen wurden
mit B-Gal spezifischen Antikorpern (A, C) oder als Negativkontrolle nur mit I[gG Antikérpern (B, D) behandelt.
Die humanen Hoden Paraffinschnitte wurden mit einem hTERT spezifischen Antikorper (E) bzw. ebenfalls als

Negativkontrolle nur mit IgG Antikdrpern (F) inkubiert.

Dabei zeigte sich eine starke -Gal Farbung in den primordialen Spermatogonien (rote Pfeile)
und den primidren Spermatozyten (schwarze Pfeile) (Fig.4.6.A). Die Sertoli- und
Leydigzellen sowie die Zellen der spiten Spermatogenese weisen keine B-Gal auf. In den
Negativkontrollen IgG Kontrolle (Fig. 4.6. B und D) und Wildtyp Hoden (Fig. 4.6. C) trat
keine unspezifische Hintergrundfarbung auf.

Bei der hTERTp-lacZ transgenen Mauslinie 6335.5 sahen die Férbungen gleich, aber

insgesamt schwécher aus (Daten nicht gezeigt, aber vgl. Fig. 4.8. C).

Um zu iiberpriifen, ob die B-Gal positiven Zellen in den Hoden transgener hTERTp-lacZ
Miéuse denjenigen Zellen entsprechen, die in humanen Hoden hTERT exprimieren, wurde das
hTERT Protein in humanen Hodenbiopsien immunologisch nachgewiesen.

Die hTERT Immunfarbung (Fig. 4.6. E) zeigt, dass das endogene hTERT Protein ebenfalls

wie die B-Gal, die in den transgenen Méiusen unter der Kontrolle des humanen TERT



FErgebnisse 53

Promotors steht, allein in den primordialen Spermatogonien (rote Pfeile) und den priméren
Spermatozyten (schwarze Pfeile) vorkommt (vgl. Fig. 4.6. A und E). Die immunologische
Detektion der B-Gal bestitigt die zelltypspezifische Aktivitdt des hTERT Promotors. In dem
hTERTp-lacZ transgenen Mausmodell ist der hTERT Promotor im Hoden wie beim

Menschen exklusiv in den Keimbahnzellen hochreguliert.

4.2.3. Ansteigende hTERT Promotoraktivitit im Hoden wiahrend der Geschlechtsreife

Bei ménnlichen Méusen werden die ersten reifen Spermien fiinf bis sechs Wochen nach der
Geburt produziert, so dass die Mannchen im Alter von fiinf bis sieben Wochen geschlechtsreif
sind.

Die Spermatogenese beginnt in den primordialen Spermatogonien, die an der Basalmembran
liegen (Fig. 4.7.). Einige dieser Stammzellen teilen sich mitotisch und differenzieren sich zu
primiren Spermatozyten. Nach der ersten meiotischen Teilung durchlaufen die sekundiren
Spermatozyten (haploid) die zweite meiotische Teilung. Die daraus resultierenden
Spermatiden entwickeln sich wihrend der Spermiogenese weiter zu Spermien. Die Spermien

werden in das Lumen entlassen und gelangen zur vollstdndigen Reifung in den Nebenhoden.

] Fig. 4.7.: Die Spermatogenese
Hodenkanélchen
(Querschnitt) (aus Campbell, 2000).
| In den Hodenkandlchen differen-
Nebenhoden < Y / zieren sich die primordialen
N O Spermatogonien (Urkeimzellen) iiber
Hoden T XY T . . .
e mehrere Mitosen und die Meiose zu
) Hodenkanalchen M
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e FTh Y
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Telomeraseaktivitit in Hoden von Méusen wurde ab der sechsten Woche beschrieben (Prowse
und Greider, 1995). Dagegen beschreiben Ravindranath et al. bei Ratten, dass die Telomerase
im Hoden von der Geburt an bis zur vierten Woche hoch sei und danach abnehme

(Ravindranath et al., 1997).

Um diese widerspriichlichen Daten zu {iberpriifen und ebenfalls mit der hTERT
Promotoraktivitit zu vergleichen, wurden Hoden von zwei, vier und sechs Wochen alten
hTERTp-lacZ transgenen und Wildtyp Méusen im C57BL/6J Hintergrund isoliert. Sowohl die
endogene MTERT Expression (Fig. 4.8. A) und Telomeraseaktivitit (Fig. 4.8. B) als auch die

hTERT Promotoraktivitit (Fig. 4.8. A) in den transgenen Proben wurden untersucht.

Die mRNA Mengen von endogenem MTERT weisen wihrend der Hodenentwicklung keine
Expressionsunterschiede auf (Fig. 4.8. A), wihrend die hTERT Promotoraktivitdt im Hoden
von zwei Wochen alten zu vier Wochen alten Méausen in beiden transgenen hTERTp-lacZ
Mauslinien ansteigt und dann konstant bleibt. Diese Beobachtung korreliert mit der X-Gal
Farbung an Vibratomschnitten (Fig. 4.8. C). In Hodenpriparaten von zwei Wochen alten
Mausen zeigen nur vereinzelte Hodenkanilchen B-Gal Aktivitit, wéhrend in den Hoden von
vier und sechs Wochen alten Mausen dhnlich wie im adulten Hoden (Fig. 4.5. links) alle
Hodenkanilchen positiv fiir f-Gal sind. Dabei sieht man deutlich, dass die f-Gal Aktivitdt im
Hoden der Mauslinie 6340.3 / C57BL/6J deutlich stérker als bei der Linie 6335.5 / C57BL/6J
ist. Dies hédngt vielleicht mit der stringenteren Regulation des Transgens in der Linie
6335.5 / C57BL/6J zusammen (vgl. Fig. 4.4.).

Verglichen mit den Hoden von vier und sechs Wochen alten Mdusen ist die endogene
Telomeraseaktivitit in den Hoden von zwei Wochen alten Mausen hoher (Fig. 4.8. B). Die
MTERT Expression bleibt konstant (Fig. 4.8. A) und korreliert nicht mit der abnehmenden
Telomeraseaktivitit. Es kann vermutet werden, dass die Telomerase wihrend der
Hodenentwicklung noch anderen regulatorischen Mechanismen unterliegt. Diese
Mechanismen konnten in diesem Experiment nicht aufgekldrt werden. Doch es wurde evident,
dass die Telomerase sehr wohl schon vor der sechsten Woche im Hoden der Maus

nachgewiesen werden kann.
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Fig. 4.8.: mTERT und hTERT Promotoraktivitit, endogene Telomeraseaktivitit und enzymatischer p-Gal
Nachweis wihrend der Hodenentwicklung bei hTERTp-lacZ / C57BL/6J und Wildtyp C57BL/6J Méusen.
A) Die RNA aus Hoden von zwei, vier und sechs Wochen alten 6340.3, 6335.5 und Wildtyp Méausen wurde
isoliert. Die lacZ, mTERT und GAPDH (als Ladekontrolle) Expression wurde mittels radioaktiver RT-PCR

bestimmt.
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B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit im Hoden wéhrend der Geschlechtsreife von 6340.3,
6335.5 und Wildtyp Méusen. Von jedem Gewebe wurden je 1 ug Proteinextrakt eingesetzt.

C) X-Gal Farbung der Hoden Vibratomschnitte (100 um) von zwei, vier und sechs Wochen alten 6340.3 und
6335.5 Mausen.

4.2.4. lacZ Reportergen Expression und Telomeraseaktivitit in der Haut wihrend des

Haarzyklus

Die Verfiigbarkeit humaner adulter Stammzellen ist in der Regel der limitierende Faktor fiir
die medizinische Forschung. Daher bicten die hTERTp-lacZ transgenen Méuse ein ideales
Modell, um den humanen TERT Promotor in vivo in Stamm- und Progenitorzellen zu
untersuchen. Die Analyse der hTERT Expression und Telomeraseaktivitét in der Haut bzw. im
Haarfollikel konnte Aufschluss iiber die Regulation der Telomerase in epidermalen
Stammzellen geben.

Die Haarfollikel enthalten multipotente Stammzellen, die alle Zelltypen der Epidermis, des
Haares und der Talgdriise bilden koénnen (Taylor et al., 2000; Morris et al., 2004). Die
epidermalen Stammzellen befinden sich in einer kleinen Ausbuchtung seitlich des
Haarfollikels, der bulge area (Fig. 4.9.). Die ruhenden Stammzellen (bulge area) werden als
Telomerase-kompetent und deren Tochterzellen (Progenitorzellen), die aus der
Stammzellnische auswandern und sich weiter differenzieren, zunichst als Telomerase-positiv
angeschen (Ramirez et al., 1997). Fiir jeden neuen Haarzyklus (Fig. 4.9.) bedarf es dieser
Stammzellen als Grundlage flir das Wachstum eines neuen Haares.

Im Anagen (Wachstumsphase) ist die Telomerase in Progenitorzellen im Bereich der
Haarzwiebel des humanen Haarfollikels aktiv, wéhrend die Aktivitit im folgenden Catagen
(Regressionsphase) und Telogen (Ruhephase) abnimmt (Ramirez et al., 1997). In murinen
Hautbiopsien konnten Sarin et al. zeigen, dass Telomeraseaktivitit nur mit Anagen assoziiert

ist (Sarin et al., 2005).
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Fig. 4.9.: Der Haarzyklus

The Hair Cycle (aus Fuchs et al., 2001).

Der Haarfollikel durchlduft kontinuierlich
einen Zyklus aus der Wachstumsphase
(Anagen), der Regressionsphase (Catagen)
und der Ruhephase (Telogen).

\&—2 /01d hair
P —— Vowma is lost
e

Die ersten beiden dieser Zyklen sind in der Maus synchronisiert (Fig. 4.10.), auch wenn die
Liange der Phasen je nach Stamm, Geschlecht, Umweltfaktoren und Erndhrung variiert

(Miiller-Réver et al., 2001).
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Fig. 4.10.: Zeitskala des Haarzyklus in weiblichen CS7BL/6J Miusen in den ersten 14 Wochen nach der
Geburt (aus Miiller-Rover et al., 2001).

Der Haarfollikel unterliegt einem immer wiederkehrenden Zyklus von morphologischen Verdanderungen. Bei
Mausen startet dieser Zyklus im Alter von zwei Wochen, wenn die Morphogenese abgeschlossen ist, mit einer
Apoptose-abhéngigen Regression (Catagen) der Haarfollikel, der das Telogen, der Ruhezustand, folgt. Im

Anagen, einer Phase schnellen Wachstums, fangen die Haarfollikel wieder an zu proliferieren.

Von den transgenen Tieren wurden Hautbiopsien isoliert, um zu {iberpriifen, ob die Aktivitdt
des humanen TERT Promotors wie zu erwarten im Anagen ansteigt. Von transgenen
hTERTp-lacZ Maidusen und Wildtyp Maiusen, wurde Haut mit Haarfollikeln in der
Morphogenese, Telogen 1, Anagen 1, Telogen 2 und Anagen 2 isoliert. Die anagenen und
telogenen Phasen wurden durch H & E-Farbungen an Paraffinschnitten dargestellt

(Fig. 4.11.).
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Fig. 4.11.: H & E-Férbung der

Anagen Telogen Haut mit Haarfollikeln der

anagenen und telogenen Phase.
Im Anagen (links) hat der
Haarfollikel seine maximale
Liange (gemessen von der
dermalen  Papille bis zur
Epidermis). Nach der Regression

im Catagen schrumpft der

Haarfollikel im Telogen (rechts)

auf seine minimale Grofe.

Mittels radioaktiver RT-PCR wurde die Expression von mMTERT und lacZ wihrend der
verschiedenen Phasen des Haarzyklus bestimmt (Fig. 4.12. A und B). Die Telomeraseaktivitat

wurde mit dem TRAP assay nachgewiesen (Fig. 4.12. C und D).

Wihrend der Morphogenese findet man eine hohe MTERT Expression, Telomeraseaktivitét
und hTERT Promotoraktivitét (Fig. 4.12.).

Die RT-PCR Analyse und deren Quantifizierung bestétigt, dass im Anagen beide TERT
Promotoren eine hohere Aktivitdt als im Telogen aufweisen (Fig. 4.12. A und B). Allerdings
ist dieser Unterschied nur in der ersten telogenen und anagenen Phase deutlich erkennbar. Im
zweiten Haarzyklus (T2 und A2) sind die Expressionsunterschiede nicht signifikant. Das
konnte daran liegen, dass die Haarfollikel im zweiten Zyklus nicht mehr so gut synchronisiert

sind wie im ersten.

An Gesamt-Hautextrakten konnte hier nur eine hohe Telomeraseaktivitit wihrend der
Morphogenese nachgewiesen werden, die danach abnimmt (Fig. 4.12. C und D). Zwischen
Hautbiopsien weiblicher und ménnlicher Tiere ergab der TRAP assay keine Unterschiede in
der Telomeraseaktivitdt (Fig. 4.12. D).

Eine mogliche Erklarung wére, dass die Stammzellen / Progenitorzellen nur einen geringen
Anteil des Haarfollikels ausmachen und es vielleicht zu wenig Haarfollikel pro Hautbiopsie
waren, um die Unterschiede in der Telomeraseaktivitit im Anagen und Telogen deutlich

darzustellen.
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Fig. 4.12.: hTERT Promotoraktivitit und mMTERT Expression sowie Telomeraseaktivitit in der Haut
wihrend verschiedener Stadien des Haarzyklus (6340.3).

M: Morphogenese, T1: Telogen 1, Al: Anagen 1, T2: Telogen 2, A2: Anagen 2

A) hTERT Promotoraktivitdt, mMTERT Expression mittels radioaktiver RT-PCR wéhrend verschiedener Phasen
des Haarzyklus in weiblichen 6340.3 / BALB/c Mausen. -: H,O Negativkontrolle, +: cDNA Positivkontrolle

(B) Das Balkendiagramm zeigt die relative lacZ und mTERT Expression bezogen auf die Expression des
Haushaltsgens GAPDH.

C) Telomeraseaktivitdt zyklierender Haarfollikel mittels TRAP assay. Von jedem Gewebe wurden je 800 ng
Proteinextrakt eingesetzt.

D) TRAP assay zum Vergleich der Telomeraseaktivitit in Hautextrakten mit Haarfollikeln in der Morphogenese
und in der zweiten Telogenphase von sowohl ménnlichen als auch weiblichen Tieren. Von jedem Gewebe

wurden je 1 pug Proteinextrakt eingesetzt.
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Bei der transgenen Mauslinie 6335.5 wurde ebenfalls die Menge an lacZ mRNA in der Haut
wihrend der proliferierenden und ruhenden Phase des Haarzyklus bestimmt. Im Gegensatz
zum Telogen konnte in Hautproben von 6335.5 / C57BL/6J Maiusen in der ersten anagenen
Phase eine &duBerst schwache lacZ Reportergen Expression detektiert werden. Die

Telomeraseaktivitit ist in der telogenen Phase schwicher als im Anagen (Fig. 4.13.).

Fig. 4.13.: TERT Promotor- und Telomerase-

<
A) B) @0 aktivitit im anagenen und telogenen
N »
§. § Haarfollikel (6335.5).
Al T2 S o T AIT2 .
A) hTERT Promotoraktivitit (roter Pfeil) und
lacz MTERT Expression mittels radioaktiver RT-PCR
wihrend Anagen 1 (A1) und Telogen 2 (T2) des
MTERT
Haarzyklus in weiblichen 6335.5/C57BL/6J
GAPDH Miusen.

B) Telomeraseaktivitdit wiahrend Anagen1 (Al)
und Telogen2 (T2) mittels TRAP assay. Von
jedem Gewebe wurden je 800 ng Proteinextrakt

eingesetzt.

Mittels X-Gal Féarbung und B-Gal Immunhistologie wurde versucht, die zelltypspezifische
Aktivitdt der B-Gal in Haarfollikeln hTERTp-lacZ transgener Méuse zu visualisieren. Die
hTERT Promotoraktivitit wire in den Progenitorzellen zu erwarten, die in die Haarzwiebel
wandern. In genau diesem Abschnitt des humanen Haarfollikels wurde Telomeraseaktivitét
nachgewiesen (Ramirez et al., 1997).

Erste Versuche die B-Gal mittels X-Gal Farbung oder f-Gal Immunhistologie nachzuweisen
waren nicht erfolgreich. Die Proteinmenge an B-Gal in der Haut bzw. den Haarfollikeln
scheint fiir diese Nachweismethoden zu gering zu sein. Variationen der Férbemethoden oder
der Nachweis der lacZ Expression auf RNA-Ebene mittels der RNA in situ Technik kdnnten
zum Erfolg fiihren.
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4.2.5. lacZ Reportergen Expression und Telomeraseaktivitiit in priméren Fibroblasten

in Abhingigkeit vom p53 Status

In der Literatur wird die Beteiligung des Tumorsuppressor Proteins p53 an der hTERT
Regulation kontrovers diskutiert. Wahrend manche Arbeitsgruppen p53 einen inhibierenden
Effekt auf die hTERT Expression zusprechen (Kusumoto et al., 1999; Kanaya et al., 2000; Xu
et al., 2000b), konnen andere keinen Effekt von p53 auf die hTERT Expression nachweisen
(Lin und Elledge, 2003).

Da in den meisten Arbeiten p53 iiberexprimiert wurde, beruhen die Ergebnisse auf nicht
physiologischen Bedingungen. Die hTERTp-lacZ transgenen Méuse bieten die Moglichkeit,
die Aktivitdt des hTERT Promotors in einem Hintergrund mit verschiedenen p53 Genotypen
zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden Maus embryonale Fibroblasten (MEF’s) generiert, die das
hTERTp-lacZ Konstrukt enthalten und die beziiglich p53 wildtypisch (+/+), heterozygot (+/-)
bzw. homozygot knock-out (-/-) sind. Bei der p53 Deletionsmutante wurden die Exons 2 bis 6
des p53 Gens durch eine Neomycin-Kassette, die zusitzlich als Selektionsmarker dient,
ersetzt (Jacks et al., 1994). Insgesamt wurden fiir die Analysen aus Verpaarungen von
p53*" / BALB/c mit 6340.3 / p53*"" / BALB/c sechs primire Zelllinien verwendet:

7-1/ 6340.3 / p53*"™*, 7-2 / 6340.3 / p53 **, 31-4 / 6340.3 / p53*", 31-10 / 6340.3 / p53*",
31-1/6340.3 / p53" und 31-7/ 6340.3 / p53™.

Die sechs Zelllinien wurden 25 Passagen kultiviert, die Proliferationsrate bestimmt und zu

verschiedenen Zeitpunkten Proben fiir RT-PCR und TRAP assay genommen.
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Fig. 4.14.: Wachstumskurve der verschiedenen MEF-Zelllinien.

N/No: Anzahl der Zellen nach 3 bzw. 4 Tagen / Anzahl ausgesiter Zellen (1 x 10°)

Die MEF’s wurden nach dem 3T3-Protokoll (Todaro und Green, 1963) alle 3 bis 4 Tage gezihlt und
subkultiviert.

Die Wachstumskurve verdeutlicht (Fig. 4.14.), dass zunéchst alle primdren MEF-Zelllinien
gut proliferieren. Allerdings weisen die p53'/' MEF’s konsequent eine hdhere
Proliferationsrate als die p53+/' MEF’s auf, die wiederum schneller als die p53+/+ MEF’s
wachsen. Der p53 Status iibt einen entscheidenden Einfluss auf Wachstumsparameter wie
Proliferationsrate, Dichte der Zellen bei Konfluenz, Seneszenz, Immortalisierung und
Transformation aus (Hiyama et al., 1996).

Zwischen der 6. und 10. Passage gehen die MEF’s in die Krise und proliferieren fiir einige
Passagen gar nicht oder nur kaum. Diesem seneszenten Status konnen einige Zellen durch
spontane Immortalisierung entkommen. Jenes zeigt sich an der wieder ansteigenden
Wachstumskurve ab Passage 10. Bis auf die Zelllinie 7-2 / 6340.3 / p53+/+ steigert sich die
Proliferationsrate bei den iibrigen MEF’s kontinuierlich mit steigender Passagenzahl. Bei
7-2/6340.3 / p53*"* sinkt die Wachstumskurve ab Passage 13 auf ein Niveau herab, bei dem
sich die Zellen nicht mehr teilen. Nach Passage 20 ist wieder ein leichter Anstieg bei der

Proliferation zu verzeichnen.
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Bei den p53 defizienten MEF’s ist ab der 15. Passage ein Verlust der Kontaktinhibition zu
beobachten, und die Zellen wachsen in mehreren Schichten libereinander.

Interessant ist das unterschiedliche Wachstumsverhalten der beiden MEF-Linien 7-1 und 7-2
mit Wildtyp p53. Bis zur 17. Passage ist die Proliferationsrate beider Zelllinien &hnlich, dann
aber geht die Linie 7-2 in einen eher seneszenten Status iiber, wéhrend die Linie 7-1 ihre

Proliferationsrate steigert und eher den p53+/' MEF’s dhnelt.

Mittels RT-PCR wurde untersucht, wie sich der p53 Status auf die Expression von mTERT
und lacZ auswirkt und ob sich die Expression mit steigender Passagenzahl, die mit Krise,
Seneszenz, Immortalisierung und ggf. Transformation einhergeht, dndert (Fig. 4.15. A). Die

Telomeraseaktivitdt wurde ebenfalls zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (Fig. 4.15. B).

A)
P2 P3 P7 P10 P13 P18 P24
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
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:7-1/6340.3 / p53+/*
£ 7-2/ 6340.3 / p53+i*
:31-4/6340.3 / p53*"
:31-10/ 6340.3 / p53*"-
:31-1/6340.3 / p537-

:31-7/6340.3 / p53-
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Fig. 4.15.: hTERT Promotoraktivitit und MTERT Expression sowie Telomeraseaktivitit wihrend
steigender Passagenzahl der MEF’s.

Von verschiedenen Passagen (P) wurden Zellen fiir RT-PCR und TRAP assay geerntet.

A) Die mTERT und lacZ Expression sowie der p53 Status (wt p53: Wildtyp p53, neo p53: p53 Deletionsmutante)
wurden mittels RT-PCR bestimmt. GAPDH dient als Ladekontrolle.

B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitdt. Von jedem Gewebe wurden je 400 ng Proteinextrakt

eingesetzt.
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Sowohl das lacZ Reportergen als auch das endogene MTERT Gen werden in MEF’s
exprimiert. Unter Beriicksichtigung der GAPDH Signale zeigen die RT-PCR Daten einen
Trend zu einer insgesamt stirkeren Expression der analysierten Gene und einer hoheren
Telomeraseaktivitdt in den p53 defizienten MEF’s. Auffillig ist das Expressionsmuster in
Passage 7. Hier befinden sich die Zelllinien in der Krise und verlangsamen bzw. stoppen ihre
Proliferation. Es ist anzunehmen, dass das p53 Protein in diesem seneszenten Status
stabilisiert wird und unter Umstdnden Einfluss auf die TERT Promotoraktivitit nehmen kann.
In der Tat nimmt die Aktivitdt der TERT Promotoren und der Telomerase in den MEF’s mit
Wildtyp p53 wihrend der Krise ab. Diese Reduktion ist nicht bei den p53 defizienten MEF’s
zu beobachten, wihrend die p53 heterozygoten MEF’s ein intermedidres Muster zeigen.
Nachdem einige Zellen der Krise durch spontane Immortalisierung entkommen konnten, ist
auch kaum noch eine Inhibition der TERT Promotoren bzw. der Telomerase durch p53
nachzuweisen.

Der p53 Status bleibt nicht mit steigender Passagenzahl konstant. Zwischen der 13. und 18.
Passage hat die Zelllinie 31-10 das Wildtyp p53 Allel abgeschaltet und in der 24. Passage ist

dies auch bei der zweiten Zelllinie 31-4 mit urspriinglichem p53™" Status der Fall.

Bei der MEF-Linie 7-1, die ab Passage 17 im Wachstumsverhalten eher den p53+/‘ MEF’s
dhnelt, zeigt sich in der RT-PCR von Passage 18 eine Bande fiir die Neomycin-Kassette, die
die Deletionsmutante von p53 reprisentiert (Fig. 4.15. A). Es ist zu vermuten, dass diese
Zelllinie beim Subkultivieren mit p53"" MEF’s kontaminiert wurde. Das wiirde auch die
verdnderte Proliferation erklaren. In der 24. Passage hat diese Zelllinie zusitzlich das Wildtyp

p53 Allel abgeschaltet.

Anhand der Wachstumskurve konnte gezeigt werden (Fig. 4.14.), dass einige Zellen ab der
10. Passage spontan immortalisieren. Die Fahigkeit muriner embryonaler Fibroblasten,
spontan zu immortalisieren, ist ein bekanntes Verhalten (Todaro und Green, 1963).

Fiir eine Transformation der Zellen sind in der Regel zusétzliche Mutationen erforderlich, die
z. B. Tumorsuppressor Gene wie p53 betreffen. Nur transformierte Zellen besitzen die
Féhigkeit, Verankerungs-unabhingig zu proliferieren. Aus diesem Grund stellt das Wachstum
von Zellen in Softagar ein sehr wichtiges Kriterium zur Feststellung der Malignitdt von Zellen
dar. Die Féhigkeit in Softagar zu wachsen, wurde an den MEF’s der 10. und 25. Passage
getestet (Fig. 4.16. und Tab. 4.2.).
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PaSSage 10
HeLa
7-1/6340.3 /p53**  31-7/6340.3 /p537" o Hela
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Fig. 4.16.: Transformierte Zellklone, die Verankerungs-unabhiingig in Softagar wachsen.
Nach drei Wochen Kultivierung der MEF’s aus Passage 10 in Softagar zeigen nur die HelLa Zellen
(Positivkontrolle) sehr hohe Klonierungseffizienzen. Bis auf eine Zellkolonie bei 31-7 / 6340.3 / p53” konnten

die iibrigen Zelllinien keine Kolonien bilden.

Bei den MEF’s von Passage 10 konnte nur die Zelllinie 31-7 / 6340.3 / p53™ eine Kolonie im
Agar bilden. Nach 25 Passagen waren es durchschnittlich 34 Kolonien. Verglichen mit den
HeLa Kontrollzellen ist dies eine sehr geringe Klonierungseffizienz (Tab. 4.2.). Die anderen
Zelllinien wiesen noch schwichere Klonierungseffizienzen auf: 7-1/6340.3 / p53+/+ (0,25),
7-2/6340.3/p53**  (0,25), 31-4/6340.3/p53*" (0,25), 31-10/6340.3/p53*"" (0),
31-1/6340.3 /p53™ (1,5). Die Linie 31-7/ 6340.3 / p53" mit den meisten Kolonien zeigte
auch kontinuierlich die hochste Proliferationsrate (Fig. 4.14.). Bei den MEF’s aus Passage 25
ist zu beachten, dass zu diesem Zeitpunkt die Linien 7-1 / 6340.3 / p53*"*, 31-4 / 6340.3 /
p53+/' sowie 31-10/6340.3 / p53+/' die pS3 Expression abgeschaltet haben (Fig. 4.15. A).

Tab. 4.2.: Fihigkeit der MEF’s, in Abhiingigkeit vom p53 Status in Softagar zu wachsen.

MEF’s P10 Kolonien || MEF’s P25 Kolonien
7-1/6340.3/p53™ [0 7-1/6340.3/p53™ | 0,25
7-2/63403/p537* |0 7-2/6340.3/p537F 10,25

0 0,25
31-10/6340.3 /p53*" | 0 31-10/6340.3 /p53*" | 0
31-1/6340.3/p53" |0 31-1/6340.3/p53" | 1,5
31-7/6340.3 /p53" | 0,25 31-7/6340.3/p53" | 34
HeLa Kontrolle > 1000 HeLa Kontrolle > 1000

Vergleich der Klonierungseffizienzen der sechs Zelllinien aus Passage 10 mit Passage 25. Es wurden je vier
6 cm Zellkulturschalen jeder Zelllinie in Softagar fiir drei Wochen kultiviert. Die durchschnittliche Anzahl an

Kolonien pro Schale ist dargestellt. Die HeLa Zellen fungieren als Positivkontrolle.
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Es wurden ebenfalls 6335.5/ BALB/c MEF’s etabliert, um die hTERT Promotoraktivitit in
MEF’s dieser hTERTp-lacZ transgenen Mauslinie zu untersuchen.

Die 6335.5 / BALB/c MEF’s zeigen im Gegensatz zu den 6340.3 / BALB/c MEF’s keine lacZ
Reportergen Expression (Fig. 4.17.).

Fig. 4.17.: h\TERT Promotoraktivitiit in 6335.5 / BALB/c MEF’s.
_ 1:96-10/ 6335.5 / p53*"*, 2: 84-4 / 6335.5/ p53™
lacz ¥ A ! Die lacZ Expression wurde mittels radioaktiver RT-PCR bestimmt. GAPDH

GAPDH EI dient als Ladekontrolle.

-: H,0 Negativkontrolle, +: pSKT-NLS-lacZ Positivkontrolle

1 2 - +

Die Expression von hTERT in primédren priaseneszenten humanen Fibroblasten wurde bisher
erst einmal beschrieben, und zwar ausschlieBlich wihrend der S-Phase (Masutomi et al.,
2003). Daher sollten die hTERT Promotoraktivitit, die mMTERT Expression sowie die
Telomeraseaktivitit in 6340.3 / BALB/c Maus embryonalen Fibroblasten (MEF’s) und auch
Maus adulten Fibroblasten (MAF’s) untersucht werden.

In den MAF-Zelllinien 1/6340.3/ p53+/+ und 19/6340.3/ p53+/' zeigt der ektopische
hTERT Promotor eine moderate Aktivitdt, wihrend der endogene mTERT Promotor nur eine
schwache Aktivitit aufweist (Fig.4.18. A). Anhand des TRAP assay ist eine hohere
Telomeraseaktivitdt in den embryonalen Fibroblasten verglichen mit den adulten Fibroblasten

erkennbar (Fig. 4.18. B).

Fig. 4.18.: hTERT Promotoraktivitit und mMTERT
) B & E i ie Tel ktivitit in MAF’
o§§' MEF MAF Xpression sowie 1elomeraseaktivitat in S.
€& 1 23 4 | MEFs:1:7-1/63403/p53"",2:31-1/63403 / p53”

MAF’s: 3: 1/6340.3 / p53*'*, 4: 19/ 6340.3 / p53™"
A)Die mTERT und lacZ Expression wurde mittels
RT-PCR bestimmt. GAPDH dient als Ladekontrolle.
B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit.

Von jedem Gewebe wurden je 400 ng Proteinextrakt

eingesetzt.
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4.2.6. Aktivitit des humanen TERT Gen Promotors in einem Mausmodell fiir

Mammakarzinome

Aufgrund der Tatsache, dass die Telomerase in iiber 90 % humaner Brustkrebserkrankungen
hochreguliert wird (Kimura et al., 2003), bot es sich an, die Regulation des hTERTp-lacZ

Konstrukts in einem Mausmodell fiir Mammakarzinome zu studieren.

p53 heterozygote BALB/c Maiuse entwickeln spontan Tumore, die zu 42 %
Mammakarzinome sind (Kuperwasser et al., 2000; Blackburn et al., 2003). Spontane
Mammakarzinome entwickelten sich mit einer Latenzzeit von acht bis vierzehn Monaten.

Maiuse des Inzuchtstammes BALB/c haben eine hohere Tumorinzidenz, da sie Mutationen in
den Cdkn2a (p16™ ** und p19°"F) und Prkdc Loci tragen (Zhang et al., 1998; Yu et al.,
2001). In diesem Fall enthélt der Cdkn2a Locus, der fiir p16™<** und p19*%F kodiert, zwei

Punktmutationen. pl6™ A

inhibiert normalerweise die Zellzyklusprogression am
Restriktionspunkt von der G1-Phase in die S-Phase, indem das Protein die Phosphorylierung
von Rb durch die Zyklin-abhingige Proteinkinase 4 (Cdk4) verhindert. Im BALB/c
Inzuchtstamm fiihrt die Punktmutation im Cdkn2a Locus zu einer verringerten Fahigkeit von
pl6™“*" die Phosphorylierung von Rb zu inhibieren und einen Wachstumsarrest zu
induzieren (Zhang et al., 1998). Die p19™®" Funktion ist nicht beeintrichtigt.

Prkdc kodiert fiir die katalytische Untereinheit der DNA-abhéngigen Proteinkinase, die an der
DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur beteiligt ist. In BALB/c Méiusen ist dieser Locus von

zwei Punktmutationen betroffen, was in einer hoheren genomischen Instabilitit in

Mammaepithelien nach Bestrahlung resultiert (Yu et al., 2001).

Um den hTERT Promotor in diesem Mausmodell fiir Mammakarzinome zu untersuchen,
wurden bitransgene hTERTp-lacZ / p53+/ "/ BALB/c Méuse sowohl der Linie 6340.3 als auch
6335.5 generiert und unter Beobachtung gehalten, bis sie sichtbare Tumore aufwiesen.
Allerdings stellte sich heraus, dass die Mehrheit der Miuse keine Mammakarzinome, sondern
andere Tumore wie Lymphome oder Sarkome entwickelte. Mehrere weibliche Tiere mussten
getotet werden, da sich ihr Uterus im Alter abgesenkt hatte und begann sich ,,auszustiilpen®.
Nach 22 Monaten haben von 18 6335.5/ p53+/' / BALB/c Tieren sieben Maiuse
Mammakarzinome und von 16 6340.3 / p53™" / BALB/c Tieren hat nur eine Maus (# 8) ein

thorakales Mammakarzinom entwickelt (Tab. 4.3.). Die Beurteilung der Tumore anhand von
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H & E-Farbungen erfolgte freundlicherweise von Dr. Jiirgen Lohler und Heidrun

Gevensleben (beide Heinrich-Pette-Institut).

Tab. 4.3.: Ubersicht iiber isolierte Tumore aus bitransgenen hTERTp-lacZ / p53"" / BALB/c Miusen

und hTERT Promotoraktivitit sowie Expression ausgewéhlter Tumormarker.

Sex Alter
# Genotyp w/m | (Monate) Tumor lacZ | mTERT | her2 | ESX | ER81 | c-myc
11 | 6335.5/p53*" w 8 zerv. Mammakarz. | ++ -+ + - + 4
87 | 6335.5/p53"" w 12 thor. Mammakarz. | -/+ ot + |+ +
99 | 6335.5/p53*" w 12 abd. Mammakarz. = -+ + -+ + -+
30 | 6335.5/p53*" w 16 abd. Mammakarz. = ot + ++ ++ ++
7 | 6335.5/p53*" w 12 zerv. Mammakarz. | -/+ +H+ ++ ++ ++ +++
59 | 6335.5/p53"" w 14 zerv. Mammakarz. = ot =+ | | |
14 | 6335.5/p53*" w 17 zerv. Mammakarz. = +H+ ++ ++ ++ +++
98 | 6335.5/p53"" w 7 Lymphom = ot
61 | 6335.5/p53" | w 3 ohne, zerv. Mamma | - + -+ | |
8 | 6340.3/p53*" w 13 thor. Mammakarz. | +++ - + e || e +
13 | 6340.3/p53*" w 13 Sarkom ++ +
29 | 63403 /p53*" | m 6 Thymom ++ ot
24 | 6340.3/p53*" w 15 Sarkom ++ -+ 4
11 | 6340.3/p53*" w 13 ohne, zerv. Mamma | + + - - - -

Die Méuse zeigten zu den angegebenen Zeitpunkten deutliche Tumore (auBer die Kontrollméuse # 61 6335.5 /
p53** und # 11 6340.3 / p53*"). Die Expression von lacZ, mTERT, her2, ESX, ER81 und c-myc in den
Tumorproben wurde mittels RT-PCR bestimmt. Deren Expression verglichen mit der in normalem Gewebe (im
Falle der Mammakarzinome verglichen mit den ibrigen normalen Mammae derselben Maus) wurde in

stark (+++), mittel (++), schwach (+), keine (-) und Hintergrund (-/+) eingeteilt.

Die endogene MTERT Expression ist in allen Mammatumoren erhoht. Ebenfalls bekannte
Tumormarker wie her2, ESX (auBler im Mammakarzinom von # 11 6335.5/ p53+/ ), ER81 und
c-myc sind in den tumorigenen Geweben iiberexprimiert. Der heterozygote p53 Status ist in
allen Féllen in den Tumoren laut RT-PCR erhalten geblieben (exemplarisch bei Fig. 4.19. und
4.21.). Der hTERT Promotor weist in den Tumoren der bitransgenen 6340.3 / p53+/' Tiere
eine erhohte Aktivitit auf. Dagegen zeigt der hTERT Promotor in den Tumoren der
6335.5/ p53+/' bitransgenen Méduse nur in einem Fall (# 11) eine deutliche Reaktivierung

(Fig. 4.21.). Auffillig ist, dass gerade in dieser Tumorprobe die ESX mRNA nicht erhdht ist.

Im Folgenden sind die vollstindigen Analysen von drei Médusen mit Mammakarzinomen

exemplarisch dargestellt.
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Die Maus # 8 6340.3 / p53+/' hat im Alter von 13 Monaten ein thorakales Mammakarzinom
entwickelt. Die iibrigen Mammagewebe zeigten keinen offensichtlichen Phénotyp. Die
RT-PCR Daten ergeben erhohte lacZ, mTERT, her2, c-myc, ER81 und ESX mRNA Mengen
im Tumorgewebe (Fig. 4.19. A). Die verstiarkte mMTERT Expression korreliert mit gesteigerter

Telomeraseaktivitdt in dem Tumor (Fig. 4.19. B).

A)

lacZ

MTERT

# 8 6340.3 / p53*"-/ BALB/c
Thor. Mammakarzinom

Karzinom

mehrschichtige,
glanduldre Struktur

Fig. 4.19.: hTERT Promotoraktivitiit und verschiedene Tumormarker sind in einem thorakalen
Mammakarzinom erhoht.

A) RT-PCR Analyse der lacZ, mTERT, her2, c-myc, ER81, ESX, p53 und GAPDH (als Ladekontrolle)
Expression. -: H,O Negativkontrolle, +: cDNA Positivkontrolle

B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit. Von jedem Gewebe wurden je 100 ng Proteinextrakt
eingesetzt.

C) H & E-Firbung des Mammakarzinoms.
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In der H & E-Férbung sieht man ein Mammakarzinom mit mehrschichtiger, noch glandulérer
Struktur, groBBen, polymorphen Kernen, einem hohen mitotischen Index und Stromareaktion
(Fig. 4.19. C). Mit der f-Gal Immunhistologie kann das Protein nur in den Tumorzellen (rote
Pfeile) und nicht in den umgebenden Stromazellen (schwarze Pfeile) detektiert werden

(Fig. 4.20. links).

B-Gal Antikorper IgG Kontrolle

Fig. 4.20.: Detektion der B-Gal in einem thorakalen Mammakarzinom.
Paraffinschnitte des Mammakarzinoms #8 6340.3/ p53+/ ) wurden fiir immunhistologische Analysen
eingesetzt. Dazu wurden sie mit einem [-Gal spezifischen Antikorper (links) bzw. als Negativkontrolle nur mit

dem IgG Zweitantikdrper (rechts) inkubiert.

Die Maus # 11 6335.5/p53" hat mit acht Monaten ein zervikales Mammakarzinom
entwickelt. Die librigen Mammae wiesen keine Auffilligkeiten auf. In der hTERTp-lacZ
Mauslinie 6335.5 konnte eine Aktivitit des hTERT Promotors in normalen adulten Organen
ausschlieBlich im Hodengewebe detektiert werden (vgl. Fig. 4.4. B). Umso interessanter war
das Ergebnis der RT-PCR Analyse, das zeigt, dass der hTERT Promotor nur im tumorigenen
zervikalen Mammagewebe reaktiviert wird, in den {ibrigen normalen Mammae derselben
Maus jedoch nicht (Fig. 4.21. A). Bis auf ESX sind die Tumormarker mTERT, her2, c-myc
und ER81 ebenfalls im Mammakarzinom erhoht. Die verstarkte MTERT Expression korreliert
mit hoher Telomeraseaktivitit in dem Tumorgewebe (Fig. 4.21. B). Die H & E-Farbung zeigt
ein schlecht differenziertes Karzinom (GIII), das eingekapselt vorliegt (Fig. 4.21. C). Es sind
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grofle, polymorphe Kerne, ein hoher mitotischer Index, Nekrosen und Stromareaktion zu

erkennen.

A)

lacZ

MTERT

her2

myc

ER81

ESX

neo p53
wt pS3

GAPDH |

Randbereich _A
mit Kapsel

# 11 6335.5/p53*"/ BALB/c

Zerv. Mammakarzinom
-
Karzinom

Fig. 4.21.: Induktion der hTERT Promotoraktivitit und verschiedener Tumormarker in einem zervikalen
Mammakarzinom.

A) RT-PCR Analyse der lacZ, mTERT, her2, c-myc, ER81, ESX, p53 und GAPDH (als Ladekontrolle)
Expression. -: H,O Negativkontrolle, +: cDNA Positivkontrolle

B) TRAP assay zur Bestimmung der Telomeraseaktivitit. Von jedem Gewebe wurden je 250 ng Proteinextrakt
eingesetzt.

C) H & E-Firbung des Mammakarzinoms.
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Die Maus # 14 6335.5/ p53+/ “hat im Alter von 17 Monaten ein zervikales Mammakarzinom
entwickelt. Die anderen Mammagewebe zeigten ebenfalls keinen offensichtlichen Phinotyp.
Im Gegensatz zu den oben gezeigten Fillen wird der hTERT Promotor nicht im
Tumorgewebe aktiviert (Fig. 4.22. A), wihrend die analysierten Tumormarker eine erhohte
Expression zeigen.

In der H & E-Férbung sieht man ein schlecht differenziertes Karzinom (GIII), mit groBen,
polymorphen Kernen, einem hohen mitotischen Index und Stromareaktion (Fig. 4.22. B). Im
Fettgewebe ist eine beginnende Neoangiogenese erkennbar. Es sind noch Bereiche normalen

Mammagewebes vorhanden (Fig. 4.22. B oben rechts).

B)

her2 I -
myc |[ —-— |
ER8L [l -
- 3 Karzinom normales
ESX ot — Fettgewebe Mammagewebe
GAPDH [lwmje= —~enememss | #14 6335.5 / p53*"/ BALB/c

Zerv. Mammakarzinom

Fig. 4.22.: Induktion verschiedener Tumormarker in einem zervikalen Mammakarzinom, jedoch nicht
des hTERT Promotors.

A) RT-PCR Analyse der lacZ, mTERT, her2, c-myc, ER81, ESX und GAPDH (als Ladekontrolle) Expression.

-: H,O Negativkontrolle, +: cDNA Positivkontrolle

B) H & E-Farbung des Mammakarzinoms.

Mit diesem Modell fiir spontane Mammakarzinome konnte bestétigt werden, dass die TERT
Expression wihrend der Tumorgenese hochreguliert wird (Kim et al., 1994; Kimura et al.,
2003), und zwar sowohl die endogene MTERT Expression als auch zum Teil die hTERT

Promotoraktivitit. Allerdings ist die Anzahl an Tumoren sehr gering, was vor allem darauf
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zuriickzufiihren ist, dass nur wenige der Versuchstiere (8 von 34) in einem relativ langen

Zeitraum (bis zu 22 Monaten) tatsichlich Mammakarzinome entwickelt haben.

4.277. hTERT Promotoraktivitit und MTERT Expression werden wihrend der

Leberregeneration induziert

Die Leber als hochregeneratives Organ zeigt beziiglich der Telomeraseaktivitidt bei Mensch
und Maus beachtliche Unterschiede (vgl. Fig. 4.1. und 4.2.). Wéhrend beim Menschen keine
Telomerase in der Leber detektierbar ist, gehort die Méuseleber zu den Organen mit sehr
hoher Telomeraseaktivitit. Normalerweise befinden sich die Hepatozyten in einem
Ruhezustand und miissen erst aktiviert werden, damit sie in regenerativen Prozessen anfangen
zu proliferieren. In den meisten humanen Leberkrankheiten wie Leberzirrhose, Hepatitis und
Leberkarzinomen werden die hTERT Expression und Telomerase induziert (Tahara et al.,

1995).

Untersuchungen der hTERT Expression und Telomeraseaktivitdt in humanen Leberproben
wéhrend regenerativer Prozesse oder der Tumorgenese stellen nur Momentaufnahmen dar,
weil humane Gewebeproben nur sehr begrenzt verfiigbar sind. Das hTERTp-lacZ
Mausmodell bietet in diesem Fall die exzellente Moglichkeit, nicht nur die Regulation der
endogenen MTERT Expression und Telomeraseaktivitit, sondern aus des hTERT Promotors
in der Leber in vivo zu analysieren.

Aus diesem Grund wurde die etablierte Methode der partiellen Hepatektomie (PH) bei der
Maus angewandt, um regenerative Prozesse zu erforschen. Dabei werden drei der fiinf
Leberlappen unter Narkose entfernt. Die Zellen in den verbleibenden Leberlappen beginnen
zu proliferieren, um den Verlust an Lebermasse zu kompensieren. Dabei werden die ruhenden

Hepatozyten aktiviert.

An 20 6340.3 / C57BL/6J und 20 Wildtyp C57BL/6J Méusen wurden eine PH durchgefiihrt.
Die Expression von MTERT sowie die Telomerase- und hTERT Promotoraktivitit wurden

nach verschiedenen Zeitpunkten mittels RT-PCR und TRAP assay analysiert (Fig. 4.23.).
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Fig. 4.23.: Induktion der hTERT Promotoraktivitit und mMTERT Expression sowie Telomeraseaktivitit
wihrend der Leberregeneration nach partieller Hepatektomie (6340.3).

hTERT Promotoraktivitdt, mMTERT Expression mittels radioaktiver RT-PCR (A) und Telomeraseaktivitit (B)
mittels TRAP assay nach partieller Hepatektomie (PH) an 6340.3 / C57BL/6J Miausen. GAPDH dient als

Ladekontrolle. Von jedem Gewebe wurden je 200 ng Proteinextrakt eingesetzt.

Am dritten Tag nach der partiellen Hepatektomie an 6340.3 / C57BL/6J Méusen zeigt sich ein
deutlicher Anstieg in der Expression des lacZ Reportergens und von mTERT, der auch bei den
folgenden Zeitpunkten 4 und 5 Tage anhélt (Fig. 4.23. A). Die steigende MTERT Expression
korreliert mit zunehmender Telomeraseaktivitit (Fig. 4.23. B). Bei den Wildtyp Méusen war
ebenfalls wie bei den transgenen Méausen eine Induktion der mMTERT Expression am dritten

Tag nach PH zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

In einem kleineren experimentellen Ansatz wurde eine partielle Hepatektomie an drei 6335.5 /
C57BL/6] Méusen (Tag 0, 1, 2 und 3) durchgefiihrt. Die operierte Maus, deren Leber fiir
Tag 2 nach PH vorgesehen war, ist post-operativ gestorben.

Im Gegensatz zur Linie 6340.3 konnte der hTERT Promotor in Méusen der Linie 6335.5 /
C57BL/6J nach partieller Hepatektomie nicht induziert werden. Allerdings ist auch hier ein
Anstieg der endogenen MTERT Expression am dritten Tag nach partieller Hepatektomie zu
beobachten (Fig. 4.24.).
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Fig. 4.24.: Keine Induktion der hTERT Promotoraktivitit
Tage nach PH

0o 1 3 - +

lacZ Ij Die lacZ, mTERT und GAPDH (als Ladekontrolle) Expression nach
partieller Hepatektomie an 6335.5/ C57BL/6J Mausen wurde mittels
MTERT l radioaktiver RT-PCR bestimmt.

GAPDH _- -: H,O Negativkontrolle, +: cDNA Positivkontrolle

wihrend der Leberregeneration in der Mauslinie 6335.5.

4.3. Induktion des hTERT Promotors mit Trichostatin A

Die vergleichenden Expressionsanalysen des lacZ Reportergens in den hTERTp-lacZ
transgenen Mauslinien 6340.3 und 6335.5 haben ergeben, dass der humane TERT Promotor
in adulten 6335.5 Mausen exklusiv im Hoden nachweisbar ist (vgl. Fig. 4.4.) und nur in einem
Fall der untersuchten Mammakarzinome (vgl. Fig. 4.21.) reaktiviert wurde. Wiahrend der
hTERT Promotor in Miusen der Linie 6340.3 in der Haut (vgl. Fig. 4.12. A), in MEF’s sowie
MAF’s (vgl. Fig.4.15. A und 4.18. A) und in der Leber nach partieller Hepatektomie
(vgl. Fig. 4.23. A) aktiv ist, zeigt der hTERT Promotor dagegen in den entsprechenden
Organen/ Zellen der Linie 6335.5 minimale (vgl. Fig.4.13. A) oder keine Aktivitit
(vgl. Fig. 4.17. und 4.24.). Es stellt sich die Frage, wieso der hTERT Promotor in der
transgenen Mauslinie 6335.5 verglichen mit der Linie 6340.3 eine geringere Aktivitit
aufweist (vgl. Fig. 4.4.).

Dafiir kann es mehrere Griinde geben. Neben der Anzahl an Transgen-Kopien, die stabil in
das Mausgenom integriert wurden, oder dem Integrationsort, der die Transkription des

Transgens beeinflussen kann, sind auch epigenetische Regulationsmechanismen denkbar.

Die iibergeordnete Chromatinstruktur der genomischen DNA kann durch bestimmte
Substanzen so verdndert werden, dass die Regulation der Genexpression beeinflusst wird.
Vielleicht liegt der Integrationsort des hTERTp-lacZ Konstrukts bei der Linie 6335.5 in der
Nihe eines heterochromatischen Bereichs, in dem die Gene transkriptionell inaktiv sind.
Daher wurden verschiedene Substanzen daraufhin getestet, ob sie den hTERT Promotor in
6335.5 / BALB/c MEF’s induzieren kdnnen.

Trichostatin A (TSA) inhibiert reversibel Histon-Deacetylasen, was zu einer Histon-
Hyperacetylierung und somit Auflockerung des Chromatins fiithrt (Yoshida et al., 1990).
Dariiber hinaus gibt es mehrere Publikationen, die zeigen, dass TSA gezielt den hTERT
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Promotor in normalen Zellen induzieren kann (Takakura et al., 2001; Hou et al., 2002;
Mukhopadhyay et al., 2005).

5’ Azacytidin (5’ Aza) ist ein Cytidin-Analogon, welches nach Einbau in die neu
synthetisierte DNA kovalent DNA-Methyltransferasen bindet. Dies resultiert in einer
irreversiblen Inhibition der DNA-Methylierung (Jones, 1985; Juttermann et al., 1994).
Chloroquin kann in die DNA interkalieren und dadurch die superhelikale Struktur veréindern

(Broll, 1983; Kwakye-Berko und Meshnick, 1989).

In ersten Experimenten wurden 6335.5 / BALB/c MEF’s fiir 8, 24 und 48 Stunden mit TSA,
5’ Aza oder Chloroquin behandelt. AnschlieBend wurde die Expression von lacZ, mTERT
sowie GAPDH als Ladekontrolle mittels RT-PCR bestimmt (Fig. 4.25., nicht alle Zeitpunkte

sind dargestellt).
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Fig. 4.25.: Induktion des hTERT Promotors in 6335.5 / BALB/c MEF’s mit TSA.
6335.5 / BALB/c MEF’s wurden mit TSA, 5’ Aza bzw. Chloroquin in den angegebenen Konzentrationen
inkubiert. Die lacZ und mMTERT Expression wurde nach verschiedenen Inkubationszeiten mittels RT-PCR

bestimmt. GAPDH dient als Ladekontrolle und unbehandelte Zellen als Negativkontrolle.

Nur TSA, das die Histon-Deacetylasen inhibiert, kann den hTERT Promotor in den 6335.5
MEF’s aktivieren (Fig.4.25.). Weder die Inkubation der Zellen mit 5’ Aza noch mit
Chloroquin kann den hTERT Promotor induzieren (Fig. 4.25. rechts), auch nicht nach 24 oder
48 Stunden (Daten nicht gezeigt). Die mMTERT Expression steigt nach TSA und Chloroquin
Behandlung an (Fig. 4.25. rechts).
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5. Diskussion

Die stringente Regulation der Telomerase in humanen Zellen und deren Aktivierung wéhrend
der Tumorgenese machen die Telomerase zu einem idealen Ziel in der Krebstherapie. Eine
zielgerichtete Therapie gegen Telomerase-positive Zellen wiirde hauptsdchlich die
Tumorzellen und nicht die {ibrigen normalen Zellen des Organismus betreffen. Um jedoch die
Telomerase gezielt in malignen Zellen hemmen zu koénnen, miissen die

Regulationsmechanismen, denen die Telomerase unterliegt, aufgeklart werden.

Die Regulation der Telomerase geschieht hauptséchlich iiber die Initiation der Transkription
der katalytischen Untereinheit hTERT. Daher ist es essentiell, die regulatorischen Elemente,
die den hTERT Promotor kontrollieren, zu charakterisieren. In in vitro Modellen konnten
schon zahlreiche positive (z. B. c-myc (Wang et al., 1998), Sp1 (Kyo et al., 2000), ESX
(Goueli und Janknecht, 2004)) und negative Regulatoren (z. B. mad1 (Giines et al., 2000)) der
hTERT Expression identifiziert werden.

Allerdings konnen in vitro Daten immer nur Hinweise auf die Situation in vivo sein. Die
Relevanz dieser Faktoren in vivo ist bislang nicht hinreichend geklért. Der Modellorganismus
Maus ist dem Menschen sehr nah und wird oft fiir medizinische Fragestellungen zur
Tumorgenese, Entwicklung oder Genfunktion herangezogen.

Erste Studien zur Telomeraseaktivitit in murinen Geweben haben aufgezeigt, dass die
Analyse der endogenen MTERT Expression nicht geeignet ist, um Riickschliisse auf die
humane Regulation der hTERT Expression und Telomeraseaktivitdt zu ziehen. Die TERT
Expression bei der Maus wird nicht wie beim Menschen in den meisten Zellen unterdriickt
(Chadencau et al., 1995; Prowse und Greider, 1995; Greenberg et al., 1998). Der Grund dafiir
liegt primér an der speziesspezifischen Expression des murinen und humanen TERT Gens
(Wright und Shay, 2000). Obwohl einige Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren zwischen
beiden Promotoren konserviert sind, haben Sequenzanalysen des humanen und murinen
TERT Promotors eine eher geringe Sequenzhomologie ergeben (Greenberg et al., 1998). So
konnte gezeigt werden, dass der hTERT im Gegensatz zum mTERT Promotor eine nicht
konservierte GC-Box enthdlt, die fiir die humanspezifische Unterdriickung der hTERT

Expression verantwortlich ist (Horikawa et al., 2005).
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Diese Befunde sprechen dafiir, dass eher Unterschiede in der cis-Regulation der Transkription
als verschiedene Transkriptionsfaktoren fiir die speziesspezifische Expression von TERT
verantwortlich sind. Daher sollte in dieser Arbeit ein transgenes Mausmodell charakterisiert
werden, das eine Analyse des humanen TERT Promotors in vivo und unter physiologischen

Bedingungen erlaubt.

Die hTERTp-lacZ transgenen Méiuse exprimieren das lacZ Reportergen, das fiir die
bakterielle B-Galaktosidase kodiert, unter der Kontrolle eine 8,0 kbp langen hTERT
Promotorfragments. In Vorarbeiten wurden von Dr. Cagatay Giines die hTERTp-lacZ
transgenen Mause generiert. Von 85 potentiellen Griindertieren zeigten elf das Transgen via
Southern Blot- und PCR-Analyse. In vier dieser elf lacZ positiven Tiere konnte die f-Gal mit
X-Gal Farbung nachgewiesen werden. Zwei von den vier B-Gal positiven Mauslinien, 6340.3
und 6335.5, wurden in dieser Arbeit hinsichtlich ihres Potentials, die Regulation des hTERT

Promotors in vivo zu untersuchen, charakterisiert.

5.1. ,,Human-idhnliche* Aktivitit eines ektopischen hTERT Promotors im transgenen

Mausmodell

In den hTERTp-lacZ transgenen Maiusen spiegelt das Expressionsmuster des Transgens
grofBitenteils die Expression des hTERT Gens in humanen Geweben wider. Beim Menschen
zeigt nur der Hoden hohe hTERT Expression. Die iibrigen untersuchten Organe zeigen keine
oder nur sehr schwache hTERT Expression. Analog dazu ist die lacZ Reportergen Expression
im Hoden transgener Tiere am stdrksten. Bei der Linie 6335.5 ist die hTERT
Promotoraktivitit in adulten Méausen exklusiv auf den Hoden beschrinkt, obwohl der hTERT
Promotor wihrend der Embryogenese in beiden transgenen Linien, 6335.5 und 6340.3, in
verschiedenen hoch proliferativen Organen aktiv ist (Ritz et al., 2005). Die transgene Linie
6340.3 zeigt ein weniger stringentes Expressionsmuster beziiglich des lacZ Reportergens.
Neben der starken hTERT Promotoraktivitdit im Hoden findet man auch in den iibrigen

getesteten Organen sehr schwache lacZ mRNA Mengen.

Auch wenn man nicht ausschlieBen kann, dass enhancer oder silencer Sequenzen, die
aullerhalb des gewéhlten 8,0 kbp hTERT Promotorfragments liegen, Einfluss auf die

Regulation des hTERT Promotors nehmen, so scheint das hTERT Promotorfragment dennoch
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die wichtigsten regulatorischen Regionen fiir die korrekte zelltypspezifische Expression in
Maiusen zu enthalten. Neben der in dieser Arbeit demonstrierten ,human-dhnlichen®
Regulation dieses 8,0 kbp hTERT Promotorfragments konnte Dr. Cagatay Giines in
Vorexperimenten zeigen, dass die Luziferase Reportergen Expression unter der Kontrolle
cben dieses Promotorfragments sowie ebenfalls die endogene hTERT Expression nach
Induktion der Differenzierung durch Retinsdure-Behandlung in stabil transfizierten humanen
hédmatopoetischen U937 Zellen abnehmen (personliche Mitteilung Dr. Cagatay Giines). In
dhnlicher Weise wurde die humane Tumorzelllinie HeLa mit einem 2,0 kbp hTERT
Promotorkonstrukt, das die Expression des Reporters eGFP (enhanced green fluorescent
protein) kontrolliert, stabil transfiziert, um Inhibitoren der h\TERT Expression zu identifizieren
(Lin und Elledge, 2003). Kiirzlich wurden eGFP transgene Méuse mit 1, 2 und 5 kbp mTERT
Promotorfragmenten aufwirts des Transkriptionsstarts generiert (Pericuesta et al., 2006). Die
Aktivitdt aller drei Promotoren dhnelt der der endogenen MTERT Expression. Die Autoren
haben daraus geschlussfolgert, dass das 1 kbp Promotorfragment ausreichend fiir die korrekte
Regulation der mTERT Expression ist. Es wurde sogar anhand von hTERT Promotor
Deletionsanalysen postuliert, dass eine 181 bp hTERT Kern-Promotor Region aufwirts des
Transkriptionsstarts ausreichend flir die transkriptionelle Aktivierung von hTERT ist
(Takakura et al., 1999).

Allerdings bergen transiente Transfektionsexperimente mit kurzen Promotorfragmenten den
Nachteil, dass unter Umstidnden nicht alle Elemente fiir eine akkurate Regulation des
entsprechenden Gens im Promotorstiick enthalten sind und dass mdgliche epigenetische
Mechanismen in diesem Versuchsansatz nicht zur Regulation der Promotoraktivitét beitragen
konnen. Aus diesem Grund sind lange Promotoren filir die Generierung transgener Mause
besser geeignet, da nur mit langen Promotorfragmenten eine Positions-unabhingige
Expression des Transgens beobachtet wird (Bonifer et al., 1996).

Horikawa et al. haben eine transgene Maus generiert, die das gesamte hTERT Gen, inklusive
Promotor, Exons und Introns, exprimiert (Horikawa et al., 2005). Die ektopische hTERT
Expression spiegelt die hTERT Promotoraktivitidt bzw. lacZ Expression der hTERTp-lacZ
transgenen Méuse wider. Dieser Befund bekriftigt die Annahmen, dass der 8,0 kbp Promotor
im hTERTp-lacZ Mausmodell die wichtigsten regulatorischen Elemente fiir eine korrekte
zelltypspezifische Aktivitat besitzt und dass die hTERTp-lacZ Miuse geeignet sind, um die

Regulation des humanen TERT Promotors in vivo zu untersuchen.
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5.2.  Zelltypspezifische Aktivitit des hTERT Promotors im Hoden

Der Hoden repriasentiert das Organ mit der hochsten hTERT Expression und
Telomeraseaktivitiat. Die Aufrechterhaltung der Telomerldnge bei der Spermatogenese ist
wichtig, damit nur Chromosomen mit langen Telomeren an die Nachkommen weitergegeben
werden. Die Urkeimzellen und die primiren Spermatozyten sind die Hauptquellen fiir die
Telomeraseaktivitit im Hoden (Yamamoto et al., 1999). Wihrend der Spermiogenese werden
die hTERT Expression und die Telomerase inhibiert.

In den hTERTp-lacZ transgenen Méausen konnte die zelltypspezifische Aktivitit des humanen
TERT Promotors iiber B-Gal Immunhistochemie nachgewiesen werden. Nur in den
primordialen Spermatogonien und primdren Spermatozyten ist die B-Gal detektierbar.

Im Hoden von zwei Wochen alten Miusen ist anhand der Ubersichtsfirbung mit X-Gal ein
heterogenes lacZ Expressionsmuster erkennbar. Der hTERT Promotor wird nur in wenigen
Hodenkanilchen induziert. Mit zunehmendem Alter der Méuse ist der hTERT Promotor dann
in allen Hodenkanilchen aktiv. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist, dass die Méannchen mit
zwei Wochen noch priapubertir sind und erst mit fiinf bis sieben Wochen ihre

Geschlechtsreife erreichen.

Die Beobachtung von Prowse und Greider, dass die Telomerase im murinen Hoden erst ab der
sechsten Woche aktiviert wird, konnte nicht bestétigt werden (Prowse und Greider, 1995).
Stattdessen wurde eine starke Telomeraseaktivitit in Hoden von zwei, vier und sechs Wochen
alten Mdusen nachgewiesen, wobei beim 2-Wochen-Wert die stirkste Telomeraseaktivitit
auftrat. Dieses Ergebnis korreliert eher mit einer Untersuchung an Ratten, in der gezeigt
wurde, dass die Telomeraseaktivitidt von der Geburt an bis zur vierten Woche hoch sei und
danach abnehme (Ravindranath et al., 1997).

Inwieweit die Daten die tatsdchliche Regulation der Telomerase wéhrend der
Hodenentwicklung wiedergeben, ist noch in weiteren Experimenten zu kldren. Auffillig ist
allerdings bei den Resultaten von Prowse und Greider, dass die charakteristische Leiter beim
TRAP assay, die die Telomeraseaktivitit widerspiegelt, fehlt (Fig. 5. Prowse und Greider,
1995).
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5.3.  Aktivitit des h\TERT Promotors wihrend des Haarzyklus

Der Haarfollikel unterliegt dem Haarzyklus, der aus aufeinander folgenden Phasen des
Wachstums (Anagen), der Regression (Catagen) und der Ruhe (Telogen) besteht (Fuchs et al.,
2001; Botchkarev und Paus, 2003).

Fiir diese weitreichenden morphologischen Verdnderungen des Follikels, bei denen im
Catagen zweidrittel des Haarfollikels durch Apoptose abgebaut (Weedon und Strutton, 1981)
und im folgenden Anagen wieder aufgebaut werden, bedarf es Stammzellen. Die epidermalen
Stammgzellen sind multipotent und in der bulge area seitlich des Haarfollikels lokalisiert. Aus
ithnen konnen alle Zelltypen der Epidermis, des Haares und der Talgdriise hervorgehen

(Taylor et al., 2000; Morris et al., 2004).

Stammzellen haben die einzigartige Fahigkeit, sich asymmetrisch zu teilen, wobei wieder eine
Stammzelle und eine sich differenzierende Tochterzelle (Progenitorzelle) entstehen. Die
meisten, moglicherweise alle, humanen adulten Organe enthalten Stammzellen (Weissman et
al., 2001). Dabei spielen Stammzellen eine wichtige Rolle fiir die Homdostase der Organe
eines Organismus und fiir regenerative Prozesse. Die Telomerase ist in Zellen nachweisbar,
die undifferenziert sind oder die eine hohe proliferative Kapazitit wie z. B. Keimbahnzellen
und multipotente Progenitorzellen besitzen (Harrington, 2004). Adulte Stammzellen zeigen
zwar ebenfalls ein hohes proliferatives Potential, jedoch befinden sie sich meistens in einem
ruhenden Stadium und weisen oft keine oder nur schwache Telomeraseaktivitit auf, die in der
Regel nicht ausreicht, um sukzessive Telomerverkiirzungen zu verhindern (Collins und
Mitchell, 2002). Aufgrund der geringen Zellteilungen kdénnen Stammzellen einen gewissen
Telomerverlust tolerieren. Die ruhenden Stammzellen werden folglich als Telomerase-
kompetent und deren Abkommlinge, die Progenitorzellen, die aus der Stammzellnische
auswandern und sich weiter differenzieren, zunichst als Telomerase-positiv angesehen
(Ramirez et al., 1997).

Die Telomeraseaktivitit humaner Stammzellen bzw. der Progenitorzellen ist essentiell fiir
deren proliferative Kapazitit. Im Laufe ihrer Differenzierung wird die Telomerase
abgeschaltet. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der stringenten Regulation der Telomerase
beim Menschen.

Untersuchungen des Haarfollikels haben sowohl beim Menschen als auch bei der Maus
gezeigt, dass die Telomeraseaktivitit nur mit dem Anagen assoziiert ist (Ramirez et al., 1997;

Sarin et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden die endogene MTERT Expression und
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Telomeraseaktivitit sowie die ektopische hTERT Promotoraktivitdt in Hautbiopsien mit
Haarfollikeln in der Morphogenese, dem Telogen 1, Anagen 1, Telogen 2 und Anagen 2
bestimmt. Fiir die Proben der Morphogenese wurden zwolf Tage alte 6340.3 Méuse
verwendet. In diesem Alter befinden sich die Mause noch im Wachstumsprozess und ihr Fell
ist noch nicht vollstindig entwickelt. Daher sind eine hohe Telomeraseaktivitit und mTERT
sowie lacZ Reportergen Expression nicht verwunderlich. Fiir den ersten Haarzyklus konnte
deutlich gezeigt werden, dass die MTERT Expression und die hTERT Promotoraktivitit mit
dem Anagen assoziiert sind. Anhand des TRAP assay konnte die Hochregulation der
Telomeraseaktivitit im Anagen nur zum Teil dargestellt werden. Ein Grund dafiir konnte sein,
dass die Telomeraseaktivitit in Hautextrakten und nicht im Haarfollikel selber gemessen
wurde. Um das die Haarfollikel umgebende Gewebe zu reduzieren, wire eine Abtrennung der
Epidermis von der Haut, so dass nur die Basalschicht fiir die Experimente eingesetzt wird,
eine Moglichkeit. Ein weiterer Schritt wére, die zelltypspezifische mMTERT Expression via
Immunhistochemie und die Telomeraseaktivitit mit Hilfe des in situ TRAP assay
nachzuweisen. Fiir die zelltypspezifische hTERT Promotoraktivitit wurde mittels X-Gal
Farbung und B-Gal Immunhistochemie versucht, die Lokalisation der B-Gal in der Haut zu
untersuchen. Jedoch war die Proteinmenge an B-Gal wahrscheinlich fiir den immunologischen
Nachweis zu gering. Es bestiinde allerdings noch die Moglichkeit, die lacZ Expression auf
RNA-Ebene mit Hilfe der RNA in situ Technik histologisch darzustellen.

Es lésst sich allgemein sagen, dass die zelltypspezifische Analyse der nTERT Expression fiir
die prédzise Funktion der Telomerase im Zusammenhang mit der Tumorgenese oder
regenerativen Prozessen immer mehr an Bedeutung gewinnt. Mit dem konventionellen TRAP
assay oder der hTERT RT-PCR werden in der Regel Extrakte mit einer heterogenen
Zellpopulation untersucht, so dass keine Auskunft iiber die zelltypspezifische Aktivitit
gegeben werden kann. Es wurden zwar auch immunhistochemische Analysen mit Antikérpern
gegen hTERT durchgefiihrt, doch wurde in den meisten Studien der monoklonale NCL-
hTERT Antikérper (Novocastra) verwendet. Die Spezifitit dieses Antikorpers war schon
lange umstritten und nun wurde kiirzlich verdffentlicht, dass gerade dieser Antikorper das
Phosphoprotein Nucleolin, das im Nukleolus lokalisiert ist, und nicht hTERT detektiert (Wu
et al., 2006). Aus diesem Mangel an verldsslichen hTERT Antikorpern ist das hTERTp-lacZ
Mausmodell sehr attraktiv, um die zelltypspezifische hTERT Promotoraktivitdt in
verschiedensten Geweben mittels 3-Gal Immunhistochemie, X-Gal Farbung oder lacZ RNA

in situ zu untersuchen.
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5.4. hTERT Promotoraktivitiit in priméren Fibroblasten

Masutomi et al. ist es erstmals gelungen, hTERT Expression und Telomeraseaktivitit in
primdren humanen Fibroblasten nachzuweisen (Masutomi et al., 2003). Allerdings ist die
Aktivitdt sehr schwach und nur in der S-Phase detektierbar.

In primdren embryonalen sowie adulten Mausfibroblasten (MEF’s und MAF’s) der Linie
6340.3 konnten sowohl endogene MTERT Expression und Telomeraseaktivitit als auch
hTERT Promotoraktivitdt gezeigt werden. Dabei ist die TERT Promotor- und die
Telomeraseaktivitit in den MEF’s stirker verglichen mit den MAF’s. Im Gegensatz zu
humanen Fibroblasten kann eine Aktivitit des humanen TERT Promotors in den
Mausfibroblasten der hTERTp-lacZ Linie 6340.3 nachgewiesen werden. Das kann einerseits
bedeuten, dass in den Mausfibroblasten die Regulationsmechanismen der TERT Expression
anders als beim Menschen sind, oder andererseits, dass der verwendete 8,0 kbp lange humane
TERT Promotor in diesem speziellen Fall nicht alle Elemente flir eine humanspezifische
Expression des lacZ Reportergens enthilt.

Renaud et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die beiden ersten Exons des hTERT Gens
fiir dessen Regulation wichtig sind (Renaud et al., 2005). Das nukledre Phosphoprotein CTCF
wurde als Repressor der hTERT Expression identifiziert. CTCF bindet nicht wie die meisten
Transkriptionsfaktoren an den Promotor ihrer Zielgene, sondern im Fall des hTERT Gens an
Exon 1 und 2. Transkriptionsfaktoren wie CTCF, die auBerhalb des gewihlten 8,0 kbp
hTERT Promotorfragments im Bereich der Exons oder Introns des hTERT Gens binden,

haben in den hTERTp-lacZ transgenen Méusen keinen Einfluss auf die lacZ Expression.

Das Wachstumsverhalten der MEF’s wurde in Abhingigkeit vom p53 Status {iber mehrere
Passagen untersucht. Dabei entsprachen die Wachstumsparameter wie Wachstumsrate,
Zelldichte bei Konfluenz, Kontaktinhibition, Krise / Seneszenz, Immortalisierung und
Transformation prinzipiell den Beobachtungen von Harvey et al., die MEF’s aus einem
gemischten C57BL/6 und 129/Sv Hintergrund in Abhéngigkeit vom p53 Status in vitro
charakterisiert haben (Harvey et al., 1993). Die p53 defizienten MEF’s zeigen eine hohere
Proliferations- und Immortalisierungsrate als die MEF’s mit Wildtyp p53. Die fiir p53
heterozygoten MEF’s liegen bei den untersuchten Parametern zwischen den p53+/ " und p53'/'

MEF’s, was auf ein von der p53 Dosis abhingiges Wachstum schlieen ldsst.
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In dieser Arbeit konnte an MEF’s gezeigt werden, dass das Tumorsuppressor Protein p53
einen inhibierenden Effekt auf die TERT Promotoraktivitit und die Telomerase in MEF’s, die
sich in einer seneszenten Phase befinden, ausiibt. Diese Inhibition der lacZ Reportergen- und
MTERT Expression sowie der Telomeraseaktivitdt ist in den p53 defizienten MEF’s nicht zu
beobachten.

Damit korrelieren diese Ergebnisse eher mit der Annahme, dass p53 als negativer Regulator
der hTERT Expression fungiert (Kusumoto et al., 1999; Kanaya et al., 2000; Xu et al.,
2000b), als mit dem Standpunkt, dass p53 keinen Einfluss auf die hnTERT Expression hat (Lin
und Elledge, 2003).

In normalen MEF’s wird p53 schnell abgebaut, da das p53 Protein in der Regel nur bei Stress
wie DNA-Schéden stabilisiert wird (Oren et al., 1981). Daher war die p53 Konzentration in
den 6340.3 MEF’s wahrscheinlich nur wihrend der Krise in Passsage 7 hoch genug, um einen
deutlichen Effekt auf die hTERT Promotoraktivitit zu zeigen. Mit Hilfe von UV- oder
v-Strahlung kénnte man p53 gezielt induzieren und seinen Einfluss auf den hTERT Promotor
im Detail studieren. Erste Experimente in diese Richtung haben noch keine konsistenten

Ergebnisse gebracht (Daten nicht gezeigt).

Neben der gemutmalBten Inhibition der hTERT Expression durch p53 wurde ein direkter
Einfluss von p53 auf die Telomeraseaktivitidt vorgeschlagen. Dabei konnte die Bindung von
p53 and die Telomerase iber TEP1 erfolgen, da gezeigt wurde, dass p53 in vitro an TEP1
binden und die Telomeraseaktivitdt inhibieren kann (Li et al., 1999). Dieser Fragestellung
wird ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe durch Kamila Iwanski nachgegangen.

Aufgrund der Tatsache, dass die Aktivierung der Telomerase als essentiell fiir die
Tumorgenese angesehen wird, konnte eine Inhibition der hTERT Expression bzw. des
Telomerase Holoenzyms durch p53 einen weiteren Tumorsuppressor Mechanismus seitens

p53 darstellen.
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5.5. Induktion des hTERT Promotors in einem Mausmodell fiir Mammakarzinome

Das Tumorsuppressor Protein p53 ist in liber der Hélfte aller menschlichen Tumore mutiert
(Harris und Hollstein, 1993). Im Falle des spontanen Mammakarzinoms ist eine p53 Mutation
in knapp 40 % der Félle nachweisbar (Coles et al., 1992). Kuperwasser et al. haben ein
transgenes Mausmodell fiir spontane Mammakarzinome etabliert. Die Mause sind heterozygot
fiir pS53 und entwickeln im BALB/c Hintergrund, der den Tieren eine genetische
Pridisposition fiir Mammakarzinome verleiht, Tumore, die zu 42 % Mammakarzinome sind

(Kuperwasser et al., 2000).

Aufgrund der Tatsache, dass die Telomerase in iiber 90 % aller humanen Mammakarzinome
{iberexprimiert wird (Kimura et al., 2003), boten sich bitransgene hTERTp-lacZ / p53*" /
BALB/c Méuse zum Studium des hTERT Promotors wiahrend der Tumorgenese an.

In einem Beobachtungszeitraum von bis zu 22 Monaten haben 6 % der 6340.3 / p53+/' /
BALB/c Tiere (1 von 16) und 39 % der 6335.5/ p53+/' / BALB/c Tiere (7 von 18)
Mammakarzinome entwickelt. Des Weiteren traten Lymphome, Thymome und Sarkome auf.
Fir alle Malignome der Linie 6340.3/ p53+/' und fiir ein Mammakarzinom der Linie
6335.5/ p53+/ " konnte gezeigt werden, dass der hTERT Promotor wihrend der Tumorgenese
induziert wird. Die endogene MTERT Expression ist in den Tumoren erh6ht und korreliert mit
gesteigerter Telomeraseaktivitit. Die Induktion beider TERT Promotoren wéhrend der
Tumorgenese in den bitransgenen Méusen steht im Einklang mit der Beobachtung, dass die
Telomerase in humanen und murinen Tumoren aktiviert wird (Kim et al., 1994; Chadeneau et
al., 1995; Broccoli et al., 1996). Neben der TERT Uberexpression konnte demonstriert
werden, dass verschiedene Tumormarker, die im Zusammenhang mit der positiven TERT
Regulation stehen bzw. die in humanen Mammakarzinomen oft iiberexprimiert oder
amplifiziert sind, wie c-myc (Wang et al., 1998), her2 und ER81 (Goueli und Janknecht,
2004) sowie ESX (Chang et al., 1997) in den malignen Geweben hochreguliert sind.

Bei den Mammakarzinomen der bitransgenen 6335.5 / p53*" Miuse konnte nur in einem Fall
eine deutliche Reaktivierung des hTERT Promotors gezeigt werden. In den iibrigen Tumoren
dieser Linie war trotz der sehr sensitiven radioaktiven RT-PCR keine eindeutige Induktion
des hTERT Promotors nachweisbar. Diese Unterschiede in der hTERT Promotoraktivitit
zwischen den hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien 6340.3 und 6335.5 treten in fast allen

untersuchten adulten Organen auf und werden im iibernéchsten Abschnitt diskutiert.
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Mit dem hTERTp-lacZ/ p53+/ "/ BALB/c Mausmodell konnte die Signifikanz der TERT
Induktion fiir die Tumorgenese bestdtigt werden. Die Beobachtung, dass nur 8 von insgesamt
34 bitransgenen hTERTp-lacZ/p53” Miusen innerhalb von knapp zwei Jahren
Mammakarzinome entwickelt haben, zeigt, dass das Modell nicht fiir detailliertere Analysen
beziiglich der TERT Regulation geeignet ist, da die Mammakarzinominzidenz zu gering und
die Latenzzeit zu lang ist. Urspriinglich wurde fiir die p53”"/ BALB/c Miuse beschrieben,
dass 90 % der Versuchstiere nach etwa 17 Monaten Tumore entwickelt haben, von denen
knapp die Halfte Mammakarzinome waren (Kuperwasser et al., 2000). Diese hohe
Tumorinzidenz trat in den untersuchten bitransgenen hTERTp-lacZ / p53”~ / BALB/c Méusen
nicht auf, wobei davon ausgegangen werden kann, dass das hTERTp-lacZ Konstrukt darauf
keinen Einfluss hatte. Die geringe Anzahl an Tumoren bei den untersuchten Tieren kdnnte
eher auf Unterschiede in der Tierhaltung und Pflege beruhen. So konnte z. B. gezeigt werden,
dass allein der Zusatz von Antioxidantien zum Futter von p53” Miusen das Auftreten von
Lymphomen nahezu verhindert (Sablina et al., 2005). Normalerweise entwickeln etwa 90 %
der p53 defizienten Méuse nach sechs Monaten Tumore, und zwar hauptsdchlich Lymphome
(Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994). Des Weiteren ldsst die doch relativ geringe
Anzahl an Versuchstieren (n = 56) in den Experimenten von Kuperwasser et al. noch keine

allgemeine statistische Prognose iiber die Tumorinzidenz und den Tumortyp zu.

Neben dem p53""/ BALB/c Mausmodell fiir spontane Mammakarzinome gibt es in unserer
Abteilung noch andere Mausmodelle, um die Tumorgenese zu studieren. Darunter ist ein
weiteres Mausmodell fiir Mammakarzinome und eins fiir B-Zell-Lymphome.

Die Generierung bitransgener Méuse ermoglicht es, die Aktivierung der Telomerase und des
ektopischen hTERT Promotors (hTERTp-lacZ) zu definierbaren Stadien der
Tumorprogression zu analysieren. Diese Experimente konnen Aufschluss dariiber geben,
wann wihrend der Tumorgenese die Telomerase bzw. die TERT Expression aktiviert wird.
Des Weiteren bieten diese Tumormodelle die Moglichkeit, den Beitrag bekannter
Tumormarker (z.B. her2, c-myc, ER81) zur Tumorentstehung und -progression zu
analysieren und deren Expression mit der von TERT zu korrelieren. Auf diese Weise konnten
neue Regulatoren des TERT Promotors identifiziert und hinsichtlich der Prognose und

Diagnose von Malignomen charakterisiert werden.
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5.6. Induktion des " TERT Promotors wihrend der Leberregeneration

Beziiglich der TERT Expression ist wohl die Leber das auffilligste innerhalb der humanen
und murinen Organe. Trotz der regenerativen Féhigkeit in beiden Organismen zeigt die
menschliche Leber keine hTERT Expression (Tahara et al., 1995; Wright et al., 1996),
wihrend bei der Maus die Leber hohe MTERT Expression und Telomeraseaktivitit aufweist
(Greenberg et al., 1998; Martin-Rivera et al., 1998). Die fehlende bzw. sehr schwache lacZ
Reportergen Expression in der Leber beider hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien
verdeutlicht, dass der hTERT Promotor in diesem Modell ,,human-adhnlich* reguliert wird.
Aus diesem Grund stellen die hTERTp-lacZ Maiuse ein niitzliches Modell dar, um

Mechanismen zu erforschen, die fiir die humane TERT Regulation verantwortlich sind.

Die partielle Hepatektomie (PH) ermdglicht eine Analyse der Genexpression wahrend der
Leberregeneration. Die Leberregeneration ist ein sehr komplexer Prozess mit einer genau
definierten Abfolge zelluldrer Prozesse (Satyanarayana et al., 2004; Zimmermann, 2004).
Von den verschiedenen spezialisierten Zelltypen der Leber bilden die Hepatozyten die grof3te
Zellpopulation. Hepatozyten sind nicht terminal differenziert und befinden sich in einem
proliferativen Ruhezustand (Go-Phase). Nach einem Stimulus, wie er z. B. nach PH eintritt,
konnen die Hepatozyten wieder in den Zellzyklus eintreten. Dieser Prozess ist hoch
synchronisiert, und nach ein bis zwei Zellteilungen ist die fehlende Lebermasse innerhalb
einer Woche wieder hergestellt. Bei Méusen erreichen die Leberzellen 36 Stunden nach PH
den G1/S Ubergang, und nach 48 Stunden durchliuft die Mehrheit der Zellen die Replikation
in der S-Phase (Satyanarayana et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei der Linie 6340.3 am dritten Tag nach PH ein Anstieg
der hTERT Promotoraktivitit sowie der endogenen MTERT Expression gezeigt werden. Die
Induktion der TERT Promotoren iiberlappt nicht mit der von Satyanarayana et al.
beschriebenen ersten DNA-Synthese in den Leberzellen 48 Stunden nach PH, sondern findet
24 Stunden spéter statt. Weitere Experimente sind notwendig, um eine mdgliche Korrelation
der TERT Induktion mit dem Zellzyklus nachzuweisen.

Vorherige Studien bei Wildtyp Méausen beschreiben steigende mMTERT mRNA Mengen
zwischen 6 und 24 Stunden nach PH und eine Hochregulation der endogenen Telomerase
nach 12 bzw. 24 Stunden (Inui et al., 2002; Kojima et al., 2003). Allerdings sind diese
Studien nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar, da verschiedene Zeitpunkte nach PH

und unterschiedliche Mausstimme untersucht wurden.
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5.7.  Vergleich der beiden hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der hTERT Promotor in
hTERTp-lacZ transgenen Maiusen ,,human-dhnlich® verhdlt und zelltypspezifisch reguliert
wird. Allerdings weisen die Expressionsmuster des lacZ Reportergens zwischen den beiden
transgenen Mauslinien 6335.5 und 6340.3 teilweise erhebliche Unterschiede auf. Zwar zeigen
beide Linien die hochste hTERT Promotoraktivitdt im Hoden, jedoch ist dies bei der Linie
6335.5 das einzige Organ mit lacZ Expression. Anhand der X-Gal Féarbung von
Hodenschnitten wird deutlich, dass verglichen mit der Linie 6340.3 die Menge an B-Gal im
Hoden der Linie 6335.5 wesentlich geringer ist. Dies ist auf RNA-Ebene nicht so
offensichtlich, da die RT-PCR fiir beide Linien nicht parallel auf einem Gel aufgetragen
wurde. Auffillig ist jedoch das starke lacZ Signal im Hoden der Linie 6340.3 bei
verhdltnismaBig schwachem GAPDH Signal, das als Ladekontrolle dient (vgl. Fig. 4.4. A).
Die spezifische Aktivitit des humanen TERT Promotors wurde in den hTERTp-lacZ
transgenen Méusen wihrend proliferativer bzw. regenerativer Prozesse, die beim Menschen
hTERT Expression aufweisen, getestet. Dazu wurde die lacZ Reportergen Expression
wiahrend des Haarzyklus, der Tumorgenese, der Leberregeneration und in priméren
Fibroblasten untersucht.

Im Gegensatz zu der transgenen Mauslinie 6340.3 konnte eine Induktion des hTERT
Promotors bei der Linie 6335.5 trotz der angewandten &uflerst sensitiven radioaktiven
RT-PCR weder in priméren Fibroblasten noch wéhrend der Leberregeneration nachgewiesen
werden. In dem Tumormodell wurde der hTERT Promotor nur in einem von acht
untersuchten Tumoren reaktiviert, und im anagenen Haarfollikel war die lacZ Reportergen
Expression kaum detektierbar.

Die Unterschiede beziiglich der hTERT Promotoraktivitit bei den beiden Mauslinien sind
wahrscheinlich auf die Anzahl an Transgen-Kopien, die stabil in das Mausgenom integrierten,
oder den Integrationsort zuriickzufithren. Vielleicht ist das hTERTp-lacZ Konstrukt bei der
Linie 6335.5 in der Nihe eines heterochromatischen Bereichs integriert, in dem die Gene
transkriptionell inaktiv sind. Dieser Mechanismus wird als Positionseffekt bezeichnet.
Andererseits konnte das Transgen auch in der Nachbarschaft eines enhancer oder silencer

lokalisiert sein, der die Initiation der Transkription positiv bzw. negativ beeinflusst.

Fiir 6335.5 MEF’s konnte gezeigt werden, dass der hTERT Promotor nach Behandlung der

Zellen mit dem Histon-Deacetylasen Inhibitor TSA induziert wird. Einerseits kann dieser
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Effekt angesichts der Tatsache, dass schon wiederholt gezeigt wurde, dass TSA die hTERT
Expression in normalen humanen Zellen induziert (Takakura et al., 2001; Hou et al., 2002;
Mukhopadhyay et al., 2005), spezifisch fiir den hTERT Promotor sein. Andererseits kann
dieser Befund auch eine unspezifische Folge der Auflockerung des Chromatins und der damit
verbundenen  besseren  Zugdnglichkeit  fiir ~ Transkriptionsfaktoren  und  die

Transkriptionsmaschinerie sein.

Abschlieend kann man nach der vergleichenden Analyse der lacZ Reportergen Expression in
den beiden hTERTp-lacZ transgenen Mauslinien sagen, dass die Linie 6340.3 der Linie
6335.5 fiir zukiinftige Experimente vorzuziehen ist. In der Mauslinie 6340.3 verhélt sich der
hTERT Promotor ,human-dhnlicher“. Neben der stirksten hTERT Promotoraktivitit im
Hoden ist der Promoter auch in anderen Organen schwach aktiv und kann wie beim
Menschen wihrend Wachstumsprozessen induziert werden. Es ist nur sinnvoll die Regulation
des humanen TERT Gen Promotors in einem transgenen Mausmodell zu untersuchen, in dem
die Expression des Transgens stark genug ist, um Verdnderungen (aktivierende oder
inhibierende) der Promotoraktivitit durch Stimuli (z. B. wéihrend regenerativer Prozesse oder

der Tumorgenese) zu detektieren.

5.8.  Ausblick

Die strikte Inhibition der hTERT Genexpression und Telomeraseaktivitdt in humanen Zellen
und deren Aktivierung in Tumoren machen hTERT als limitierenden Faktor fiir die
Telomerase zu einem viel versprechenden Ziel in der Krebstherapie. Die Suche nach
Regulationsmechanismen der Telomeraseaktivitdt hat in den letzten Jahren einen wichtigen
Stellenwert in der Krebsforschung erreicht. Die Telomerase und / oder hTERT Expression
stellen wichtige Marker fiir die Diagnose und Prognose von malignen Erkrankungen dar.
Dariiber hinaus gibt es inzwischen verschiedenste Ansdtze, um entweder die
Telomeraseaktivitit oder die Telomerfunktion selber zu beeintrachtigen. Die meisten dieser
Therapieansétze sind allerdings noch nicht in klinische Phasen eingetreten, sondern wurden
bisher nur in vitro getestet.

Mit Hilfe der Gentherapie konnen z. B. apoptotische Gene unter der Kontrolle des hTERT
Promotors spezifisch in Krebszellen exprimiert werden. Allerdings gibt es beim Menschen

einen kleinen Anteil normaler Zellen, die ebenfalls hTERT exprimieren (vgl. Tab. 1.1.). Diese
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Zellen wiren auch von der Gentherapie betroffen. Um den Erfolg einer hTERT Promotor-
vermittelten Gentherapie besser abschétzen zu konnen, stellen die hTERTp-lacZ Méuse ein
ideales System dar. Die detaillierte Analyse der hTERT Promotoraktivitét in diesen Méusen
ermoglicht es, Voraussagen iiber die Spezifitit einer h\TERT Promotor-regulierten Expression
apoptotischer Gene fiir maligne Zellen und mogliche Auswirkungen auf den Organismus zu
treffen.

Mit Hilfe des bitransgenen hTERTp-lacZ/ p53+/' /BALB/c  Mausmodells fiir
Mammakarzinome und anderer bitransgener Tumormodelle konnen neue Aktivatoren des
hTERT Promotors bei der Tumorgenese identifiziert werden und - nach Verifizierung in
humanen Tumoren - zu einer verbesserten Diagnose und Prognose fiihren. Des Weiteren
gestattet die B-Gal Immunhistochemie an Tumoren hTERTp-lacZ bitransgener Méuse eine
zelltypspezifische Analyse der hTERT Promotoraktivitit. Dies ist besonders wichtig, da
bisherige Versuche, hTERT in der humanen Tumordiagnostik nachzuweisen, umstritten sind

(Wu et al., 20006).

Neben der Aktivierung der Telomerase in den meisten Tumorerkrankungen spielt sie eine
wichtige Rolle fiir die Homdostase der Organe und fiir regenerative Prozesse. Ohne eine
aktive Verlangerung der Telomere in Stammzellen bzw. Progenitorzellen bei jeder Zellteilung
wiirde der Verlust an genetischem Material zu gravierenden Stérungen in hoch proliferativen
Geweben fiihren und moglicherweise die Funktion von Stammzellen beeintrachtigen.

Ein verbessertes Verstindnis der Telomeraseregulation wéhrend der Leberregeneration
konnte z. B. fiir die Therapie von Leberverletzungen, Hepatitis, Lebertransplantationen,
Leberkarzinomen oder anderen chronischen Leberkrankheiten von Nutzen sein.

In dieser Arbeit konnte eine erhohte hTERT Promotoraktivitit am dritten Tag nach partieller
Hepatektomie nachgewiesen werden. Eine detaillierte Analyse der hTERT Promotoraktivitét
wéhrend der Leberregeneration und im Zusammenhang mit der Expression von anderen mit
diesem Prozess assoziierten Genen steht noch aus. Zu verschiedenen Zeitpunkten der
Leberregeneration isolierte Hepatozyten ermdglichen in vitro Analysen des hTERT Promotors
in Abhidngigkeit vom Zellzyklus und eine Korrelation der hTERT Promotoraktivitit mit
bekannten Genen, die wihrend der Leberregeneration aktiviert oder inhibiert werden. Uber
ChIP Analysen (Chromatin Immunprizipitation) konnten Kandidaten auf ihre Fahigkeit, den

hTERT Promotor zu binden, getestet werden.
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Interessanterweise gibt es in den letzten Jahren zunehmend Hinweise auf eine zusitzliche
Rolle von TERT neben der Verlingerung der Telomere.

In der Tat wurde eine von der Telomerlédnge unabhingige Funktion von hTERT wéhrend der
Transformation bzw. Tumorgenese beschrieben (Stewart et al., 2002).

Sarin et al. postulieren ebenfalls eine neue Funktion von TERT, die unabhingig von der
Telomeraseaktivitdt ist (Sarin et al., 2005). In einem MTERT induzierbaren transgenen
Mausmodell i-TERT fiihrt die Uberexpression von murinem TERT zu einer Aktivierung der
epidermalen Stammzellen im Haarfollikel und somit zur Induktion der anagenen Phase.
Dieser Mechanismus ist unabhéngig von der Telomerasefunktion, da der gleiche Effekt in
bitransgenen i-TERT / MTERC™ Miusen (Blasco et al., 1997), denen die RNA Untereinheit
der Telomerase fehlt, auftritt.

Der Effekt der Telomerase und der Telomerlédnge auf das Verhalten epidermaler Stammzellen
wurde in MTERC™ (Blasco et al., 1997) und K5-mTERT (Gonzalez-Suarez et al., 2001)
Mausen analysiert (Flores et al., 2005). Die Anzahl an Stammzellen in der bulge area des
Haarfollikels nimmt mit steigender MTERC™ Generation zu, weil die Stammzellen Defekte in
ihrer Mobilisierung zeigen und in der Stammzellnische akkumulieren. Die K5-mTERT Méiuse
exprimieren MTERT unter der Kontrolle des bovinen Keratin 5 Promotors, der vor allem in
Schichtepithelien wie Haut, Uterus, Speiserohre oder Mundhohle aktiv ist. Die
Uberexpression von MTERT in diesen Miusen fiihrt zu einer verstirkten Mobilisierung der
epidermalen Stammzellen und einer gesteigerten Wundheilung (Gonzalez-Suarez et al., 2001;
Flores et al., 2005).

In diesem Zusammenhang bietet das hTERTp-lacZ Mausmodell die spannende Moglichkeit,
die Regulation des hTERT Promotors im Haarfollikel und in den epidermalen Stammzellen
zu untersuchen. Ein interessanter Aspekt z. B. im Zusammenhang mit der Haarproliferation
oder Wundheilung wire, die Wirkung hTERT aktivierender Substanzen auf die ektopische
hTERT Promotoraktivitit und die endogene MTERT Expression / Telomeraseaktivitét in vivo

Zu testen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich der ektopische hTERT Promotor in dem
hTERTp-lacZ transgenen Mausmodell ,,human-dhnlich“ verhalt und dass das Modell daher
sehr gut geeignet ist, um die zelltypspezifische Regulation des hTERT Promotors in vivo und
unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen. Dafiir bieten sich Fragestellungen
beziiglich der Tumorgenese, regenerativer Prozesse, Stammzellen, Wundheilung oder des

Haarwachstums an.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AG
APS
ATCC
ATP

5’ Aza
bHLHZ
bp, kbp
BSA
bzw.
°C
Cdk4
cDNA
CHAPS
ChIP
cm, mm, m, nm
C-Terminus
DAB
DCIS
DEPC
DMEM
DMFA
DMSO
DNA
DNasel
dNTP
ds
EDTA
eGFP
engl.
FCS

Abbildung

Arbeitsgruppe

Ammoniumpersulfat

American type culture collection
Adenosin-Triphosphat

5’ Azacytidin

basische ,,Helix-loop-Helix-Zipper*
Basenpaare, Kilobasenpaare

engl. Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius

engl. Zyklin-abhéngige Proteinkinase 4
copy-Deoxyribonukleinsdure
3[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propansulfonat
Chromatin Immunprizipitation
Zentimeter, Millimeter, Mikrometer, Nanometer
Carboxy-Terminus
3,3’-Diaminobenzidin

ductal carcinoma in situ
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified Eagle medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

engl. Deoxyribonukleinsiure
Deoxyribonuklease I

Deoxynukleotid

doppelstriangig
Ethylendiamintetraessigsdure
enhanced green fluorescent protein
englisch

engl. Fotales Kélberserum
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g, mg, ug, ng, pg
B-Gal
GAPDH
gen.

gef.
Go-Phase
G1-Phase

h

h

HDAC
HeLa-Zellen
h. 1.

IgG

IHC

1, ml, pl
LTR

m

m

M, mM, uM, nM
mA

madl
MAF’s

max

MEF’s

min

mol, mmol, pmol
mRNA

n

Neo

NLS
N-Terminus
oD

OH

P

Gramm, Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm, Pikogramm
B-Galaktosidase
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
genomisch

gegebenenfalls

gap 0-Phase

gap 1-Phase

engl. Stunde

human

Histon-Deacetylase

Tumorzellen eines Zervixkarzinoms von Frau Henrietta Lacks
Hitze inaktiviert

Immunglobulin G

Immunhistochemie

Liter, Milliliter, Mikroliter

long terminal repeats

méinnlich

murin

molar, millimolar, mikromolar, nanomolar
Milliampere

Max-Dimerisierungsfaktor 1

Maus adulte Fibroblasten
Myc-assoziierter X-Faktor

Maus embryonale Fibroblasten

Minute

Mol, Millimol, Mikromol

messenger Ribonukleinsiure

Anzahl eingesetzter Versuchstiere
Neomycin

engl. Kernlokalisierungssignal
Amino-Terminus

optische Dichte

Hydroxylgruppe

Passage
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PAA Polyacrylamid

PBS engl. Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCR polymerase chain reaction

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

pH negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration
PH partielle Hepatektomie

Potl protection of telomeres

Prkdc protein kinase DNA dependent, catalytic subunit
Rb Retinoblastom

RNA engl. Ribonukleinsiure

RNaseH Ribonuklease H

RPA replication protein A

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptions-PCR

S. siche

sec engl. Sekunde

siRNA small interfering RNA

SL Stammldsung

Spl specifity protein 1

S-Phase Synthese-Phase

sS engl. einzelstrangig

SV40 Simian Virus 40

t engl. Zeit

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE Tris / EDTA

TEMED N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin

TEP1 telomerase-associated protein 1

TERC engl. Telomerase RNA Komponente (auch TR oder TER)
TERT Telomerase reverse Transkriptase (auch TRT)
TIN2 TRF1-interacting nuclear protein 2

TPE telomere position effect
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TRAP

TRF1 bzw. 2
Tris

TSA

A%

v/v

vgl.

w

WT

w/v

z. B.

telomeric repeat amplification protocol
TTAGGG repeat binding factor 1 bzw. 2
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Trichostatin A

Volt

Volumen pro Volumen

vergleiche

weiblich

Wildtyp

engl. Gewicht pro Volumen

zum Beispiel
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