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Kapitel 1
Zusammenfassung

1.1 Durch den Keratin 6-Promotor gesteuerte
Expression von Cyclooxygenase-2 in transgenen
Mauslinien: Cyclooxygenase-2-bedingte
Veranderungen in der Epidermis und anderen
stratifizierten Epithelien.

Zahlreiche epidemiologische, klinische und experimentelle Studien zeigen einen Zusam-
menhang zwischen der Prostaglandin H-Synthase Cyclooxygenase (COX)-2 und Tu-
morentwicklung.

Mit dem Ziel, die Rolle der COX-2 in der epidermalen Tumorentwicklung zu unter-
suchen, wurden in dieser Arbeit transgene Méuse etabliert, in denen eine konstitutive
Expression der COX-2-cDNA unter der Kontrolle des Keratin 6 (K6)-Promotors erfolg-
te (K6-COX-2-Méuse). Die Stimulierung des K6-Promotors durch 12-O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-acetat (TPA) bewirkte eine im Vergleich zu Wildtyp-M&usen linger anhal-
tende Induktion der COX-2-Expression in der interfollikuldren Epidermis transgener
Méuse. Dabei iiberlagerten sich die transgene und die ebenfalls durch TPA transient
induzierte endogene COX-2-Expression zeitweise.

Die Charakterisierung der COX-2-Expression erfolgte durch Northern Blot-, RT-
PCR-~, Immunblot- und Immunfluoreszenzanalyse, die der COX-2-Aktivitit durch Be-
stimmung der Prostaglandin E,- und Fs,-Konzentrationen im Enzymimmunassay. Hi-
stologische Veranderungen wurden in Paraffinschnitten der Gewebe analysiert. Die Aus-
wirkungen der COX-2-Uberexpression in TPA-behandelter Maushaut wurden entspre-
chend der proinflammatorischen Wirkung von PGE;,, hinsichtlich epidermaler Hyper-
plasie, dermaler Zelldichte und Odembildung untersucht.

Im Gegensatz zur phénotypisch unauffilligen Zunge, mit einer nicht-basalzelltypi-
schen K6-gesteuerten COX-2-Expression, entwickelte der Osophagus mit basaler K6-
kontrollierter COX-2-Expression ausgeprégte Basalzellhyperplasien. Der Vormagen als
dilatierter unterer Teil des Osophagus fiel sogar durch Epitheldysplasien auf, die durch
Basalzellhyperplasien, Hyperkeratosen, Hornperlen und endophytisch papillares Wachs-
tum gekennzeichnet waren.
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In TPA-behandelter interfollikuldrer Epidermis zeigten die K6-COX-2-Méuse eine um
ca. 3 Tage langer anhaltende transiente COX-2-Proteinexpression als die entsprechen-
den Wildtyp-Kontrollen. Die basale und suprabasale Expression des Transgens korre-
lierte mit starkeren PGE,- und PGF,,-Konzentrationen ebenso wie mit ausgepriagteren
epidermalen Hyperplasien und erhohten Zelldichten im dermalen Kompartiment der
Maushaut. Auch im Ohrédemtest reagierten die K6-COX-2-Méause mit einer stéarkeren
Reaktion auf den TPA-Reiz. Die insgesamt stérkere Entziindungsreaktion in K6-COX-
2-Ma&usen sprechen fiir eine proinflammatorische Rolle der COX-2 in der Haut.

In Mehrstufenkarzinogeneseexperimenten mit 7-,12-Dimethylbenz[ajanthracen (DM-
BA) als Tumorinitiator und TPA als Tumorpromotor zeigten die K6-COX-2-Méuse eine
mit Wildtyp-Tieren vergleichbare Inzidenz und Multiplizitdt der Hauttumoren. Aller-
dings war das Verhiltnis von Plattenepithelkarzinomen zu Papillomen in transgenen
im Vergleich zu Wildtyp-M&usen zu Gunsten der Karzinome verschoben (5:1 gegeniiber
25:1). Diese wiesen zudem einen aggressiveren Phénotyp auf, was darauf hindeutete,
dass die COX-2-Expression die Progression der Papillome zu Karzinomen verstéarkt.
Auflerdem wurden in transgenen M&usen vermehrt follikuldr abstammende, epitheliale
Zysten gefunden, wohingegen selten die in Wildtyp-Mausen auftretenden Talgdriisena-
denome diagnostiziert wurden.
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1.2 Keratin 6 promoter-driven expression of
cyclooxygenase-2 in transgenic mouse lines:
Cyclooxygenase-2 dependent alterations in
epidermis and other stratified epithelia.

A number of epidemiological, clinical, and experimental studies revealed a correlation
of the prostaglandin H synthase cyclooxygenase-2 and tumor development.

In order to investigate the role of COX-2 in epidermal tumor development, in this stu-
dy transgenic mouse lines were established with constitutive COX-2 expression under
the control of the keratin 6 (K6) promoter (K6-COX-2 mice) in distinct compartments
of tongue, esophagus/forestomach, and hair follicles. The stimulation of the K6 pro-
moter by 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) additionally caused a prolonged
induction of COX-2 expression in interfollicular epidermis of transgenics as compared
to wild-type mice. In doing so, there was a transient overlap of the transgenic and the
transiently induced endogenous COX-2 expression

COX-2 expression was measured by Northern-, RT-PCR-, immune blot-, and immune
fluorescence analysis, COX-2 activity by determination of the prostaglandin (PG) E,
and PGF;, concentrations by enzyme immune assays. Histological changes were analy-
zed in paraffin tissue sections. The effects of COX-2 overexpression in TPA-stimulated
skin of transgenic and wildtype mice were examined with respect to epidermal hyper-
plasia, dermal cell density, and edema formation mediated by the pro-inflammatory
effects of prostaglandin F,.

The phenotype of transgenic tongue with its non-basal cell type, K6-driven COX-2
expression was regular. In contrary, the esophagus with its basal, K6-controlled COX-2
expression showed focally distinct basal cell hyperplasia. The forestomach, known to
be the dilated lower part of the esophagus, exhibited pronounced epithelial dysplasia
characterized by basal cell hyperplasia, hyperkeratosis, horn pearls, and endophytic pa-
pillary growth.

In TPA-exposed interfollicular epidermis K6-COX-2 mice had a transient COX-2
protein expression that extended roughly 3 days that of similarly treated wild-type
mice. The basal and suprabasal expression of the transgene correlated with increased
concentrations of PGE, and PGF;, as well as with a more distinct epidermal hyper-
plasia and increased cell density in the dermal compartment. Moreover, K6-COX-2
mice reacted more intensively to TPA-induced ear edema than wild-type controls. The
overall stronger inflammatory response of K6-COX-2 transgenics gives evidence for a
pro-inflammatory role of COX-2 in skin.

In a multiple-stage skin carcinogenesis experiment with DMBA as an tumor initiator
and TPA as a tumor promoter, the overall tumor burden of K6-COX-2 and wild-type
mice was similar with respect to incidence and multiplicity. However, the ratio of papillo-
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mas to squamous cell carcinomas was increased in transgenics as compared to wildtype
mice (5:1 versus 25:1). Transgenics also developed highly dedifferentiated i. e. more
aggressive squamous cell carcinoma indicating that COX-2 expression enhances pro-
gression of papillomas to carcinomas. In addition, follicle-derived epithelial cysts were
more often while sebaceous gland adenomas were less frequently diagnosed in transge-
nics than in wild-type animals.
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Einleitung

Krebs ist eine haufige Todesursache in der Bevolkerung der industrialisierten Lénder.
Medizinische Erfolge bei der Behandlung und Vorbeugung von Infektionskrankheiten
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, sowie eine stetig steigende durchschnittliche Lebens-
erwartung, lassen den Krebs zukiinftig zur haufigsten Todesursache werden.

Der vielzellige Kérper eines Menschen oder Tieres kann als gemeinschaftliches System
angesehen werden, das von der Zusammenarbeit verschiedener Gewebe und Organe
abhéngig ist. Das System wird durch sich sténdig wiederholende Zyklen der Erneue-
rung und des Absterbens somatischer Zellen erhalten, die fiir die Aufrechterhaltung
der Populationsgréfie und Lokalisation bestimmter Zelltypen verantwortlich sind. Ein
Organismus wie der des Menschen ist daher auf eine funktionierende Zusammenarbeit
der einzelnen Organe und Zelltypen, sowie den Erhalt des Gleichgewichts unter diesen
Zellen angewiesen. Eine Storung dieses Gleichgewichtes tragt zur Entstehung von Krebs
bei. Innerhalb einer somatischen Zellpopulation kommt es zu Mutationen, die die von
ihnen betroffene Zellen aus der natiirlichen Regulation des Organismus herauslosen. Sie
beginnen sich zum Nachteil des Organismus zu vermehren, zerstéren ihn mit fortschrei-
tendem Wachstum und fiihren letztendlich zu seinem Tod.

2.1 Die Tumorentwicklung ist ein
Mehrstufenprozess

Krebs ist eine Krankheit, die eine sehr hohe genetische Dynamik aufweist. Uber Monate
oder Jahre konnen gesunde Zellen durch genetische Verinderungen in Vorlduferzellen
eines Tumors transformiert werden. Durch das progressives Wachstum solcher transfor-
mierten Zellen kann ein Tumor entstehen. Histologische Untersuchungen an Organen
beschreiben Lisionen, die Ubergangsstadien der Tumorgenese reprisentieren, das heifit
den Ubergang von normalen Zellen zu pramalignen Stadien hin zu invasiv wachsenden
und metastasierenden Krebszellen (Fearon, 1991; Fearon and Vogelstein, 1990; Fialkow,
1976; Foulds, 1954). Diese Beobachtungen und zahlreiche andere Studien deuten darauf
hin, dass die Tumorgenese ein Mehrstufenprozess ist. Die einzelnen Stufen reflektieren
dabei die genetischen Verdnderungen, die mit der progressiven Transformation gesunder
Korperzellen einhergehen und die Umwandlung in maligne Nachkommen begleiten. Fiir

11
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viele Krebsarten wurde eine Abfolge verschiedener Entwicklungsstadien eines Tumors
beschrieben (Renan, 1993; Kinzler and Vogelstein, 1996; Slaga et al., 1996; Yuspa et
al., 1996).

In den Zellen eines Tumors kénnen haufig identische Mutationen nachgewiesen wer-
den, wie zum Beispiel Punktmutationen, Deletionen oder andere chromosomale Stérun-
gen (Kinzler and Vogelstein, 1996; Nowell, 1976). Der Zusammenhang zwischen Karzi-
nogenese und Mutagenese wird durch Untersuchungen mit krebserzeugenden Agenzien
deutlich: chemische Karzinogene fithren zu lokal begrenzten Verdnderungen in der Nu-
kleotidsequenz, ultraviolette oder ionisierende Strahlen kénnen zusétzlich auch Translo-
kationen oder Chromosomenbriiche verursachen (Bishop, 1985; Bishop and Weinberg,
1996; Doll, 1977; Harnden, 1992; Kahn and Graf, 1986). Auch integrierte oder epi-
somale virale DNA kann gesunde Zellen in Vorlaufer von Tumorzellen transformieren
(Kahn and Graf, 1986; Swanstrom et al., 1983; zur Hausen, 1991; zur Hausen, 2000).
Einige Chemikalien wirken direkt karzinogen, andere Stoffe werden erst durch Enzy-
me des Fremdstoff-Stoffwechsel, wie z.B. die Cytochrom P-450 Oxigenasen, in reaktive
Verbindungen iiberfiihrt, bevor die so aktivierten Substanzen ihre karzinogene Wirkung
entfalten. Der Schutzmechanismus dieser Enzyme, die Umwandlung von exogenen Sub-
stanzen in wasserlosliche, leichter aus der Zelle ausscheidbare Verbindungen, kehrt sich
in einen Nachteil fiir die zu schiitzende Zelle um (Ames et al., 1973; Ashby and Tennant,
1988).

Eine einzelne durch Karzinogene eingefithrte Mutation ist in der Regel nicht ausrei-
chend, um die Entwicklung eines Tumors aus einer Zelle zu starten. Die Tumorgenese
ist hdufig auf mehrere, unabhéngig voneinander stattfindende genetische Verdnderun-
gen in einer Zelle zuriickzufithren, deren gemeinsames Auftreten die Tumorentwicklung
begiinstigen (Knudson, 2000; Vogelstein and Kinzler, 1993). Studien an Gewebekultur-
zellen aus Méausen zeigten, dass mindestens zwei in das Genom eingebrachte genetische
Verdnderungen benotigt werden, um Tumorgenese herbeizufithren. Bei menschlichen
Zellen stellte sich sogar heraus, dass sie noch schwieriger zu transformieren sind (Hahn
et al., 1999).

2.2 Onkogene und Tumorsuppressorgene -
genetische Faktoren der Krebsentstehung

Gesunde Zellen erwerben auf ihrem Weg zur Tumorzelle Eigenschaften, die es ihnen
Schritt fiir Schritt ermoglichen, das Gleichgewicht zwischen Proliferation, Differenzie-
rung und Apoptose zu durchbrechen. Zu diesen Eigenschaften gehoren die Selbstver-
sorgung mit Wachstumsfaktoren, die Resistenz gegeniiber Wachstumsinhibitoren, das
Umgehen des programmierten Zelltodes, Einbuflen an DNA-Reparaturkapazitét, die In-
duktion der Angiogenese zur Versorgung des Tumorgewebes mit Blutgefifien und die
Fahigkeit zum invasiven und metastasierenden Wachstum (Hanahan and Weinberg,
2000). Diese Verdnderungen sichern die Unabhéngigkeit auswachsender Tumorzellen
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von den regulatorischen Signalen der umgebenden normalen Zellen des Organismus und
ermoglichen ihr malignes Wachstum. Tumorzellen halten ihre Autarkie auf zwei Wegen
aufrecht: (1) iiber die Fehlinterpretation von extrazelluldren Signalen, und (2) iiber die
Verdnderung der Signaltransduktion von auflen nach innen oder umgekehrt. Es gibt
zwei besondere Mutationstypen, die zur Autarkie der Tumorzellen beitragen: 1. Mu-
tationen von Proto-Onkogenen zu Onkogenen fithren zu einem Gewinn an Funktiona-
litit, die iiber Hyperaktivitit oder Uberexpression des Onkogens das Tumorwachstum
fordern, 2. Mutationen, die zur Inaktivierung oder dem Verlust von Tumorsuppressor-
genen fithren haben dhnliche Effekte (Bishop and Weinberg, 1996; Quintanilla et al.,
1986). Die von Onkogenen kodierten Proteine oder defekte Tumorsuppressorgene storen
die Signaliibertragung in einer Zelle (Hanahan and Weinberg, 2000).

Zwei Prototypen aus diesen beiden Gruppen, deren Mutationen in menschlichen Tu-
moren sehr hiufig vorgefunden werden, sind das Proto-Onkogen ras und das Tumorsup-
pressorgen p53. Die Produkte dieser Gene sind in der Tat in Proteinkaskaden integriert,
die zur Ubertragung externer Signale an die DNA im Zellkern dienen. Das Ras-Protein
ist ein GTP-bindendes Protein, das ein Wachstumssignal von einem Wachstumsfak-
torrezeptor der Plasmamembran auf eine Proteinkinasekaskade iibertrégt. Die zellulédre
Antwort am Ende des Signalweges ist zum Beispiel die Synthese von Zellzyklus sti-
mulierenden Proteinen. Die Mutation zum ras-Onkogen fiihrt zu einem von externen
Signalen unabhingigen, hyperaktiven Ras-Protein, das die nachfolgenden Proteinkina-
sekaskaden dauerhaft stimuliert. Ras-Onkogene haben Punktmutationen, die zu der
konstitutiv aktivierten Ras-Variante fithren. Diese Verdnderungen resultieren immer in
erhohten Zellteilungsraten (Hunter, 1997; Medema and Bos, 1993; Rommel and Hafen,
1998).

Das Tumorsuppressorgen p53 kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor, der im Nor-
malfall schwach exprimiert vorliegt, aber in Stresssituationen und bei DNA-Schiden
stabilisiert wird (Perry and Levine, 1993). Einmal aktiviert, induziert p53 eine Palette
von Genprodukten, die zur Arretierung des Zellzyklus fithren sowie DNA-Reparatur-
mechanismen und Apoptose einleiten. Durch die Unterbrechung des Zellzyklus erhalt
die Zelle die zur Reparatur der DNA notwendige Zeit (Hannon and Beach, 1994). Stellt
sich der DNA-Schaden als irreparabel heraus, so werden durch das p53-Protein pro-
apoptotische Genprodukte induziert. Auf diese Weise schiitzt p53 ein Gewebe vor der
Vermehrung einer mutierten Zelle. Aufgrund dieser Wirkweise wird p53 auch als “Hiiter
des Genoms” bzw. “Hiiter des Gewebes” beschrieben (Vogelstein et al., 2000). Sollten
sich Mutationen anhédufen und die geschéadigte Zelle viele Zellteilungen iiberleben, was
wahrscheinlicher ist, wenn das Tumorsuppressorgen p53 selbst defekt ist oder fehlt, kann
Krebs entstehen. Gene, deren Produkte an vergleichbaren Abldufen wie p53 beteiligt
sind, oder Komponenten eines Signalweges zur Stimulation dieser Ablaufe sind, wirken
als Tumorsuppressorgene. Thr funktioneller Verlust kann zu exzessivem Zellwachstum
und Krebs fithren (Harris 1996; Levine 1997; Symonds et al., 1994).

Ein Beispiel fiir die Beteiligung von K-ras und p53 an der Tumorentwicklung ist
die Kolonkarzinogenese (Fearon and Vogelstein, 1990). In Darmpolypen sind der Ver-
lust von pd3, nach einer Inaktivierung des Tumorsurpressorgenes APC, der Aktivie-
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rung des Proto-Onkogens K-ras und dem Verlust des Tumorsuppressorgens “Deleted-
in-Colon-Cancer” entscheidende Ereignisse beim Ubergang eines Polypen zum Karzi-
nom (Fearon, 1991; Fearon and Vogelstein, 1990).

2.3 Hautkarzinogenese

2.3.1 Die Haut und Hautkrebs

Die Haut wird strukturell in Subcutis, Dermis und Epidermis unterteilt. Driisen, Haare
und Négel gelten als epidermale Anhangsorgane. Wihrend sich in der Subcutis vor-
wiegend fettspeichernde Adipozyten befinden, sind in der Dermis hauptséchlich Fi-
broblasten, Endothel- und Nervenzellen. Wahrend Fibroblasten die Komponenten der
dermalen extrazellularen Matrix synthetisieren, versorgen aus Endothelzellen gebildete
Blutgefifle die Haut mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Die Nervenzellen bilden zum einen
ein Nervengeflecht um die Haarfollikel, zum anderen innervieren sie Blutgefiafle, Driisen,
Epidermis und stehen im Kontakt mit Mastzellen. Dermis und Epidermis sind durch die
Basalmembran getrennt, die auch alle Hautanhangsgebilde umgibt (Eady, 1988; Moll
and Moll, 1998). Die Epidermis besteht iiberwiegend aus Keratinozyten und ist ein
mehrschichtiges Plattenepithel, dessen Zellen einem irreversiblen Verhornungsvorgang
unterliegen. In der untersten Zellschicht werden zeitlebens neue Keratinozyten gebil-
det, die in den dufleren Schichten zunehmend differenzieren und schlieSlich zu kernlosen
Hornzellen absterben. In der Epidermis wird eine konstante Zellzahl aufrechterhalten,
wenn die Zahl der absterbenden Zellen gleich der neugebildeten ist. Die terminale Diffe-
renzierung der Keratinozyten fithrt zur Bildung von vier Zellkompartimenten: Stratum
basale, die innenliegende Keimschicht, Stratum spinosum, Stratum granulosum und
Stratum corneum, die auBen liegende Hornschicht (Fuchs and Ragharan, 2002; Pola-
kowska and Haake, 1994). Von diesem Muster weicht die Riickenepidermis der adulten
Maus ab. Aus einer mehrschichtigen neonatalen Riickenepidermis, die in ihrem Aufbau
der menschlichen Epidermis dhnelt, entwickelt sich die Epidermis zu einem diinnen,
orthokeratinisierenden Epithel, das aus einer Schicht Basalzellen und bis zu maximal
zwei Schichten suprabasaler Keratinozyten besteht (Setéld et al., 1960).

Hauptformen des menschlichen Hautkrebs sind das maligne Melanom und der nicht-
melanozytire Hautkrebs (NMSC) auf. Es gibt eine Vielzahl von Faktoren, die mit der
Entstehung von Hautkrebs in Verbindung gebracht werden, vor allem UV-Strahlung
aber auch chemische Karzinogene, Immunsuppression, chronische Entziindungen und
degenerative Hautverdnderungen (Diepgen and Mahler, 2002; DiGiovanna, 1998). Zum
NMSC werden das Basalzell- und das Plattenepithelkarzinom gerechnet, die sich, ob-
wohl beide von Keratinozyten abstammen, stark unterscheiden. Im Gegensatz zum
Basallzellkarzinom durchléduft das Plattenepithelkarzinom ein pramalignes Vorldufer-
stadium, am héufigsten eine durch UV-Strahlung bedingte aktinische Keratose. Plat-
tenepithelkarzinome neigen zu invasivem Wachstum und bilden zu 5-10% Metastasen,
wihrend Basallzellkarzinome eine geringere Tendenz zur Metastasierung zeigen, aber
ebenfalls lokal invasiv wachsen (Armstrong and Kricker, 2001; Randle, 1996; Stratton
et al., 2000).
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Abbildung 2.1: Initiations-Promotions-Modell der Tumorgenese in der Maus-
haut.

Erfolgt nach der Bildung einer Mutation in einer Zelle durch einen Tumorinitiator (roter
Pfeil) die Behandlung mit einem nicht-mutagenen Tumorpromotor (blaue Pfeile), unabhéngig
vom Zeitpunkt des Beginns der Promotor-Behandlung, so kommt es zum Tumorwachstum
(1 und 2). Wenn die Anwendung des Tumorpromotors vor dem Tumorinitiator erfolgt (3)
oder wenn die Absténde zwischen den Promotor-Behandlungen zunehmen (4), nimmt das Tu-
morwachstum ab. (5)Tumorwachstum wird auch nach wiederholter Gabe des Tumorinitiators
beobachtet. Im Initiations-Promotions-Modell werden Initiator und Promotor so dosiert, dass
sie fiir sich alleine keine Tumore erzeugen.

2.3.2 Mehrstufenkarzinogenese in der Maushaut

Eine Trennung der Tumorentwicklung in definierte Stufen ist experimentell bei der
chemisch induzierten Karzinogenese in der Maushaut moglich. Dieses Modell, auch
Initiations-Promotions-Modell genannt, ist geeignet, die schrittweise ablaufende Platte-
nepithelkarzinogenese beim Menschen zu imitieren (Abbildung 2.1; Fiirstenberger and
Kopp-Schneider, 1995; Fiirstenberger and Marks, 1981; Marks, 1999). Basaliome und
Melanome entstehen dabei nicht. Die Behandlung mit einem Tumorinitiator allein
induziert noch kein Tumorwachstum, wenn die Dosis niedrig genug gewéhlt wurde.
Tumorinitiatoren legen jedoch den Grundstein fiir die Tumorgenese, indem sie in ein-
zelnen Zellen Proto-Onkogene aktivieren. In den mit 7-,12-Dimethylbenz[ajanthracen
(DMBA) initiierten Zellen ist eine aktivierende Punktmutation im Proto-Onko-gen H-
ras die hdufigste genetische Verdnderung (Balmain et al., 1988; Quintanilla et al., 1986).
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Durch wiederholte mechanische Verletzungen oder dem Kontakt der initiierten Haut
mit einem nicht-mutagenen Tumorpromotor wird das Tumorwachstum gefordert. (Be-
renblum 1954; Berenblum and Shubik, 1947; Fiirstenberger and Kopp-Schneider, 1995;
Fiirstenberger and Marks, 1981; Leder et al., 1990; Marks and Fiirstenberger, 1995). Da
Tumorpromotoren selbst keinen Krebs erzeugen, wird davon ausgegangen, dass durch
sie nicht die Mutation sondern lediglich die Expression von wachstumsstimulierenden,
apoptose- oder differenzierungshemmenden Genen stimuliert wird. Die bekanntesten
Tumorpromotoren sind die Phorbolester, und hier zum Beispiel 12-O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-acetat (TPA). TPA imitiert den sekundédren Botenstoff Diacylglycerol und
ist damit ein artifizieller Aktivator der Proteinkinase C. Er schliefft iiber die Akti-
vierung dieser Kinase den intrazellularen Phosphatidylinositol-Signalweg kurz, der zur
Transkription zahlreicher Gene fiihrt. Die Differenzierung von Zellen wird dadurch un-
terdriickt und ihre Proliferation angeregt. Dieser Promotionsschritt gibt der initiierten
Zelle einen selektiven Vorteil, weil sie durch die ras-Mutation sensitiver auf mitogene
Stimulation und unsensitiver auf Differenzierung-induzierende oder apoptotische Signa-
le antwortet als nicht-initiierte Nachbarzellen. In der Haut von Mé&usen entstehen durch
die klonale Expansion mutierter Zellen bei langer andauernder Behandlung mit Tumor-
promotoren benigne Tumore, die sogenannten Papillome. Die erhchte Wachstumsrate
in Papillomzellen vergroflert die Wahrscheinlichkeit weiterer genetischer Verdnderun-
gen, die mit der Progression von Papillomen zu Plattenepithelkarzinomen einhergehen.
Dies wird durch endogene Mechanismen, wie zum Beispiel die Produktion genotoxi-
scher Metabolite oder der Unterbindung der Reparatur von DNA-Schéden geférdert,
was zur genetischen Instabilitdt der Tumorzellen fiihrt. In den spéten Stadien der Pa-
pillome spielt vor allem der Verlust des Tumorsuppressorgens p53 eine entscheidende
Rolle beim Ubergang in das maligne Stadium. Die malignen Tumorzellen besitzen die
Eigenschaft invasiv zu wachsen, das heifit die Gewebegrenzen zu iiberschreiten (Marks
and Fiirstenberger, 2000; Vogelstein et al., 2000).

In M&usen kann die Plattenepithelkarzinogenese auch durch UV-Strahlung herbei-
gefiihrt werden, die sowohl initiierende als auch promovierende Wirkung hat und unter
anderem zu Mutationen im p53-Gen fiihrt (Ziegler et al., 1994).

Fiir die Entstehung von Basaliomen scheint die Deregulation des Sonic Hedgehog
(Shh) Signalweges wesentlich zu sein, der an Wachstums- und Differenzierungsablaufen
vieler Zelltypen beteiligt ist und in der Haut eine bedeutende Rolle bei der Entwick-
lung der Haarfollikel hat. Der Transmembranrezeptor von Shh, genannt Patched, ist ein
Tumorsuppressorprotein. Smooth, der erste intrazelluldre Interaktionspartner von Pat-
ched, ist ein Proto-Onkogenprotein. Eine Uberexpression oder konstitutive Aktivierung
dieses Proteins fiihrt zur Stimulation der nachfolgenden Elemente des Shh-Signalweges
und kann somit ebenfalls zur Induktion von Basaliomen fithren. Von den von Smooth
aktivierten nachfolgenden Proteinen sind vor allem die onkogen wirkenden Zinkfinger-
Proteine Glil bis Gli3 bekannt, deren Uberexpression ausreichend ist, um in der Maus-
haut die Basaliombildung zu stimulieren (Mill et al., 2003; Tojo et al., 2003; Wang and
Rothnagel, 2001).



2.4 Cyclooxygenase-2 und Krebs 17

2.4 Cyclooxygenase-2 und Krebs

Neben genetischen Verdnderungen wie der Aktivierung von Proto-Onkogenen zu Onko-
genen oder dem Verlust von Tumorsuppressorgenen tragen auch epigenetische Verdnde-
rungen zur Entwicklung von Krebs bei (Esteller and Herman, 2002; Momparler and
Bovenzi, 2000). Epigenetische Faktoren beeinflussen durch DNA-Methylierung (Tucker
and Bestor, 1997) oder Histonacetylierung des Chromatins (Eberharter and Becker,
2002) die Vererbung von Informationen auf der Ebene der Genexpression, wahrend
genetische Faktoren die in der Gensequenz enthaltenen Informationen betreffen. In
Krebszellen konnen epigentische Effekte auf der Ebene der Tumorinitiation, durch DNA-
Methylierung oder Histonacetylierung, oder auf der Ebene der Tumorpromotion, durch
die das Tumorwachstum-fordernde Expression von Proteinen, wirken. Zu letzterem kann
die abberante Expression der Cyclooxygenase-2 (COX-2) gezdhlt werden.

2.4.1 Cyclooxygenasen

Cyclooxygenasen metabolisieren Arachidonsédure zu Prostaglandin Hy, dem Vorldufer-
Molekiil der biologisch aktiven Prostaglandine PGD,, PGE,, PGF,,, PGl und von
Thromboxan As. Diese zell- und gewebespezifisch produzierten Faktoren sind in ei-
ne Vielzahl physiologischer Prozesse verwickelt, die neben der Aufrechterhaltung der
Homoostase auch zur Antwort des Korpers auf Verletzung oder Infektion, der Nie-
renfunktion oder der Fortpflanzung beitragen. Es gibt zwei von unterschiedlichen Ge-
nen kodierte COX-Isoenzyme: COX-1 und COX-2. Beide sind die molekularen Ziele
fiir nicht-steroidale anti-entziindliche Medikamente wie Aspirin (NSAID; “non-steroid
anti-inflammatory drugs”).

Struktur der Cyclooxygenasen

Beide COX-Isoformen haben, je nach Spezies in der sie exprimiert werden, eine zwischen
60 und 65% identische Aminosidurensequenz. Zwischen zwei verschiedenen Spezies sind
die einzelnen Isoenzyme zwischen 85 und 90% identisch. Die funktionsfihige COX-1 ist
576 Aminosiuren, COX-2 587 Aminosduren grofi (Abbildung 2.2). Alle an der Katalyse
beteiligten Aminosduren, drei von vier der N-Glykosylierungsstellen und die von Aspi-
rin acetylierte Aminoséure Serin 516 sind konserviert. Einen einzigartigen Unterschied
zwischen COX-1 und COX-2 bildet eine 18 Aminoséure lange Peptidsequenz nahe dem
C-Terminus der COX-2, die nur in diesem Enzym vorhanden und deren Funktion noch
nicht bekannt ist. Sie konnte COX-2 einem raschen proteolytischen Abbau zufiihren
oder eine Signalsequenz fiir den zelluldren Transport sein. Diese COX-2 spezifische Se-
quenz wurde zur Herstellung COX-2 spezifischer Antikorper genutzt (Miiller-Decker et
al., 1995; Smith et al., 2000).
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Cyclooxygenase-1 (COX-1): 68kDa

N67 N 143 N409 S529**

NHz- | lkcooH

Cyclooxygenase-2 (COX-2): 72 — 74kDs

N53 N130 N396 S516* N580

NHz‘- | .]-COOH

V509 *

. Signalpeptid . EGF Doméne I:l Membran-bindende Doméne . COX-2 spezifische Sequenz

Abbildung 2.2: Schematische Ubersicht iiber die Proteindominen der Cy-
clooxygenasen.

Am N-terminalen Ende der COX befindet sich ein Signalpeptid fiir die Lokalisation der COX.
N sind die Glykosylierungsstellen in COX, wobei in COX-2 N580 eine vierte potentielle Gly-
kosylierungsstelle ist. Die Serin-Aminosduren S529 und S516 sind die von Aspirin acetylierten
Aminosiuren in COX; das Valin an Position 509 in COX-2 sichert die Selektivitit der COXib
gegen COX-2.

Jedes COX-Enzym besteht aus drei strukturellen Doménen. Am N-Terminus des Prote-
ins befindet sich die zum epidermalen Wachstumsfaktor homologe EGF-Domaéne. Sie ist
50 Aminoséuren lang und ermoglicht COX die Interaktion mit anderen Proteinen. Auf
die EGF-Doméne folgt die Membran-bindende Doméne, in der die grofiten Sequenz-
unterschiede zwischen den COX-Isoenzymen zu finden sind. Sie erreicht ebenfalls eine
Lange von 50 Aminoséduren und geht in das katalytische Zentrum iiber, das den gréfiten
Teil des Proteins bildet (Picot and Garavito, 1994; Picot et al., 1994; Spencer et al.,
1999). Der enzymatisch aktive Teil der COX ist eine globuldre Doméne mit einer Grofie
von iiber 460 Aminosauren. Sie wird im Kern tunnelartig von einem hydrophoben Ka-
nal durchzogen, dessen obere Hélfte das Reaktionszentrum des Enzyms bildet. COX-1
wird an drei Stellen glykosyliert. Fiir COX-2 ist jedoch eine variable Glykosylierung an
zwei bis vier Stellen gezeigt, so dass COX-2 in der Proteingelelektrophorese als Duplett
oder sogar Triplett erscheinen kann (Smith et al., 1996; Smith et al., 2000).

Enzymatische Reaktion der Cyclooxygenasen

Die Metabolisierung der Substratfettsduren durch die COX-Isoenzyme erfolgt in einer
zweistufigen Enzymreaktion (Abbildung 2.3). Im ersten Schritt der Reaktion wird das
meist durch Phospholipasen A, freigesetzte Substrat (Balsinde et al., 1999; Brock et al.,
1999; Kast et al., 1993; Ueno et al., 2001), in der Regel Arachidonséure, durch die eigent-
liche Cyclooxygenase-Reaktion in das Zwischenprodukt Prostaglandin Gy, umgesetzt.
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Phospholipide
Phospholipasen

Arachidonsé&ure

Cyclooxygenase-Reaktion

Prostaglandin G, NSAID

-

COX-1
COX-2

Peroxidase-Reaktion

Prostaglandin-
und Throm- _
boxansynthasen * Prostaglandine

* Thromboxan A,

Abbildung 2.3: Ubersicht iiber die Enzymreaktion der Cyclooxygenasen.
Arachidonsdure wird durch die Cyclooxygenase-Reaktion in das Zwischenprodukt PGGy um-
gewandelt. Die Peroxidase-Aktivitidt der COX iiberfilhrt PGGy in das Endprodukt PGHs.
PGH; wird von Prostaglandin- und Thromboxansynthasen zell- und gewebespezifisch in die
Prostaglandine PGDy,, PGE,, PGFy,, PGl und in Thromboxan Ay umgewandelt. Nicht-
steroidale anti-entziindliche Hemmstoffe (NSAID), zum Beispiel Aspirin, hemmen die COX-
Reaktion.

Darauf folgt die zweite Reaktion, in der aus Prostaglandin G, durch die Peroxidase-
Reaktion der COX das Endprodukt Prostaglandin H, entsteht (Smith et al., 2000).
COX-1 und COX-2 bilden jeweils Homodimere, um die Enzymreaktion durchzufiithren
(Xiao et al., 1998). Die Reaktionszentren beider COX-Isoenzyme sind sehr dhnlich und
die Enzyme stimmen in ihren Reaktionsprodukten und Reaktionskinetiken iiberein. Es
gib jedoch zwei bedeutende, strukturelle Unterschiede: 1. das Reaktionszentrum von
COX-2 bietet dem Substrat mehr Platz; 2. COX-1 unterliegt bei niedrigen Konzentra-
tionen der Arachidonsédure einem negativen allosterischen Effekt, der die konkurrieren-
de Substratumwandlung durch COX-2 begiinstigt. Das groflere Reaktionszentrum der
COX-2 kommt durch eine weitere Offnung am Zugang zum Reaktionszentrum zwischen
der Membran-bindenden Doméne und der globuldren Doméne des Proteins und durch
die weniger volumindsen Aminosduren im katalytischen Zentrum zustande. Das hy-
drophobe Reaktionszentrum der COX-Isoenzyme wird von insgesamt 24 Aminoséduren
gebildet und unterscheidet sich durch die Substitution eines Isoleucin auf Position 523
in COX-1 durch ein Valin in COX-2 an der entsprechenden Stelle (Gierse et al., 1996).
Des weiteren gibt es Abweichungen an den Positionen 434 und 513, wo in der COX-2
Valin und Arginin statt Isoleucin und Histidin vorliegen. Die Strukturunterschiede zwi-
schen COX-1 und COX-2 beeinflussen die Substratflexibilitdt der beiden Enzyme und
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die Bindung von Inhibitoren (Gierse et al., 1996; Smith et al., 2000).

Die Wirkungsweise der Cyclooxygenase-Inhibitoren

Die Enzymaktivitdt der COX-Isoenzyme wird durch nicht-steroidale, anti-inflamma-
torischen Drogen (NSAID) gehemmt. Diese kénnen in drei Gruppen unterteilt werden:
die klassischen NSAID, die COX unselektiv hemmen, sowie die COX-1-spezifischen
und die COX-2 spezifischen Inhibitoren (Smith et al., 1994). Die Inhibitoren binden
im Bereich des Reaktionszentrums. Das in der COX-2 an Position 516 und das in
der COX-1 an Position 529 gelegene Serin werden durch Aspirin acetyliert, wodurch
COX-1 Arachidonsédure nicht mehr und COX-2 Arachidonsédure nur noch zu 15-R-
Hydroxyeicosatetraensdure umsetzen kann (Schneider and Brash, 2000; Smith et al.,
1994; Smith et al., 2000). Andere NSAID wie Diclofenac sind kompetitive reversible
Inhibitoren (Smith et al., 1994).

Die unterschiedliche Selektivitat der NSAID ist auf die raumlichen Unterschiede in
den Reaktionszentren der beiden Enzyme zuriickzufiihren. Die vergleichsweise grofiere
Offnung des Substratkanals und das vergleichsweise grofere Volumen des COX-2 Reak-
tionszentrums ist die Basis fiir die Selektivitit der COX-2 spezifischen Inhibitoren, den
sogenannten COXib wie Celebrex und Rofecoxib (Gierse et al., 1996; Guo et al., 1996;
Kurumbeail et al., 1996; Luong et al., 1996; Wong et al., 1997).

Expression der Cyclooxygenasen

In Studien mit COX-1- und COX-2-Knockout Mé&usen, sowie in Studien mit selekti-
ven COX-Inhibitoren, konnte gezeigt werden, dass jedes COX-Isoenzym eine eigene,
unabhéngige physiologische Funktion zu erfiillen scheint (Smith and Langenbach, 2001;
Smith et al., 2000). Dafiir spricht auch die unterschiedliche Regulation der Genexpres-
sion der COX-Isoenzyme.

Die iiber die meist konstitutiv exprimierte COX-1 synthetisierten Prostaglandine re-
gulieren physiologische Prozesse, die zum Beispiel dem Schutz der Magenschleimhaut
dienen. Im Gegensatz dazu wird das COX-2-Gen nur unter bestimmten Umsténden
induziert. Die COX-2 vermittelte Prostaglandinsynthese ist eine Antwort auf patho-
physiologischen Stress, wie Infektionen, Entziindungen (Masferrer et al., 1994; Seibert
et al., 1997), Hypertonie (Lundgren et al., 1997; Tanabe et al., 1997), Hyperpolarisati-
on von Nervenzellen (Kaufmann et al., 1996; Yamagata et al., 1993), oder mechanische
Verwundung (Scholz et al., 1995; Shimizu et al., 1998). Eine Beteiligung der COX-2
ist aber auch bei der Fortpflanzung (Lim et al., 1997; Lim et al., 1999; Sirois and Ri-
chards, 1992; Sirois et al., 1992), der Immunantwort (Pilbeam et al., 1997; Rocca et al.,
1999), der Neurotransmission (Breder et al., 1995), der renalen Physiologie (Cheng et
al., 1999) oder der Sekretion im Pankreas belegt (Harris et al., 1994). Es gibt weiterhin
Hinweise auf unterschiedliche, die Expression der COX-Gene regulierende Signalwege
und unterschiedliche Interaktionsmuster der COX-Proteine mit Phospholipasen A und
den Prostaglandinsynthasen (Brock et al., 1999; Fujishima et al., 1999; Shinohara et
al., 1999; Ueno et al., 2001). Auch Unterschiede in der subzelluldren Lokalisation der
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[soenzyme deuten auf unterschiedliche Funktionen der von COX-1 und COX-2 gebil-
deten Prostaglandine hin (Brock et al., 1999; Kuwata et al., 1998; Matsumoto et al.,
1997; Reddy and Herschman, 1997; Ueno et al., 2001).

Die transiente Stimulation der COX-2-Expression erfolgt im Allgemeinen durch Wachs-
tumsfaktoren, proinflammatorische Cytokine wie Interleukin-1, Hormone, aber auch
durch Lipopolysaccharid und den Phorbolester TPA (Scholz et al., 1995; Williams et
al., 1999). Glukokorticoide und anti-inflammatorische Cytokine unterdriicken hingegen
die COX-2-Expression (DeWitt, 1999; Herschman, 1996). Die Induktion der COX-2-
Expression durch Wachstumsfaktoren oder Onkogene verlauft zum Beispiel iiber die
Ras-Rafl-ERK- und die Ras-MEKK-JNK-Proteinkinasekaskade (Sheng et al., 1998).
Entsprechend der Vielfalt der stimulierenden Faktoren wurden in der Promotorsequenz
des menschlichen COX-2-Gens eine ganze Reihe von Motiven identifiziert, an die ver-
schiedene Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Nuklearfaktor Kappa-B, Nuklearfak-
tor Interleukin-6 oder c-Jun (Dixon et al., 2000; Yamamoto et al., 1995) aber auch p53
(Subbaramaiah et al., 1998), welches die COX-2-Expression inhibiert, binden kénnen.

2.4.2 Expression von Cyclooxygenase-2 in Tumoren

Erste Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen COX und Tumorgenese
ergaben sich aus epidemiologischen Studien mit NSAID (Thun et al., 1991). In sol-
chen Studien wurde festgestellt, dass die regelméfige Einnahme von Aspirin mit einem
50% verringerten Risiko an einem Kolonkarzinom zu erkranken einhergeht (Kune et
al., 1988; Rosenberg et al., 1991). Bei Patienten mit der autosomal dominant vererbten
Darmkrankheit Adenomatose Polyposis Coli (APC) zeigte sich, dass durch die Einnah-
me von Sulindac oder Celecoxib die Entstehung neuer und das Wachstum vorhandener
Polypen gehemmt wurde; auch die Regression bestehender Polypen konnte beobachtet
werden (Giardiello et al., 1993; Steinbach et al., 2000). Die Behandlung mit dem COX-2-
Inhibitor Celecoxib setzte die Rate der Tumorbildung in APC-Patienten um 33% herab.
Zahlreiche weitere Studien zeigten, dass COX-2 nicht nur in Kolonkarzinomen (Kut-
chera et al., 1996), sondern auch in weiteren menschlichen Tumortypen {iberexprimiert
vorliegt, so u.a. in epithelialen Tumoren der Brust (Parrett et al., 1997), der Lunge
(Wolff et al., 1998), der Leber (Qiu et al., 2002), der intrahepatischen Gallengéngen
(Chariyalertsak et al., 2001), der Speiserchre (Ratuasinghe et al., 1999) und in Platte-
nepithelkarzinomen der Haut (Miiller-Decker et al., 1999). Die Lokalisation von COX-2
war jedoch nicht auf die epithelialen Zellen eines Tumorgewebes beschrinkt. COX-2-
Expression wurde auch in den mit dem Tumor assoziierten Fibroblasten, in vaskulédren
Endothelzellen und auch in inflammatorischen Monozyten nachgewiesen (Kutchera et
al., 1996; Sano et al., 1995). Auch in experimentellen Tumormodellen der Maus und Rat-
te wurde eine aberrante Expression der COX-2 in Tumorgewebe festgestellt. So konnte
zum Beispiel eine erhohte Expression der COX-2 in den Darmpolypen von M&usen mit
Keimbahnmutationen im APC-Gen nachgewiesen werden. Der homozygote Knockout
des COX-2-Gens in diesen APC(+/-)-Mauslinien verringerte die Tumorinzidenz um
86% (Oshima et al., 1996; Williams et al., 1996), was erstmal auf den kausalen Zusam-
menhang zwischen COX-2 und der Darmkrebsentwicklung hinwies. Auch der Knockout
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des COX-1-Gens fithrte zu einer Reduktion der Tumorinzidenz in diesem Tiermodell.
Dieses Ergebnis wies auf eine Beteiligung beider COX-Isoenzyme bei der Darmtumor-
genese hin (Chulada et al., 2000).

2.4.3 COX-2 und Hautkrebs

In normaler menschlicher Haut wird COX-1 konstitutiv, COX-2 hingegen nicht expri-
miert (Miiller-Decker et al., 1999). In Basallzell- und Plattenepithelkarzinomen wurde
hingegen ein abweichendes Expressionsmuster von COX beobachtet. COX-1 war in bei-
den Tumortypen konstitutiv dhnlich wie in gesunder Haut exprimiert. In Basalliomen
wurde im Vergleich zu gesunder Haut eine niedrige, konstitutive Expression von COX-2
festgestellt, wihrend in der Mehrheit der Plattenepithelkarzinomen eine starke Uberex-
pression von COX-2 stattfand. Ebenso wurde eine COX-2-Expression in den Zellen des
inflammatorischen Infiltrats und in den dendritischen Zellen gezeigt (Miiller-Decker et
al., 1999). Der Nachweis der konstitutiven COX-2-Expression in aktinischen Keratosen,
den Vorlauferstadien des Plattenepithelkarzinoms, ist fiir Strategien der Chemopraven-
tion mit COX-Inhibitoren von Bedeutung (Brash, 1997; Buckman et al., 1998). In der
Tat bildeten sich aktinische Keratosen unter der Einwirkung des COX-unselektiven
Inhibitors Diclofenac zuriick (Rivers et al., 2002). Fiir das maligne Melanom gab es wi-
derspriichliche Ergebnisse zur COX-2-Expression. In einer Studie gelang es, eine Uber-
expression von COX-2 in malignen Melanomen nachzuweisen (Denkert et al., 2001),
in zwei weiteren Studien wurde keine aberrante COX-2-Expression festgestellt (Miiller-
Decker et al., 1999; Vogt et al., 2001).

In Papillomen und Plattenepithelkarzinomen der Maus, die mittels Initiations-Promo-
tions-Protokoll gewonnen wurden, wurde ebenfalls eine Uberexpression von COX-2 in
den Basalzellen der Papillome, im Parenchym der Plattenepithelkarzinome und in den
Tumorgefiflen festgestellt. Die Expression von COX-1 unterschied sich in gesunden
und neoplastischen Geweben hingegen nicht. Mit diesen Befunden korrelierten um das
50-fach erhohte Prostaglandinspiegel. Offenbar spielt die COX-2 eine wichtige Rolle
bei der Plattenepithelkarzinogenese, denn COX-2-selektive Inhibitoren, wie Celecoxib,
hemmten die Tumorpromotion, jedoch nicht die Tumorinitiation (Miiller-Decker et al.,
1995; Miiller-Decker et al., 1998a; Miiller-Decker et al., 2002a). Eine Uberexpression
der COX-2 wurde auch in anderen experimentellen Modellen der Hautkarzinogenese
gefunden. UV-induzierte Papillome und Plattenepithelkarzinomen exprimierten COX-2
konstitutiv und ihre Entwicklung wurde ebenfalls durch NSAID einschliefllich Celecoxib
inhibiert (Fischer et al., 1999; Orengo et al., 2002; Pentland et al., 1999). Transgene
Mauslinien zeigten nach einem Verlust des COX-2-Gens eine verminderte hyperplasti-
sche Antwort auf den Tumorpromotor TPA und nach DMBA/TPA-Behandlung eine
verringerte Tumorlast in der Haut (Tiano et al., 2002). Die reduzierte Anzahl von
Papillomen war dabei nicht auf eine verminderte Initiationsrate durch DMBA zuriick-
zufithren, was darauf hinwies, dass COX-2 nicht essentiell fiir die metabolische Aktivie-
rung von DMBA ist.
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Fiir COX-1 defiziente Méuse wurde ebenfalls eine reduzierte Tumorausbeute im
Mehrstufenkarzinogenese-Experiment beobachtet (Tiano et al., 2002), was die Annahme
bestirkte, dass beide COX-Isoenzyme zur Karzinogenese beitragen, obwohl im Vergleich
zu gesunden Hauten keine aberrante COX-1-Expression in Tumorgeweben nachzuwei-
sen war (Langenbach et al., 1999).

Einen Beleg fiir den kausalen Zusammenhang zwischen einer aberranten COX-2-
Expression und der Tumorpromotion wurde durch eine Studie mit transgenen M&usen
erbracht, in denen COX-2 konstitutiv unter der Kontrolle des Keratin 5-Promotors
in den basalen Zellen der follikuldren und interfollikuldren Epidermis exprimiert wur-
de. Diese K5-COX-2-Méuse zeigten eine verzogerte terminale Differenzierung, jedoch
keine erhohte Zellproliferation in der Epidermis, was zu einer Hyperplasie und lokal
auftretenden dysplastischen Herden fiihrte. Sie entwickelten spontan keine Tumore, al-
lerdings reichte im Gegensatz zu Wildtyp-M&ausen eine einzige Applikation des Tu-
morinitiators DMBA, um die Tumorentwicklung in Gang zu setzen. Die konstitutive
COX-2-Expression in der Epidermis der transgenen M&usen entfaltete demnach nach
der Initiation eine autopromovierende Wirkung (Miiller-Decker et al., 2002a; Neufang
et al., 2001).

2.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Mit dem Ziel, die Rolle der COX-2 in der epidermalen Tumorentwicklung zu untersu-
chen, sollen in dieser Arbeit homozygot transgene Mé&use etabliert werden, in denen
eine konstitutive Expression der COX-2-cDNA unter der Kontrolle des Keratin 6 (K6)-
Promotors (K6-COX-2-Méuse) in Zunge, Osophagus, Vormagen und Haarfollikel erfol-
gen soll. Die Stimulierung des K6-Promotors durch TPA soll zudem zu einer Induktion
der COX-2-Expression in der interfollikuldren Epidermis transgener Méuse fithren.

Die COX-2-Expression soll auf RNA- und Proteinebene charakterisiert werden und
die Aktivitat der COX-2 durch die Messung der Prostaglandin E,- und F,,-Konzentra-
tionen. Die Auswirkung der COX-2-Uberexpression in TPA-stimulierten Héuten von
transgenen und, zur Kontrolle, Wildtyp-M&usen sollen hinsichtlich epidermaler Hyper-
plasie, dermaler Zelldichte und Odembildung untersucht werden, da eine proinflam-
matorische Wirkung von PGE, bekannt ist. Neben der Epidermis sollen auch andere
stratifizierte Epithelien mit bekannter K6-Expression auf morphologische Verdnderun-
gen hin untersucht werden. Schliellich sollen die K6-COX-2-Méuse mit Wildtyp-Tieren
in Mehrstufenkarzinogeneseexperimenten mit DMBA als Initiator und TPA als Tumor-
promotor verglichen werden.
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Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Adsorbex SPU Probenaufreinigungsstation
Axioskop 2

Bakterien-Inkubator

Bakterien-Schiittler

Dismembrator

Einbettstation fiir Paraffinblocke

- Vakuum Infiltration Prozessor
Elektrophoresekammer Twin

Elisa-Reader ELx800

Feinwaage 2004MP

Gene Quant RNA/DNA Calculator
Heizbad

Heizblock 5320
Horizontal-Elektrophoresekammern
Horizontalschiittler Variospeed
Kippschiittler Rockland

Kiihltisch Julabo SC
Kiihlzentrifuge J2-21

Labofuge GL

Laborwasserbad

Leica Cryotom CM 3050

Leica Microtom RM 2155
Magnetriihrer

Mikrowellengerit

pH-Meter 646, digital
Rontgenfilm-Entwicklermaschine
Optimax Typ TR
Rontgenfilmkassetten

Speedvac Vakuumkonzentrator
Sequenzierungsgeriat ABI Prism 310
Szintillationszéhler LS 5000TD

25

Merck, Darmstadt

Zeiss, Gottingen
Infors,Bottingen, Schweiz
Infors, Bottingen, Schweiz
Braun, Melsungen

Vogel, Gieflen

Renner, Danntadt

Bio-Tek Instruments, Winooski,
VT, USA

Sartorius, Gottingen
Pharmacia LKB, Freiburg
GFL, Hannover-Vinnhorst
Eppendorf, Hamburg

Biorad, Miinchen

Renner, Dannstadt

Biometra, Goéttingen

Julabo, Seelbach

Beckmann, Palo Alto, CA, USA
Heraeus, Hanau

Braun, Melsungen

Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

Heidolph, Kehlheim

Bosch, Karlsruhe

Methrom, Herisau, Schweiz

MS Laborgerite, Wiesloch
Kodak, Rochester, N.Y., USA
Bachofer, Reutlingen

Perkin Elmer, Weiterstadt
Beckmann, Miinchen
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Thermocycler Biozym
Tischzentrifuge 5412
Transfer Blotkammer SD1
Uberkopfschiittler
UV-Stratalinker1800
Vortex Genie2
Wasserbadschiittler 3020

3.1.2 Allgemeine Laborchemikalien

Aceton

Acrylamid : Bisacrylamid (30:0,8, v/v)
Agarose (Qualex Gold)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aprotinin

Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V
Bromphenolblau

Diethylpyrocarbonbat (DEPC)
Elisa-BSA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin

Isopropanol

Isopentan

Leupeptin

a2-Makroglobulin

Methanol

B-Mercaptoethanol
3-N-Morpholinopropansulfonsiure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumformiat

n-Hexan

Norleucin
N’-N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Phenyl-methyl-sulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S

Protein G-Sepharose 4 Fast Flow
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tween 20

Wasser, Ultrasolv HPLC-Grade
Wasserstoffperoxid

Hess, Oldendorf
Eppendorf, Hamburg
CTI, Idstein

Heidolph, Kehlheim
Stratagene, Heidelberg
Bender Hobein, Bruchsal
GFL, Hannover

Merck, Darmstadt

Roth, Heidelberg

AGS, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Xylol Merck, Darmstadt

Falls nicht anders beschrieben, wurden alle Chemikalien in per analysis Qualitéat
verwendet und Salze, Sduren und Laugen von den Firmen Merck, Darmstadt, Sigma,
Miinchen, oder Fluka, Neu-Ulm, bezogen.

3.1.3 Radioaktive Chemikalien
Desoxycytidin-5-a-3?P-Triphosphat

( [a—32P]dCTP)
Radioaktive Konzentration:
Spezifische Aktivitét:

Amersham Buchler, Braunschweig

370 MBq/ml (10 mCi/ml)
110 TBq/mmol (3000 Ci/mmol)

3.1.4 Material fiir proteinchemische Methoden

Fuji Medical X-Ray Rontgenfilme

High Molecular Weight Marker, SDS6H

Immobilon PVDF-Membran
Quick Lowry-Kit
Western-Light

Chemiluminescent Detection System

Whatman 3 MM Filterpapier

3.1.5 Material fiir Lipidanalysen

PGE, Enzyme Immunoassay Kit
PGF,, Enzyme Immunoassay Kit
Silica-C18-Glaskartuschen

6 ml (500 mg Isolute C18 EC)

Diaprint, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Millipore, Eschborn
Biorad, Miinchen

Tropix, Bedford, MA, USA
Bender & Hobein, Bruchsal

Cayman Chemicals, USA
Cayman Chemicals, USA

Separtis, Grenzach-Wyhlen

3.1.6 Material fiir molekularbiologische Methoden

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Biodyne B Transfer Membran
Carbpenicillin
DNA-Gro8enstandard 1kb-Ladder

DNA-Grélenstandard pUC19 DNA /Mspl

Hybond N+ Membran
Kodak X-O-MAT Rontgenfilme
MegaPrime Labeling Plus Kit

Sigma, Miinchen

Difco, Detroit,MI, USA
Difco, Detroti, MI, USA
Difco, Detroit, MI, USA
PALL, Portsmouth, England
Sigma, Miinchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon Rot
Amersham, Braunschweig
Diaprint, Heidelberg

AGS, Heidelberg
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Nick Columns
Nukleosidtriphosphate

One shot (E.coli)

Proteinase K

QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAGEN Qiaprep Spin Mini Kit
QIAGEN Qiaquick Spin Extraction Kit
Red-Tag-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
RNA-Clean

GeneAmp RNA PCR Core Kit
Taq DNA-Polymerase

TOPO TA-Cloning Kit
XL1-Blue (E. coli)

Amersham Pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogene, Leek, Niederlande
Stratagene, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma, Miinchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
AGS, Heidelberg

Perkin Elmer, Darmstadt
Appligene-Oncor, Weinheim
Invitrogene, Leek, Niederlande
Stratagene, Heidelberg

3.1.7 Materialien fiir die Immunhistochemie

Deckgléser (0,08-0,12 mm; 24 x 70 mm)
Einbettschéilchen Cryomol Standard
Eosinrot G

Eukitt

DAKO Fluoreszenz-Mounting-Medium
Gewebe-Einbett-Medium Medim Blast 58°C
Hochst-Farbstoff

Hématoxylin Losung Gill No. 2
Objekttrager SuperFrost

Pap Pen Stifte

Paraformaldehyd

10 x PBS

Sigma Fast DAB Tabletten

Tissue Tek

3.1.8 Antikorper

Ziege IgG-anti-Mensch-COX-2-Peptid

SC 1745; polyklonal

Ziege IgG-anti-Mensch-COX-1-Peptid

SC 1754; polyklonal

Kaninchen IgG-anti-Maus-COX-2

Hase 82, Immunserum nach 2. Boost; polyklonal
Kaninchen Serum anti-Maus-COX-1,

Hase 50, Immunserum nach 2. Boost; polyklonal
Esel anti-Ziege-IgG,

Alkalische Phosphatase gekoppelt

Ziege anti-Kaninchen-IgG,

R. Langenbrink, Emmendingen
Vogel, Gieflen

Merck, Darmstadt

Kindler, Freiburg

Dako, Hamburg

Medim Histotechnologie, Buseck
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Migge, Heidelberg

Vogel, Gieflen

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Sigma, Miinchen

Vogel, Gieflen

Santa Cruz Biotechnology,USA
Santa Cruz Biotechnology,USA
Dr. K. Miiller-Decker, DKFZ
Dr. K. Miiller-Decker, DKFZ
Santa Cruz Biotechnology,USA

Dianova, Hamburg
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Alkalische Phosphatase gekoppelt
Ziege anti-Kaninchen-IgG Dianova, Hamburg
Peroxidase gekoppelt
Esel anti-Ziege-1gG Mo Bi Tec, Géttingen
Cy2 gekoppelt
Esel anti-Kaninchen-IgG Mo Bi Tec, Géttingen
Cy3 gekoppelt
Kaninchen ant-Maus-Keratin 6 Dr. K. Miiller-Decker, DKFZ
polyklonal
3.1.9 Losungen und Puffer
10 x MOPS Puffer 40 mM MOPS,
10 mM Na-acetat,
1 mM EDTA,
pH 7,0
10 x SDS Page Laufpuffer 1,5 M Tris/HCI,
1% SDS,
1,25 M Glycin,
pH 8.3
1 x TBE Puffer 0,1 M Tris,
89 mM Borséure,
1 mM EDTA,
pH 8,5
1 x TE Puffer 20 mM Tris,
1 mM EDTA,
pH 8,0
20 x SSC Puffer 3 M Na(Cl,
0,3 M tri-Na-citrat-Dihydrat,
pH 7,0
2 x Laemmli Probenpuffer 0,5 M Tris/HCI,
5% B-Mercaptoethanol,
10% Gycerin,
3% SDS,
0,01% Bromphenolblau,
pH 6,8
40 x Genescreen (GS) Puffer 0,25 M NagHPO,/NaH, POy (1:1),
pH6.5
Anodenpuffer 1 0,3 M Tris,
20% Methanol,
pH 10,4
Anodenpuffer 2 25 mM Tris,
20% Methanol,
pH 10,4

DEPC Wasser

0,1% DEPC, autoklavieren
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DNA Ladepuffer

Ethidiumbromid-Losung
FA Mix

FA Puffer Northernblot

H7-Mix

Hochst-Féarbelosung
Homogenisierungspuffer

Kathodenpuffer

LB-Agar
LB-Medium (1 Liter)

PBST

Proteinase K Puffer

QIAGEN EB Puffer

QIAGEN N3 Puffer

50% Glycin,

15 mM EDTA,

0,15% Bromphenolblau,
0,15% Xylencyanol, pH7,4
10 mg/ml in 1x TE Puffer
66% Formamid,

8% Formaldehyd,

0,01% Bromphenolblau,

0,1 mg/ml Ethidiumbromid,
5% Glycerin in 1x MOPS
50 mM NaOH,

10 mM HCI

1M NagHPO, mit 83% H;PO,, pHT7,2,
1% BSA,

7% SDS,

1 mM EDTA pH 7.2

1 mg/ml Stammlésung

50 mM Tris/HCI,

2 mM EDTA,

1% Tween20,

10 pg/ml Aprotinin,

10 pg/ml Leupeptin,

1 mM PMSF,

0,2 mg/ml a2-Makroglobulin,
pH 7.4

25 mM Tris,

40 mM Norleucin,

20% Methanol,

pH 9.4

LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar
1% Bacto-Trypton,

0,5% Bacto-Hefeextrakt,
1% NaCl

1 x PBS mit 0,1% Tween20
Proteinase K 10 mg/ml,

50 mM Tris/HCI,

100 mM EDTA,

100 mM NaCl,

1% SDS,

pH 8.0

Elutionspuffer

10 mM Tris/HCI,

pH 8.5
Neutralisationspuffer

2,55 M K-acetat,

pH 4.8
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QIAGEN P1 Puffer

QIAGEN P2 Puffer

QIAGEN P3 Puffer

QIAGEN PB Puffer

QIAGEN PE Puffer

QIAGEN QBT Puffer

QIAGEN QC Puffer

QIAGEN QF Puffer

SDS Page 4 x Lower Tris Puffer

SDS Page 4 x Upper Tris Puffer

SOB-Medium

Resuspensionspuffer
50 mM Tris/HCI,
10 mM EDTA,

100 ug RNase A/ml, pH 8,0

Lysepuffer

200 mM NaOH,
1% SDS
Neutralisationspuffer
3 M K-acetat,

pH 5.5
Waschpuffer

150 mM MOPS,

1 M NaCl,

15% Ethanol,

pH 7.0
Waschpuffer

250 mM Tris/HCI,
1,25 M NaCl,

80% Ethanol,

pH 8,5
Aquilibrierungspuffer
50 mM MOPS,

1 M NaCl,

15% Ethanol

0,15

pH 7,0
Waschpuffer

50 mM MOPS,

1 M NaCl,

15% Ethanol,

pH 7,0
Elutionspuffer

10 mM Tris/HCI,
pH 85

1,5 M Tris/HCI,
0,4% SDS,

pH 8.8

0,5 M Tris/HCI,
0,4% SDS,

pH 6.8

2% Bacto-Trypton,

(TOPO TA Cloning Kit) 0,5% Bacto-Hefeextrakt,
0,05% NaCl,
nach Autoklavieren Zugabe von
10 ml steril filtrierter Mg-Losung

(1 M MgCh, 1 M MgSOy)
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TSR Template Suppression Reagenz A-Dye Terminator,

(BigDye Terminator Ready Reaction Kit) markiert mit dichloro[R6G],
C-Dye Terminator,
markiert mit dichloro[ROX],
G-Dye Terminator,
markiert mit dichloro[R110],
T-Dye Terminator,
markiert mit dichloro[TAMRA],
dNTPs,
AmpliTaq DNA Polymerase FS,
MgCl,
Tris-HCI1 Puffer pH 9,0

Angaben zu den Konzentration der Komponenten des TSR Template Suppression Rea-
genz sind im Originalprotokoll der Firma Applied Biosystems nicht enthalten.

Waschpuffer 1 2 x SSC,

0,1% SDS
Waschpuffer 2 0,5 x SSC,

0,5% SDS
Waschpuffer 3 1 x SSC,

0,5% SDS
Waschpuffer Immunprézipitation 50 mM Tris/HCI,

2 mM EDTA,

10 pg/ml Aprotinin,
10 pg/ml Leupeptin,
1 mM PMSF,
pH 7,4

Western Light 10 x Assay Buffer 200 mM Tris/HCI,
10 mM MgCl,
pH 9,8

Alle eigenstéandig angesetzten Puffer und Losungen wurden wenn méoglich autoklaviert.

3.1.10 Oligonucleotide

Oligo 24 5 AAA CTG GAA CGG TGA AGG C ¥
Oligo 25 5 GCT GCC TCA ACA CCT CAAC ¥
Maus 8-Actin; ProduktgroBe 430 bp (RT-PCR und genomische PCR).
Oligo 183 5 TGC CGG GAA GCT CCT CTC ATA G ¥
Oligo 611 5 TTC CAC CAT AGA ATC CAG TCC G &

Keratin 6-COX-2-Konstrukt; ProduktgroBe 230 bp (bei Amplifikation genomischer DNA).
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Oligo 651 5 GTG CTC AGA GCC CCG AGT TCA G &

Oligo 652 5 GCC TGG CAA CAA CCA AAT ACAACATY

3’'UTR des Keratin 6-COX-2-Konstrukts; ProduktgroBe 190 bp (bei Amplifikation gen-
omischer DNA 500 bp).

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden
Isolierung von DNA und RNA
Miniprdparation von Plasmid-DNA

Die Isolation kleiner Mengen Plasmid-DNA erfolgte mit dem Qiagen QIAprep Spin
Minikit. Bei dieser Plasmidpraparation wurden Bakterien durch alkalische Lyse aufge-
schlossen, die Plasmid-DNA in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an Silikamembran-
Saulen gebunden und unter Niedrigsalzbedingungen eluiert. Die Arbeitsschritte erfolg-
ten nach dem Qiagen-Protokoll; die Plasmid-DNA wurde in 50 pl EB Puffer eluiert.

e Pelletieren der Bakterien der Ubernachtkultur durch Zentrifugation fiir 15 min
bei 4°C und 1000 x g.

e Verwerfen des Uberstands und Resuspendieren des Bakterienpellets in 250 pl
Puffer P1 und {iberfuhren in Eppendorfreaktionsgefafl.

e Alkalische Lyse der Bakterien: Zugabe von 250 ul Puffer P2. Mehrmaliges Inver-
tieren des Reaktionsgefdfies und anschliefende Inkubation bei Raumtemperatur
fiir 5 min.

e Neutralisation der Reaktion durch Zugabe von 350 ul Puffer N3; Invertieren des
Reaktionsgefiles zum griindlichen Durchmischen.

e Zentrifugation fiir 10 min bei Raumtemperatur und 10000 x g.

e Uberstand auf QIAprep-Siule geben, die auf der Vakuumsammelleiste QIAvac
24 aufgesteckt sind. Anlegen des Vakuums und durchsaugen des Uberstandes.
Danach Vakkum abstellen.

e Waschen der QIAprep-Séule mit 500 pl Puffer PB und anschlieBend mit 750 ul
Puffer PE.

e Einsetzen der QIAprep-Sédule in Sammelgeféal und Zentrifugation fiir 1 min bei
Raumtemperatur und 10000 x g um Reste des Puffers PE zu entfernen.

e Uberfithren der QIAprep-Siule in sauberes Eppendorfgefia. Auftragen von 50 ul
Elutionspuffer und 1 min bei Raumtemperatur stehen lassen.

e Eluieren durch Zentrifugation fiir 1 min bei Raumtemperatur und 10000 x g.



34 Kapitel 3 Material und Methoden

Maxiprdparation von Plasmid-DNA

Die Isolation grofler Mengen Plasmid-DNA erfolgte mit dem Qiagen Maxi Preparation
Kit. Nach der alkalischen Lyse der Bakterien wird die Plasmid-DNA unter Niedrigsalz-
bedingungen an die Anionenaustausch-Séulen gebunden und mit einem Hochsalzpuffer
eluiert. Die DNA wird mit Isopropanol prizipitiert, pelletiert und mit 70% Ethanol
gewaschen. Die Arbeitsschritte erfolgten nach dem Qiagen-Protokoll, die Plasmid-DNA
wurde in Aqua bidest eluiert.

e Auswahl einer Bakterienkolonie von einer Selektions-Agarplatte zum Animpfen
einer Starterkultur in 5 ml Selektions-LB Medium. Inkubation fiir 8 h bei 37°C
im Bakterienschiittler.

e Verdiinnen der Starterkultur (1:500) in Selektions-LB Medium. Ansetzen der
Ubernachtkultur in 100 ml Selektions-LB Medium. Inkubation bei 37°C im Bak-
terienschiittler.

e Pelletieren der Bakterien durch Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 6000 x g.
e Resuspendieren der Bakterien in 10 ml Puffer P1.

e Alkalische Lyse der Bakterien durch Zugabe von 10 ml Puffer P2; mischen durch
Invertieren und 5 min Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend Neutralisa-
tion durch 10 ml eisgekiihltem Puffer P3; mischen durch Invertieren und 20 min
Inkubation auf Eis.

e Uberfithren des Lysats auf die QIAfilter-Maxi-Cartridge-Filterspritze und Inku-
bation fiir 10 min bei Raumtemperatur.

e Aquilibrieren der QIAGENtip 500-Séulen mit 10 ml Puffer QBT. Danach wird
das Lysat sanft durch die Filterspritze auf die Sdule aufgebracht.

e Zweimaliges Waschen der Saule mit 30 ml Puffer QT.

e Eluieren der DNA mit 15 ml Puffer QF in 10,5 ml Isopropanol (vorgelegt in 50
ml COREX-Réhrchen).

e Pelletieren der DNA durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C und 15000 x g.

e Abnehmen des Uberstandes. DNA-Pellet in 5 ml Ethanol waschen und anschlie-
Bend an der Luft trocknen. Aufnehmen des DNA-Pellets in Aqua bidest.

Prdiparation genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Um die Integration des K6-COX-2-Konstruktes in das Mausgenom zu iiberpriifen, wur-
de 4 bis 5 Wochen alten M&ausen eine Schwanzbiopsie entnommen und die genomische
DNA isoliert. Die DNA wurde in Southern Blot und PCR Analysen auf die Integration

untersucht.

e Schwanzbiopsien iiber Nacht bei 57°C in Proteinase K haltigem Puffer inkubiert.
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e Zugabe von 300 pl 5 M NaCl Losung.

e Schiitteln der Proben fiir 5 min bei Raumtemperatur.

e Zentrifugation fiir 10 min bei Raumtemperatur und 10000 x g.

e Uberfithren des Uberstandes in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefi8.

e Zugabe von 1/3 Volumen Isopropanol; mischen durch Invertieren des Reaktions-
gefifles.

e Zentrifugation fiir 10 min bei Raumtemperatur und 10000 x g.

e Abnehmen des Uberstandes; Zugabe von 1 ml eisgekiihltem 70% Ethanol zum
DNA-Sediment und anschliefend Zentrifugation fiir 10 min bei Raumtemperatur
und 10000 x g.

e Wiederholen des vorherigen Schrittes.

e DNA-Sediment an der Luft bei Raumtemperatur trocknen lassen; resuspendieren
des Pellets mit 50 pul Aqua bidest.

Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten bestimmter Grofie aus Agarosegelen erfolgte nach
der elektrophoretischen Auftrennung mit dem Qiagen QIAquick Spin Kit. Die Extrakti-
on basiert auf der Adsorption von DNA an Silicageloberfldchen bei hoher Salzkonzentra-
tion. Die DNA wird bei niedriger Salzkonzentration eluiert. Die Arbeitsschritte erfolgten
nach dem Qiagen-Protokoll, die Plasmid-DNA wurde in 50 pul EB Puffer eluiert.

e Nach der Gelelektrophorese wird das gewiinschte DNA-Fragment mit einem sau-
beren Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten (unter langwelligem UV-Licht, 366
nm) und das Agarosestiick gewogen.

e Fiir jeweils 100 mg Agarosegel werden 300 ul Solubisierungspuffer QG zugegeben.
Inkubation im Thermoschiittler fiir 10 min bei 50°C.

e Zugabe von 1 Gelvolumen Isopropanol. Uberfithrung der Losung auf eine QIA-
quick Spin Sdule zur Bindung der DNA. Zentrifugation fiir 1 min bei Raumtem-
peratur und 10000 x g.

e Waschen mit 500 ul Puffer QG und anschlieBend mit 750 pl Puffer PE. Nach dem
zweiten Waschschritt erneute Zentrifugation bei 10000 x g, um restlichen Puffer
PE zu entfernen.

e Uberfithren der QIAquick Spin S#ule in sauberes Eppendorfgefifi und Zugabe von
Elutionspuffer EB. Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 min und anschlieffend
Zentrifugation fiir 1 min bei 10000 x g.
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Priparation von RNA aus Gewebekulturzellen

Zur Extraktion von RNA aus eukaryontischen Zellen wurde der AGS RNAClean Kit
benutzt. Konfluent gewachsene Zellen wurden vor der Extraktion dreimal mit 1 x PBS
gewaschen.

e Zugabe von 3 ml RNAClean Losung pro 100 mm Petrischale; ablosen der Zellen
mit Zellschaber und homogenisieren der Zellen durch mehrmaliges, sanftes auf-
und abpipettieren.

o Uberfithren des Zellhomogenats in COREX-R&hrchen.
e Zugabe von 900 pl ml Chloroform; griindlich mischen.
e Inkubation fiir 5 min auf Eis.

e Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 15000 x g.

e Nach der Zentrifugation die wéssrige, RNA enthaltende Oberphase in ein frisches
COREX-Rohrchen iiberfiihren.

e Zugabe von 1 Volumen Isopropanol.
e Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur.
e Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 15000 x g.

e Uberstand abnehmen; Zugabe von 70% Ethanol/DEPC Wasser und anschlieBend
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 15000 x g.

e Zweimaliges Wiederholen des vorherigen Schrittes.

e Uberstand abnehmen, Pellet an der Luft bei Raumtemperatur trocknen und re-
suspendieren des Pellets in DEPC Wasser.

Priparation von RNA aus Gewebe

Aus Méusen entnommene Organe wurden in fliissigem Stickstoff gefroren. Die Maus-
haut wurde auf 3MM Whatman-Papier mit der Dermis auf das Papier aufgezogen und
sofort auf einem Kiihltisch bei -70°C tiefgefroren. Vor der Extraktion der RNA aus den
Organen wurden die Organe im tiefgefrorenen Zustand in im fliisssigem Stickstoff tief-
gekiihlte Teflongefifle iberfiihrt und in einem Dismembrator zerpulvert (30 sec bei 2500
Upm). Das Gewebepulver wurde in 3 ml RNAClean iiberfithrt und durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Vor der ersten Zentrifugation wurden 900 pl
Chloroform hinzugegeben und griindlich gemischt. Bei der Extraktion der RNA aus der
Mausepidermis wurde die Epidermis bei -70°C auf dem Kiihltisch mit einem sterilen
Skalpell von der Dermis abgekratzt. Die gekratzte Epidermis wurde anschliefend wie
alle anderen Organe im Dismembrator pulverisiert. Das Pulver wurde in RNAClean
aufgenommen, homogenisiert und vor der ersten Zentrifugation mit 900 pl Chloroform
gemischt. Arbeitsschritte der Praparation: vergleiche Préparation von RNA aus Gewe-
bekulturzellen ab der ersten Zentrifugation.
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Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wurden durch Messung der op-
tischen Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm bestimmt. DNA-Proben

wurden vor der Messung 1:40 in Aqua bidest, RNA-Proben 1:200 in DEPC Wasser
verdiinnt. Die Konzentrationen wurden anhand folgender Formeln berechnet:

[c]DNA = OD260nm * Verdiinnungsfaktor * 50 ug/ul
[c]RNA = OD260nm * Verdiinnungsfaktor * 40 ug/ul

Die Ratio OD260nm/OD280nm gibt Auskunft iiber die Reinheit der Nukleinséur-
en (Werte zwischen 1,7 und 2,0 sind Indikatoren fiir eine geringe Kontamination mit
Proteinen).

DNA-Restriktionsverdau

Die Anwendung der Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Protokollen der Her-
steller. In einem Reaktionsvolumen von 10 pl wurden 0,6 pug Plasmid-DNA, 2 bis 5
Units Restriktionsenzym und 1 pl des entsprechenden 10 x Reaktionspuffers gegeben.
Mit Aqua bidest wurde das Reaktionsvolumen aufgefiillt. Die Inkubation bei der opti-
malen Reaktionstemperatur erfolgte fiir 2 bis 3 Stunden.

Agarosegelelektrophorese der Nukleinsduren

Die analytische oder priparative Auftrennung von Nukleinsduren anhand ihrer Moleku-
luargewichte erfolgte unter nativen Bedingungen in 0,8 und 1,5% Agarose-Flachbettgelen.
Fiir die RNA-Gelelektrophorese wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 1,5%
gegossen.

e Anfertigen des DNA-Gels: Aufkochen der Agarose in 1 x TBE in der Mikrowelle.
e Zugabe von 10 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) fiir jeweils 100 ml Gelvolumen.

e Gieflen des Gels in abgedichtete Horinzontalkammer mit eingelegtem Geltaschen-
kamm.

e Nach dem vollstdndigen Aushérten des Gels erfolgt das Einsetzen des Gels in die
Flachbettelektrophoresekammer; Laufpuffer ist 1 x TBE.

e Laden der DNA Proben.

e Gelelektrophorese bei 10 bis 15 V/cm2 fiir 1 bis 2 h.

e Anfertigen des RNA Gels: Aufkochen der Agarose in Aqua bidest in der Mikro-
welle; Volumen entspricht 9/10 des Gelvolumens.

e Abkiihlen der Agarose auf 60°C, dann Zugabe von 1/10 Gelvolumen 10 x MOPS.
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e GieBen des Gels in abgedichtete Horinzontalkammer mit eingelegtem Geltaschen-
kamm.

e Nach dem vollstédndigen Aushérten des Gels erfolgt das Einsetzen des Gels in die
Flachbettelektrophoresekammer; Laufpuffer ist 1 x MOPS.

e Vorbereiten der RNA Proben: Proben werden auf eine Konzentration von 10 ug
RNA in 10 pl DEPC Wasser eingestellt. Zugabe des gleichen Volumens FA Mix
und anschliefende Denaturierung bei 65°C fiir 10 min. Proben auf Eis abkiihlen
lassen.

o Laden der RNA Proben.

e Gelelektrophorese bei 10 bis 15 V/cm2 fiir 1 bis 2 h.

Transfer von Nukleinsduren
Northern Blot - Transfer von RNA

Nach dem Auftrennen der RNA-Proben durch Agarose-Gelelektrophorese erfolgte der
Transfer der RNA aus dem Gel auf eine Membran mittels Kapillarkraft.

e Kurzes Waschen des RNA-Agarosegels in Aqua bidest.

e Zur partiellen Hydrolyse der RNA Gel 20 min bei Raumtemperatur in FA Puffer
schwenken.

e Neutralisieren des Gels durch dreimaliges, kurzes Waschen des Gels in Aqua mon-
odest.

e Gel zweimal 15 min bei Raumtemperatur in 1 x GS Puffer dquilibrieren.
e Aufbau des Northern Blots.

Fiir den Transfer der RNA auf eine Hybond N+-Membran durch Kapillarkréfte wird
1 x GS Puffer als Transferpuffer eingesetzt. Aufbau des Transferblots: als Pufferreser-
voir diente ein Tablett, in das 2 in 1 x GS Puffer getrinkte Haushaltschwdmme gelegt
wurden. Auf den Haushaltschwdmmen lagen 3 mit 1 x GS Puffer benésste, schwamm-
grofle MM Whatman-Papiere. Auf die Papiere wurde das Agarosegel mit der Oberseite
nach unten platziert. Dann wurde luftblasenfrei die auf Gelgréfie zurechtgeschnittene
und in 1 x GS Puffer dquilibrierte Membran iiber das Gel gelegt. Auf die Membran
folgten drei identisch grofie, in 1x GS Puffer getrinkte 3SMM Whatman-Papiere. Ab-
schlieBend wurden ein 3 cm dicker Stapel 3MM Whatmann-Papiere und ein 8 cm dicker
Stol Haushaltstiicher, beide in Gelgrofie, aufgeschichtet. Der Blot wurde durch ein auf
eine Glasplatte gesetztes Gewicht beschwert und mit Klebebéndern fixiert. Das Puffer-
reservoir wurde mit 1 x GS Puffer aufgefiillt und bei Bedarf nachgefiillt. Der Transfer
erfolgte iiber Nacht; am kommenden Tag wurde er abgebaut und die transferierte RNA
auf der Membran durch UV-Bestrahlung im UV-Crosslinker immobilisiert. Die in eine
Frischhaltefolie eingeschweifite Membran wurde bis zur Hybridisierung bei 4°C gelagert.
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Southern Blot - Transfer von DNA

Nach dem Auftrennen der DNA-Proben durch Agarose-Gelelektrophorese erfolgte der
Transfer der DNA aus dem Gel auf eine Membran mittels Kapillarkraft. Die Behandlung
des Agarosegels war wie folgt:

e Partielle Depurinierung der DNA: Schwenken des Gels fiir 10 min bei Raumtem-
peratur in 0,25 N HCL.

e Denaturierung der DNA: Schwenken des Gels fiir 15 min bei Raumtemperatur in

0,4 N NaOH.
e Zweimaliges Wiederholen des vorherigen Schrittes.
e Aquilibrieren des Gels in 20x SSC fiir 10 min.

Der Aufbau des Southern Blots ist identisch, jedoch wird anstelle des 1 x GS Puffers
20 x SSC als Transferpuffer verwendet.

Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden erfolgte mit dem Megaprime Labeling
Plus Kit von Amersham. Die Methode basiert auf der statistischen Hybridisierung zu-
fallsgenerierter Hexanukleotide an einzelstringige DNA, wobei die Hexanukleotide als
Primer fiir die anschlieBende Klenow-Polymerasereaktion dienen. Die Arbeitsschritte
erfolgten nach dem Protokoll des Megaprime Labeling Kits. Das Reaktionsvolumen
betrug 50 pl; es wurden 25 ng DNA und 5 ul [a-*?P]dCTP (50 uCi) eingesetzt. Die
Aufreinigung der radioaktiven Sonde erfolgte iiber Gelfiltration.

e Reaktionsansatz: 25 ng cDNA, 27 ul Aqua bidest und 5 ul Primerlésung.

e Denaturieren bei 100°C fiir 5 min. Kurz zentrifugieren (10000 x g) und 2 min auf
Eis inkubieren.

e Zugabe von 10 pul Reaktionspuffer. Nach diesem Arbeitsschritt fanden alle Arbei-
ten im Uberwachungsbereich des Radioaktivlabors statt.

e Zugabe von 5 yl [a-3?P]dCTP und 2 ul Klenow-Fragment. Reaktion erfolgt fiir 15
min bei 37°C im Heizblock.

e Vorbereiten der Gelfiltration: Aquilibrieren der G50-Sephadexséulen mit 3 ml 1x
TE Puffer.

e Nach Ende der Reaktion erfolgt das Auftragen des gesamten Reaktionsansatzes
auf die Saule.

e Waschen der Sédule mit 400 pl 1 x TE Puffer.
e Eluieren der radioaktiven Sonde mit 400 pl 1 x TE Puffer.

e Messen der spezifischen Aktivitit der Sonde: Bestimmen der Cerenkov-Zerfille
pro Minute fiir ein 4 pl Aliquot in einem Szintillationszéahler.
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Hybridisierung der Transfermembranen mit radioaktiv markierten
Sonden

Die Blot-Membranen wurden wahrend der Hybridisierungsreaktion mit COX-2-spezi-
fischen oder mit 7S-rRNA-spezifischen radioaktiven Sonden inkubiert.

e Membran wird vorhybridisiert: fiir 6 h bei 60°C in 15 ml H7-Mix.

e Austausch des H7-Mix; Zugabe der radioaktiv markierten Sonde. Je nach Qua-
litdt der Sonde wurde eine spezifische Aktivitat von 16000000 bis 24000000 cpm
eingesetzt (mit jeweils 2000000 cpm pro 1 ml H7-Mix).

e Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 60°C.

e Zweimaliges Waschen der Membran in Waschlosung 1 (auf 60°C vorgewéarmt) fiir
20 min bei Raumtemperatur.

e Waschen der Membran in Waschlosung 1 (auf 60°C vorgewérmt) fiir 20 min bei
60°C.

e Waschen der Membran in Waschlosung 2 (auf 60°C vorgewédrmt) fiir 20 min bei
60°C.

e Waschen der Membran in Waschlosung 3 (auf 60°C vorgewédrmt) fiir 20 min bei
60°C.

e Einschweiflen der Membran in Frischhaltefolie.

Die Detektion der radioaktiven Signale erfolgte durch die Exposition von Kodak-
Rontgenfilmen bei -70°C in Filmkassetten mit Verstirkerfolien. Die Expositionszeit va-
riierte je nach Signalstidrke zwischen 6 h und 12 Tagen.

Reverse Transkriptase (RT) Reaktion zur Synthese einer cDNA

Die RT-PCR erfolgte mit Hilfe des GeneAMp RNA PCR Core Kits der Firma Perkin
Elmer. Als Vorlage fiir die Synthese komplementérer DNA-Strange diente aus Mausor-
ganen isolierte Gesamt-RNA. Pro Reaktionsansatz wurden maximal 2 ug Gesamt-RNA
auf ein Endvolumen von 3 ul DEPC Wasser eingestellt. Ein Reaktionsansatz hatte ein
Volumen von 20 pl. Darin enthalten waren: 2 ug RNA in 3 ul DEPC Wasser, 4 ul
MgChk (25 mM), jeweils 2 pul dATP, dCTP, dGTP, dTTP (jeweils 10 mM), 2 pl 10 x
Reaktionspuffer 11, 1 pl Oligo-dT-Primer (50 M), 1 ul RNase-Inhibitor (1 Unit), 1 ul
Reverse Transkriptase (5 Units/ul; MuLV: Maus-Leukemia-Virus).

e Denaturieren der RNA fiir 10 min bei 65°C.
Abkiihlen der RNA auf 4°C.

Pipettieren des RT-PCR Reaktionsansatzes.

Inkubation bei Raumtemperatur fiir 10 min.

RT-Reaktion: Inkubation bei 42°C fiir 15 min.
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e Inaktivierung der Reversen Transkriptase: 99°C fiir 5 min.
e Abkiihlen des Reaktionsansatzes auf 4°C.

e Weiterbearbeiten der synthetisierten cDNA in der Polymerase Kettenreaktion (2,5
pl des RT-Reaktionsansatzes) mit verschiedenen spezifischen Primern.

Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Durch PCR wurden DNA-Fragmente zwischen zwei antiparallel zueinanderliegenden
Primern exponentiell amplifiziert. Fiir einen Reaktionsansatz einer analytischen PCR
genomischer DNA wurden 1 pug DNA, 5 ul 10x Reaktionspuffer, 0,4 pul ANTPs (jeweils
25mM), 2,5 pl 5-Primer, 2,5 pl 3’-Primer (jeweils 10 pmol) und 1,25 ul Red-Tag-
Polymerase (5 Units/ul) eingesetzt. Fiir die auf eine ¢cDNA-Synthese folgende PCR
wurden 2,5 ul des RT-Reaktionsansatzes und 0,5 ul Tag-Polymerase (5 Units/ul) pro
PCR~Ansatz eingesetzt. Die Mengen an Primern, dNTPs und Reaktionspuffer entspre-
chen denen Mengen in einer genomischen PCR; das Reaktionsvolumen wurde mit Aqua
bidest auf 50 pul eingestellt. Fiir jede PCR wurde ein Mastermix zusammengestellt.

Die PCRs wurden im Thermocycler durchgefiihrt. Die Annealing Temperaturen wur-
den nach den Schmelzpunkten der Primersequenzen gewéhlt. Die Dauer der Reaktionen
umfasste 30 Zyklen. Die folgende PCR-Programme wurden eingesetzt:

Taq 54 Taq 56 Taq 60
Primer der Reaktion Oligo 24 Oligo 183 Oligo 651
Oligo 25 Oligo 611 Oligo 652

Anfangliche Denaturierung
1. Denaturierung

2. Annealing

3. Elongation

95°C fiir 90 sec
95°C fiir 90 sec
54°C fir 90 sec
72°C fir 120 sec

95°C fiir 90 sec
95°C fiir 90 sec
56°C fir 90 sec
72°C fir 120 sec

95°C fiir 90 sec
95°C fiir 90 sec
60°C fir 120 sec
72°C fir 120 sec

Abschlieflende Elongation

72°C fir 10 min

72°C fir 10 min

72°C fir 10 min

Anzahl der Zyklen
(Schritt 1. bis 3.)

30

Klonierung von PCR-Fragmenten

30

30

Die Klonierung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit. Die
mittels Taq-Polymerase amplifizierte DNA besitzt an den 3’ Enden ein zusétzliches
Desoxyadenosin. Daher konnen diese Fragmente direkt in den pCR TOPO-Vektor klo-
niert werden. In einer Reaktion wurden 2 ul des RT-PCR-Produktes eingesetzt.

e TOPO Cloning Reaktion: 1 Ansatz enthélt 2 pul RT-PCR-Produkt, 1 ul pCR
TOPO Vektor, 1 pl Salzlosung, 1 ul Aqua bidest. Vorsichtiges Mischen des Reak-
tionsansatzes.

e Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur. Reaktionsgefafl auf Eis gestellt und
Zugabe von 2 ul TOPO Cloning Reaktion zu SHOT Bakterien geben; vorsichtiges
Mischen.
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e Inkubation fiir 30 min auf Eis, anschlieflend folgt ein Hitzeschock fiir 30 sec bei
42°C und wieder eine kurze Inkubation fiir 2 min auf Eis.

e Zugabe von 250 pl SOC-Medium, mischen und Inkubation fiir 30 min bei 37°C.

e Ausplattieren von 70 pl und 100 ul des Klonierungsansatzes auf selektive Bakte-
rienagarplatten.

e Picken von gewachsenen Klonen (“Blau-Weif-Selektion”; Sambrook et al., 1989)
und Animpfen einer Ubernachtkultur fiir eine Minipraparation der DNA (7,5 ml
LB Medium).

Sequenzieren von DNA-Fragmenten im ABI Prism 310 Genetic Analyzer

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der von Sanger beschriebenen
Didesoxymethode (1977). Im Gegensatz zur klassischen Kettenabbruchreaktion erfolgt
bei dieser Sequenzierung der Kettenabbruch durch den Einbau Fluoreszenz-markierter
Didesoxyterminatoren. Die vier verschiedenen ddNTPs sind hierbei mit vier unter-
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen kovalent verbunden. Jeder Farbstoff emittiert bei
Anregung durch einen Laser Licht verschiedener Wellenléinge und erlaubt die Durchfiihr-
ung mit allen vier Terminatoren in einem Reaktionsgefafl. Die Analyse der Reaktion
erfolgt mit Hilfe von Kapillarelektrophorese und Laser-gestiitzter Detektion der fluores-
zenzmarkierten DNA-Fragmente. Die Auftrennung und die Detektion der Polymerase-
produkte erfolgte im ABI Prism 310 Genetic Analyzer. Zur Sequenzierung wurde der
Big Dye Kit der Firma Perkin Elmer benutzt. Ein Reaktionsansatz setzt sich aus 1 bis
2 pl DNA (1 pg), 1 pl Primer (10 pmol/pul), 4 pl Sequenzierungsmix zusammen und
wird mit Agua bidest auf ein Reaktionsvolumen von 20 pl gebracht. Der Sequenzier-
mix beinhaltet modifizierte Tag-Polymerase, ANTPs, ddNTPs an Fluoreszenzfarbstoffe
gekoppelt und 5 x Reaktionspuffer.

e Die Polymerase-Reaktion erfolgt im Thermocycler; Programmierung: Denaturie-
rung bei 95°C 15 sec, Annealing bei 58°C fiir 15 sec, Elongation bei 60°C fiir 4
min. Das gesamte Programm umfasst 30 Zyklen.

e Prizipitation der DNA durch Zugabe von 80 ul sterilem HPLC Wasser, 10 ul 3
M Natriumacetat pH 4,8 und 250 ul 100% Ethanol.

e Pelletieren der DNA durch Zentrifugation fiir 15 min bei 15300 Upm (Sigma
Zentrifuge).

e Uberstand abnehmen; zweimal mit 300 ul 70% Ethanol waschen.
e DNA-Pellet an der Luft trocknen um Ethanolriickstande zu entfernen.

e Aufnehmen des Pellets in 20 pul Template Suppressiqn Reagenz. Denaturieren
der Probe fiir 3 min bei 90°C, kurzes Abkiihlen und Uberfiihren in Sequenzier-
Reaktionsgefafle.

e Automatische Sequenzanalyse im ABI Prism 310 Genetic Analyzer.
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3.2.2 Proteinchemische Methoden

Proteinisolierung aus Gewebeproben

Fir den Nachweis der COX-Isoenzyme wurden Proteine aus der Epidermis und den
Organen transgener Mause und entsprechend alter NMRI Mé&use angereichert. Hierzu
wurde zunéchst Epidermis auf dem Kiihltisch bei -70°C gekratzt. Metallkugeln und
Teflongefiafle des Dismembrators wurden vor Gebrauch in fliissigem Stickstoft gekiihlt.

e Pulverisieren der Epidermis oder der Organe im Dismembrator bei 2500 Upm fiir
30 sec.

e Uberfithren des Gewebepulvers in 2 ml Homogenisierungspuffer. Danach erfolgten
alle Arbeitsschritte auf Eis oder bei 4°C.

e Homogenisieren der Probe mit 21 Gauge Kaniile und 1 ml Einmalspritze durch
fiinfmaliges Auf- und Abpipettieren.

e Vorherigen Schritt fiinf Mal wiederholen.
e Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und 1000 x g.
e Uberfiithren des Uberstands in frische COREX-Ro6hrchen.

e Weiterbearbeitung der Probe: Bestimmung der Proteinkonzentration; Immun-
prézipitation.

Proteinbestimmung - DC Protein Assay

Der DC Protein Assay basiert auf der Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al.,
1951). Als Standard diente BSA in Konzentrationen von 0,125 mg/ml bis 8 mg/ml.

e Ansetzen Reagenz A’: 500 ul Reagenz A + 10 ul Reagenz S.

e Vorlegen der Proteinproben und BSA Standards in Eppendorfreaktionsgefiafie;
jeweils 7.5 ul.

e Zugabe von 37,5 ul Reagenz A’ zu Probenlésung und BSA Standards.
e Nach Zugabe sofort vortexen.

e Zugabe von 300 pl Reagenz B.

e Nach Zugabe sofort vortexen.

e Inkubation bei Raumtemperatur fiir 15 min. Messen der Extinktion bei 750 nm
im Elisa Reader.
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Immunpréazipitation von COX-Isoenzymen

Die Anreicherung der COX-Isoenzyme aus Gewebehomogenaten erfolgte durch die Im-
munprézipitation mit isoenzymspezifischen COX-Antikérpern. Protein-G-Sepharose wur-
de als Kopplungsmatrix fiir das F.-Fragment der eingesetzten IgG-Antikorper genutzt
und wie folgt vorbereitet:

e Uberfithren der Protein-G-Sepharose in 50 ml Falcon Réhrchen mit 45 ml 1 x
PBS.

Suspendieren der Protein-G-Sepharose durch vortexen.

Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 1000 x g.

Uberstand abnehmen. Waschvorgang zweimal wiederholen.

Resuspendieren der Protein-G-Sepharose in 50 ml 1 x PBS mit 0,05% Natrium-
azid.

e Lagerung in Portionen zu 300 ul bei 4°C.

Fiir die Immunprézipitation wurde jeweils 1 mg Protein in einem Volumen von 1 ml
eingesetzt, fehlendes Volumen wurde mit Homogenisierungspuffer ausgeglichen. Zu je-
dem Ansatz wurden 5 ul Antikoérper gegeben; folgende Antikérper wurden zur Anreiche-
rung der COX-Isoenzyme genutzt: Kaninchen Anti Maus-COX-2-IgG und Kaninchen
Serum Anti Maus-COX-1.

e Absaugen des 1 x PBS von Protein-G-Sepharose.

e Zugabe von 1 mg Protein und 5 ul COX-2-Antikorper.
e Uber Nacht bei 4°C im Uberkopf-Schiittler inkubieren.
e Zentrifugation fiir 5 Min bei 4°C und 1500 x g.

e Uberstand abheben und in frisches Eppendorfgefif mit Protein-G-Sepharose iiber-
fithren (Immunprézipitation mit COX-1 Antikorper).

e Zugabe von 1 ml Waschpufter; kurz vortexen. Zentrifugation fiir 5 min bei 4°C
und 1500 x g. Den Uberstand nach Zentrifugation abheben.

e Vorherigen Schritt viermal wiederholen.
e Nach dem letzten Arbeitsgang wird fiir 5 min bei 4°C und 10000 x g zentrifugiert.

e Uberstand sauber abheben. Pellet in 50 ul 2 x LSB aufnehmen und bei 100°C fiir
5 min denaturieren.

e Abkiihlen und bei -20°C lagern. Fiir die anschlieende Immunprézipitation mit
COX-1 spezifischen Antikérpern wurde das gleiche Protokoll verwendet. Die In-
kubation im Uberkopf-Schiittler erfolgte jedoch nur fiir 1 Stunde bei 4°C.
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Analyse der Immunprézipitate erfolgte durch Gelelekrophorese unter denaturieren-
den Bedingungen und anschlieBendem Immunblot. Es wurden 1,5 mm dicke, 7,5% SDS-
Polyacrylamidgele mit einer effektiven Trennstrecke von mindestens 12 c¢m eingesetzt.
Das Trenngel bestand aus 19,6 ml Aqua bidest, 10 ml 30% Acrylamid-/Bisacrylamid-
16sung, 10 ml Lower Tris Puffer, 40 ul TEMED und 500 pl Ammoniumperoxidisulfat.
Das 4% Sammelgel, das auf das Trenngel gegossen wurde, bestand aus 12,4 ml Aqua
bidest, 2,7 ml 30% Acrylamid-/Bisacrylamidlésung, 5 ml Upper Tris Puffer, 40 ul TE-
MED und 60 ul Ammoniumperoxidisulfat.

e Zusammenklammern der Glasplatten, nachdem 1,5 mm dicke Abstandhalter ein-
gesetzt wurden. Glasplatten senkrecht auf Tablett stellen und mit aufgekochter
1% Agarose abdichten.

e Gieflen des Trenngels. Uberschichten des Trenngels mit Aqua bidest.

e Nach Polymerisieren des Trenngels wird das Aqua bidest mit 3MM Whatman-
Papier abgesaugt.

e Gielen des Sammelgels und Einsetzen des Taschenkamms.

e Nach Polymerisieren des Sammelgels wird Gel in Elektrophoresekammer einge-
spannt, die Laufpufferreservoire werden mit 1 x SDS Page Puffer aufgefiillt. Der
Taschenkamm wird gezogen.

e Laden der Proben und des Referenzproteingemisches in die Geltaschen. Die Elek-

trophorese erfolgt bei einer konstanten Stromstérke von 9 mA iiber Nacht (Lauf-
zeit 16 bis 18 h).

Western Blot Transfer

Die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch fiir den Im-
munblot mittels Semi-Dry-Verfahren aus dem Gel auf eine Polyvinyldifluorid-Membran
iibertragen. Die 3MM Whatman-Papiere und die Membran werden auf Gelgréfle zu-
rechtgeschnitten.

e Aquilibrieren des Polyacrylamidgels in Kathodenpuffer; benetzen der Membran
mit Ethanol, anschlieend in Anodenpuffer 2 dquilibrieren.

e 6 Whatman-Papiere werden in Anodenpuffer 1 getrinkt und luftblasenfrei auf die
Anodenplatte gelegt.

e Es folgen 3 in Anodenpuffer 2 getrankte Whatman-Papiere auf die ersten 6 Filter-
papiere. Eventuell entstandene Luftblasen mit Hilfe einer Glaspipette durch Rol-
len iiber die Papiere entfernen.

e Die in Anodenpuffer 2 getrankte Membran wird luftblasenfrei auf den Stapel und
auf die Membran wird das Polyacrylamidgel gelegt. Luftblasen zwischen Gel und
Membran wegstreichen.
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6 Whatman-Papiere werden in Kathodenpuffer getrankt und luftblasenfrei auf
das Gel gestapelt.

Uberschiissige Puffermenge sorgfiltig entfernen, um Kriechstréme zu vermeiden.
Kathodenplatte aufsetzen und Apparatur mit einem 1 kg Gewicht beschweren.

Transfer erfolgt mit 0,8 mA /cm2 fiir 2 h bei Raumtemperatur. Nach dem Trans-
fer wird die Membran kurz in 1 x PBS angefeuchtet und dann mit Ponceau S
Losung reversibel angeférbt. Die Proteinfarbung zeigt die Effizienz des Transfers
und ermoglicht es, die aufgetragenen Molekulargewichtsmarker mit Kugelschrei-
ber zu markieren. Die Membran wurde mit Aqua bidest entfarbt.

Proteinnachweis mit Tropix Western-Light Chemilumineszenz Kit

Die COX-Isoenzyme wurde nach dem Western Transfer mit Hilfe des Tropix Western-
Light Chemilumineszenz Kit detektiert. Das Detektionsverfahren beruht auf der Erzeu-
gung von Chemilumineszenz durch die Dephosphorylierung des CSPD Substrates durch
die an sekundére Antikoérper gekoppelte alkalische Phosphatase. Die Chemilumineszenz
wird durch Exposition von Rontgenfilmen nachgewiesen.

Losen des I-Blocks durch Erwérmen in der Mikrowelle (1 g in 500 ml 1 x PBS);
nach Abkiihlen Einstellen einer 0,1% Konzentration Tween 20.

Blockieren der Membran in I-Block bei Raumtemperatur fiir 1 h.

Schwenken der Membran in I-Block /1 x PBST (1:1 v/v) mit primérem Antikorper
(1:2000 verdiinnt; Kaninchen IgG-anti-Maus-COX-2-oder Kaninchen Serum anti-
Maus-COX-1) iiber Nacht bei 4°C.

Zweimaliges Waschen der Membran mit [-Block bei Raumtemperatur fiir je 20
min.

Inkubieren der Membran mit sekunddrem Antikorper in I-Block/1 x PBST (1:1
v/v) mit sekunddrem Antikorper (1:2000 verdiinnt, Alkalische Phosphatase ge-
koppelt an Ziege Anti-Kaninchen IgG) bei Raumtemperatur fiir 1 h.

Dreimaliges Waschen der Membran mit [-Block bei Raumtemperatur fiir 30 min.

Zweimaliges Aquilibrieren der Membran mit 1 x Assay Puffer bei Raumtempera-
tur fiir je 5 min.

I::Jberschiissigen Assay Puffer von Membran auf Haushaltstuch abfliefen lassen;
Uberfithren der Membran in saubere Wanne.

Benetzen der Membran mit CSPD Substratlosung / Nitroblock (5 ml Substrat-
losung + 250 ul Nitroblock fiir eine 12 x 14 ¢m groe Membran) bei Raumtem-
peratur fiir 5 min.

Uberschiissige Substratlésung von Membran auf Haushaltstuch abfliefen lassen;
Uberfiihren der Membran in Klarsichtfolie. Detektion der Chemilumineszenz durch
Exposition von Fuji-Rontgenfilmen in Filmkassetten. Expositionszeit variiert je
nach Signalstérke zwischen 5 Sekunden und 5 min. Entwickeln der Filme.
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3.2.3 Lipidanalytik
Lipidextraktion aus Mausepidermis

Um die Konzentrationen der Prostaglandine PGE, und PGF;, zu bestimmen, wurde
die Epidermis auf einem Kiihltisch bei -70°C mit einem sterilen Skalpell von der Dermis
gekratzt und im Dismembrator wie zuvor beschrieben pulverisiert. Alle Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis.

e Epidermispulver einer Riickenhaut wird in 2 ml 100% Ethanol iiberfiihrt. Suspen-
dieren des Epidermispulvers durch Vortexen und mehrmaliges Auf- und Abpipet-
tieren. Inkubation fiir 20 min.

e Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und 1000 x g.

e Ethanolischer Uberstand in ein frisches COREX-Réhrchen iiberfiihren und durch
Zugabe von 0,1 M Natriumformiat pH 3,1 auf einen Gehalt von 15% Ethanol
einstellen.

e Pellet in 4 ml 8 M Harnstoff bei 37°C im Wasserbad iiber Nacht 16sen.
Anreicherung von Prostaglandinen durch Festphasenextraktion nach
Powell (Powell, 1982)

Aus den ethanolischen Lipidfraktionen wurden Prostaglandine durch eine Festphasen-
extraktion {iber 6 ml Silica-Octadecyl-Saulen angereichert. Als Apparatur diente die
Adsorbex SPU Probenaufreinigungsstation.

e Bei allen Schritten wurde durch ein Wasserstrahlvakuum von 5 mBar eine gleich-
méfige Durchflussgeschwindigkeit fiir die Silica-C18-Saulen erreicht.

e Konditionieren der Silica-C18-Saulen mit 5 ml Ethylacetat.

e Aquilibrieren der Silica-C18-Séulen mit 5 ml 100% Ethanol und anschliefend mit
5 ml Aqua bidest.

e Langsames Auftragen der Proben, dabei Wasserstrahlvakuum auf 1 mBar verrin-
gert.

e Waschen der Silica-C18-Saulen mit 5 ml 15% Ethanol und anschliefend mit 5 ml
Aqua bidest.

e Luft fiir 30 Sekunden durch Silica-C18-Saulen ziehen.
e Waschen der Saulen mit 5 ml n-Hexan.

e Abnehmen der Sdulen von der Probenaufreinigungsstation; Eluieren der Prostag-
landine mit 5 ml Ethylacetat in Hecht-Assistent-Zentrifugenglas.

e Einrotieren des Eluats durch Vakuum-Zentrifugation in der Speed Vac und auf-
nehmen in 1ml Ethylacetat zur Lagerung bei -20°C.



48 Kapitel 3 Material und Methoden

Bestimmung der Postaglandinkonzentrationen mittels
Enzym-Immun-Assay (EIA)

Die Konzentrationen der Prostaglandine PGE, und PGF,, wurden mit spezifischen
Enzym-Immun-Assay Kits von Cayman Chemical bestimmt. Das Testprinzip basiert auf
der Kompetition zwischen den Prostaglandinen und einem Prostaglandin-Acetylcholin-
esterase Konjugat (Prostaglandin-Tracer). Weil die Konzentration des Prostaglandin-
Tracers konstant gehalten wird (50 ul pro Reaktionsmulde), hingegen die Konzentration
der Prostaglandine in den Testproben variiert, ist die Menge des Prostaglandin-Tracers,
die an die Prostaglandin-Antikorper binden, kann umgekehrt proportional zur Kon-
zentration der Prostaglandine in der Reaktionsmulde. Der Antikorper-Prostaglandin-
Komplex bindet an polyklonale Antikorper, mit denen die Reaktionsmulden der Mi-
krotiterplatte beschichtet sind. Nach der Inkubation der Mikrotiterplatte erfolgen die
Waschschritte, um iiberschiissige Reagenzien zu entfernen. Anschliefend wird Ellmans
Reagenz in die Reaktionsmulden gegeben, um fiir die Acetylcholinesterase das Substrat
zur Verfiigung zu stellen. Das Produkt dieser enzymatischen Reaktion hat eine ausge-
priagte gelbe Farbe und eine starke Absorbtion bei 412 nm. Die Intensitdt dieser Farbe
ist proportional zur Menge des gebundenen Prostaglandin-Tracers, die wiederum umge-
kehrt proportional zur Menge der freien Prostaglandine wiahrend der Inkubation in der
Reaktionsmulde ist (Absorbtion o [gebundener Prostaglandin-Tracer| o< 1/[Prostaglan-
dine]). Alle Arbeitsschritte erfolgten nach dem Protokoll des jeweiligen Kits. Durch eine
vorrausgegangene Titration mit Verdiinnungsreihen reprisentativer Proben wurden die
Verdiinnungen bestimmt, mit denen anschliefend alle Testproben im Enzym-Immun-
Assay iiberpriift wurden.

e Einrotieren der in Ethylacetat gelagerten Proben durch Vakuum-Zentrifugation
in der Speed Vac und Resuspendieren der Proben in 1 ml EIA Puffer.

e Ansetzen von Verdiinnungsreihen der einzelnen Proben in EIA-Puffer (Verdiinnun-
gen von 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 oder hoher).

e Folgende Reaktionen wurden auf die Platte des EIA pipettiert: Leerwert (Be-
stimmen der Adsorbtion des Ellmans Reagenz), NSB (nicht spezifische Bindung
des Prostaglandin-Tracers in der Reaktionsmulde; sogar in Abwesenheit des An-
tikorpers kann eine geringe Menge Tracer an die Antikérper der Mikrotiterplat-
te binden (50 ul Tracer und 100 pl EIA-Puffer)), BO (maximale Bindung des
Prostaglandin-Tracers in Abwesenheit freier Prostaglandine (50 pl Tracer, 50 pul
Antikorper und 50 ul EIA-Puffer), Gesamtaktivitidt (leere Vertiefung; Bestim-
mung der absoluten Enzymaktivitdat des Tracers; nach dem letzten Waschschritt
5 pl Tracer zum Ellmans Reagenz), Standards und Testproben (50 pl Standard
oder verdiinnte Probe, 50 ul Tracer und 50 pl Antikérper). Inkubation der Mi-
krotiterplatte fiir 18 h bei 4°C.

e Fiinfmaliges Waschen der Mikrotiterplatte mit je 200 ul Waschpuffer pro Reak-
tionsmulde und Pipettieren von jeweils 200 pl Ellmans Reagenz in die Reakti-
onsmulden. Messen der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 405 nm im
Elisa Reader. Messungen in einem Intervall von 30 min bis 4 h nach Zugabe des
Substrates.
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3.2.4 Histologische Fiarbemethoden und Mikroskopie
Einbetten von Gewebe

Von Mausen entnommene Gewebeproben wurden fiir Gefrierschnitte in mit Tissue Tek
gefiillten Schalen eingebettet und in mit fliisssigem Stickstoff vorgekiihltem Isopentan
tiefgefroren und bei -70°C gelagert.

Gewebeproben fiir Paraffinschnitte wurden fiir 16 bis 24 h in 20 ml 4% Paraformal-
dehyd in 1 x PBS (w/v) fixiert. Auf die Fixierung folgte eine Entwésserung, dann eine
Paraffinierung in der Abteilung Prof. H. J. Grone, Pathologie DKFZ, und schlief$lich
das Eingieflen der Gewebeproben in Paraffinblécke. Die Lagerung erfolgte bei Raum-
temperatur.

Anfertigen von Gewebeschnitten

5 pm dicke Gefrierschnitte wurden am Leica Cryotom bei einer Temperatur von -30°C
hergestellt, auf mit Super Frost beschichtete Objekttriager aufgezogen und anschliefend
4 h bei Raumtemperatur getrocknet. Die Lagerung erfolgte bei -70°C. Die Paraffin-
schnitte mit einer Dicke von 5 pym wurden mit dem Leica Microtom angefertigt.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung eignet sich fiir Gefrier- und Paraffinschnitte. Basophile
Zellkerne werden durch Hdmatoxylin blau, eosinophile Strukturen (Cytoplasma, Kolla-
gen, Muskeln) durch Eosin rotlich gefdarbt. In Paraffin fixierte Gewebeschnitte wurden
erst entparaffiniert.

e Inkubation des Gewebeschnittes in Xylol fiir 10 min.

e Inkubation in absteigender Alkoholreihe: jeweils 2 min in 100% Ethanol, 96%
Ethanol, 90% Ethanol, 80% Ethanol und 70% Ethanol.

e Waschen der Schnitte in Aqua bidest fiir 2 min, anschliefend 2 min in 1 x PBS.
e Inkubation in Hamatoxylin Losung fiir 3 min.

e Waschen unter flieBendem Leitungswasser fiir 1 min; Differenzierung der Férbung
in HCl-Ethanol fiir exakt 20 sec.

e Waschen unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 min.

e Inkubation der Gewebeschnitte fiir 1 min in 0,5% FEosin, anschlieend kurz in
Aqua bidest tauchen.

e Entwissern der Gewebeschnitte in aufsteigender Alkoholreihe: jeweils 2 min in
70% Ethanol, 80% Ethanol, 90% Ethanol, 96% Ethanol, 100% Ethanol.

e Inkubation in Xylol fiir zweimal 5 min. Einbetten der Schnitte in Eukitt.

Gefrierschnitte wurden fiir 5 min in 1% Paraformaldehyd in 1 x PBS (w/v) fixiert
und anschliefend fiir 10 min in 1 x PBS gewaschen. Die Farbung erfolgte wie fiir
Paraffinschnitte beschrieben.
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Immunhistochemie mit COX-2-Antikorpern

Fiir den immunhistochemischen Nachweis von COX-2-Protein in der Maushaut wurden
die Gefrierschnitte von -70°C auf Raumtemperatur gebracht. Alle Arbeitsschritte erfol-
gen, falls nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur. Vor der Immunhistochemie
wurden die Schnitte auf dem Objekttrager mit einem Pap-Pen umrandet, damit das
aufgetragene Volumen an Antikoérperlosungen gering gehalten werden konnte.

Fixierung des Gewebes in 1% Paraformaldehyd in 1 x PBS fiir 5 min.
Fixierung der Schnitte in 100% Ethanol fiir 5 min.
Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir 10 min.

Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitit in 3% Wasserstoffperoxid in Me-
thanol (v/v) fiir 10 min.

Waschen der Schnitte in Aqua bidest und danach in 1 x PBS fiir jeweils 5 min.
Blockieren der Schnitte mit 1% Elisa-BSA in 1 x PBS (w/v) fiir 1 h.

Inkubation mit COX-2-Antikorper; 1:50 verdiinnt in Blocklosung iiber Nacht bei
4°C. Es werden 100 pl pro Gewebeschnitt aufgetragen.

Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir je 10 min.
Auftragen der Blocklosung und absaugen.

Inkubation mit 2. Antikorper; 1:200 verdiinnt in Blocklosung) fiir 1 h bei Raum-
temperatur. Es werden 100 pl pro Gewebeschnitt aufgetragen.

Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir je 10 min. Wé&hrend dem letz-
ten Waschschritt wird DAB-Substrat hergestellt (1 Tablette H202, 1 Tablette
DAB, in 1ml Aqua bidest gelost). Bei allen weiteren Arbeitsschritten ist Vorsicht
geboten, weil DAB karzinogen ist. Die Losungen wurden zum Karzinogenabfall
gegeben.

Substratreaktion: 100 ul DAB-Substrat pro Schnitt aufgetragen. Mikroskopische
Beobachtung der Férbereaktion (Dauer: 5 bis 60 min). Nach Férbung DAB-
Losung abklopfen und Objekttriager wéssern.

Waschen der Schnitte in Aqua bidest (dreimal je 10 min).
Gegenfarbung mit Hamatoxylin Losung; Inkubation fiir 1 min in Féarbelosung.
Farbung stoppen: Schnitte fiir 1 min unter flieBendem Leitungswasser.

Differenzierung der Farbung in HCl-Ethanol (10 ml 25% HCI in 500 ml Ethanol
(v/v)) fiir exakt 20 sec.

Waschen unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 min.
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e Entwissern der Gewebeschnitte in aufsteigender Alkoholreihe: jeweils 2 Min in
70% Ethanol, 80% Ethanol, 90% Ethanol, 96% Ethanol, 100% Ethanol. Inkuba-

tion in Xylol fiir zweimal 5 min.

e Einbetten der Schnitte in Eukitt.

Immunfluoreszenz mit COX-2-Antikérpern

Neben dem bereits beschriebenen immunhistochemischen Nachweis von COX-2 wurde
das Enzym auch durch die Bindung von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten sekundéren
Antikorpern in Gefrierschnitten nachgewiesen. Bei einigen Immunfluoreszenzen wur-
de zu dem sekundiren Antikorper Hochst-Farbstoff gegeben (1:2000 verdiinnt), um
zusétzlich zur COX-2 auch die Zellkerne anzufirben (vergleiche Protokoll zur Hochst-
Férbung).

e Fixierung der Schnitte in eiskaltem Aceton (bei -20°C gekiihlt) fiir 10 min.
e Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir 10 min.
e Blockieren der Schnitte mit 1% Elisa-BSA in 1 x PBS (w/v) fiir 1 h.

e Inkubation mit COX-2-Antikorper; 1:50 verdiinnt in Blocklosung iiber Nacht bei
4°C. Es werden 100 pl pro Gewebeschnitt aufgetragen.

e Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir je 10 min. Danach erfolgen alle
Arbeitsschritte in mit Aluminiumfolie umwickelten Gefafien.

e Blockieren der Schnitte mit 1% Elisa-BSA in 1 x PBS (w/v). Auftragen der
Blocklosung und absaugen.

e Inkubation mit sekunddrem Antikorper (Cy2 gekoppelt an Esel anti-Ziegen IgG);
1:200 verdiinnt in Blocklosung.

e Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir 10 min.

e Einbetten der Schnitte in DAKO Fluoreszenz Mounting Medium. Prédparate wer-
den im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

e Bei der Doppelimmunfluoreszenz erfolgte jeweils eine gleichzeitige Inkubation mit
unterschiedlichen priméren Antikérper (z.B. COX-2 und K6) und sekundéren
Antikorpern (Cy2- und Cy3-gekoppelt).

Farbung der Zellkerne mit Héchst-Farbstoff

Zur Bestimmung der Anzahl der Zellen in der Dermis und Epidermis transgener und
Wildtyp-Mause wurden Zellkerne in Paraffinschnitten der Maushaut mit Chromatin
farbendem Hochst-Farbstoff behandelt. Die Stammlésung des Hochst-Farbstoffes hatte
eine Konzentration von 1 mg/ml.

e Inkubation des Gewebeschnittes in Xylol fiir 5 Min.
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e Inkubation in absteigender Alkoholreihe: jeweils 2 min in 100% Ethanol, 96%
Ethanol, 90% Ethanol, 80% Ethanol und 70% Ethanol.

e Waschen der Schnitte in Aqua bidest fiir 2 min, anschlieend 2 min in 1 x PBS.
Danach erfolgen alle Arbeitsschritte in mit Aluminiumfolie umwickelten Geféflen.

e Inkubation der Schnitte mit Hochst-Farbstoff (1:2000 in 1% Elisa-BSA verdiinnt)
bei Raumtemperatur fiir 1h.

e Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1 x PBS fiir je 10 min.

e Einbetten der Schnitte in DAKO Fluoreszenz Mounting Medium. Préparate wer-
den im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

Mikroskopie

Fiir die Mikroskopie wurde ein Zeiss Axioskop 2 mit geeigneten Filtern verwendet. Die
Bilder wurden mit einer Zeiss AxioCam aufgenommen, die von der Software AxioVision
2.05 gesteuert wurde. Die Auflésung betrug 1312x1030 Punkte bei einer Farbtiefe von
24 Bit. Die Bilder wurden als Jpeg-Dateien und im Format der AxioVision Software
gespeichert. Séamtliche Daten wurden auf CD archiviert.

Zum Auszédhlen der Zellkern und zur Bestimmung des Durchmessers der Epidermis in
der Maushaut wurden die in AxioVision 2.05 integrierten Macros verwendet (Measure
Events und Measure Distance).

Die Bildbearbeitung erfolgte mit der Software Adobe Photoshop 4.0 (Umwandlung
der Farbaufnahmen in Schwarz-Wei3-Bilder, Auswéhlen von Ausschnitten mit Select-
und Cut-Tools, Zusammenfiihren verschiedener Farbkanalbilder zu einer Bilddatei, An-
passung der Gamma-Werte). Alle bearbeiteten Bilddateien wurden als Photoshop- und
Jpeg-Dateien gespeichert.

3.2.5 Zucht transgener Miuse und Tierversuche
Zucht transgener Linien

Die Zucht der K6-COX-2 transgenen NMRI-Mauslinien und deren Haltung erfolgte in
den Anlagen der Firma RCC (Fiillinsdorf, Schweiz). Fiir die Zucht der transgenen Li-
nien wurden die somatisch transgenen Tiere der FO Generation mit NMRI Méausen ver-
paart. Die Foundertiere, transgene Elterntiere mit 50% heterozygot-transgenen Nach-
kommen, wurden fiir die Zucht der transgenen Linien herangezogen. Die herterozygoten
Nachkommen der F;- und Fy- Generationen wurden mit NMRI Mausen verpaart und
schlieBlich folgten Verpaarungen heterozygoter Tiere untereinander zur Zucht homozy-
goter Linien. Die Integration des Transgens in das Mausgenom wurde durch genomische
PCR und Southern Blot Analysen iiberpriift. Die Integration der transgenen DNA in
die Keimbahn wurde durch Riickkreuzungsversuche mit NMRI-M&usen sichergestellt.
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Behandlung mit TPA

Fiir Tierversuche erfolgte der Transfer der transgenen M&ause von RCC in das zentrale
Tierlabor des DKFZ im Alter von 4 Wochen oder spétestens eine Woche vor Versuchs-
beginn. Im DKFZ wurden die Méuse unter einem kiinstlichen Tag-Nacht-Rhythmus ge-
halten. Sie erhielten eine Altromin-Di&t und Wasser ad libitum. NMRI-Wildtyp-Méuse
wurden ebenfalls von der Firma RCC bezogen. 3 bis 4 Tage vor der Behandlung der
Tiere mit TPA wurden sie am Riicken rasiert. Im Alter von 7 Wochen, wurden die
Ma&use einmalig mit 10nmol TPA in 100 pl Aceton topisch behandelt. Die Kontrolltie-
re erhielten topisch 100 ul Aceton oder keine Behandlung. Nach verschiedenen Zeiten
(zwischen 6 und 144 h) wurden die Méuse getotet und Gewebeproben entnommen.

Ohrodemtest

Zur Untersuchung der Odembildung wurden die Ohren transgener und NMRI-Miuse
mit je 1 nmol TPA in 10 ul Aceton behandelt; die Méuse der Kontrollgruppen erhielten
nur 10 ul Aceton. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die Mause getotet und die
Ohren mit einem speziellen Stanzeisen (Durchmesser 0,8 cm) ausgestanzt. Die Stanz-
biopsien wurden sofort gewogen. Fiir jeden Messzeitpunkt wurden 6 Ohren untersucht,
dies entspricht 3 Méause in jeder Versuchsgruppe.

Chemisch induzierte Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut

Die Induktion epidermaler Tumore erfolgt nach dem Initiations-Promotions-Protokoll
der Maushautkarzinogenese (Fiirstenberger and Marks, 1981). Je 20 weibliche Mause
bildeten eine Versuchsgruppe, von denen jeweils 4 Tiere in einem Kéfig gehalten wurden
(durch Ohrmarkierungen gekennzeichnet). Wihrend des Versuches wurden die Licht-,
Temperatur-, Feuchtigkeits- und Futterverhéltnisse (Altromin-Diét) konstant gehalten.
7 Tage vor der ersten Behandlung wurde die Riickenhaut der Méause auf einer Flache
von 8 cm? rasiert. Im Alter von 7 Wochen erfolgte die Initiation durch eine topische
Applikation von 100 nmol 7,12-Dimethyl-benz[aJanthracen (DMBA) in 100 pl Aceton.
Eine Woche spéter startete die Tumorpromotion durch zweimalige wochentliche topi-
sche Gabe von 2,5 bzw. 5 nmol TPA in 100 pul Aceton fiir 27 Wochen. Eine Kontroll-
gruppe erhielt zweimal wochentlich 100 pl Aceton. Eine weitere Kontrollgruppe erhielt
anstelle von DMBA Aceton. Die Tumorinzidenz (Prozentzahl der Tumortréiger) und die
Tumormultiplizitdt (Anzahl Tumoren/Maus) wurde tiber den Versuchsverlauf von 30
Wochen einmal wochentlich fiir jede Versuchsgruppe dokumentiert.

Histologische Diagnosen von Biopsien

Die histologische Diagnose der im Verlauf des Mehrstufenkarzinogenese-Versuchs ent-
nommenen Maus-Biopsien (Tumore, Osophagus, Vormagen, Zunge) wurden durch Dr.
Bernard Cribier (Laboratoire d’Histopathologie Cutanee, Clinique Dermatologique des
Hopiteaux Universitaires de Strasbourg, 1 Place de I’'Hopital, F-67091 Strasbourg,
Frankreich) durchgefiihrt.
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Ergebnisse

Friihere Studien an Keratin 5-COX-2 (K5-COX-2) transgenen Méusen zeigten, dass un-
ter der Kontrolle des Keratin 5 (K5)-Promotors COX-2 konstitutiv in basalen Keratino-
zyten, den basalen Zellen der Talgdriisen und der &ufleren Wurzelscheide im Haarfollikel
exprimiert wurde (Neufang et al., 2001). Die K5-Promotor gesteuerte Expression fiihrte
spontan zu epidermaler Hyperplasie und Dyplasie in der Schwanzhaut, nicht jedoch in
der Epidermis des Riickens. Die iiberschiissige Sebumproduktion, die aufgrund einer
Talgdriisenhyperplasie entstand, verursachte ein fettig struppiges Fell und ging einher
mit einem kahlen Aussehen, das bedingt war durch eine verzégerte Haarfollikelmorpho-
genese und spéter durch eine erniedrigte Haarfollikeldichte. In der vorliegenden Studie
wurde untersucht, welche Effekte in transgenen Méausen auftreten, in denen COX-2
transient in basalen und suprabasalen Zellen der interfollikuldren Epidermis und im
Haarfollikel {iberexprimiert wird.

Um eine basale und suprabasale Expression zu erreichen, wurde die vollstéandige COX-
2-cDNA unter die Kontrolle des TPA-induzierbaren Keratin 6 (K6)-Promotors gestellt.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Zucht transgener Mauslinien zur Homozygotie und
die Charakterisierung der COX-2-Expression auf RNA- und Proteinebene. Anschlie-
Bend wurden die Effekte der COX-2-Expression auf die Prostaglandinkonzentrationen
und die Morphologie der Maushaut in transgenen M&usen untersucht. Schlieflich wurde
die Reaktion der transgenen Méause im Entziindungstest und in Mehrstufenkarzinoge-
neseexperimenten charakterisiert.

4.1 Das Keratin 6-COX-2-Konstrukt

Die Nutzung von regulatorischen Sequenzen in Keratinpromotoren ermdoglicht eine ge-
richtete Expression von Proteinen in Epithelien transgener Tiere. Das in dieser Studie
benutzte DNA-Konstrukt stellt die Expression der COX-2 unter die Kontrolle des K6-
Promotors. Keratin 6 und seine ko-exprimierten Partner Keratin 16 und 17 werden in
der Maus in einer Reihe von stratifizierten Epithelien konstitutiv exprimiert: in Zunge,
Osophagus, Vormagen, Epidermis, Genitaltrakt, der innersten Zellschicht der #ufieren
Wurzelscheide des Haarfollikels und im Nagelbett. Es wird allerdings nicht in der stra-
tifizierten, interfollikuldren Epidermis des Riickens exprimiert (Heid et al., 1988a; Heid
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et al., 1988b; Mahony et al., 2000; Quinlan et al., 1985; Ramirez et al., 1995; Ro-
thnagel and Roop, 1995; Rothnagel et al., 1999; Stark et al., 1987; Takahashi et al.,
1998). In K6-COX-2 transgenen Mausen sollte in den genannten K6-positiven Geweben
deshalb eine konstitutive Expression des K6-Promotor betriebenen Transgens erfolgen.
Der K6-Promotor wird zusétzlich auch unter Bedingungen, die mit Hyperproliferation
einhergehen, aktiviert. Dazu zdhlen unter anderem physiologische Prozesse wie Wund-
heilung und die Tumorbildung in der Haut (Freedberg et al., 2001; Moll et al., 1982;
Ramirez et al., 1995; Ramirez et al., 1998; Rothnagel et al., 1999; Stoler et al., 1988;
Weiss et al., 1984). Experimentell ist es moglich, den K6-Promotor in vivo durch topi-
sche Applikation des Phorbolesters TPA auf die Haut (Heyden et al., 1994; Rosenthal et
al., 1992; Schweizer, 1993; Schweizer et al., 1987) und der damit verbundenen Induktion
einer Hyperproliferation (Fiirstenberger and Marks, 1981) zu aktivieren. Eine Behand-
lung mit TPA sollte in der vorliegenden Studie die Expression der unter der Krontrolle
des K6-Promotors stehenden COX-2-cDNA in basalen und suprabasalen Zellen der in-
terfollikuldren Epidermis der Maushaut induzieren.

Das K6-COX-2 Konstrukt setzt sich aus drei Teilen zusammen (Abbildung 4.1): 1.
einer 9,63 kb groen Promotor/Enhancer-Region des Rinderkeratin 6-Gens, deren regu-
latorische Aktivitat im Organismus der Maus gewéhrleistet ist (Blessing et al., 1993),
2. einer vollstdndig kodierenden 1,92 kb groe COX-2-cDNA Sequenz der Maus (zur
Verfiigung gestellt von D. L. DeWitt, Michigan State University, East Lansing, USA)
und 3. einem nicht-translatierten, insgesamt 3,07 kb groflen Bereich, der auf das Stop-
codon der COX-2-cDNA folgt und das Intron 8 sowie die 3’-untranslatierte Region
des Rinderkeratin 6 Gens und Splice-polyA-Sequenzen enthilt (zur Verfiigung gestellt
von M. Blessing, Johannes Gutenberg Universitdt Mainz). Polyadenylierungssequen-
zen sowie Intron- und Splicesequenzen verbessern die Stabilitdt und den Kernexport
der RNA-Transkripte und steigern somit die Effizienz der Expression transgener DNA-
Konstrukte in eukaryontischen Modellsystemen.

Zur Klonierung des K6-COX-2 enthaltenden Plasmids 1139 wurde die 1,92 kb grofle
COX-2-cDNA durch die Restriktionsendonuclease Clal aus ihrem Ursprungsplasmid
pcDNA3 (Plasmid 32) geschnitten und préparativ iiber Gelelektrophorese und Gelex-
traktion aufgereinigt. Der Vektor des K6-Promotorkonstruktes (Vektor 82) wurde durch
die Restriktionsendonuclease Clal linearisiert. Anschlieend erfolgte die Entfernung der
5’-terminalen Phosphatreste durch alkalische Phosphatase, um bei der Ligation eine Re-
zirkulation des Vektors zu verhindern. Das Ligationsprodukt wurde in kompetente Bak-
terien transformiert. Nach einer Plasmid-Minipraparation wurde der Einbau des COX-
2-cDNA-Inserts und dessen Orientierung im Promotorvektor durch Restriktionsanalyse
iiberpriift. Die Kontrolle der fehlerfreien und vollstéandigen Ligation der COX-2-cDNA
in den Vektor erfolgte durch die Sequenzierung des neuen DNA-Konstruktes Vektor
1139 mit Hilfe von Promotor- und COX-2-cDNA-spezifischen Primern, wobei die COX-
2-cDNA vollstandig sequenziert wurde. Die Sequenzierung als auch eine Restriktions-
analyse des Konstruktes 1139 bestétigten die korrekte Orientierung des COX-2-cDNA
Inserts im K6-Expressionsvektor. Die erhaltenen Sequenzen wurden iiber Datenbanken
mit der Sequenz der COX-2-cDNA verglichen (Dr. G. Neufang, DKFZ, personliche Mit-
teilung).
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Abbildung 4.1: Das Keratin 6-COX-2(K6-COX-2)-Konstrukt.

Das K6-COX-2-Konstrukt besteht aus der 9,63 kb groflen Rinderkeratin  6-
Promotor/Enhancer-Region, der 1,92 kb grofien Maus-COX-2-cDNA (mCOX-2-cDNA)
und einem 3,07 kb groffen untranslatierten Bereich, der sich aus dem Intron 8 und der
3-UTR des Rinderkeratin 6-Gens und Sequenzen mit Polyadenylierungssignalen zusammen-
setzt. In dem Konstrukt befinden sich drei EcoR1-Schnittstellen, die durch Restriktionsverdau
ein 2020 bp und ein 700 bp Fragment liefern. Beide Fragmente werden von der zur Southern
Blot-Analyse eingesetzten mCOX-2-cDNA-Sonde erkannt. Die Positionen der zur Charak-
terisierung und Identifizierung benutzten Primerpaare (OL183 und OLG611; bezichungweise
OL651 und OL652) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Notl linearisierte K6-COX-2
Konstrukt wurde ohne weitere Plasmidanteile in Mausoozyten mikroinjeziert.

4.2 Die Generierung von transgenen K6-COX-2
Mauslinien

Zur Etablierung K6-COX-2 transgener Mauslinien wurden Oozyten aus hormonbehan-
delten, superovulierenden NMRI-Weibchen entnommen. Um eine hohe Effizienz bei der
Integration des vollstdndigen K6-COX-2-Konstruktes (Abbildung 4.1) in das Genom
eines Vorkerns bei der Mikroinjektion zu erreichen, wurde das Konstrukt vor der Mi-
kroinjektion durch Behandlung mit dem Restriktionsenzym Notl linearisiert, womit
auch die Vektorsequenzen entfernt wurden, im Agarosegel aufgetrennt, durch Gelex-
traktion aufgereinigt und im Mikroinjektionspuffer aufgenommen und steril filtriert
(Dr. G. Neufang, DKFZ, personliche Mitteilung). Die Mikroinjektion des K6-COX-2-
DNA-Konstruktes und der anschlieBende Transfer der genetisch manipulierten Oozyten
in die Eileiter scheinschwangerer NMRI-Méause wurde durch die Firma RCC in Fiillins-
dorf, Schweiz, ausgefiihrt.

Die Identifizierung der transgenen Tiere erfolgte durch die Analyse genomischer DNA
mittels Southern Blot-Verfahren. Hierzu wurde die genomische DNA aus Schwanzbiop-
sien 4 Wochen alter Méuse mit dem Restriktionsenzym EcoR1 verdaut, im Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Im Falle einer
Integration des transgenen K6-COX-2-Konstruktes in das Mausgenom sollte der durch-
gefithrte Restriktionsverdau zwei zusétzliche Fragmente mit einer Grofie von 2020 bp
und 700 bp liefern, die durch anschlieBende Hybridisierung mit radioaktiv markier-
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Abbildung 4.2: Southern Blot-Analyse zur Ermittlung der heterozygot transgenen
potentiellen Foundertiere.

Identifizierung der K6-COX-2 transgenen Tiere der Fy-Generation. Je 2,5 ug genomische
DNA aus Schwanzbiopsien wurden iber Nacht mit EcoR1 verdaut und durch Gelelektrophorese
im 0,8% Agarosegel aufgetrennt. Nach dem Transfer der DNA auf eine Nylonmembran wurden
die Fragmente des K6-COX-2-Konstruktes durch Autoradiographie mit einer 52 P-markierten
COX-2-cDNA-Sonde (spezifische Aktivitit: 2,0 * 10° cpm/ml) nachgewiesen. Die transgenen
Mdiuse zeigten die zusdtzlichen Banden bei ca. 700 und 2020 bp (Spuren 2, 6 und 10).

ter COX-2-cDNA-Sonde detektierbar sein sollten (Abbildung 4.1). Das Ergebnis dieser
Analyse wird im Autoradiogramm der Abbildung 4.2 gezeigt. In den Spuren 2, 6 und 10
(Méuse #14, #18 und #22) sind die fiir eine Integration des K6-COX-2-Konstruktes
typischen Signale von 700 und 2020 bp Grofle zu erkennen.

Um zu iiberpriifen, ob bei diesen drei transgenen Tieren eine Weitergabe des K6-COX-
2-Konstruktes auch iiber die Keimbahn erfolgte, wurden sie mit Wildtyp-NMRI Tieren
riickgekreuzt. Die erneut aus Schwanzbiopsien isolierte DNA der Nachkommen wurde
durch genomische PCR und Southern Blot-Analyse auf die Integration des transgenen
Konstrukts iiberpriift. Die Nachkommen der transgenen Méuse waren, mit Ausnahme
bei der Linie 14, zu ca. 50% transgen, was in etwa der erwarteten Quote nach den Men-
delchen Regeln entsprach (Tabelle 1). Daher konnte von einer stabilen Integration des
K6-COX-2-Konstruktes in die Keimbahn ausgegangen werden und mit diesen Tieren



4.3 Die Zucht homozygoter, transgener K6-COX-2 Mauslinien 59

eine Zucht homozygot transgener K6-COX-2-Mauslinien Linien initiiert werden.

Tabelle 1: Zucht heterozygoter Linien: Nachkommen der Verpaarungen von NMRI-
Wildtyp-Mdausen mit potentiell heterozygot transgenen Mdusen

Linie | Zahl der Genotyp (+/-) | Genotyp (-/-) | Verhiltnis
Nachkommen (+/-):(-/-)

14 108 80 28 2,9:1

18 260 120 140 0,9:1

22 183 86 97 0,9:1

Potentiell heterozygot transgene Tiere wurden mit Wildtyp-NMRI Mdusen riickgekreuzt.
Die Nachkommen dieser Tiere wurden genotypisch tiberpriift. (+/-): heterozygot trans-
gene Nachkommen; (-/-): Wildtyp-Nachkommen.

4.3 Die Zucht homozygoter, transgener K6-COX-2
Mauslinien

Als néchstes wurden homozygote K6-COX-2 transgene Mauslinien, die auf den Founder-
tieren Nr. 18 und Nr. 22 griindeten, geziichtet. Zuerst wurden die Foundertiere und an-
schliefend heterozygot transgene Nachkommen der F;-Generation mit Wildtyp-Méusen
des NMRI-Stammes verpaart, um eine Anzahl von ca. 50 transgenen Méausen pro Linie
zu erhalten. Die heterozygoten, transgenen Méuse der Fy-Generation wurden unterein-
ander verpaart, wobei Bruder-Schwester-Verpaarungen vermieden wurden. Die hetero-
zygot transgenen K6-COX-2-Méuse der Linie 14 wurden aufgrund des Verhéltnisses der
transgenen zu Wildtyp-Méausen von 3:1 unter den Nachkommen der Verpaarungen von
heterozygot transgenen mit Wildtyp-M&ausen nicht zur Homozygotie geziichtet.

Den Nachkommen solcher Verpaarungen wurde im Alter von 4 Wochen eine Schwanz-
biopsie entnommen, aus der die genomische DNA fiir die Genotypisierung isoliert wur-
de. Diese wurde erneut mit EcoR1 verdaut, im Agarosegel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Anschlieend erfolgte wie beschrieben die Hybridisierung
mit der 3?P-markierten COX-2-cDNA-Sonde. Abbildung 4.3 zeigt das Autoradiogramm
einer Southern Blot-Analyse fiir Nachkommen von [(+/-) x (4/-)]-Verpaarungen der
Linie 18. Die 2,0 und 0,7 kb Signale, die von homozygot transgenen Mé&usen erwar-
tet wurden, sollten im Autoradiogramm etwa doppelt so stark sein wie das Signal bei
heterozygot transgenen Méusen. Neben den Spuren, die keine 2,0 und 0,7 kb Signale
aufwiesen und dem Wildtyp zugewiesen wurden (Spuren 2,4,8,11,12 und 13), erkennt
man Gelspuren mit starken (Spuren 7 und 8) und vergleichsweise schwicheren 2,0 und
0,7 kb Signalen (Spuren 1, 3, 5, 6, 10 und 14). Die Signale der Proben in den Spuren
7 und 8 waren im Vergleich zu den anderen positiven Signalen dem Augenschein nach
doppelt so intensiv und wurden deshalb als potentiell homozygot eingestuft.
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Abbildung 4.3: Genotypisierung mittels Southern Blot-Analyse genomischer DN A
von Nachkommen aus Verpaarungen heterozygoter Miuse der Linie 18.

Je 2,5 ng der genomischen DNA der Nachkommen dieser Verpaarungen wurde wie in 4.2
beschrieben behandelt. Die DNA der Mduse Nr. 637 und Nr. 638 (Spuren 7 und 8) lieferte
jeweils doppelt so intensive Signale wie die DNA wvon 7 heterozygoten transgenen Mdusen
(Spuren 1, 8, 5, 6, 10, 14 und 15) nach der Hybridisierung mit der COX-2-cDNA-Sonde. In
6 Proben konnte kein transgenes Konstrukt nachgewiesen werden (Spuren 2, 4, 9, 11, 12 und
13); auf diese Nachkommen wurde das transgene Konstrukt nicht vererbt. Die zwei Mdiuse
Nr. 637 und Nr. 638 wurden als potentiell homozygot eingestuft und Riickkreuzungen mit
Wildtyp-Mdausen zur Uberprifung des Genotyps veranlaft. M = Molekulargewichtsstandard.

Um den Genotyp der nach Southern Blot-Analyse homozygot eingestuften transgenen
Méuse zu bestétigen, wurden diese mit Wildtyp-NMRI-M&usen riickgekreuzt. Ist eine
transgene Maus homozygot, so miissen alle ihre Nachkommen einer Riickkreuzung mit
Wildtyp-Tieren heterozygot transgene Méause sein. Folglich wurde den Nachkommen
aus solchen Verpaarungen im Alter von 4 Wochen eine Schwanzbiopsie entnommen, die
DNA isoliert und mit K6-COX-2-Konstrukt-spezifischen Primern mittels genomischer
PCR analysiert. Der Forward-Primer lag am 3’-Ende des K6-Promotors (OL 183, Ab-
bildung 4.1) und der Reverse-Primer am 5’-Ende der COX-2-cDNA (OL 611, Abbildung
4.1). Mit diesem Primerpaar wurde ein 230 bp grofies diagnostisches Amplikon erhal-
ten. Das Ergebnis einer solchen PCR und der anschliefenden gelelektrophoretischen
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Abbildung 4.4: Genomische PCR zur Genotypisierung der Nachkommen einer Ver-
paarung zwischen NMRI-Wildtyp-Elter und einem potentiell homozygoten trans-
genen Elter der Linie 18.

0,5 pg der genomischen DNA aus Schwanzbiopsien der Nachkommen einer Riickkreuzung
der Maus Nr. 566 mit Wildtyp-NMRI wurden mit K6-COX-2-konstruktspezifischen Primern
analysiert. Der Forward-Primer OL 183 lagerte sich an eine komplementdre Sequenz am 3’
Ende des K6-Promotors an, wahrend der Reverse-Primer OL 611 eine komplementdre Sequenz
am 5’ Ende der COX-2-cDNA erkannte. Die PCR-Produkte wurden in einem 1,4% Agarose-
gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefdrbt. Fir die Negativkontrolle
(NK) der PCR wurde anstatt der DNA steriles Aqua bidest eingesetzt. Als Positivkontrolle
(PK) diente die genomische DNA einer weiteren homozygot transgenen K6-COX-2-Maus. M:
Molekulargewichtsstandard, pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker. GrofSenangabe in Basenpaa-
ren

Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente ist in Abbildung 4.4 exemplarisch fiir
das Tier Nr. 566 der Linie 18 gezeigt. Alle Nachkommen waren K6-COX-2-positiv, wo-
mit die Homozygotie des Elterntieres nachgewiesen war.

Von den durch die Southern Blot-Analyse als homozyogt eingestuften 19 Méusen der
Linie 18 und 28 Mé&usen der Linie 22 standen nach den Riickkreuzungen 11 Méuse der
Linie 18 und 13 Mé&use der Linie 22 als homozygot transgene K6-COX-2-Méuse zur
Verfiigung (Tabelle 2). Diese wurden fiir die Aufzucht der homozygoten Linien linien-
spezifisch untereinander verpaart. Die angesetzten Verpaarungen homozygoter Méuse
der transgenen Linie 18 verliefen erfolgreich. Es gelang, eine homozygot transgene K6-
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COX-2 Mauslinie, die von Founder 18 ausging, zu etablieren. Bei den Verpaarungen,
die fiir die homozygoten Mause der Linie 22 angesetzt wurden, gelang es jedoch nicht,
geniigend schwangere Weibchen zu erhalten. Schliefllich erreichten die homozygoten
Mause dieser Linie ein zu hohes Alter fiir die Reproduktion und die Zucht zur Homo-
zygotie dieser Linie wurde eingestellt.

Tabelle 2: Zucht homozygoter Linien: Charakterisierung der Nachkommen aus Ver-
paarungen heterozygoter Mdause einer Linie untereinander.

Linie | (+/4) nach | (+/-) nach | (-/-) nach | Nachkommen | (4/4) nach
SB-Analyse | SB-Analyse | SB-Analyse | insgesamt Riick-
kreuzung
18 19 53 44 116 11
22 28 46 43 117 13

Heterozygote Tiere einer Linie wurden untereinander verpaart. Der Genotyp der Nach-
kommen wurde mittels Southern Blot (SB)-Analyse charakterisiert. Als potentiell ho-
mozygot (+/+) eingestufte Tiere wurden mit NMRI-Mdusen rickgekreuzt. Die Nach-
kommen solcher Riickkreuzungen sollten nach den Mendelschen Regeln ausschliefslich
heterozygot (+/-) sein. Wildtyp-Mduse sollten nur bei falsch positiv homozygot einge-
stuften Tieren vorkommen.

4.4 Die Charakterisierung der K6-COX-2
transgenen Méiuse

Da die Integration mikroinjizierter DNA in das Mausgenom zuféllig erfolgt, kann eine
Expression der kodierenden Sequenz des K6-COX-2-Konstruktes nicht als gegeben an-
gesehen werden. Um festzustellen, ob die COX-2 unter der Kontrolle des K6-Promotors
in den transgenen M&ausen exprimiert wird, wurde in verschiedenen Geweben transgener
Ma&use zunéchst nach transgen-spezifischer mRNA gesucht. Fiir K6 ist wie erwéhnt in
einigen Geweben eine konstitutive Expression unter anderem in den stratifizierten Epi-
thelien der Zunge, des Osophagus, des Vormagens und des Haarfollikels nachgewiesen
(Mahoney et al., 2000; Rothnagel et al., 1999; Takahashi and Coulombe, 1997; Taka-
hashi et al., 1998). Eine induzierte Expression erfolgt z.B. durch TPA-Stimulierung des
K6-Promotors (Schweizer, 1993).

4.4.1 Die Expression transgener COX-2-mRNA in Geweben
mit konstitutiver K6-Expression

Zum Nachweis der transgenen COX-2-mRNA wurde Gesamt-RNA von Zunge, Oso-
phagus, Vormagen und verschiedener anderer Organe von 7 Wochen alten homozygot
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transgenen K6-COX-2-M&usen der Linie 18 extrahiert. RNA aus entsprechenden Ge-
weben von Wildtyp-Mausen dienten als Kontrolle. Um zwischen transgener und en-
dogener COX-2-mRNA in der RT-PCR~Analyse unterscheiden zu kénnen, wurden art-
spezifische Sequenzunterschiede im 3’ untranslatierten Bereich genutzt (OL 651 und OL
652, Abbildung 4.1). Eine Amplifikation genomischer DNA konnte dadurch ausgeschlos-
sen werden, dass die Primer zur Amplifikation transgener Transkripte introniibergrei-
fend im 3’ untranslatierten Bereich des K6-COX-2-Konstruktes gewéhlt waren. Eine
Amplifikation genomischer DNA hétte zu einem um 107 bp groferen PCR-Produkt
gefiihrt. Als Positivkontrolle diente eine durchsequenzierte und als transgen-spezifisch
verifizierte cDNA von der Zunge einer heterozygoten Maus der Linie 22. Fiir die cDNA-
Synthese wurden 2 ug der isolierten Gesamt-RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 pl
eingesetzt. Aus dieser Synthesereaktion wurden jeweils 2,5 ul fiir die anschlieSlende PCR
mit dem transgen-spezifischen Primerpaar eingesetzt. Die Produkte der PCR wurden
elektrophoretisch in einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid
angeféirbt.

In Abbildung 4.5 A sind die gelelektrophoretisch aufgetrennten RT-PCR-Produkte
zu sehen. Es gelang, in Zunge, Osophagus und Vormagen die Expression der transge-
nen COX-2-mRNA (Spuren 1, 2 und 3) als ungefihr 180 bp groes RT-PCR-Produkt
nachzuweisen. In Geweben wie Pankreas, Kolon, Milz, Niere und Herz (Spuren 4 bis 8)
konnte hingegen keine transgene COX-2-mRNA nachgewiesen werden. Die Spezifitét
des gewéhlten Primerpaares wurde durch die Abwesenheit des charakteristischen 180
bp Amplikons in allen Wildtyp-Geweben bestétigt (Abbildung 4.5 C). Die Qualitét der
Reversen Transkription fiir die anschlieBende PCR wurde durch eine zweite PCR zum
Nachweis von [-Actin-cDNA iiberpriift. Diese mit spezifischen Primern fiir G-Actin
durchgefiihrte PCR ergab fiir alle Proben ein ca. 490 bp grofies Amplikon, wobei die
Signalintensitdten der DNA-Banden vergleichbar waren (Abbildung 4.5 B und D).

4.4.2 Die Expression von transgener COX-2-mRNA nach der
Induktion des K6-Promotors durch TPA

In der Epidermis von Mé&usen induziert der Phorbolester TPA eine transiente Expres-
sion der endogenen COX-2-mRNA in einem Zeitraum von 2 bis 24 Stunden exprimiert,
wobei das Expressionsmaximum bereits nach 4 bis 6 h erreicht wird (Scholz et al., 1995).
Da der K6-Promotor ebenfalls durch TPA induziert wird (Schweizer, 1993), wurde als
néchstes gekléart zu welchen Zeitpunkten die endogene und die transgene COX-2-mRNA
in der Epidermis transgener K6-COX-2-M&ause nach TPA-Behandlung exprimiert wer-
den. Hierzu wurden 7 Wochen alte transgene und Wildtyp-Mé&use einmal topisch mit
10 nmol TPA in 0,1 ml Aceton behandelt. Nach verschiedenen Zeitintervallen wur-
de den Méusen die Riickenhaut entnommen und aus der Epidermis die Gesamt-RNA
extrahiert. Diese wurde in einem 1,5% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und an-
schliefend im Northern Blot-Verfahren auf eine Nylonmembran iibertragen. Nach dem
Transfer erfolgte die Hybridisierung mit einer 3?P-markierten COX-2-cDNA-Sonde un-
ter stringenten Bedingungen.
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Abbildung 4.5: RT-PCR Analyse der transgenen COX-2-mRNA-Expression in
transgenen K6-COX-2 im Vergleich zu Wildtyp-Méiusen.

Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Geweben von K6-COX-2 transgenen und Wildtyp-
Mausen isoliert: Zunge (1), Osophagus (2), Vormagen (3), Pankreas (4), Kolon (5), Milz
(6), Niere (7), Herz (8) und Epidermis (9; 24 h nach TPA-Behandlung). Spezifische RT-
PCR-Produkte der transgenen mRNA in verschiedenen Geweben von homozygot transgenen
K6-COX-2-Mdausen (A) und Wildtyp-Mdusen (C). Die Kontrolle der Qualitit der cDNA-
Synthese erfolgte fiir transgene (B) und Wildtyp-Mduse (D) durch die PCR-Amplifikation
eines 490 bp grofien Fragmentes der (-Aktin-mRNA. Als Negativkontrolle (NK) diente steri-
les Aqua bidest; als Positivkontrolle (PK) diente eine sequenzierte und als transgen-spezifisch
verifizierte cDNA von der Zunge einer heterozygot transgenen Maus der Linie 22. Fiir weitere
Einzelheiten siehe Abb. 4.4.
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Abbildung 4.6 zeigt ein Autoradiogramm einer reprasentativen Northern Blot-Analyse.
In zur Kontrolle mit Aceton behandelter Epidermis von transgenen und Wildtyp-
Mausen war COX-2-mRNA nicht exprimiert. In Wildtyp-Mé&usen konnte mit Hilfe der
COX-2-cDNA-Sonde die ca. 4,2 kb grofie endogene COX-2-mRNA in der Epidermis fiir
einen Zeitraum von 2 h bis 48 h nach Behandlung mit TPA nachgewiesen werden, wobei
6 h nach TPA-Gabe maximale COX-2-mRNA Steady-State-Level gefunden wurden. Zu
spéteren Zeitpunkten, 72 h und 96 h nach der TPA-Behandlung, war COX-2-mRNA
nicht mehr nachweisbar. Dieses Ergebnis stimmt mit friitheren Ergebnissen zur Expres-
sion endogener COX-2 in der Epidermis iiberein (Scholz et al., 1995). In der transgenen
Epidermis ist ein vergleichbarer Verlauf der Expression endogener COX-2 zu erken-
nen. Sechs Stunden nach TPA-Applikation war auch hier das Hybridisierungssignal am
stiarksten. Es wurde nach 24 h schwécher und nach 48 h wieder stérker und war nach 72
h und 96 h nicht mehr detektierbar. Anders als in Wildtyp-Proben wurde in transgener
Epidermis 24 h und 48 h nach der TPA-Behandlung ein zweites bei ca. 3,88 kb laufendes
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Abbildung 4.6: Northern Blot-Analyse der Expression transgener und endogener
COX-2-mRNA in der Epidermis heterozygot K6-COX-2 transgener im Vergleich
zu Wildtyp-Mé&usen.

Aus der Epidermis von heterozygot transgenen und Wildtyp-Mdusen wurde RNA isoliert und
mittels Northern Blot analysiert. A) Autoradiogramm eines Northern Blots; 24 h exponiert.
Die Pfeile markieren die Banden der endogenen (gelb) und transgenen (rot) COX-2-mRNA.
Als Positivkontrolle (PK) diente RNA aus konstitutiv COX-2 exprimierenden MSCP-5 Zel-
len. B) bis D) Signalstirken der COX-2-mRNA-Hybridisierungssignale. (B) Relative Inten-
sitit der mRNA-Signale der endogenen COX-2-mRNA in transgenen und Wildtyp-Mdusen
(C) Relative Intensitit der mRNA-Signale der transgenen COX-2-mRNA in K6-COX-2 und
Wildtyp-Mdiusen. (D) Summe der mRNA-Signale fiir endogene und transgene COX-2-mRNA
in transgenen und Wildtyp-Mdusen
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Signal sichtbar, was der erwarteten Grofle der transgenen COX-2-mRNA entsprach. Die
Expression der transgenen COX-2-mRNA setzte ca. 24 h nach TPA-Gabe und damit
deutlich spéter als die der endogenen COX-2-mRNA ein.

Anschliefend wurde die Intensitédt der Signale im Autoradiogramm bestimmt, um
die Expression endogener und transgener COX-2-mRNA in transgenen und Wildtyp-
Miusen zu vergleichen. Dazu wurde der Northern Blot mit einer 3?P-markierten Sonde
fiir die 7S rRNA erneut hybridisiert. Die Autoradiogramme wurden gescannt und mit
Hilfe des Computerprogramms NIH-Image wurde die Intensitéit der Hybridisierungssi-
gnale berechnet (Dahm et al., 2001). Diese Berechnungen dienten als Grundlage zur
Normierung der COX-2-mRNA Signalintensitédten in allen Proben. Als interner Stan-
dard diente das Signal fiir COX-2-mRNA aus MSCP5 Keratinozyten (Scholz et al.,
1995). Abbildung 4.6 B zeigt, dass die Signalstdrken und die Kinetik der Induktion fiir
die endogene COX-2-mRNA in der Epidermis der transgenen und Wildtyp-M&use ver-
gleichbar waren: bereits nach 2 h nachweisbar, erreichte die COX-2-mRNA Expression
das Maximum 6 h nach der TPA-Behandlung, fiel nach 24 h ab, und erhohte sich leicht
bei 48 h und war bei 72 h nicht mehr detektierbar. 24 h und 48 h nach TPA-Gabe fand
in K6-COX-2-Méusen zusétzlich die Expression der transgenen COX-2-mRNA statt
(Abbildung 4.6 C). Addiert man die Signalintensititen fiir die in transgenen M&usen
exprimierte endogene und transgene COX-2-mRNA, so erkennt man, dass die vorzu-
findenden Mengen der COX-2-mRNA in transgener Epidermis im Zeitraum zwischen
6 h und 48 h mehr als doppelt so hoch waren wie in der entsprechend behandelten
Wildtyp-Epidermis (Abbildung 4.6 D).

4.5 Induzierte COX-2-Proteinexpression in der
Epidermis von transgenen und Wildtyp-Mausen

Als néchstes wurde die COX-2-Expression auf Proteinebene in der Epidermis von Wild-
typ und transgenen Méausen nach TPA-Behandlung verglichen. 7 Wochen alte Tiere
beider Genotypen wurden einmal topisch mit 10 nmol TPA in 0,1 ml Aceton oder mit
0,1 ml Aceton fiir verschieden lange Zeiten behandelt. Einige Kontrolltiere blieben un-
behandelt, um den Effekt des Losungsmittels ermitteln zu konnen. Zur Herstellung von
1 mg Gewebehomogenat der Riickenepidermis wurde eine gekratzte Epidermisfraktion
benutzt, die nur geringe Anteile an Haarfollikeln enthielt. Aus dem Homogenat wur-
de COX-2 unter Verwendung eines COX-2-spezifischen Antikérpers immunprazipitiert
und im Immunblot nachgewiesen.

Wie aus Abbildung 4.7 A und 4.7 C hervorgeht, war COX-2 weder in unbehandel-
ten transgenen noch in Wildtyp-Méausen nachweisbar, was den Erwartungen entsprach
(Scholz et al., 1995). Das Experiment zeigt auch, dass der K6-Promotor in nicht sti-
mulierter Epidermis tatsdchlich nicht aktiv war. Die Aceton-Behandlung verursachte
allenfalls eine schwache Induktion der COX-2, die 48 h bis 72 h nach Behandlungsbe-
ginn unabhéngig vom Genotyp sichtbar wurde. Hingegen war in Wildtyp-Méausen 24 h
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Abbildung 4.7: Immunblot-Analyse transgener und Wildtyp-M#use mit COX-2-
spezifischen Antikérpern.

COX-2 wurde mit Hilfe COX-2-spezifischer Antikorper aus je 1 mg Gewebehomogenat aus der
Riickenepidermis von Wildtyp-(A,B) und homozygot transgenen K6-COX-2-Mdiusen (C,D),
die unbehandelt (0 h), mit Aceton (A,C) oder mit 10 nmol TPA in 0,1 ml Aceton gelést (B,D)
bis zu 144 h behandelt wurden, immunprazipiert. Elektrophoretische Auftrennung der Proben,
Immunblot und Detektion erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Als Positivkontrolle diente
ein Zelllysat aus PDV-Keratinozyten. Molekulargewichtsstandard: SDS-6H Marker

nach TPA-Behandlung die fiir COX-2 charakteristische Doppelbande bei 72 und 74 kDa
deutlich, nach 48 h schwach und 72 h nach Behandlungsbeginn nicht mehr nachweisbar
(Abbildung 4.7 B). In der Epidermis transgener Mause war das COX-2-Protein von 24
h bis 72 h nach der TPA-Gabe gleichméBig stark exprimiert. 96 h nach der Behandlung
waren noch schwache COX-2-Proteinsignale sichtbar und selbst 120 h bis 144 h nach
TPA-Applikation waren noch Spuren der COX-2 in der Epidermis transgener Tiere
nachweisbar (Abbildung 4.7 D). Die Expression von COX-2-Protein in der Epidermis
transgener Méuse dauerte somit ca. 2 Tage langer an und war iiber die gesamte Zeit
auch deutlich stiarker als in den Wildtyp-Tieren.

4.6 Vergleich der Prostaglandinspiegel in
transgenen und Wildtyp-Méiusen

Die Stimulation von Zellen mit TPA 16st eine Signalkaskade aus, die mit der Translokati-
on der cytoplasmatischen Phospholipase Ay an die Membranen des endoplasmatischen
Retikulums und des Zellkerns verbunden ist (Kast et al., 1993). Dieses Enzym setzt
daraufthin die Arachidonsdure aus Membranlipiden frei, die wiederum durch zwei von
den COX-Isoenzymen katalysierten Reaktionen umgewandelt wird. Zuerst erfolgt die
Cyclooxygenase-Reaktion, die das Zwischenprodukt Prostaglandin Gy liefert, dann folgt
eine Peroxidase-Reaktion, die zum intermedidren Prostaglandin H, fiihrt. Prostaglandin
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Hy wird durch zelltyp- und gewebespezifisch exprimierte Prostaglandinsynthasen in die
Prostaglandine Dy, E,, Fy,, b und in Thromboxan A, iiberfiihrt.

Um herauszufinden, ob die in transgenen M&ausen veréinderte COX-2-Expression einen
Effekt auf den Prostaglandingehalt der Epidermis hatte, wurden Lipide aus der Mau-
sepidermis extrahiert und die Prostaglandinfraktionen durch Lipid- und Festphasen-
extraktion angereichert. Die epidermalen Spiegel der Prostaglandine (PG) E, und Fy,
wurden anschlieBend mit Hilfe eines Enzymimmuntests bestimmt und zur statistischen
Auswertung mittels Student’s T-Test gemittelt. Wahrend die epidermalen Spiegel von
PGE; in Aceton-behandelten Wildtyp- und heterozygot transgenen Méusen vergleich-
bar waren, kam es 24 h nach TPA-Behandlung zu einer viel stirkeren Erhohung des
PGE,-Gehaltes bei den transgenen Linien als bei Wildtyp-Mé&usen. Die PGE,-Spiegel
stiegen im Vergleich zum Wildtyp in der Linie 14 um den Faktor 5 auf einen Mittelwert
von 16241 pg/mg an, in der Linie 18 erhohte sich der PGE,-Spiegel um den Faktor 3.5
auf 12335 pg/mg (Abbildung 4.8 A; p<0,001 fiir die Linien 14 und 18). In den M&usen
der Linie 22 war der Mittelwert der PGE,-Spiegel im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen
gut doppelt so hoch (= 7608 pg/mg im Vergleich zu Z= 3246 pg/mg).

Der Vergleich der PGF,,-Spiegel in der Epidermis von heterozygot transgenen und
Wildtyp-Mausen zeigte dhnliche Ergebnisse. Die epidermalen PGF,,-Spiegel von Ace-
ton-behandelten transgenen und Wildtyp-Méausen waren vergleichbar. Mit Ausnahme
der Linie 22 zeigten die Méuse der Linie 14 und Linie 18 signifikant erhohte PGFy,-
Spiegel 24 h nach einer topischen Applikation von TPA (Abbildung 4.8 B; p<0,05 fiir
Linie 14 und p<0,01 fiir Linie 18). Dabei waren die PGF,,-Konzentrationen in den
Méusen der Linie 14 um den Faktor 3,1 und in den M&usen der Linie 18 um den Faktor
3,4 im Vergleich zu den Wildtyp-M&ausen gestiegen. Die TPA-behandelten transgenen
Méuse der Linie 22 ereichten mit 1311 pg/mg PGFy, eine &hnlich hohe Konzentration
wie die entsprechend behandelten Wildtyp-Ma&use.

Als néchstes wurden die Prostaglandinspiegel der Epidermis von homozygot transge-
nen K6-COX-2-Méusen der Linie 18 und von Wildtyp-Mé&usen in einer TPA-Langzeit-
kinetik verglichen (Abbildung 4.9). Durch die TPA-Behandlung wurde der PGE,-Spiegel
in den transgenen Mé&usen signifikant stérker erhoht als in Wildtyp-Méusen (p<0,001
bis 48 h nach TPA-Gabe; p<0,05 72 h nach TPA-Gabe). 24 h nach der TPA-Behandlung
hatte der PGE,-Spiegel ein Maximum mit einem Mittelwert von 15915 pg/mg (p<0,001)
erreicht und lag zum spéteren Zeitpunkt von 72 h noch bei 10092 pg/mg. Die erhthten
Spiegel 48 h (p<0,01) und 72 h (p<0,05) nach der Behandlung unterschieden sich noch
immer signifikant von den PGE,-Spiegeln der Wildtyp-Mause, die sich iiber den gesam-
ten Zeitraum zwischen 4500 und 5000 pg/mg bewegten.

Bei der Analyse der PGF,,-Spiegel konnte weder in unbehandelter noch in mit Ace-
ton behandelter Epidermis ein Unterschied zwischen homozygot transgenen K6-COX-2
und Wildtyp-Méusen festgestellt werden. Die PGF,,-Konzentrationen nach TPA-Gabe
waren jedoch in homozygoten K6-COX-2-Mé&usen im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen
signifikant erhoht (Abbildung 4.9 B). 24 h nach der TPA-Behandlung der transgenen
Miuse stiegen die PGFy,-Spiegel auf 4268 pg/mg (p<0,01) und verblieben auf diesem
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Abbildung 4.8: Vergleich der Prostaglandinspiegel in der Epidermis von heterozy-
got transgenen Mauslinien und Wildtyp-M&usen.

Aus der Riickenepidermis von heterozygot transgenen und Wildtyp-Mdusen wurden wie be-
schrieben die Prostaglandingfraktion durch Lipid- und Festphasenextraktion angereichert und
die Prostaglandinspiegel mittels Enzymimmuntest bestimmt. In der Regel wurden von je &5
Mausen pro Versuchsgruppe die Prostaglandinspiegel bestimmt (Ausnahmen: Linie 22 (n=3)).
Fiir die Aceton-Behandlung standen 4 (Wildtyp, WT), 1 (Linie 14, L14(+/-)) oder 2 Mdiuse
(Linie 18, L18(+/-) und Linie 22, L22(+/-)) zur Verfigung. Die Werte stellen Mittelwerte
mit Standardabweichungen dar. Die Auswertung erfolgte mit dem Student’s T-Test. p<0,05 =
* p<0,01 = ** p<0,001 = ***. Die TPA-Behandlung erfolgte mit einer Dosis von 10 nmol
in 0,1 ml Aceton. A) PGF,-Spiegel in der Epidermis von heterozygot transgenen K6-COX-2
und Wildtyp-Mdusen 24 h nach TPA-Behandlung B) Die PGF,,-Spiegel in der Epidermis von
heterozygot transgenen K6-COX-2- und Wildtyp-Mdusen.
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Abbildung 4.9: Prostaglandinspiegel in der Epidermis von heterozygot und homo-
zygot transgenen Méiusen der Linie 18 im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen.

Die Aufbereitung der Proben erfolgte wie in Abbildung 4.8 beschrieben. Vergleich der PGE
(A) und PGFy, (B)-Konzentrationen in der Epidermis von unbehandelten (t=0), Aceton
und 10 nmol TPA-behandelter Wildtyp-Mdusen (WT) und homozygot transgenen Mdiusen
(L18(+/+)) in Versuchsgruppen von jeweils 5 Mdusen. Die Werte stellen Mittelwerte mit
Standardabweichungen dar. Die Auswertung erfolgte mit dem Student’s T-Test. p<0,05 = *,
p<0,01 = ** p<0,001 = *** A) und B) TPA-Effekt in Abhingigkeit von der Zeit. C und
D) Vergleich der PGFy-Spiegel (C) und PGFy,-Spiegel (D) in der Epidermis von heterozygot
und homozygot transgenen K6-COX-2-Mdusen.
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hohen Niveau bis zum Ende des Versuchs (48 h: p<0,001; 72 h: p<0,05), wéihrend die
PGF,,-Konzentrationen in Wildtyp-M&ausen im gleichen Zeitraum von anfanglich 877
auf 1100 pg/mg anstiegen.

Der Vergleich zwischen heterozygot und homozygot transgenen K6-COX-2-Méausen
der Linie 18 zeigte, dass die mittlere PGE,-Konzentration von 15916 pg/mg in den ho-
mozygoten Mausen dieser Linie um knapp 25% hoher war als die in den heterozygoten
Méusen gemessene Konzentration von 12335 pg/mg PGE,. Dieser Unterschied war je-
doch nicht signifikant (Abbildung 4.9 C). Nach 48 h waren die PGE,-Spiegel jeweils auf
63% des Messwertes von 24 h gefallen, was jedoch noch immer signifikant hoher war als
die PGE,-Spiegel in den Wildtyp-Méausen (siehe oben).

Wie bei der Analyse der PGE,-Spiegel, zeigten sich bei der Analyse der PGF,,-Spiegel
nach 24 h keine signifikanten Unterschiede zwischen homozygoten und heterozygoten
Transgenen (Abbildung 4.9D). In den homozygoten Mausen wurde ein PGFy,-Spiegel
von 4268 pg/mg festgestellt, in den heterozygoten Méusen betrug die Konzentration
4210 pg/mg. 48 h nach der TPA-Behandlung war der PGF,,-Spiegel in der Epidermis
der heterozygot transgenen Mause um knapp 30% auf 2998 pg/mg gefallen, wihrend
in den homozygot transgenen Méusen mit 3777 pg/mg PGF, noch 88,5% des ersten
Messwertes nachgewiesen werden konnte. Die PGF2a-Spiegel der transgenen Méuse
waren jedoch signifikant hoher als in Wildtyp-Mé&usen (siehe oben).

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die TPA-induzierte transgene COX-2-
Expression mit einer erhdhten Prostaglandinsynthese im Vergleich zu den Wildtyp-
Ma&usen korrelierte. In homozygoten transgenen Tieren der Linie 18 wurde jedoch kein
signifikanter Anstieg der PGE,- und PGF,,-Konzentrationen im Vergleich zu heterozy-
goten Tieren dieser Linie beobachtet.
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4.7 Lokalisation der COX-2 in der Epidermis von
Mausen

Um die Lokalisation von COX-2 in der Mausepidermis zu bestimmen, wurde eine indi-
rekte Immunfluoreszenzanalyse durchgefiithrt. Von der Riickenhaut TPA- oder Aceton-
behandelter Mause wurden Cryoschnitte angefertigt, die zuerst entweder mit einem
COX-2 spezifischen oder mit einem KG6-spezifischen Antikérper oder mit beiden An-
tikorpern gleichzeitig und anschlieBend mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten sekundéren
Antikoérpern inkubiert wurden.

Den Erwartungen entsprechend, wurde weder in der interfollikuldren Epidermis noch
in den Haarfollikeln von Aceton-behandelten 7 Wochen alten Wildtyp-Méusen eine
COX-2-Expression nachgewiesen (Abbildung 4.10 A). Die Expression von K6 beschrénk-
te sich auf die Zellen der &ueren Wurzelscheide der Haarfollikel (Abbildung 4.10 B), in
der interfollikuldren Epidermis konnten keine K6-spezifischen Signale detektiert werden
(Abbildung 4.10 C). Diese Beobachtungen waren im Einklang mit Literaturdaten (Taka-
hashi et al., 1998; Rothnagel et al., 1999). Zur Kontrolle des COX-2-Antikorpers diente
der Nachweis von COX-2 in der Epidermis von M&ausen, in denen COX-2 unter der
Kontrolle des K5-Promotors konstitutiv exprimiert wurde (Neufang et al., 2001). Dort
wurde eine Lokalisation der COX-2 ausschliefSlich in den Basalzellen der interfollikuléren
und follikuldren Epidermis des Mausschwanzes detektiert (Abbildung 4.10 A1). Eben-
so wie in Wildtyp-Méusen war K6 in der dufleren Wurzelscheide der Haarfollikel nicht
jedoch in der interfollikuléren Epidermis von homozygoten K6-COX-2-Mé&usen zu beob-
achten (Abbildung 4.10 E und F). Wie erwartet, konnte in den Haarfollikeln dieser Tiere
auch eine transgen-spezifische COX-2-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 4.10
D). Unspezifische Immunsignale durch die verwendeten sekundéren Antikorper konn-
ten ausgeschlossen werden, da Anséitze ohne primére Antikorper keine Signale lieferten
(Abbildung 4.10 G bis K).

In der interfollikuldren Epidermis von homozygoten K6-COX-2-Méausen war 24 h
nach TPA-Behandlung eine basale und suprabasale Kolokalisation von COX-2 und K6
zu sehen (Abbildung 4.11 F). Zusétzlich schienen die Immunsignale fiir COX-2 und K6
innerhalb der Haarfollikel an Intensitdt zugenommen zu haben (Abbildung 4.11 L). In
Wildtyp-Méausen wurde nach der TPA-Gabe eine zuvor nicht nachweisbare Expression
von COX-2 in den Haarfollikeln detektiert (Abbildung 4.11 H). Im Gegensatz zu den
transgenen Mé&usen beschrénkte sich diese COX-2-Expression jedoch auf vereinzelte,
basal liegende, dendritisch aussehende Zellen (Abbildung 4.11 B und H). Eine Koloka-
lisation von K6 und COX-2, wie sie in der interfollikuldren Epidermis von K6-COX-
2-Méusen vorgefunden wurde, war bei Wildtyp-M&ausen nicht zu erkennen (Abbildung
4.11 T). Der Vergleich der TPA-induzierten Expression von K6 in der interfollikuldren
Epidermis in K6-COX-2 und Wildtyp-Mé&usen zeigte, dass die K6-Expression in den
Wildtyp-M&ausen auf begrenzte Areale beschrinkt war, wiahrend K6 in Transgenen in
der gesamten basalen und suprabasalen Epidermis auftrat (Abbildung 4.11 C und F).
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Abbildung 4.10: Lokalisation von COX-2 und K6 in der Aceton-behandelten Haut
von 7 Wochen alten homozygoten K6-COX-2 und Wildtyp-M&usen.

Die Immunfluoreszenz wurde in 5 pm dicken Cryoschnitten durchgefiihrt. A) COX-2-negative
Wildtyp-Haut 24 h nach Aceton-Behandlung. Al zeigt die Expression von COX-2 in der
Schwanzepidermis einer K5-COX-2-Maus. B) Konstitutive Expression von K6 im Haarfolli-
kel in der Haut einer Aceton-behandelten Wildtyp-Maus. C) In der interfollikuliren Epidermis
von Wildtyp-Mdiusen konnte keine K6-FExpression festgestellt werden. D) Konstitutive COX-2-
Expression im Haarfollikel einer homozygot transgenen K6-COX-2-Maus. E) Konstitutive K6-
Expression in den Zellen der dufSeren Wurzelscheide des Haarfollikels in K6-COX-2-Mdusen.
F) In der interfollikuliren Epidermis von K6-COX-2-Mdiusen war keine K6-Expression nach-
zuweisen. G bis K) Antikérperkontrollen. Mit Ausnahme der unspezifischen FEinlagerung des
Esel-Anti-Ziege 19G-Cy2 Antikérpers in den Haarschaft (H) zeigten die Antikérper keine un-
spezifischen Immunsignale. G) COX-2-Antikorper. 1) K6-Antikorper. K) Esel-Anti-Hase 1gG-
Cy3. Vergriflerungen: 1:63, A und H 1:10.
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Mehikanalbild

Abbildung 4.11: Lokalisation von COX-2 und K6 in der Haut von homozygoten
K6-COX-2 und Wildtyp-Méausen 24 h nach TPA-Behandlung; 10 nmol TPA
in 0,1 ml Aceton.
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Abbildung 4.11: Lokalisation von COX-2 und K6 in der Haut von homozygo-
ten K6-COX-2 und Wildtyp-Méausen 24 h nach TPA-Behandlung.

Die Immunfluoreszenz erfolgte wie beschrieben in 5 um dicken Cryoschnitten. Nach
TPA-Gabe wurde K6 in den Haarfollikeln (K) und in der interfollikuldren Epider-
mis (D) von K6-COX-2-Mdusen basal und suprabasal exprimiert. In Wildtyp-Mdaiusen
wurde in ausgeprdagten hyperplastischen Arealen fokal eine basale und suprabasale K6-
Ezpression in der interfollikuldren Epidermis gefunden (A), in schwach hyperplastischen
Arealen war K6 interfollikulir auf wenige basale und suprabasalle Zellen beschrinkt (G).
In transgenen Mdusen fand eine basale und suprabasale COX-2-FExpression in der Epi-
dermis (E) und eine deutliche Kolokalisation von K6 und COX-2 in interfollikuldirer
und follikuldrer Epidermis statt (F und M). COX-2 wurde in Wildtyp-Mdusen, au-
Ber im Haarfollikel (H) nur vereinzelt in basalen Zellen der Epidermis exprimiert (B).
Wurde in follikulirer Epidermis eine Kolokalisation von K6 und COX-2 deutlich (I),
so war diese Situtation fir follikuldre Epidermis nur in wenigen Zellen gegeben (C, I).
Vergroflerungen: 1:63.

4.8 Phinotyp der K6-COX-2 transgenen Méiuse

K6-COX-2 transgene Méuse entwickeln spontan keinen vom Wildtyp abweichenden
Phénotyp. Grole, Gewicht, Lebensdauer und Fell der Méuse waren von Wildtyp-Werten
und Aussehen nicht zu unterscheiden. Eine histologische Untersuchung von HE-geférb-
ten Paraffinschnitten der Riickenhaut von homozygot transgenen K6-COX-2 und Wild-
typ-Méusen ergab ebenfalls keine Hinweise auf eine Verdnderung. Sowohl die Struktur
und Dicke der Epidermis als auch die Haarfollikelstruktur erschienen normal (Abbildung
4.12 B). Dieses Ergebnis war fiir die interfollikuldre Epidermis erwartet und bedeutete
aber auch, dass die blofle Insertion des Transgens keine Effekte ausloste.

Da in der RT-PCR-Analyse eine konstitutive Expression des COX-2-Transgens in
Zunge, Osophagus und Vormagen detektiert worden war, wurden auch Priparate die-
ser Organe von 10 Monaten alten Tieren histologisch verglichen. Der Vergleich zwischen
der Zunge von NMRI-Wildtyp-Méausen (n=3) und homozygot transgenen K6-COX-2-
Mausen (n=3) zeigte keine Unterschiede (Abbildung 4.12 C und D). Im Vergleich dazu
konnte in 2 von 3 transgenen Tieren in Osophaguspriparaten fokal eine epitheliale
Basalzellhyperplasie unterschiedlicher Ausdehnung festgestellt werden (Abbildung 4.12
F). Im Vormagen homozygot transgener K6-COX-2-Méuse wurde ebenfalls in 2 von 3
Tieren Storungen in der Struktur des Epithels beobachtet (4.12 H). Neben Herden von
Basalzellhyperplasien konnten auch endophytisch papillar wachsende Epithelstrukturen
und Hornperlen beobachtet werden. Zusétzlich wurden fokale Verhornungen des Epi-
thels beobachtet, die deutlich ausgepréagter waren als in Wildtyp-Préaparaten.
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Abbildung 4.12: Keratin 6 exprimierende Gewebe in NMRI-Wildtyp und homo-
zygoten K6-COX-2-Miusen.
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Abbildung 4.12: Keratin 6 exprimierende Gewebe in NMRI-Wildtyp und
homozygoten K6-COX-2-Méiusen.

Beim Vergleich der Epidermis und der Zunge von Wildtyp (A und C) und K6-COX-2-
Mdusen (B und D) waren Unterschiede nicht festzustellen; Vergrifierung jeweils 1:63.
E) Osophagus einer Wildtyp-Maus (1:16; E1: Vergroferung 1:40). F) Osophagus einer
K6-COX-2 Maus mit Basalzellhyperplasie (Pfeile; 1:40; F1: vergriferter Ausschnitt aus
einer zweiten Maus (1:63)). G) Vormagen einer Wildtyp-Maus (1:10). H) Vormagen
einer K6-COX-2 Maus mit Basalzellhyperplasie (Ausschnitt H1: B; Vergrifierung 1:40),
Verhornung des Epithels (V), Hornperlen (H) und hyperplastische Strukturen (schwarze
Pfeile; Vergroferung 1:10)

4.9 Vergleich der Maushaut von homozygoten
K6-COX-2 mit Wildtyp-Méausen

In Anschluss an die bisherigen Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die erhohte COX-2-
Proteinexpression und die erhéhten Prostaglandinspiegel nach TPA-Behandlung einen
Effekt auf die Morphologie der transgenen Maushaut hatten. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung wurde Haut von homozygot transgenen und Wildtyp-Mé&usen untersucht.
Die Dicke der Epidermis in Folge der TPA Behandlung wurde gemessen und die Zell-
dichte in Epidermis und Dermis in Paraffinschnitten bestimmt.

4.9.1 Vergleich der Epidermis von homozygot transgenen
K6-COX-2 und Wildtyp-Mausen nach TPA Behandlung

Aus zahlreichen Untersuchungen ist bekannt, dass TPA bei Applikation auf die Haut
von Mausen eine inflammatorische Reaktion hervorruft, die von einer epidermalen Hy-
perplasie begleitet wird (Fiirstenberger and Marks, 1981). Deshalb wurde die Dicke
der Epidermis in homozygot transgenen und Wildtyp-M&ausen verglichen. Dazu wurden
von der Riickenhaut TPA oder Aceton behandelter, sowie von unbehandelten Méause
5 pm dicke Paraffinschnitte angefertigt. Die Dicke der Epidermis wurde ausschlielich
in ihren interfollikuldaren Abschnitten vermessen, wobei das Messmodul der Axiovision
Software 2.05 genutzt wurde.

Wihrend die Epidermis von unbehandelten und mit Aceton behandelten Wildtyp-
und transgenen Mausen von vergleichbarer Dicke war (Abbildung 4.13 A), fiihrte die Be-
handlung mit TPA zu der erwarteten Verdickung des Gewebes, sowohl bei Wildtyp- als
auch bei transgenen Méusen. 24 h nach der TPA-Behandlung wurde in den homozygot
transgenen Mausen eine mittlere Epidermisdicke von 38,8 pum und in den Wildtyp-
Méusen von 38,4 um gemessen (Abbildung 4.13 A und B), was dem vierfachen Wert
unbehandelter Epidermis entsprach. 48 h nach TPA-Applikation waren mehr epider-
male Zellschichten zu sehen, deren Zunahme im Wildtyp durch das abnehmende Odem
kompensiert wurde, so dass die Epidermisdicke gleich der bei 24 h war. In transgener
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Abbildung 4.13: Messung der Epidermisdicke in homozygot transgenen und
Wildtyp-Mé&iusen.

7 Wochen alte homozygot transgene Mduse der Linie 18 und Wildtyp-Mduse wurden einmal
topisch mit 10 nmol TPA oder Aceton fiir verschiedene Zeiten behandelt. Zu den angegebe-
nen Zeiten wurde die Riickenhaut entnommen und davon 5 pum Paraffinschnitte angefertigt.
Nach der HE-Farbung erfolgte die Messung der Epidermisdicke mit Hilfe eines Makros der
Agziovisionsoftware 2.05. Als Kontrolle dienten unbehandelte Miuse (t=0 h). A) Entwick-
lung der Epidermisdicke wihrend eines Zeitraums von 144 h nach TPA-Gabe. Pro Zeitpunkt
und Behandlungsgruppe wurden 5 Tiere eingesetzt. Von jeder Biopsie wurden 2 HE-gefirbte
Paraffinschnitte und davon jeweils 2 mikroskopische Felder bei einer Vergréfferung von 1:63
ausgewertet, wobei jeweils 3 Messpunkte pro mikroskopischem Feld aufgenommen wurden. Die
Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Student’s T-Test. p<0,05 = *, p<0,01 = **, p<0,001 = ***. B) Exemplarische Fotos der
HE-gefirbten Paraffinschnitte zu den Messzeitpunkten in homozygot transgenen (K6-COX-2
(+/+)) und Wildtyp-Mdusen (WT (-/-)). Vergrifierung 1:63.
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Epidermis schien das Odem noch stirker zur epidermalen Dicke durch vergleichswei-
se groBere Interzellularrdume als in Wildtyptieren beizutragen (Abbildung 4.13 B). Die
Odembildung und die gegeniiber der Wildtyp-Epidermis zusitzlich erhohte Zellzahl (sie-
he unten) fiihrte zu einer signifikant erhohten Epidermisdicke in transgenen Mausen ge-
geniiber Wildtyp-M&ausen (p<0,001). Die erhohte Zelldichte in der Epidermis und nicht
volligstiandig riickgebildete Odeme waren auch 72 h nach TPA-Behandlung in transge-
ner Epidermis zu beobachten, nicht jedoch in Wildtyp-Epidermis. Die Epidermisdicke
entsprach zu diesem Zeitpunkt mit 35,4 yum in den transgenen K6-COX-2-Méusen und
mit 33,5 yum in den Wildtyp-Mausen anndhernd den Messwerten 24 h nach Behand-
lungsbeginn. Nach 96 h wurde in Wildtyp-M&usen anndhernd wieder die urspriingliche
Dicke und Morphologie der Epidermis wie vor Behandlungsbeginn erreicht. Nach 144
h waren die TPA-induzierten Effekte vollstandig abgeklungen (Abbildung 4.13 B). In
den transgenen Méausen verzogerte sich hingegen die Riickbildung der Hyperplasie. 96
bis 144 h nach der TPA-Behandlung waren die Oberhéute der transgenen M&ause noch
immer hyperplastisch (Abbildung 4.13 B). Die anhaltende erhéhte Zahl der Zellschich-
ten spiegelte sich in den gemessenen Werten wieder: 19,1 pm nach 96 h, 17,3 ym nach
120 h und 15,2 pm nach 144 h (p<0,001 fiir alle Messzeitpunkte).

Um diese Beobachtungen zu untermauern, wurden die Zellen in der Epidermis gezéhlt.
In den verwendeten Paraffinschnitten wurden die Zellkerne mit Hochstfarbstoff mar-
kiert und durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Danach wurden die Zellker-
ne in der Epidermis von mindestens 10 mikroskopischen Feldern eines Paraffinschnittes
gezahlt. Wie aus Abbildung 4.14 A und B hervorgeht hatte die Aceton-Behandlung auf
die Zellzahl beider Genotypen keinen Einfluss. Die Zelldichte bewegt sich im Mittel zwi-
schen 36 und 38 Zellkernen pro Sichtfeld. 24 h nach der TPA-Behandlung waren in der
Epidermis von transgenen und Wildtyp-M&ause bei gleicher Epidermisdicke ein ledig-
lich geringfiigiger Unterschied der Zelldichte vorzufinden (K6-COX-2-Mé&use: £=60,6;
Wildtyp-Méause: £=56,4; p<0,05). Zwischen 48 und 72 h stiegen die Zellzahlen in der
transgenen Epidermis weiter an und erreichten mit 74 Zellkernen pro Sichtfeld nach
72 h ein Plateau. Danach fiel die Zelldichte kontinuierlich bis 144 h nach TPA-Gabe
auf 57 Zellen pro Sichtfeld ab. Die Zelldichte in der Epidermis von Wildtyp-M&ausen
stieg im Vergleichszeitraum auf ein Niveau von maximal 62 Zellkernen pro Sichtfeld
an, also ein signifikant geringeres Niveau als in transgener Epidermis (p<0,001 bis zum
letzten Messzeitpunkt; Standardabweichungen siehe Abbildung 4.14). In den néchsten
24 h fiel die Zelldichte in der Wildtyp-Epidermis wieder ab, das Niveau der Kontroll-
tiere wurde jedoch nicht erreicht (Abbildung 4.14 A und B). In den transgenen M&usen
nahm die Zahl der Zellkerne in der Epidermis vergleichsweise langsamer ab und blieb
im gesamten Zeitraum bis 144 h nach TPA-Gabe signifikant hoher als in behandelten
Wildtyp-Méusen (siehe oben). Das heifit, im gesamten Behandlungszeitraum iiber 144 h
war die mittlere Zellzahl in transgener Epidermis durch TPA-Behandlung vergleichswei-
se stéirker erhoht als in TPA-exponierter Wildtyp-Epidermis. Diese Ergebnisse stiitzen
die zuvor gemachten Beobachtungen, wonach die Phorbolester-induzierte Entziindung
und Hyperplasie in transgener Epidermis im Vergleich zu Wildtyp-Epidermis verstérkt
ist und langer anhélt.
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Abbildung 4.14: Bestimmung der Zelldichte in der Epidermis homozygot transge-
ner und Wildtyp-Méiuse.

Zur Quantifizierung der epidermalen Zelldichte wurden von jeweils 5 homozygoten K6-COX-
2- und Wildtyp-Mdusen die bereits zur Vermessung der Epidermisdicke genutzten Paraffin-
schnitte nachtraglich mit Hochstfarbstoff angefirbt. Fir jeden Messzeitpunkt wurden in jeweils
5 Schnitten von jeder Biopsie jeweils 2 Gesichtsfelder ausgezihlt. A) Zelldichte in der Epi-
dermis in Abhdngigkeit von der Zeit nach TPA-Behandlung. Die Werte sind Mittelwerte mit
Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Student’s T-Test. p<0,05
= * p<0,01 = **, p<0,001 = ***. B) Exemplarische Bilder von Kernfirbungen in der Epi-
dermis von transgenen Mdusen der Linie 18 (K6-COX-2 (+/+)) und Wildtyp-Mdiusen (WT
(-/-)) zu verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Vergriflerung: 1:63.
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Abbildung 4.15: Bestimmung der Zelldichte in der Dermis homozygot transgener
und Wildtyp-Mé&iuse.

Zur Bestimmung der Zelldichte in der Dermis homozygot transgener Mduse der Linie 18 und
in Wildtyp-Mdusen wurde wie in 4.14 beschrieben vorgegangen. Die Werte sind Mittelwerte mit
Standardabweichung. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Student’s T-Test. p<0,05
= * p<0,01 = ** p<0,001 = *** A) Zelldichte in der Dermis in Abhdingigkeit von der
Zeit nach TPA-Behandlung. B) Reprdsentative Bilder von Kernfirbungen in der Dermis von
transgenen Mdiusen der Linie 18 (K6-COX-2 (+/+)) und Wildtyp-Mdusen (WT (-/-)) zu
verschiedenen Behandlungszeitpunkten. Vergriflerung: 1:63.
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4.9.2 Vergleich der Zelldichte in der Dermis von homozygot
transgenen K6-COX-2- und Wildtyp-Mé&usen

Die von TPA ausgelosten inflammatorischen Effekte in der Dermis beinhalten die In-
vasion von neutrophilen Zellen und Makrophagen. Um herauszufinden, ob es nach der
TPA-Behandlung auch eine Zunahme der Zelldichte in der Dermis transgener Méause
im Vergleich zu Wildtyp-M&ausen gab, wurden die Zellkerne in Paraffinschnitten erneut
mit Hochstfarbstoff markiert. Danach wurde die Zellzahl in mindestens 10 Sichtfeldern
eines Paraffinschnittes bestimmt, wobei je Zeitpunkt Hautbiopsien von 5 Tieren ausge-
wertet wurden. Auch bei dieser Auswertung waren zu keinem Zeitpunkt Unterschiede
zwischen Aceton behandelten Wildtyp- und transgenen Mé&usen erkennbar. Im Ver-
gleich hierzu war in Wildtyp-Mausen die Zelldichte 24 h nach der TPA-Behandlung gut
doppelt so hoch (z=75 zu £=33; Abbildung 4.15 A und B). Diese Zelldichte blieb bis
72 h anndhernd konstant. Danach verringerte sie sich kontinuierlich, bis schliellich 144
h nach der Behandlung annéhernd eine Zelldichte wie bei Aceton-behandelten Tieren
erreicht war (Abbildung 4.15 A und B). In den homozygot transgenen Tieren war die
dermale Zelldichte 24 h nach der TPA-Behandlung mehr als dreimal so hoch wie in den
Kontrolltieren und damit signifikant hoher als in entsprechend behandelten Wildtyp-
Méusen zum selben Messzeitpunkt (Abbildung 4.15 A; p<0,001 fiir 24 bis 72 h nach
TPA-Gabe). Diese hohe dermale Zelldichte blieb bis 72 h nach der Behandlung erhalten
und verringerte sich danach kontinuierlich bis 144 h. Zu jedem Zeitpunkt der Messrei-
he blieb die Zelldichte der Dermis transgener Mause im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
jedoch signifikant erhoht (Abbildung 4.15 A; p<0,001 fiir beide Messzeitpunkte). 144
h nach der Behandlung, dem letzten Messzeitpunkt der Kinetik, war die Zelldichte in
transgener Dermis immer noch 1,5 mal so hoch wie in der Dermis von Wildtyp-Mé&usen
(Abbildung 4.15 A und B; p<0,001). Diese Befunde liefern zusétzliche Hinweise fiir ei-
ne verldngerte inflammatorische Antwort auf TPA-Behandlung in der Haut homozygot
transgener K6-COX-2-Méuse im Vergleich zu Wildtyp-Mausen.

4.10 Ohrodemtest mit K6-COX-2 transgenen und
Wildtyp-Mausen

Charakteristische Symptome einer Entziindung sind Rotung, Erwarmung und Schwel-
lung des Gewebes. Experimentell kann in der Haut ein solches Odem durch Verwundung
oder chemische Reizung, wie eine topische Applikation von TPA, ausgelost werden. Die
Reaktion der Haut auf einen entziindungsinduzierenden Reiz lésst sich durch die In-
duktion von Ohrédemen in Mausen untersuchen (Gschwendt et al., 1984).

Um herauszufinden, ob die transient verlangerte COX-2-Expression durch TPA in
transgenen K6-COX-2-Méusen einen Einfluss auf den Ablauf der Entziindungsreaktion,
wurde ein Ohrodemtest durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils beide Ohren von 7 Wochen
alten, homozygot transgenen K6-COX-2- (n=3 pro Zeitpunkt) und Wildtyp-Mausen
(n=3 pro Zeitpunkt) mit 1 nmol TPA in 0,1 ml Aceton topisch behandelt.



4.10 Ohrodemtest mit K6-COX-2 transgenen und Wildtyp-Mé&usen 83

40 1
()
£ 3
c
0
Q
0
S
Q
1.
£ 201 —=— L18 (+/+); Aceton
0 —e— L18 (+/+); TPA
. —o— WT (-/-); Aceton
[9) —o— WT (-/-); TPA
s 104
0
0
0 T T T T

0 1 %4 % & eth

Abbildung 4.16: Ohrédemtest: Vergleich der Reaktion auf den entziindungsindu-
zierenden Reiz von TPA in homozygot transgenen und Wildtyp-Mé&usen.

Im Ohridemtest wurden beide Ohren von 7 Wochen alten, homozygot transgenen K6-COX-
2 (L18(+/+)) und Wildtyp-Mdusen (WT(-/-)) mit je 1 nmol TPA in 0,1 ml acetonischer
Lésung topisch behandelt. Nach bestimmten Zeitintervallen wurde aus den Ohren ein im
Durchmesser 0,8 c¢m grofes Stiick ausgestanzt und sofort gewogen. Die Gewichte sind als
Mittelwerte von jeweils 6 Finzelwerten (n=3 Tiere pro Versuchgruppe und Zeitpunkt) mit
Standardabweichung wiedergegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Student’s
T-Test. p<0,05 = *, p<0,01 = **, p<0,001 = ***

Als Kontrollen wurden Tiergruppen beider Genotypen nur mit Aceton behandelt und
in die Auswertung einbezogen. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden die Tiere
getotet und aus den Ohren kreisformige Biopsien mit einem Durchmesser von 0,8 cm
ausgestanzt und sofort gewogen. Die alleinige Behandlung mit Aceton hatte keine Aus-
wirkung auf die Gewichte der Ohren. In Wildtyp-Mé&usen war die Entziindungsreaktion
6 h nach Behandlung mit TPA am stdrksten. Das mittlere Gewicht der gestanzten Oh-
ren war mehr als doppelt so hoch wie das der Kontrolltiere (Abbildung 4.16; 2=33 mg
zu £=14,2 mg). Bereits 12 h nach der Behandlung fiel das Gewicht der Ohrbiopsien ab
und hatte nach 24 h anndhernd das Niveau der Kontrolltiere erreicht. Fiir die Ohrbi-
opsien der transgenen Méause wurden bis 12 h nach der Behandlung kein signifikanter
Unterschied zu den Wildtyp-Méusen festgestellt. 18 h nach der TPA-Gabe, mit Be-
ginn der Keratin 6-Promotoraktivitat (Rothnagel et al., 1999; Takahashi et al., 1998),
stieg das Gewicht der Ohrbiopsien jedoch wieder an. Zu diesem Zeitpunkt unterschied
sich das Gewicht der Ohrproben signifikant von den TPA-behandelten Wildtyp-Proben
(p<0,01). Danach sanken die Gewichte fiir die transgenen Ohrbiopsien zwar kontinuier-
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lich, die vergleichsweise signifikant hoheren Werte deuteten jedoch auf ein langsameres
Abklingen des TPA-induzierten Odems in transgenen als in Wildtyp-Ohren hin (Abbil-
dung 4.16; p<0,001 fir alle folgenden Messzeitpunkte). Abschlieflend ldsst sich sagen,
dass die inflammatorische Antwort auf den TPA-induzierten Entziindungsreiz in homo-
zygot transgenen K6-COX-2-Méusen stéirker ausfiel und auch lidnger andauerte als in
Wildtyp-Mausen.

4.11 Tumorgenese in homozygot transgenen
K6-COX-2-Méiausen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen

Den abschlielenden Teil dieser Studie bildete die Untersuchung der epithelialen Tumor-
entwicklung in homozygot transgenen K6-COX-2-Méausen der Linie 18 im Vergleich zu
Wildtyp-NMRI-Méusen. Die Analyse der Tumorgenese erfolgte mit Hilfe des Initiations-
Promotions-Protokolls (Fiirstenberger and Marks, 1981). Im Alter von 7 Wochen wur-
den homozygot transgene Weibchen der Linie 18 und weibliche Wildtyp-Mé&use mit ei-
ner topischen Applikation von 100 nmol 7,12-Dimethyl-benz[aJanthracen (DMBA) zur
Tumorinitiation oder mit Aceton als Kontrolle behandelt. Nach einer Woche begann
die Tumorpromotion durch wochentlich zweimalige topische Applikation von 2,5 oder
5 nmol TPA gelost in 0,1 ml Aceton oder 0,1 ml Aceton allein als Kontrolle. Nach 27
Wochen Behandlung wurden die Mé&use fiir 2 weitere Wochen beobachtet, bevor Tumo-
re entnommen wurden.

Die Tumorantwort wurde durch Tumorinzidenz und Tumormultiplizitdt bestimmt.
Die Tumorinzidenz beschreibt die Prozentzahl der Tumortriager unter den iiberleben-
den Méusen in einer Versuchsgruppe. Die Tumormultiplizitidt gibt die mittlere Anzahl
der Tumoren pro iiberlebender Maus in einer Versuchsgruppe an. In den ersten 7 Wo-
chen des Experiments wurden keine auffalligen Verdnderungen in den Versuchsgruppen
beobachtet. In der 8. Woche traten die ersten Tumoren auf (Abbildung 4.14 C und 4.15
C); die transgene DMBA/TPA Gruppe wies dabei eine Tumorinzidenz von 13%, die
Wildtyp-Gruppe hingegen von nur 5,3% auf. Innerhalb der néachsten 2 Wochen stieg die
Tumorinzidenz der transgenen, mit 5 nmol TPA behandelten Mause auf 26%, nach 12
Wochen hatte sie 51,2% erreicht. Die Tumormultiplizitit belief sich zu diesem Zeitpunkt
auf 1,8 Tumoren pro Tier. In den gleichermafien behandelten Wildtyp-M&ausen war die
Tumorinzidenz zum gleichen Zeitpunkt mit 31,6% und die Tumormultiplizitiat mit 1,1
Tumoren pro Maus niedriger (Abbildung 4.14 C und 4.15 C). Die Tumorinzidenz der
homozygot transgenen Méuse nahm in den Wochen weiter stark zu. Nach 15 Wochen
trugen fast 80% der Méuse Tumoren und die Tumormultiplizitit betrug 3,66 Tumoren
pro Maus. Das Maximum an Tumortragern mit 90% (nur 2 Méuse der Versuchsgruppe
hatten keine Tumoren entwickelt) war nach 19 Wochen erreicht. Dabei wurden auf den
K6-COX-2-Mé&usen im Durchschnitt 5,7 Tumoren gezéhlt. Ein vergleichbares Niveau er-
reichte die Versuchsgruppe der Wildtyp-Méuse erst in der 22. Woche (Tumorinzidenz:
88,9%; Tumormultiplizitit: 4,8 Tumoren pro Maus). Beim Vergleich der Verlaufskur-
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Abbildung 4.17: Tumorinzidenz in der Haut von K6-COX-2 transgenen Miusen
(L18 (4+/4)) im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen.

Verlauf der Tumorinzidenz nach: (A) einmaliger epikutaner Applikation von DMBA (100
nmol in 100 pl Aceton) im Alter von 7 Wochen und wiederholter Behandlung mit Aceton (2x
wdchentlich 100 pl) fir 27 Wochen; (B, C) einmaliger epikutaner Applikation von DMBA
(1z 100 nmol in 100 pl Aceton) und 2z wdochentlicher Behandlung mit (B) 2,5 oder (C) 5
nmol TPA fiir 27 Wochen; (D) einmaliger Gabe von 100 ul Aceton und entsprechend lang
und hdufig wiederholter topischer Applikation von 5 nmol TPA in 0,1 ml Aceton.
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Abbildung 4.18: Tumormultiplizitit in der Haut von K6-COX-2 transgenen
Mé#usen (L18 (4/4)) im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen.

Verlauf der Tumormultiplizitit nach: (A) einmaliger epikutaner Applikation von DMBA (100
nmol in 100 pl Aceton) im Alter von 7 Wochen und wiederholter Behandlung mit Aceton (2x
wdchentlich 100 pl) fir 27 Wochen; (B, C) einmaliger epikutaner Applikation von DMBA
(1x 100 nmol in 100 pl Aceton) und 2z wdichentlicher Behandlung mit (B) 2,5 oder (C) 5
nmol TPA fiir 27 Wochen; (D) einmaliger Gabe von 100 ul Aceton und entsprechend lang
und hdufig wiederholter topischer Applikation von 5 nmol TPA in 0,1 ml Aceton.
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Abbildung 4.19: Uberlebensrate in den Versuchstiergruppen des Tumorgenese-
Experiments.

Sterblichkeit der Mduse in den einzelnen Versuchstiergruppen im Verlauf des Initiations-
Promotions-Protokolls. (A) Einmalige epikutane Applikation von DMBA (100 nmol in 100
wl Aceton) im Alter von 7 Wochen und wiederholter Behandlung mit Aceton (2x wéchentlich
100 wl) fir 27 Wochen. (B, C) Einmalige epikutane Applikation von DMBA (1x 100 nmol in
100 pl Aceton) und 2x wichentlicher Behandlung mit (B) 2,5 oder (C) &5 nmol TPA fir 27
Wochen. (D) Einmalige Gabe von 100 pl Aceton und entsprechend lang und hdufig wiederholte
topische Applikation von 5 nmol TPA in 0,1 ml Aceton.
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ven fiir die Inzidenz und Multiplizitit zeigte sich, dass sich in transgenen im Vergleich
zu Wildtyp-Méausen eine leicht erhohte Zahl von Tumoren zu fritheren Zeitpunkten
entwickelte (Abbildung 4.14 C und 4.15 C). Die beschriebenen Unterschiede waren sta-
tistisch nicht zu sichern. Ab der 20. Woche ist in den Kurven der K6-COX-2-M&use eine
Abnahme der Tumorinzidenz und -multiplizitdt zu erkennen. Sie ist auf eine verringer-
te Uberlebensrate der transgenen im Vergleich zu den Wildtyp-Méusen zuriickzufithren
(Abbildung 4.16 C). Eine Behandlung mit TPA ohne vorhergehende Initiation mit DM-
BA fiihrte nach 10 Wochen in 1 Wildtyp-Maus zu einem spontanen Tumor wéihrend in
den K6-COX-2-Méusen in diesem Zeitraum keine Tumortréiger registriert wurde (Ab-
bildung 4.14 D).

Ein &hnliches Ergebnis wurde in Versuchen beobachtet, in denen die applizierte TPA-
Menge 2,5 nmol statt 5 nmol in 0,1 ml Aceton betrug (Abbildung 4.14 B und 4.15
B). Zusammenfassend lésst sich sagen, dass homozygot transgene K6-COX-2-Méuse
trendméfig eine leicht erhdhte Sensibilitét fiir die Induktion von epithelialen Tumoren
durch DMBA /TPA zeigten.

4.12 Histologische Analyse der Tumoren

Von DMBA/TPA (5 nmol in 0,1 ml acetonischer Losung)-behandelten transgenen und
Wildtyp-Mausen wurden makroskopisch erkennbare Lésionen abgesammelt und cryo-
konserviert. Von 53 von homozygot transgenen K6-COX-2-Mé&usen entnommenen Bi-
opsien wurden 5 pum dicke Cryoschnitte angefertigt, HE-gefarbt und von Dr. B. Cri-
bier diagnostiziert (Laboratoire d’Hi-stopathologie Cutanee, Clinique Dermatologique
des Hopiteaux Universitaires de Strasbourg, 1 Place de 'Hopital, F-67091 Strasbourg,
Frankreich). Er stellte folgende Diagnosen: Unter 53 von transgenen M#usen stammen-
den Préiparaten waren 40 von 53 Biopsien Papillome (75,5%) mit teilweise auffallenden
dicken Keratinschichten, 7 von 53 Praparaten (13,2%) Plattenepithelkarzinome, die zum
Teil extrem stark entdifferenziert waren, 2 von 53 Biopsien (3,8%) waren bowenoide
Prakarzinosen, dass heifit intra-epidermale Carcinoma in situ der Haut. Ferner wurden
in 9% der Biopsien epidermale Zysten gefunden, teilweise mit Transformation zum Plat-
tenepithelkarzinom. Epidermale Zysten gelten an und fiir sich als langsam wachsende,
intradermale oder subkutane Tumoren, die hochstwahrscheinlich aus dem follikuldren
Infundibulum hervorgehen (Lever’s Histopathology of the Skin, 8th edition, University
of Philadelphia, 1997). In einem Fall handelte es sich um ein Talgdriisenadenom. Im
Wildtyp-Kollektiv waren 77% der Tumoren Papillome, 3% Plattenepithelkarzinome und
20% Talgdriisenadenome. Reprisentative Fotos sind fiir Tumoren aus der K6-COX-2-
DMBA /TPA-Gruppe in Abbildung 4.20 dargestellt.

Abbildung 4.20: Tumorspektrum in der Haut von homozygoten K6-COX-2-
Mausen der Linie 18. Reprdsentative HE-gefirbte Cryoschnitte von Biopsien aus
K6-COX-2-Mdusen. A und B) Papillome von zwei homozygoten K6-COX-2-Mdusen.
C) Plattenepithelkarzinom. D) Bowenoides in-situ Karzinom. E) Epidermale Zyste. F)
Epidermale Zyste mit Transformation in ein Plattenepithelkarzinom. G) Talgdrisena-
denom. Vergroflerungen: 1:10 (A,C,D,F,G) und 1:40 (B,E).
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Abbildung 4.20: Tumorspektrum in der Haut von homozygot transgenen K6-COX-
2-Méiusen der Linie 18 nach Behandlung mit 100 nmol DMBA in 0,1 ml Aceton/5
nmol TPA in 0,1 ml Aceton.
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Kapitel 5

Diskussion

In akut gereizter oder verwundeter Oberhaut wird COX-2 transient im Zuge einer
entziindlichen regenerativen Hyperplasie exprimiert (Blomme et al., 2003; Buckman et
al., 1998; Hardy et al., 2003; Miiller-Decker et al., 1998a; Miiller-Decker et al., 2002b;
Pentland and Jakobs, 1991; Scholz et al., 1995) und katalysiert im Rahmen dieses Pro-
zesses eine transient verstirkte Synthese von Prostaglandinen (Buckman et al., 1998;
Goldyne and Evans, 1994; Miiller-Decker et al., 1995; Miiller-Decker et al., 2002a; Pent-
land and Jakobs, 1991).

Chronisch entziindliche Hyperplasien werden héufig in der Anfangsphase einer Tu-
morpromotion beobachtet (Miiller-Decker et al., 1995), insbesondere bei der Entstehung
von epidermalen Tumoren, deren Entwicklung experimentell im Mehrstufenkarzinoge-
nesemodell der Maushaut (Fiirstenberger and Marks, 1981) nachgestellt werden kann.
Eine konstitutive Uberexpression von COX-2 und damit einhergehend eine dauerhaft
erhohte Prostaglandinkonzentrationen stellten sich als typische Verdnderungen friiher
Stadien epithelialer Tumoren des Kolons (Kutchera et al., 1996), der Haut und ande-
rer Organe in der Maus und Mensch heraus (An et al., 2002; Buckman et al., 1998;
Miiller-Decker et al., 1995; Miiller-Decker et al., 1998a). Inzwischen sprechen zahlreiche
genetische (Langenbach et al., 1995; Miiller-Decker et al. 1998b; Neufang et al., 2001;
Oshima et al., 1996; Tiano et al., 2002), pharmakologische (Kune et al., 1988; Miiller-
Decker et al., 2002a; Rosenberg et al., 1991) und klinische Studien (Rivers et al., 2002;
Steinbach et al., 2000) fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen aberranter COX-2-
Expression und -Aktivitdat und der Tumorentwicklung unter anderem in den Epithelien
des Darms, der Brust und der Haut.

Um die Auswirkungen einer aberranten COX-2-Expression in stratifizierten Epithe-
lien in vivo noch genauer analysieren zu konnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit
transgene Mauslinien etabliert, in denen die vollsténdige COX-2-cDNA unter der Kon-
trolle des K6-Promotors (Blessing et al., 1993; Rothnagel et al., 1999; Takahashi and
Coulombe, 1997; Takahashi et al., 1998) konstitutiv in verschiedenen Epithelien wie
Zunge (Mahoney et al., 2000; Rothnagel et al., 1999; Takahashi et al., 1998; Wong et
al., 2000), Osophagus (Rothnagel et al., 1999; Takahashi and Coulombe, 1997), Vorma-
gen (Quinlan et al., 1985; Ramirez et al., 1995; Rothnagel et al., 1999), im Haarfollikel
(Rothnagel et al., 1999; Takahashi et al., 1998) und nach TPA-Induktion des Promo-
tors in interfollikuldrer Epidermis exprimiert wurde (Rothnagel et al., 1999; Schweizer,
1993; Schweizer et al., 1987; Takahashi and Coulombe, 1997; Takahashi et al., 1998).
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Die Effekte dieser transgen-spezifischen Expression auf den Phénotyp der Mause wur-
den in Zunge, Osophagus, Vormagen, in normaler und gereizter Haut, sowie bei der
epidermalen Tumorentwicklung untersucht.

5.1 Die Zucht transgener K6-COX-2 Mauslinien

In den drei heterozygot transgenen K6-COX-2 Mauslinien wurde nach Analyse der
Fi- und Fy-Generationen keine Auswirkungen der durch den K6-Promotor gesteuer-
ten COX-2-Expression auf die Fertilitat der Méannchen und Weibchen festgestellt. Eine
Embryotoxizitédt schien auch nicht gegeben, denn die Wurfgréfien und Geschlechterver-
teilung der Nachkommen aller heterozygot transgenen Linien waren mit den Daten der
NMRI-Wildtyp-Zucht vergleichbar. Aufler bei Tieren der Linie 14 wurde das transgene
Konstrukt gemafl der Regeln von Gregor Johann Mendel an die jeweiligen Nachkommen
vererbt. Founder 14 und dessen heterozygote Nachkommen vererbten das Transgen im
Verhiltnis 2,9:1 anstatt 1:1, dem erwarteten Verhéltnis bei einer Integration des Trans-
gens an einem Genlocus.

Der prozentuale Anteil der homozygot transgenen Nachkommen aus den Verpaarun-
gen heterozygot transgener Méuse der Linie 18 untereinander lag bei 9,5% und da-
mit deutlich unter den nach Mendelschen Regeln zu erwartenden 25%. Griinde hierfiir
konnten bei der liickenhaften Identifizierung potentiell homozygoter Méuse durch das
Southern Blot Verfahren liegen. Die Zucht homozygoter Méause der Linie 18 verlduft
seit 1,5 Jahren erfolgreich. Fertilitdtsstorungen wurden bisher nicht beobachtet, so dass
die Tiere dieser transgenen Linie fiir detaillierte Untersuchungen herangezogen wurden.
Interessant erschien vor allem ein Vergleich transgener Méause, bei denen das COX-2-
Gen unter der Kontrolle des Keratin 5-Promotors steht (Neufang, 2001; Neufang et
al., 2001). Im Gegensatz zu Keratin 6, das primér bei hyperproliferativen Vorgéangen
induziert wird, ist Keratin 5 in der epidermalen Basalzellschicht konstitutiv exprimiert.

5.2 Folgen einer konstitutiven K6-Promotor
gesteuerten COX-2 Uberexpression

Die Riickenepidermis

In normaler, unbehandelter Riickenhaut von 7 Wochen alten, adulten K6-COX-2-Méau-
sen, mit iiberwiegend ruhenden Haarfollikeln, zeigte die doppelte Immunfluoreszenzana-
lyse, dass das COX-2-Expressionsmuster auf die Zellen des K6-positiven “Companion
Layer” des Haarfollikels, eine einlagige Zellschicht zwischen der dufleren und inneren
Wurzelscheide, beschréankt war. Diese Schicht wurde frither hdufig der dufleren Wurzel-
scheide zugeordnet (Rothnagel and Roop, 1995; Rothnagel et al., 1999). In K6-COX-2-
Méusen wurden keine Effekte auf das Fell, wie es bei K5-COX-2-Méusen der Fall war,
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beobachtet. Ebenso wie in den COX-2-negativen Kontrollhduten der Wildtyp-Méuse
befanden sich die Haarfollikel der 7 Wochen alten transgenen Méuse iiberwiegend im te-
logenen Stadium, was auf einen normalen Ablauf des Haarfollikelzyklus nach der Geburt
schlielen ldsst (Paus, 1998; Paus et al., 1999). Transgene K5-COX-2-Mé&use mit ihrer
unabhéngig vom Haarzyklus konstitutiv exprimierten COX-2 in den basalen Zellen der
auferen Wurzelscheide fielen hingegen durch ihre verzogerte Haarfollikelmorphogenese
auf. In homozygot transgenen K5-COX-2-M&usen setzte die erste Katagenphase vorzei-
tig am Tag 11 statt wie im Wildtyp am Tag 17 nach der Geburt ein (Paus et al., 1999),
was zur Storung des nachfolgenden Haarzyklus fithrte (Miiller-Decker et al., 2003).
In K6-COX-2-Méusen wurden Talgdriisenhyperplasien, wie sie in K5-COX-2-Mé#usen
vorgefunden wurden, von vorneherein nicht erwartet, da eine K6-Promotoraktivitat im
Talgdriisenkompartiment nicht gegeben ist (Rothnagel et al., 1999; Takahashi and Cou-
lombe, 1997; Takahashi et al., 1998).

Zahlreiche Studien zeigen, dass K6 in normaler, interfollikuldrer Epidermis der adul-
ten Haut nicht exprimiert wird (Rothnagel et al., 1999; Takahashi and Coulombe, 1997;
Takahashi et al., 1998). Obwohl diese zu den stratifizierten Epithelien gezéhlt wird, han-
delt es sich bei der adulten Riickenepidermis der Maus um ein besonderes Epithel, da es
sich ungefahr 20 Tage nach der Geburt durch Reduzierung der suprabasalen Zellschich-
ten zu einem relativ schwach verhornten 1-2 lagigen, orthokeratotisch differenzierenden
Epithel umwandelt (Setéld et al., 1960). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihr-
ten Immunfluoreszenzanalysen in unbehandelter oder Aceton-behandelter Epidermis
bestétigen diesen Befund. Im Einklang damit wurden keine K6-Promotor gesteuerte
COX-2-Expression (mRNA oder Protein) und auch keine erhéhten PG-Konzentrationen
gefunden. Die Struktur der Epidermis unterschied sich histologisch auch nicht von COX-
2-negativer interfollikuldrer Wildtyp-Epidermis.

Die Zunge

In der Zunge wurde eine K6-Expression ausschliefilich im Epithel der diinnen Papillen
des Zungenriickens, nicht jedoch im Zungengrund, gezeigt (Mahoney et al., 2000; Wong
et al., 2000). In den dorsalen Zungenpapillen ist K6 auf die Zellen begrenzt, die zu der
Bildung der Vorderen- und der Stiitzsdulen der Zunge beitragen (“anterior columns”
und “buttress columns”; Wong et al., 2000). Diese beiden K6-positiven Kompartimente
zeigen ein Differenzierungsmuster, das dem stratum granolosum der Epidermis bzw. der
Haare gleicht (O’Guin and Manabe, 1991) und nicht dem von Basalzellen. Obwohl mit-
tels RT-PCR eine COX-2-Expression in transgener Zunge detektiert wurde, war ein Ef-
fekt auf die diinnen Zungenpapillen nicht auszumachen. Sowohl die Papillenstrukturen
als auch die interpapilldren Regionen erschienen regelmifiig und mit COX-2-negativen
Wildtypkontrollen vergleichbar.

Der Osophagus und Vormagen

Anders als in der Zunge wurde im Osophagus und Vormagen die K6-Expression und
damit auch die Promotoraktivitéit iberwiegend in basalen Zellen der stratifizierten Epi-
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thelien nachgewiesen (Quinlan et al., 1985; Ramirez et al., 1995; Rothnagel et al., 1999;
Takahashi and Coulombe, 1997). Interessanterweise korrelierte die K6-Promotor gesteu-
erte COX-2-mRNA-Expression in transgenen K6-COX-2-Méusen, ebenfalls mit Hilfe
der RT-PCR-Analyse nachgewiesen, in beiden Organen mit pathologischen Verédnderun-
gen. Im Vergleich zu COX-2-negativen Wildtyp-Speiserohren fielen in den Speisrohren
von 10 Monaten alten transgenen Mé&usen deutlich ausgeprégte Herde von Basalzellhy-
perplasien auf, die in ihrem Erscheinungsbild den hyperplastischen / dysplastischen Foci
in K5-COX-2 transgener Schwanzepidermis glichen (Neufang et al., 2001). Allerdings
zeigten sie anders als bei K5-COX-2-Mausen kein endophytisch papillares Wachstum.
Ebenso wurde in den K6-COX-2 transgenen Speiserohren keine Hyperkeratosen oder
Hornperlen, beides spéte Differenzierungsstorungen, registriert.

Eher vergleichbar mit den in K5-COX-2 transgenen Mé&usen beobachteten dysplasti-
schen Verdnderungen im Schwanzepithel, einer Hyperplasie mit endophytisch papilldren
Wachstum in das darunter liegende Bindegewebe, waren die in K6-COX-2-Méausen be-
dingten morphologischen Stérungen im Vormagen, der bei Nagetieren als dilatierter
unterer Teil des Osophagus gilt. Damit liefert diese Arbeit erstmals Hinweise fiir einen
Zusammenhang zwischen einer aberranten Expression von COX-2 im Osophagus und
Vormagen und der Entwicklung von Dysplasien in diesen Organen. Moglicherweise fiihrt
eine verzogerte terminale Differenzierung dhnlich wie bei K5-COX-2-M#usen (Neufang
et al., 2001) zur Stoérung der Gewebehomdostase im Osophagus und Vormagen von
K6-COX-2-Méusen. In weiteren Studien mit COX-2 selektiven Inhibitoren wére nun zu
kldaren, ob diese Effekte auf die COX-2-Aktivitdt und erhohte Prostaglandinkonzentra-
tionen im Gewebe zuriickzufiihren sind. Ebenso sollten zukiinftige Studien versuchen
zu kléren, ob die K6-COX-2 transgen-spezifischen Unterschiede in Osophagus und Vor-
magen auf unterschiedlichen PG-Profilen oder -Konzentrationen oder unterschiedlichen
Expressionsmuster der PG-Rezeptoren beruhen.

Auffallend ist, dass die aberrante K5- oder K6-Promotor gesteuerte konstitutive
COX-2-Expression in Zellen mit Basalzellcharakter hyperplastische / dysplastische Ver-
dnderungen zu verursachen scheint, jedoch nicht in Zellen, die keinen Basalzellcharak-
ter besitzen. Mit dem K6-COX-2-Osophagusmodell steht nun erstmals ein transgenes
Tiermodell zur Verfiigung, das zur Testung des chemopraventiven Potentials von COX-
2-selektiven Inhibitoren und deren Wirkungsmechanismen geeignet wére. Dieses ist in-
sofern von Bedeutung, als auch bei pramalignen Osophagustumoren des Menschen eine
aberrante Expression von COX-2 im Tumorepithel beschrieben wurde (Fennerty, 2002;
Kandil et al., 2001; Lagorce et al., 2003; Prescott and Fitzpatrick, 2000).
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5.3 TPA-induzierte, K6-Promotor-gesteuerte
COX-2-Expression und Entziindungsprozesse in
der Haut

In der Mausepidermis induziert der Phorbolester TPA die transiente Expression des
COX-2-Proteins im Basalzellkompartiment (Miiller-Decker et al., 1995; Scholz et al.,
1995) und damit einhergehend die verstirkte Akkumulation von PGE, und PGFy, (Gol-
dyne and Evans, 1994; Miiller-Decker et al., 1995), die beiden am héufigsten in diesem
Gewebeteil vorkommenden Prostaglandine (Ziboh, 1996). Vergleichbare Effekte wur-
den durch UVB-Bestrahlung von Mause- (Pentland and Jakobs, 1991; Rhodes et al.,
2001; Wilgus et al., 2000) und Humanhaut erzielt (Black et al., 1978). Mit zeitlicher
Verzogerung treten je nach Reiz ein mehr oder weniger stark ausgeprigtes Erythem,
Odem und eine regenerative Hyperplasie mit begleitender Infiltration und Aktivierung
von Neutrophilen und mononukledren Zellen auf (Hruza and Pentland, 1993). Diese ty-
pischen Symptome eines Entziindungsprozesses werden durch Prostaglandine, vor allem
durch PGE,, beeinflusst (Black et al., 1978; Fiirstenberger and Marks, 1981; Sanchez
and Moreno 1999a, Sanchez and Moreno, 1999b; Wilgus et al., 2000). Eine intradermale
Injektion von PGE, in menschliche Haut 16st eine lokale Arteriolendilatation aus und
infolgedessen ein Erythrem (Williams, 1979; Williams and Peck, 1977). Ferner steigert
PGE, die vaskuldre Permeabilitit, was ein Odem nach sich zieht (Williams, 1979) und
potenziert die proodemattse Wirkung von Histamin, Bradykinin, “Platelat Activating
Factor PAF” oder von Leukotrien B4 (Davis et al., 1984; Murata et al., 1997; Williams,
1979; Williams and Peck, 1977). In Epithelzellen ist PGE, der Vermittler der TPA-
induzierten epidermalen Hyperplasie (Fiirstenberger and Marks, 1981; Gresham et al.,
1996; Scholz et al., 1995). Die anti-inflammatorische Wirkung von unselektiven COX-
Inhibitoren, z.B. Indomethacin, und von selektiven COX-2-Inhibitoren, z.B. Celebrex,
auf das Odem (Snyder and Englestein, 1974; Pinheiro and Calixto, 2002; Wilgus et al.,
2000; Wilgus et al., 2003) und das Erythem (Wilgus et al., 2000; Wilgus et al., 2003),
die Infiltration von Entziindungszellen (Fuji et al., 1997; Sanchez and Moreno, 1999a;
Wilgus et al., 2003) und die Hemmung der epidermalen Hyperplasie (Lee et al., 2003;
Miiller-Decker et al., 2002a; Tripp et al., 2003; Wilgus et al., 2000; Wilgus et al., 2003)
unterstreicht die Rolle der Prostaglandine als Entziindungsmediatoren. Diese Sicht wird
durch die im Rahmen dieser Arbeit an K6-COX-2 transgenen Méusen gewonnen Be-
funde gestiitzt.

In TPA-behandelten K6-COX-2-M&usen wurden in Riickenepidermis bis 24 h nach
Applikation das von Wildtyp-Mausen her bekannte COX-2-Expressionsmuster (mR-
NA und Protein) und die damit verbundene PGE,- und PGF;,-Akkumulation gemes-
sen. Wie aus dem direkten Vergleich mit Wildtypmé&usen weiter deutlich hervorging,
hielt die COX-2-Expression in den transgenen M&usen nahezu drei Tage ldnger an und
war insgesamt gesehen auch stéarker. Damit waren auch vergleichsweise hohere PGE,-
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und PGF;,-Konzentrationen in der transgenen Epidermis verbunden. Den Immunfluo-
reszenzanalysen zufolge war COX-2 in den H&uten von Wildtyp-Mausen 24 h nach
TPA-Gabe in wenigen, teilweise dendritisch aussehenden K6-negativen Zellen des Ba-
salzellkompartiments exprimiert, eine Beobachtung, die sich mit publizierten Daten
deckt (Miiller-Decker et al., 1999; Neufang et al., 2001). In transgenen Mausen waren
hingegen die COX-2-spezifischen Signale in nahezu allen basalen und suprabasalen Ke-
ratinozyten sichtbar, in denen zusétzlich K6 detektiert wurde. Es kann also tatséchlich
von einer durch TPA induzierten und K6-Promotor gesteuerten COX-2-Expression in
K6-COX-2-Méausen ausgegangen werden, die sich mit der endogenen COX-2-Expression
raumlich und auch zeitlich tiberlagerte. Mit diesen Befunden korrelierte, dass K6-COX-2
transgene Mause eine ausgeprégtere und ldnger anhaltende epidermale Hyperplasie ent-
wickelten und die Entziindungseffekte in dem dermalen Kompartiment stérker ausfielen
als beim Wildtyp. In zukiinftigen Untersuchungen gilt es, die an der Entziindungsreak-
tion beteiligten Zelltypen zu charakterisieren.

Auch im klassischen Ohrédemtest mit TPA als Ausloser der Entziindungsreaktion
erwiesen sich die K6-COX-2-Mause als sensitiver als die Wildtyp-Kontrolltiere. Ob-
wohl ein COX-1- oder COX-2-Knockout in transgenen M&ausen keinen Einfluss auf die
TPA-induzierte Entziindungsreaktion im Ohr hatten (Dinchuk et al., 1995; Langenbach
et al., 1995; Morham et al., 1995) sprechen diese Ergebnisse fiir eine Beteiligung der
COX-2 am Entziindungsprozess und stiitzen Befunde anderer Studien, wonach COX-2
pro-inflammatorisch wirkt (Masferrer et al., 1994; Puignero and Queralt, 1997a; Puig-
nero and Queralt, 1997b).

5.4 Auswirkung der K6-kontrollierten
COX-2-Expression auf die epitheliale
Tumorentwicklung

COX-2-Expression und Prostaglandine tragen gewebe- und zelltypabhéngig auf unter-
schiedliche Weise zur Tumorentwicklung bei. So stimulieren Prostaglandine beispielswei-
se die Proliferation kolorektaler Tumorzellen (Sheng et al., 2001), wihrend die aberrante
COX-2-Expression in der Epidermis in vivo zur Hemmung der terminalen Differenzie-
rung und zur Basalzellhyperplasie fithrt (Neufang et al., 2001). Dies fordert die klonale
Expansion DMBA-initiierter Keratinozyten und konnte zu der beobachteten Autopro-
motion der Epidermis in K5-COX-2-Mausen beitragen (Miiller-Decker et al., 2002a). In
Tumorzelllinien des Osophagus wurde parallel zur COX-2-Expression eine Hemmung
der Apoptose beobachtet (Souza et al., 2000); in kolorektalen Krebszellen wurde die
Motilitdt und Invasivitat verstirkt (Buchanan et al., 2003; Sheng et al., 2001). Die
COX-2 Uberexpression und eine erhohte PGE,-Synthese stimulierten durch Interaktion
und Aktivierung stromaler Zellen in der Nachbarschaft des Tumors die Tumorangioge-
nese (Masferrer, 2001; Prescott 2000; Tsujii et al., 1997). Das Tumorwachstum héngt
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kritisch von der Induktion neoangiogener Prozesse ab, die eine ausreichende Versor-
gung des wachsenden Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen gewéhrleisten. Die COX-
2-Expression und -Aktivitiat war dariiber hinaus fiir immunsuppressive Effekte der Tu-
moren verantwortlich (Shredhaar et al., 1998). Aus Tumorzellen freigesetzte Faktoren
aktivierten die COX-2-abhéingige PGE, Synthese in Makrophagen und Monocyten und
hemmten die Synthese immunmodulatorischer Lymphokine, die Proliferation von B-
und T-Zellen und die Aktivitdt von Killerzellen (Plescia et al., 1975; Taffet and Russell,
1981).

Obwohl sich im Osophagus und Vormagen von homozygot transgenen K6-COX-
2-Mausen spontan epitheliale Dysplasien entwickelten, fanden sich zu Lebzeiten der
Mé&use keine Anzeichen fiir die Entstehung von Tumoren. Diese Beobachtung stimmt
mit vergleichbaren Befunden an K5-COX-2-Mé&usen iiberein, in denen epitheliale Dys-
plasien aber keine Tumoren in K5-positiven Geweben wie dem Mausschwanz, der Brust
und dem Pankreas auftraten. In Gegenwart von initiierenden Dosen DMBA zeigte die
Riickenhaut dieser transgenen Tiere eine zusétzliche Qualitéat, dahingehend, dass sich
ohne Behandlung mit einem Tumorpromotor Tumoren entwickelten. Dies deutete auf ei-
ne transgen-abhéngige Autopromotion der Epidermis hin (Miiller-Decker et al., 2002a).
Homozygot transgene K6-COX-2-Mé&use entwickelten ebenso wie Wildtyp-M&use unter
gleichen Bedingungen keine Tumoren.

In der Haut von K6-COX-2-Méuse entstehen nach Initiation mit DMBA und Promo-
tion mit TPA Papillome, Karzinome (einschliefilich Carcinoma in situ) und epidermale
Zysten in einem Verhéltnis von etwa 8,5:1,7:1 (Tabelle 3). Beim Vergleich mit dem Tu-

Tabelle 3: Tumorentititen in % der Gesamtzahl in der Haut von Wildtyp-Mdusen
im Vergleich zu transgenen Mdusen, die COX-2 unter der Kontrolle des K5- oder K6-
Promotors exprimieren.

Tumorentitaten in %
Genotyp Behandlung Papillome ZL?::}ZT Talgdrisen- | Epidermale
Karzinome adenome Zysten
WT (-/-) DMBA 0 0 0 0
WT (-/-) DMBA / TPA 77 3 20 0
K5-COX-2 %67t DMBA 40 10 50 0
K5-COX-2 %67t DMBA / TPA 67 13 20 0
K6-COX-2 18t DMBA 0 0 0 0
K6-COX-2 18t DMBA / TPA 76 15 0 9

Anzahl der Tumoren = 100%: 24 Tumoren fir Wildtyp (WT(-/-)), 76 fir K5-COX-2
667(+/-) mit DMBA-Behandlung, 82 fiir K5-COX-2 %67(+/") mit DMBA /TPA-Behandlung
und 53 fir K6-COX-2 18(+/%) . DMBA: 100 nmol in 0,1 ml Aceton; TPA: 5 nmol in 0,1
ml Aceton.
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morspektrum, das man mit demselben Protokoll in Wildtyp-Mé&usen erhélt, mit ei-
nem Verhéltnis von Papillomen / Karzinomen / Talgdriisenadenomen von 25:1:7, fallen
qualitative und quantitative Unterschiede auf. Die in K6-COX-2 transgenen Mé&usen
auftretenden epidermalen Zysten, deren Ausgangszellen unter K6-exprimierenden Zel-
len des Infundibulums zu suchen sind, fehlen in Wildtyp-Méausen génzlich. Hingegen
fehlen umgekehrt die fiir Wildtyp-Méause typischen Talgdriisenadenome unter den Tu-
moren der homozygot transgenen K6-COX-2-Mause. Dies deutet auf einen suppressiven
Effekt wiederholter TPA-Behandlung hin, der auch in K5-COX-2-M#usen beobachtet
wurde. So sank in diesen Mausen bei der mit DMBA /TPA induzierte Karzinogenese der
Anteil der Talgdriisenadenome auf 20% im Verlgeich zu einem Anteil von 50% an den
Tumoren in Wildtyp-Méausen (Miiller-Decker et al., 2002a). Eine quantitative Verande-
rung zeigt die fiinffach erhohte Progressionsrate in K6-COX-2 transgenen M#usen mit
einem Papillom-Karzinom-Verhéltnis von 5:1 im Vergleich zu dem in Wildtyp-M&usen
vorliegenden Verhéltnis von 25:1. Fiir diesen Effekt scheint die aberrante Expression von
COX-2 verantwortlich zu sein. Eine dhnliche Erhéhung der Progressionsrate wurde auch
in DMBA-initiierter bzw. DMBA /TPA-behandelter Haut von K5-COX-2-M&usen beob-
achtet und korrelierte dort mit der Expressionsstirke des Transgens (Miiller-Decker et
al., 2002a). Allerdings zeichnen sich die Plattenepithelkarzinome, die in den K6-COX-2-
Méusen auftreten, durch eine vergleichsweise starkere Dedifferenzierung und gesteigerte
Invasivitat aus.

Zusammengenommen bestitigen und erweitern diese Ergebnisse frithere Befunde iiber
einen kausalen Zusammenhang zwischen einer COX-2-Uberexpression und der Tumor-
entwicklung in Epithelien. Der von COX-2 vermittelte Effekt auf die Tumorgenese héngt
dabei von der Expressionsstiarke und der Aktivitdt des Enzyms ab (Miiller-Decker et
al., 2002a). Die Tumorentitdt wird bestimmt von der Lokalisation bzw. dem Zelltyp,
in dem COX-2 exprimiert wird. Die starke COX-2-Expression in basalen Zellen der
follikuldren und interfollikuléren Epidermis, sowie in der Epidermis von Talgdriisen in
K5-COX-2 transgenen Mausen korreliert mit der Entwicklung von Papillomen, Karzi-
nomen und Talgdriisenadenomen. In K6-COX-2-Méausen korreliert die TPA-induzierte
COX-2-Expression in basalen Zellen des Infundibulums und der interfollikuldren Epi-
dermis mit dem Auftreten von Papillomen, Karzinomen und epidermalen Zysten.
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