5 Diskussion

Tumorerkrankungen sind nach Herz- und Kreislauferkrankungen die zweithdufigste
Todesursache in der westlichen Welt. Nach Angaben des Robert Koch Instituts (2006) erkran-
ken jedes Jahr rund 420.000 Menschen in Deutschland neu an Krebs. Heute ist es durch medi-
zinische Fortschritte mdglich etwa jeden zweiten Tumorpatienten zu heilen, hierfiir ist jedoch

eine friihe Erkennung des Tumors mafBgeblich.

Humane maligne Tumoren des zentralen und peripheren Nervensystems zeigen eine beson-
ders schlechte therapeutische Beeinflussbarkeit, so dass die Erkennung von Individuen mit
einem erhohten Risiko und eine gezielte Pravention besonders dringend erscheinen. Diese
gezielten PraventionsmaBBnahmen konnten auf einer spezifischen Antagonisierung von Sus-

zeptibilititsgenen, z.B. mittels niedermolekularer Substanzen, beruhen.

Eine Strategie zur Identifizierung von Suszeptibilitits-/ Resistenzgenen ist die Verwen-
dung von Tiermodellsystemen. Ein Modellsystem fiir die Neuro-Onkogenese bietet die Ethyl-
nitrosoharnstoff (EtNU)-induzierte Kanzerogenese im Nervensystem von Ratten der BD
Stamme. Wihrend mehr als 85% der BDIX Ratten nach EtNU-Gabe einen malignen peri-
pheren Nervenscheidentumor (MPNST) entwickeln, sind Ratten des BDIV Inzuchtstammes
nahezu resistent gegeniiber der EtNU-induzierten Tumorigenese. Bislang konnten sieben
autosomale Genloci [Mediating schwannoma susceptibility (Mss)1-7], die mit der Tumor-
resistenz bzw. -suszeptibilitit assoziiert sind, identifiziert werden. Diese Loci iiben allel- und
geschlechtsspezifische Effekte unterschiedlicher Stirke auf die Tumorinzidenz und/ oder

Latenzzeit aus, die bis zur kompletten Tumorresistenz reichen.

Der Locus Mss2 liegt auf dem Rattenchromosom (RNO) 1 (Kernregion der Assoziation bei
170 Mb). Die dazu orthologe Region beim Menschen liegt auf Chromosom 10. Allelverluste
auf dem menschlichen Chromosom 10 gehoren zu den hdufigsten genetischen Verdnderungen
bei humanen CNS Tumoren. Insbesondere Glioblastome weisen Verluste auf Chromosom 10
in bis zu 90 % der Fille auf (Collins 2004). Durch Deletionskartierungen konnten fiir Glio-
blastome drei interessante Kandidatengenregionen auf Chromosom 10 lokalisiert werden. Bei
ca. 89 Mb ist bereits PTEN als Tumorsuppressorgen identifiziert worden, welches in ca. 30-
40 % der primiren Glioblastome Mutationen aufweist (Steck, Pershouse et al. 1997; Bostrom,
Cobbers et al. 1998; Collins 1999; Schmidt, Ichimura et al. 1999). Das Pfen Gen der Ratte
liegt auf dem RNO 1 (236 Mb) in der Region, die dem Locus Mss2 entspricht. Interessanter-

weise liegt sein direkter Interaktionspartner, das als Proto-Onkogen geltende Ak7/ Gen, in
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dem Segment von RNO 6 (137 Mb), das dem Locus Mss4 (Kernregion der Assoziation bei
98,8 Mb) entspricht.

PTEN kodiert fiir eine Protein-Tyrosin Phosphatase. Eine Inaktivierung von PTEN fiihrt zu
einer konstitutiven Aktivierung des AKT-Signalweges. Aktiviertes AKT1, eine Protein-Serin-
Threonin Kinase ist ein Uberlebensfaktor, der die Cytochrom C Freisetzung unterdriickt
sowie Forkhead Transkriptionsfaktoren inaktiviert und dadurch anti-apoptotische Signale
aussendet (Osaki, Oshimura et al. 2004). Wir nahmen an, dass sowohl Pfen als auch Akt1 als

risikomodifizierende Gene in Frage kommen konnten.

Die Basensequenz aller Exons beider Gene wurde auf genomischer Basis in beiden Ratten-
stimmen bestimmt. Mit Ausnahme eines Polymorphismus im Intron 4 des Akt/ Gens zeigten
alle Exons und flankierende Intronabschnitte exakt die identische Sequenz fiir BDIX und
BDIV Ratten. Doch nicht nur Nukleotidpolymorphismen in kodierenden Sequenzen von
Genen haben funktionelle Auswirkungen. Polymorphismen in nicht kodierenden regulato-
rischen Sequenzen fithren zwar nicht zu unterschiedlichen Proteinen, konnen aber eine
Einfluss auf das Expressionniveau haben. Regulatorische Sequenzen, sind Bereiche der DNA,
die in unmittelbarer Ndhe des Gens (Promoter) oder auch weiter weg liegen konnen
(Enhancer und Silencer), die jedoch selbst nicht transkribiert werden. An diese regula-
torischen Sequenzen konnen Transkriptionsfaktoren binden, die die Transkription aktivieren
oder hemmen. Da Enhancer/ Silencer viele Megabasen vor oder hinter dem Promoter entfernt
liegen konnen, ist die Identifizierung von Polymorphismen in diesen regulatorischen Sequen-
zen sehr aufwendig. Hinweise darauf, dass es iiberhaupt funktionelle Polymophismen in
diesen Regionen geben konnten, konnen Expressionsanalysen auf RNA- oder Proteinebene

geben.

Beispielsweise konnte trotz fehlender Polymorphismen, die sich auf die Aminosdure-
sequenz auswirken, das Stk6 Gen der Maus, das liber Linkage- und Haplotypenanalyse gefun-
den wurde, aufgrund der Expressionsdaten als Tumorsuszeptibilitidtsgen identifziert werden.
Man nimmt an, dass die gefundenen Expressionsunterschiede zwischen suszeptiblen und
resistenten Mausstimmen tiiber einen oder mehrere bislang unentdeckte Polymorphismen in
einer regulatorischen Sequenz gesteuert wird (Ewart-Toland, Briassouli et al. 2003). Ein
weiteres Beispiel dafiir, dass auch allelische Varianten in (nicht kodierenden) regulatorischen
Sequenzen Suszeptibilitit bzw. Resistenz vermitteln konnen, sind die cis-interagierenden
regulatorischen Elemente in den Loci McsS5al und Mcs5a2 (Samuelson, Hesselson et al.

2007).
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Daher konzentrierten sich weitere Untersuchungen auf die Expression des Pten und Akt
Gens in den Nervi trigemini beider Rattenstimme. Dabei stellte sich die Frage, zu welchem
Zeitpunkt der Entwicklung eine vergleichende Messung der Expression zu Ergebnissen
fiihren konnte, die ein Kandidatengen als potentiell relevant fiir die Suszeptibilitidt und Resis-

tenz gegentiber der EtNU-induzierten PNS-Kanzerogenese erscheinen lassen konnte.

Bisher ist bekannt, dass, soweit messbar, der Initiationsprozess und die Expansion der
pramalignen Zellen in beiden Inzuchtstimmen bis ca. 100 Tage nach EtNU-Exposition gleich
verlduft und erst dann der BDIV rattenstammspezifische Resistenzmechanismus greift
(Kindler-Rohrborn, Kind et al. 2000). Davon abgesehen konnten Gene, die die Entstehung
von PNS Tumoren beglinstigen oder verhindern, auch erst als Folge der Initiation der
Kanzerogenese exprimiert werden und nur dann eine differentielle Expression zeigen. Diese
Uberlegungen fiihrten uns dazu, die Expression von Kandidatengenen sowohl auf RNA- als
auch auf Proteinebene in beiden Rattenstimmen zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten
(Postnataltag 13, 36, 62 und 104) in EtNU-exponierten Ratten und unbehandelten Kontroll-
tieren zu messen. Daher wurde zu jedem dieser Zeitpunkte die vorhandene genspezifische
RNA-Menge in beiden Inzuchtstimmen mit Real-Time-PCR quantifiziert. Man beobachtet,
dass die Expression des Akt/ Gens iiber die Entwicklung ansteigt, jedoch ist dieser Effekt

weder stammspezifisch noch durch die EtNU-Behandlung beeinflussbar.

Weitere Untersuchungen zur Expression von Pfen und Aktl auf Proteinebene zeigten, dass
zu keinem Zeitpunkt ein das zweifache iibersteigender Expressionsunterschied zwischen den
Rattenstimmen mit und ohne EtNU-Behandlung nachzuweisen war. Demnach gibt es bislang
keinen Hinweis auf eine Beteiligung der Gene Pfen und Akt an den Mechanismen, die
Resistenz und Suszeptibilitit gegeniiber der PNS-Kanzerogenese in der BD Ratte nach EtNU-

Induktion vermitteln.

Im Folgenden konzentrierten sich meine Untersuchungen auf die starken geschlechts-
spezifischen Tumorresistenz vermittelnden Effekte, die die Loci Mss4 und Mss7 auf die PNS-
Kanzerogenese im BD-Rattenmodell ausiiben. Auch bei einigen menschlichen Tumoren
einschlieflich der Tumoren des Nervensystems beobachtet man eine ausgeprigte Ge-
schlechtsspezifitit des Erkrankungsrisikos. Meningeome entstehen in der mittleren Alters-
gruppe viermal haufiger bei Frauen als bei Minnern (Kindler-Rohrborn, Kind et al. 2000) ,
wohingegen Medulloblastome und Glioblastome bei ménnlichen Individuen 2,7- bzw. 1,5-
fach hiufiger entstehen (Giangaspero, Bigner et al. 2000; Kleihues, Burger et al. 2000).

Intracranielle Schwannome treten dagegen hiufiger bei Frauen auf (Woodruff, Kourea et al.
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2000). Deutliche Geschlechtsspezifitit bei Erkrankungen kann zum einen auf geschlechts-
spezifisch unterschiedliche Verhaltensweisen, wie z.B. Tabak- und Alkoholkonsum, zuriick-
gefiihrt werden. Zudem konnte aber auch die geschlechtsspezifische Expression von Genen,

die die individuelle Suszeptibilitit und Resistenz bestimmen, eine Rolle spielen.

Die in geschlechtsspezifischer Weise in den Loci Mss4 und Mss7 liegenden Tumor-
suszeptibilitit und -resistenz vermittelnden Gene konnen Hinweise auf Genfamilien oder
Signalwege geben, die auch fiir das menschliche Risiko, Tumoren des Nervensystems auszu-
bilden, relevant sein konnten. Die Einengung dieser Loci und die Identifizierung der betei-
ligten Gene schien daher besonders wichtig. Zu diesem Zweck wurde eine Reihe weiterer
Mikrosatellitenmarker mit varianten Allelen fiir beide Rattenstimme im Mss4 und Mss7
Locus analysiert und erkrankte Weibchen damit getestet. Da homozygote BDIV Allele im
Mss4 und Mss7 Locus einen nahezu monogenen Effekt im Hinblick auf die Tumorresistenz
der weiblichen Tiere vermitteln, sollten diese nicht in der, das (die) Resistenzgen(e)
enthaltenden, Region bei erkrankten Weibchen zu finden sein. Eine Analyse der Haplotypen
dieser Regionen mit Hilfe der zusitzlich analysierten Marker bei erkrankten Weibchen fiihrte
zu einer Verkiirzung des fiir die Lokalisation des krankheitsverursachenden Gens in Frage
kommenden chromosomalen Fragments. Der Locus Mss4 konnte auf 20,25 Mb und der Locus
Mss7 auf 12,21 Mb eingeengt werden. Dies entspricht ca. 90 bzw. 220 Genen, die nach
diesem positionellen Kriterium als mogliche Kandidatengene in Frage kommen. Die Anzahl
der Gene, die als pridisponierende Gene in Frage kommen reduziert sich jedoch drastisch,
wenn man die zudem bekannten funktionellen und geschlechtsspezifischen Kriterien heran-

zieht (siehe unten).

Uber Haplotypenanalysen konnte bereits an Interspezies Mauskreuzungen zwischen (Mus
musculus x Mus spretus) das Gen Stk6 in der Maus als Kandidat fiir die Hauttumorigenese
identifiziert werden. Weiterhin konnte die Relevanz dieses bei der Maus entdeckten Gens als
Suszeptibilitits-/Resistenzgen mit niedriger Penetranz fiir verschiedene Tumortypen beim
Menschen gezeigt werden (Ewart-Toland, Briassouli et al. 2003; Ewart-Toland, Dai et al.
2005). Ebenso konnte iliber eine Analyse der rekombinanten Haplotypen von Kreuzungen
zwischen gegeniiber der Colonkarzinogenese suszeptiblen und resistenten Mausstimmen der
Locus Sccl verkleinert und das Ptprj Gen identifiziert werden, das auch beim Menschen bei
der Entstehung von Colon-, Lungen- und Brustkrebs eine entscheidende Rolle spielt

(Ruivenkamp, van Wezel et al. 2002).
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Das Standard-Schliisselexperiment zur Verifizierung eines liber Assoziationsanalysen
gefunden Locus ist die Ziichtung kongener Ratten. Es wurden drei kongene Mss4 Rattenlinien
geziichtet, die auf dem genetischen Hintergrund der tumorssuszeptiblen BDIX Ratte unter-
schiedliche lange Fragmente des Mss4 Locus der tumorresistenten BDIV Ratte tragen (siche
Abbbildung 4.14). Nach den Ergebnissen der Assoziationsanalyse sollten weibliche kongene
Mss4 Ratten nahezu resistent gegeniiber der EtNU-induzierten PNS-Kanzerogenese sein,
wihrend das Tumorrisiko von ménnlichen kongenen Mss4 Ratten im Vergleich zum
Ausgangsstamm BDIX unverindert sein sollte. Tatséchlich ist das Tumorrisiko und die Uber-
lebenszeit von ménnlichen kongenen BDIX.Mss4a(BDIV) Ratten im Vergleich zum Aus-
gangsstamm BDIX nahezu identisch. Die Inzidenz von MPNSTSs bei weiblichen kongenen
Ratten der Linie BDIX.Mss4a(BDIV) ist zwar deutlich geringer als bei reinen BDIX Weib-
chen und auch die lingere Uberlebenszeit von BDIX.Mss4a(BDIV) zeigt, dass das kongenen
Mss4a Fragment einen tumorpriventiven Effekt vermittelt, aber der Effekt ist geringer als es
die Assoziationsanalyse hatte vermuten lassen. Das homozygote BDIV Fragment der
BDIX.Mss4a(BDIV) Ratte entspricht nicht exakt dem durch Haplotypenanalyse eingeengten
Locus Mss4. Die centromerisch gelegenen neun Mb des Mss4 Locus werden nicht abgedeckt.
Es ist daher durchaus denkbar, dass der Locus Mss4 mehrere Gene enthéilt, die das Tumor-
risiko modulierenden. Dies wiirde erkldren, warum die starken Effekte, die homozygote
BDIV Allele am Locus Mss4 bei weiblichen F, Ratten ausiiben, nicht im gleichen Ausmal bei
kongenen BDIX.Mss4a(BDIV)Weibchen gefunden wurden. Das kongene Fragment dieser
Linie konnte nur eines der Resistenz vermittelnden Gene enthalten. Nahezu vollstindige
Resistenz konnten vielleicht nur alle im Mss4 Locus lokalisierten Resistenzallele der BDIV
Ratte gemeinsam vermitteln. Da in der kongenen BDIX.Mss4a(BDIV) Linie jedoch einige
dieser Gene homozygote BDIX Allele haben, wire auch der Effekt dieses kongenen Frag-

ments schwicher.

AuBerdem mul} berticksichtigt werden, dass es sich bei der Identifizierung von Loci, die
mit Tumorresistenz/ -suszeptibilitit assoziiert sind, iber Assoziationsanalysen und der Verifi-
zierung dieser Loci iiber kongene Ratten um extrem unterschiedliche Methoden handelt, die
daher auch nicht exakt die gleichen Ergebnisse liefern konnen bzw. miissen. Ein wesentlicher
Unterschied der Methoden ist, dass die Ergebnisse der Assoziationsanalysen auf den Geno-
typisierungsdaten von (BDIX x BDIV) F, Ratten beruhen, deren genetischer Hintergrund
duBerst heterogen ist, wihrend der genetische Hintergund kongener Ratten rein BDIX ist.

Mogliche Interaktionen des Resistenz bzw. Suszeptibilitidt vermittelnden Gens oder mehrerer
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solcher Gene mit Genen des genetischen Hintergrundes konnen zu unterschiedlichen Ergeb-

nissen fiihren.

Dass in einem Locus mehrere Subloci unabhingig voneinander wirken, konnte bereits fiir
den Locus Mcs3, der in der Wistar-Kyoto Ratte Resistenz gegeniiber der DMAB-induzierten
Mammarkarzinogenese vermittelt, gezeigt werden. Neben seiner Verifizierung konnte iiber
die Generierung kongener Ratten der Mcs5 Locus feinkartiert und in mindestens drei ver-
schiedene Subloci (McsSa, Mcs5b und Mcs5c) unterteilt werden (Samuelson, Aperavich et al.
2005). Weiterhin konnten mit Hilfe kongener Stimme im Locus Mcs5a mindestens zwei nicht
kodierende interagierende Elemente McsS5al und Mcs5a2 identifiziert werden. Die dazu
orthologen humanen Loci MCS547 und MCS542 zeigen, wie bereits in der Einleitung
erwihnt, ebenso einen deutlichen Einflul auf die Mammakarzinogenese (Samuelson,

Hesselson et al. 2007).

Ebenso bestdtigten Untersuchungen an kongenen Ratten die regulatorischen Effekte des
Locus Cia5 auf die Entstehung von rheumatoider Arthritis und fiihrten zu der Annahme, dass
in diesem QTL mindestens zwei Resistenz- bzw. Suszeptibilititsgene lokalisiert sind (Joe,
Remmers et al. 2000). Zudem konnten in diesem Rattenmodell mit Hilfe kongener Ratten
geschlechtsspezifische Effekte der Loci Cia3-6 auf den Schweregrad der Arthritis gemessen

am standardisierten Arthritis-Score ermittelt werden (Remmers, Joe et al. 2002).

Geschlechtsspezifische Effekte sind auch bei anderen Tumormodellen zu beobachten.
Bei Lebertumoren konnte ein Geschlechtsdimorphismus bei resistenten Brown Norway (BN)
Ratten gefunden werden. Homozygote BN Allele am Locus Hcs4 in Fischer 344 (F344)
Ratten haben bei ménnlichen kongenen F344.BN-Hcs4 Ratten keinen Effekt auf deren Sus-
zeptibilitit gegentliber der Entwicklung von Lebertumoren, die mit der der ménnlichen F344
Ratten vergleichbar ist. Dagegen verleihen homozygote BN Allele an diesem Locus bei
weiblichen kongenen F344.BN-Hcs4 Ratten Resistenz gegeniiber der Hepatokarzinogenese.
Sie sind dhnlich resistent wie BN Weibchen (De Miglio, Virdis et al. 2006). Ebenso konnten
im Mausmodell zwei Loci (Hcfl und Hcf2) identifiziert werden, die ausschlieBlich bei
weiblichen Tieren Tumorresistenz gegeniiber Lebertumoren im Mausstamm C57BR/cd]
Maus vermitteln (Poole and Drinkwater 1996). Interessanterweise kommen Lebertumoren
nicht nur bei den oben genannten Ratten- und Mausmodellen hiufiger beim méannlichen

Geschlecht vor, sondern auch beim Menschen.

96



Die konsequente Einengung der Loci durch die Ziichtung kongener Linien fiihren letztlich
zum Auffinden und der Uberpriifung der Suszeptibilitidt und Resistenz vermittelnden Gene
bzw. ihrer allelischen Varianten. Die Auswahl von Kandidatengenen in den Loci Mss4 und

Mss?7 orientierte sich an folgenden Kriterien:

1)  Positionelles Kritertum: Gene, die im Mss4 Locus auf Chromosom 6 sowie im Mss7

Locus auf Chromosom 10 liegen.

2)  Funktionelles Kritertum: Von allen Genen, die in den entsprechenden Regionen liegen,
werden diejenigen ausgesucht, deren Funktion darauf hindeutet, dass sie an den von
unserer Arbeitsgruppe bisher partiell charakterisierten Effektormechanismen fiir Sus-

zeptibilitit und Resistenz beteiligt sein konnten.

3)  Kriterium der Geschlechtsspezifitit: Die beiden Loci Mss4 und Mss7 zeigen nur beim
weiblichen Geschlecht eine Wirkung auf die Inzidenz maligner Tumoren des Nerven-
systems bzw. die Uberlebenszeit der Tiere. Daher sollen entweder geschlechtsspezifisch
regulierte Gene ausgesucht werden oder Gene, die eine regulierende Aktivitit in

geschlechtsspezifischer Form austiben.

Ad 2) Bei einem systematischen funktionellen Screening der sich in der Kernregion der
Assoziation des Locus Mss4 (20,25 Mb) befindenden 90 Gene in entsprechenden Daten-
banken schienen besonders das 7gfb 3 (,,Transforming growth factor beta 3*) und das Ltbp 2

(,,Latent transforming growth factor beta binding protein 2*) Gen interessant.

Der Wirkung des Tgf beta Proteins wihrend verschiedener Phasen der Tumorigenese ist
unterschiedlich. Normalerweise fungiert es als Tumorsuppressor. In spateren Phasen der Kan-
zerogenese kommt es jedoch hiufig zur Uberexpression des Tgf beta Gens, die das
Tumorwachstum fordert (Akhurst and Derynck 2001). In Untersuchungen an syngen trans-
plantierten malignen Schwannomzellen der BDIX Ratte konnte gezeigt werden, dass diese
Zellen Tgfbl, Tgfb2 und Tgfb3 Proteine sekretieren. Die Tgf beta Proteine wirken
immunsupressiv und schiitzen so die Schwannomzellen vor ihrer Eliminierung durch zyto-

toxische T Lymphozyten (Altenschmidt, Kahl et al. 1997).

Ltbp scheint die Aktivitdt von Tgfb Proteinen zu kontrollieren, indem es die Sekretion und

den zielgerichteten Transport von Tgfb Proteinen beeinfluf3t (Oklu and Hesketh 2000).

Die Sequenzanalyse aller Introns und Exons des 7gfb3 Gens in den BD Ratten-
inzuchtstimmen zeigte jedoch, dass die Basenabfolge zwischen dem BDIV und BDIX Stamm

identisch ist. Die Sequenzierung des Ltbp2 Gens war aufgrund methodischer Schwierigkeiten
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(GC-reiche Sequenzabschnitte, Vielzahl der Exons) unvollstindig. Spétere Affymetrix-
Chipanalysen (B. Kolsch unverdffentlichte Ergebnisse) der RNA aus den Nervi trigemini
weiblicher BDIX und BDIX.Mss4a(BDIV) Ratten zeigten, dass die Expression von 7Tfgb3
bzw. Ltbp2 in BDIX Weibchen die Expression in BDIX.Mss4a(BDIV) Ratten um ein 1,5-
bzw. 4-faches iibersteigt. Daher sollte sich eine systematische Expressionsanalyse dieser Gene

anschlief3en.

Ad 3) Interessante Hinweise darauf, dass der geschlechtsspezifische Effekt bei der PNS-
Kanzerogenese durch Ostrogen vermittelt wird, gibt eine Untersuchung an Wistar Furth x
Long Evans Hybriden (Aoyama, Naito et al. 1989). (Wistar Furth x Long Evans) Hybride
zeigten schon damals Geschlechtsunterschiede hinsichtlich der Inzidenz von Tumoren des
Nervus trigeminus nach EtNU-Exposition. Die Tumorinzidenz war bei méannlichen Ratten mit
79% deutlich hoher als bei weiblichen Ratten (48%). Dieser Geschlechtsunterschied ver-
schwand nach Ovariektomie. 74% der ovariektomierten Ratten entwickelten Tumoren des
Nervus trigeminus. Ovariektomie mit anschlieBender Ostrogengabe hatte dagegen einen

hemmenden Effekt auf die Karzinogenese.

Demnach waren Gene, die durch Ostrogen in ihrer Expression/ Aktivitit beeinflusst
werden bzw. Gene, die eine Ostrogenabhédngige Regulation vermitteln, mogliche Kandidaten-
gene, die flir die ausschlieBlich bei weiblichen Tieren gezeigte Tumorresistenz von Bedeutung

sein konnten.

Ostrogene regulieren eine Reihe physiologischer Prozesse wie Zellproliferation,
Entwicklung sowie gewebespezifische Genregulation in den Organen des Reproduktions-
trakts, des Nervensystems, des Skelettsystems sowie des hdmopoetischen und des Immun-
systems. Die biologischen Effekte von Ostrogen werden hauptsichlich durch die Bindung an
einen oder beide spezifische Ostrogenrezeptoren, ER alpha oder ER beta vermittelt, die zur
Superfamilie der Kernrezeptoren gehdren (Matthews and Gustafsson 2003). Die Ostrogen-
rezeptoren regulieren die Genexpression als Rezeptor-Dimere, indem sie an spezifische
Elemente (ERE, ,,Estrogen response elements”) im Promotor des entsprechenden Gens binden
und durch Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren. ER alpha und
ER beta bilden bevorzugt Heterodimere, kénnen jedoch auch als Homodimer wirksam wer-
den. Die Wirkung von Ostrogen ist je nach Zell-/ Gewebetyp unterschiedlich, da ER alpha
und ER beta nicht in allen Geweben gleichermaf3en exprimiert werden, sondern sich zell- und
gewebespezifische Expressionsmuster ergeben und ER alpha und ER beta abhingig vom

Signalweg sowohl synergistisch als auch antagonistisch wirken kénnen, wobei dem ER alpha
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eher eine proliferationsféordernde und dem ER beta eine proliferiationshemmende Wirkung

zugeschrieben wird.

Bei der Ostrogenabhéngigen Progression maligner Tumoren in Brust, Ovar und Prostata
wird in nahezu allen Untersuchungen eine verminderte Expression des ER beta Gens bzw.
eine erhohtes Verhéltnis von ER alpha/ ER beta in den Tumoren beobachtet (Bardin, Boulle et
al. 2004). In einer groBangelegten Studie an 512 Mammakarzinomen konnte gezeigt werden,
dass der Verlust bzw. die Verminderung der ER beta Expression ein wichtiges Kennzeichen
der Mammakarzinogenese ist (Skliris, Munot et al. 2003). Dariiber hinaus ist bekannt, dass
Frauen mit einer postmenopausalen Ostrogensubstitutionstherapie ein signifikant erniedrigtes
Colontumor-Risiko haben. Auch in diesen Tumoren findet man bei Frauen eine erniedrigte
Expression des ER beta (Foley, Jazaeri et al. 2000). Sowohl in Mamma- als auch in Ovarial-
bzw. Prostatakarzinomen und Colontumoren wurden allelische Verluste in der entsprechen-
den Region auf Chromosom 14 gefunden. Diese Beobachtungen legen den Verdacht nahe,

dass der ER beta als tumorpriaventives Gen bei verschiedenen Tumortypen agieren konnte.

Die Gene fiir den Ostrogenrezeptor beta (Er beta) und den Ostrogen-verwandten Rezeptor
beta (Esrrb) sind im Mss4 Locus auf Chromosom 6 lokalisiert worden. Das Er beta Gen liegt
nahe an dem Mikrosatellitenmarker D6Mitl (98,8 Mb), wihrend das Gen fiir Esrrb nahe an
dem Marker Ngb (111,2 Mb) liegt (siche Abbildung 4.22).

Da beide Marker eine starke Assoziation mit der Entstehung von MPNSTs bei weiblichen
Tieren zeigen, konnte ein Polymorphismus in regulatorischen oder kodierenden Regionen
dieser Gene zwischen den beiden Inzuchtstimmen zu einem Unterschied in der Resistenz

gegeniiber der Entwicklung von MPNSTSs in weiblichen Tieren fiihren.

Weder in der kodierenden Region des Esrrb noch im Promotor konnten Sequenzunter-

schiede zwischen beiden Rattenstimmen festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu wurden in der kodierenden und nicht kodierenden Sequenz des Er beta
zwischen BDIV und BDIX Ratten insgesamt sechs Basenaustausche gefunden, von denen

drei Polymorphismen funktionell bedeutsam sein konnten.

Bei der Translation des Er beta kdnnen drei verschiedene ATGs benutzt werden. Ein Poly-
morphismus liegt zwischen diesen Startkodons. Diese Mutation konnte funktionell bedeutsam
sein, da fiir den ER alpha bereits gezeigt werden konnte, dass mRNA Varianten mit
verschiedenen 5’°-untranslatierten Bereichs (5’UTRs) eine wichtige Rolle bei der Regulation

der ER alpha Expression spielen (Kos, Denger et al. 2002).
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AuBlerdem zeigte die Bestimmung der Basensequenz, dass sich die BD Ratten-
inzuchtstimme an zwei weiteren Positionen im 5’UTR unterscheiden. Fiir das Er beta Gen
der Ratte sind drei unterschiedliche Promotoren publiziert (Iwamoto, Hirata et al. 2003). Die
gefunden Polymorphismen betrafen sowohl den OH- als auch den ON-Promotor. Die Analyse
der Promotoraktivitdt im Nervus trigeminus der Ratte zeigte, dass hier ausschlieSlich der ON-
Promotor benutzt zu werden scheint. Der dortige Basenaustausch betrifft ein die E-Box
(CANNTGQG) flankierendes Nukleotid in der Kernpromotorregion. Transkriptionsfaktoren, die
zur ,,Basic helix-loop-helix* (bHLH)-Familie gehoren, binden als Homo-/ Heterodimere an
die E-Box-Sequenz und fungieren als zentrale Regulatoren der Zellproliferation, Differen-
zierung und Apoptose (Massari and Murre 2000). Die bHLH Proteine konkurieren um die
Bindung am E-Box-Motiv. Dabei hat man schon vor lingerer Zeit herausgefunden, dass die
Bindungseffektivitit verschiedener Transkriptionsfaktoren unter anderem {ber die
flankierenden Nukleotide beeinflullit wird (Swanson and Yang 1999). Der gefundene Aus-
tausch von G zu A (BDIX: G, BDIV: A) an dem die E-Box flankierenden Nukleotid erh6ht
die Wahrscheinlichkeit der Bindung von Arnt (Aryl hydrocarbon receptor nuclear trans-
locator) (Swanson and Yang 1999), Sharp 2 (Rat enhancer of split- and hairy-related
protein 2) (St-Pierre, Flock et al. 2002) und von Usf (Upstream stimulatory factor).

Die Auswirkungen dieser Polymorphismen konnen vielfiltig sein und sind schwer
abzuschitzen. Zum einen ist die Funktion von Arnt, Sharp 2 und Usf nicht einheitlich. Arnt
gilt als Aktivator der Transkription, Stra 13 (Sharp 2) als Repressor und Usf ist sowohl als
Repressor (Samoylenko, Roth et al. 2001) als auch Aktivator beschrieben worden. Kompli-
zierter wird die Situation noch dadurch, dass bHLH Proteine sowohl Homo- als auch Hetero-
dimer bilden und dass sich Heterodimere aus Aktivatoren und Repressoren bilden. Fiir
Heterodimere aus Stra 13 (Sharp 2) und Usf beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Usf
die durch Stra 13 vermittelte Repression des Zielgens autheben kann und umgekehrt Stra 13
die durch Usf vermittelte Expression inhibieren kann (Dhar and Taneja 2001). Zudem miifite
geklart werden, welche(r) dieser Transkriptionsfaktoren im Nervus trigeminus der BD Ratte

exprimiert wird/ werden.

Trotz der aufgezeigten vielféltigen Moglichkeiten der Transkriptionsregulation des Er beta
Gens tlber die bHLH Proteine, die an die E-Box binden, ist aufgrund der nach EtNU-
Exposition geringeren Expression des Er beta Gens in Schwann Zellen von BDIX Weibchen
im Vergleich zu BDIV Weibchen zu vermuten, dass durch den Polymorphismus in dem die E-

Box flankierenden Nukleotid die Expression des Er befa Gens in der BDIX Ratte reprimiert
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wird. Auf die unterschiedliche Er beta Genexpression wird sogleich noch ndher einzugehen

sein.

Interessant scheint weiterhin der Sequenzpolymorphismus zwischen BDIV und BDIX
Ratten DNA, der sich in dem Intron befindet, das vor dem alternativ gespleifiten Exon 5 liegt.
RT-PCR Untersuchungen ergaben, dass im PNS zwei Splice Varianten der mRNA vorkamen,
deren Unterschied im Einfiigen eines alternativen Exons in die Ostrogenbindungsdomine
bestand (Hanstein, Liu et al. 1999). Die Insertion dieses alternativen Exons 5 fiihrt zu einer
drastisch verminderten Bindungsaffinitit gegeniiber den Liganden. Die RT-PCR Produkte
dieser Region von BDIV und BDIX Ratten enthielten sowohl Transkripte, die das alternative
Exon 5 umfaflten, als auch solche ohne das Zusatzexon 5. Der Polymorphismus in diesem
Intron koénnte prinzipiell zu einem Anstieg des alternativen Splicings fithren, wie fiir das
KLF6 Tumorsuppressorgen in Prostatatumorgewebe gezeigt werden konnte (Narla, Difeo et
al. 2005). Dies konnte bedeuten, dass bei BDIX Tieren im Vergleich zu BDIV Tieren der
Anteil an Splice Varianten mit niedrigerer Affinitit zu Liganden groBer ist. Eine solche

Situation konnte die gleichen Effekte wie eine erniedrigte Er beta Expression haben.

Untersuchungen zur Expression zeigten, dass der Er beta in den Nervi trigemini von
unbehandelten und mit EtNU-behandelten Tieren exprimiert ist. In EtNU-induzierten
MPNSTs von BDIX, F; und F, Ratten konnte der Er beta in sehr geringen Mengen im
Proteinlysat nachgewiesen werden. Ein wie bei Colontumoren gezeigter Verlust der ER beta
Expression (Foley, Jazaeri et al. 2000) konnte in den MPNSTs mdglicherweise deshalb nicht
nachgewiesen werden, da der Er beta in Stromazellen (z.B. in Immunzellen, Bindegewebs-
zellen, kleinen Blutgefden), die ebenso wie die Tumorzellen im Proteinlysat des Nervus
trigeminus enthalten sind, exprimiert ist. Insbesondere fiir Immunzellen konnte gezeigt wer-
den, dass diese in groBer Anzahl in die MPNSTs einwandern und Er beta exprimieren (siche

unten).

Denkbar wire auch, dass die Ostrogenabhidngige Progression der MPNSTs durch die ver-
minderte Expression des Er beta Gens oder durch das verdnderte Verhéltnis von Er alpha zu
Er beta im Laufe der Kanzerogenese bedingt ist. Selbst wenn die Menge an Er beta konstant
ist, so kann der 6strogenabhédngige Effekt auch liber die Menge an bzw. das Verhéltnis von Er
beta Protein mit dem alternative Exon 5 zu Er beta Protein ohne dieses Exon vermittelt

werden.

Da die Beteiligung des Immunsystems bei der Resistenz bzw. Suszeptibilitit im BD

Rattenmodell gezeigt werden konnte (Gering, Marx et al. 2006; Marx, Rohrborn et al. 2007
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zur Verdffentlichung eingereicht), konnen Resistenz vermittelnde Gene in den pragmalignen
Schwann Zellen oder in den einwandernden Immunzellen oder in beiden Geweben/ Zelltypen
exprimiert sein und dort ihre Resistenz vermittelnde Funktion ausiiben. Doppel-Immun-
fluoreszenzfarbungen zeigten, dass der Er beta sowohl im Zellkern vieler Schwann Zellen, als

auch in den meisten Immunzellen exprimiert wird.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen an 100 Tage alten BDIV und BDIX
Tieren beiden Geschlechts mit und ohne EtNU-Behandlung zeigte, dass die Anzahl an Er beta
exprimierenden Schwann Zellen im Nervus trigeminus EtNU-behandelter BDIX Weibchen
tendenziell im Vergleich zu behandelten BDIV Weibchen abnimmt. Dies muss in einer
systematischen Analyse (verschiedene Entwicklungszeitpunkte einer groferen Anzahl von
EtNU-behandelten BDIV und BDIX Ratten sowie Kontrollen beiderlei Geschlechts) weiter
verfolgt werden. Wenn sich dabei bestétigen sollte, dass die Anzahl an Er beta exprimieren-
den Schwann Zellen in den Nervi trigemini EtNU-induzierter BDIX Weibchen abnimmt,
wihrend die Anzahl dieser Zellen in EtNU-behandelten BDIV Weibchen auf dem gleichen
Niveau bleibt, so wire dies ein weiterer Hinweis darauf, dass das Er beta Gen an dem Resis-
tenzmechanismus, der ausschlieBlich bei weiblichen BDIV Ratten zu wirken scheint, beteiligt

1st.

Um die von der Abwesenheit der Er beta Expression betroffenen Signalwege zu identi-
fizieren wurden mit Hilfe von entsprechenden Microarrays Expression-Profiling-Experimente
mit in cDNA umgeschriebener mRNA aus den Nervi trigemini von Er beta Knockout- und
Wildtyp-Méausen durchgefiihrt (Zusammenarbeit mit PD Dr. Ludger Klein-Hitpass, Institut
fiir Zellbiologie, Universitidt Essen-Duisburg). Diese funktionelle Analyse der fiir die Neuro-
Onkogenese relevanten Parameter im peripheren Nervensystem von Er beta Knockout-
Maiusen im Vergleich zum Wildtyp ergab, dass in den Wildtyp-Mausen ca. 20 Gene um min-
destens den Faktor zwei hoher exprimiert sind (B. Kolsch unveroffentlichte Ergebnisse).
Lediglich die Expression des Neurotensin (Nts) Gens ist in Wildtyp-Méusen auf weniger als
die Halfte reduziert. Die Expression des Er beta Gens im Nervus trigeminus der Maus fiihrt
demnach tendenziell zu einer Aktivierung der Transkription verschiedener Gene. Weitere
Arbeiten werden sich auf die Ubertragbarkeit der in der Er beta Knockout-Maus beobachteten
Effekte auf die Ratte bzw. auf die nachgeschalten Signalwege in der Ratte konzentrieren.
Hierbei muss ferner geklart werden, ob die Expressionsunterschiede, die man auf RNA-Ebene

beobachtet, auch auf Proteinebene detektierbar sind.
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Die Loci Mss4 und Mss7 iiben Haupteffekte beziiglich der Resistenz weiblicher BDIV
Ratten gegeniiber der EtNU-induzierten PNS-Kanzerogenese aus und dies unabhéngig von-
einander und unabhingig von anderen Loci. Es liegt nahe anzunehmen, dass die Resistenz
vermittelnden Gene in den beiden Loci denselben Wirkmechanismus betreffen bzw. an den
gleichen Signalwegen beteiligt sind und lediglich auf verschiedenen Ebenen wirken. Sobald
im Locus Mss4 die das Risiko modulierenden Gene entdeckt sind, kann auf dieser Grundlage

die Selektion von Kandidatengenen im Mss7 erfolgen.

Bisher konnte der Kreis der Kandidatengene in dem auf etwa 220 Gene physikalisch
eingeengte Mss7 Locus [Kernregion der Assoziation von DI0Rat51 bis DI0Rat43 (12,21
Mb)] durch eine Auswahl der geschlechtsspezifisch regulierten Gene stark eingegrenzt
werden. Genomweite Studien (Tang, Tan et al. 2004) haben gezeigt das schitzungsweise
weniger als 1000 Gene in ihrem Promotoren Elemente besitzen die durch Ostrogen aktivier-
bar sein konnten. Fiir ca. die Hélfte dieser Gene konnte dies auch bereits experimentell ge-
zeigt werden. Zu diesen Genen gehort auch das ADCY9 Gen (Adenylatcyclase), das den intra-
zelluliren cAMP-Spiegel reguliert (Riemer, Wu et al. 1988). Desweiteren ist Ostrogen ein
potenter Modulator der cAMP-Konzentration. In dieser Hinsicht ist besonders interessant,
dass in Zellkultur cAMP das einzige Mitogen ist, das das Uberleben der primalignen BD

Ratten-Schwannomzellen ermoglicht (B. Kdlsch, personliche Mitteilung).
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6 Zusammenfassung

Das individuelle menschliche Tumorrisiko héngt sowohl von der Exposition gegeniiber
exogenen krebsauslosenden Faktoren ab als auch in hohem Mafe von der individuellen gene-

tischen Préadisposition bzw. Resistenz.

Die Identifizierung der Gene, die individuelle Suszeptibilitidt bzw. Resistenz gegeniiber der
Ausbildung von Tumoren vermitteln, wird einen wesentlichen Beitrag fiir die Abschétzung
des individuellen Tumorrisikos, die Pravention von Tumorerkrankungen sowie fiir die Dia-
gnostik leisten. Dies ist besonders bei den Tumorerkrankungen wichtig, die eine liberwiegend

schlechte therapeutische Beeinflussbarkeit zeigen, wie die Tumoren des Nervensystems.

Der experimentelle Zugang zur Genidentifizierung sowie die spatere Manipulation dieser
Gene gelingt leichter mit Hilfe von Tiermodellen. Die chemisch induzierte Kanzerogenese im
Nervensystem neonataler BD Ratten stellt ein solches Modellsystem dar. Wahrend ca. 85%
der Ratten des BDIX Stamms nach neonataler Applikation der alkylierenden Substanz Ethyl-
nitrosoharnstoff (EtNU) Tumoren des peripheren Nervensystems (,,Malignant peripheral
nerve sheath tumors®; MPNSTs) entwickeln, die hauptsdchlich in den Nervi trigemini

entstehen, sind die Tiere des BDIV Stamms fast vollstdndig resistent.

Bereits vor Beginn der Arbeiten fiir meine Dissertation waren unter Verwendung von
(BDIX x BDIV) x (BDIX x BDIV) F, Hybriden sieben Genorte (MssI-7) kartiert worden, die
allelspezifisch die Tumorinzidenz und/ oder Uberlebenszeit beeinflussen. Interessanterweise
iiben die meisten dieser Loci geschlechtsspezifische Effekte unterschiedlicher Stirke aus. In
der vorliegenden Dissertation konnte fiir zwei dieser Loci (Mss4 und Mss7) gezeigt werden,
dass diese unabhingig voneinander nahezu vollstindige Tumorresistenz bei weiblichen Tieren
vermitteln, wenn sie homozygote BDIV Allele aufweisen. Da homozygote BDIV Allele an
diesen Loci bei weiblichen Ratten einen nahezu monogenen Effekt auf die Tumorresistenz
haben, konnte iiber eine Analyse der Haplotypen der erkrankten F, Weibchen der Locus Mss4
auf Chromosom 6 von 34,8 Mb auf 20 Mb und der Locus Mss7 auf Chromosom 10 von 24,8
Mb auf 12,2 Mb eingeengt werden.

Zur Verifizierung der Mss Loci wurden verschiedene kongene Rattenstimme geziichtet,
die auf dem genetischen Hintergrund der suszeptiblen BDIX Ratte jeweils ein chromosomales
Fragment der resistenten BDIV Ratte tragen, das einem der Loci entspricht. Fiir den Locus
Mss4 wurden drei kongene BDIX.Mss4a-c(BDIV) Sublinien, die unterschiedlich grof3e homo-
zygote Fragmente der BDIV Ratte tragen, generiert. Um den Effekt des Mss4 Locus auf die
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Inzidenz von MPNSTs und auf die Uberlebenszeit zu testen, wurden in diesem Dissertations-
projekt 12 ménnliche und 16 weibliche BDIX.Mss4a(BDIV) Ratten am ersten Postnataltag
mit EtNU behandelt. Wihrend ménnliche kongene BDIX.Mss4a(BDIV) Ratten in gleichem
Ausmall MPNSTs entwickelten und gleichlang iiberleben wie BDIX Minnchen, hatte das
kongene Fragment bei BDIX.Mss4a(BDIV) Weibchen einen stark tumorprotektiven Effekt,
so dass das in der Assoziationsanalyse erhaltene Ergebnis hierdurch funktionell bestétigt
wurde. Gleichzeitig wurden nach funktionellen und geschlechtsspezifischen Kriterien Kandi-
datengene in den Loci Mss4 und Mss7 ausgewéhlt. Im Mss4 Locus schienen in dieser Hinsicht
besonders das ,,Transforming growth factor beta 3 (Tgfb 3) Gen, das ,,Latent Tgf beta
binding protein 2* (Ltbp 2) Gen, das ,,Estrogen related receptor beta (Esrrb) Gen und das
»Estrogen receptor beta* (Er beta) Gen interessant. Die Sequenzanalyse dieser Gene ergab,
dass lediglich im Er beta Gen zwischen BDIV und BDIX DNA funktionell bedeutsame
Polymorphismen zu finden sind. Sowohl der Polymorphismus in dem die E-Box flankieren-
den Nukleotid als auch der Polymorphismus im 5’-untranslatierten Bereich zwischen den
alternativen Startkodons lassen auf eine niedrigere Expression des Er beta Gens in tumor-
suszeptiblen BDIX Ratten schlieBen. Der Polymorphismus, der sich in dem Intron befindet,
das vor dem alternativ gespleifiten Exon 5 liegt, konnte dazu fiihren, dass vermehrt Splice

Varianten mit einer niedrigeren Affinitdt zu den Liganden entstehen.

Meine Ergebnisse zeigen, dass das Er beta Gen sowohl in den Schwann Zellen als auch in
den in den Nervus trigeminus eingewanderten Immunzellen der BD Ratte exprimiert ist.
Dabei scheint die Anzahl an Er beta exprimierenden Schwann Zellen von EtNU-behandelten
BDIX Weibchen im Vergleich zu BDIV Weibchen abzunehmen. Zusammen mit der
schwachen Expression in MPNSTs lisst dies den Ostrogenrezeptor beta als vielversprechen-

des Kandidatengen fiir die Tumorresistenz bei weiblichen BDIV Ratten erscheinen.

Besonders interessant sind diese Ergebnisse, da auch bei einigen humanen neuralen
Tumoren eine ausgeprigte Geschlechtsspezifitit des Erkrankungsrisikos besteht. Gene, die
die geschlechtsspezifische Pradisposition gegeniiber der EtNU-induzierten PNS-Kanzero-
genese in BD Ratten vermitteln, konnten auch fiir das menschliche Risiko, Tumoren des zen-

tralen und peripheren Nervensystems zu entwickeln, relevant sein.
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7 Ausblick

Untersuchungen aus unserem Labor zeigten, dass das rattenstammspezifische Risiko nach
Behandlung mit EtNU Tumoren des Nervensystems auszubilden durch mehrere Genorte be-
einflusst wird. Auf der Basis der von mir geziichteten kongenen Rattenstimme wird es
moglich sein, analog zu meinen Pilot-Untersuchungen fiir den Mss4 Locus auch die Effekte
der tbrigen Loci (Mssl, Mss2, Mss5, Mss7) auf das Tumorrisiko nach EtNU-Induktion zu
bestimmen, sobald die kongenen Zuchtlinien, die sich in der sechsten bzw. siebten Riick-
kreuzungsgeneration befinden, genomweit genotypisiert und als homozygote kongene
Stimme reingeziichtet sind. Uber Riickkreuzungen der heterozygoten kongenen Stimme mit
BDIX Ratten kann zudem die Verkiirzung des jeweils vorhandenen BDIV Fragments er-

folgen.

Damit wird es moglich durch Bestimmung des Einflusses des verkiirzten Fragments auf
das Tumorrisiko eine Feinkartierung des Locus vorzunehmen, die eine Grundvoraussetzung

zur Identifizierung der beteiligten Gene darstellt.

Dariiber hinaus konnen die verschiedenen kongenen Zuchtlinien mit unterschiedlichen
Inserts aus dem BDIV Genom untereinander gekreuzt werden. Additive und epistatische
Wechselwirkungen der Loci im Hinblick auf Suszeptibilitit und Resistenz gegeniiber der

EtNU-induzierten Entstehung von MPNSTSs kdénnen so in vivo nachvollzogen werden.

Im Hinblick auf die beobachteten geschlechtsspezfischen Effekte des Locus Mss4 konnte
das Gen fiir den Ostrogenrezeptor beta (Er beta), fiir das mehrere ,,Single nukleotide poly-
morphismen® (SNPs) zwischen BDIV und BDIX Ratten gefunden wurden, als viel-
versprechendes Kandidatengen selektiert werden. Zwei dieser SNPs konnten zu einer
niedrigeren Expression des Er beta Gens, was sich in meinen Expressionsexperimenten auf
Proteinebene bereits andeutete, bzw. zu einer Verschiebung zu Splice Varianten mit einer
niedrigeren Affinitdt zu den Liganden in den Nervi trigemini fiihren. Die systematische Fort-
fiihrung meiner Doppel-Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikorpern gegen den Er beta und
zelltypspezifische Proteine (d. h. die Untersuchung von Nervi trigemini aus BDIV und BDIX
Ratten beider Geschlechter zu verschiedenen Entwicklungszeitpunkten mit und ohne EtNU-
Behandlung) wird weitere Auskiinfte dariiber geben, ob der Er beta im Nervus trigeminus der
BD Ratten als Tumorresistenzgen agiert und in welchen Zellen seine Expression fiir das

Tumorrisiko kritisch ist.
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Das entscheidende Experiment, um den Er beta als Kandidatengen zu verifizieren, wird
darin bestehen, aus der bereits von mir etablierten kongenen BDIX.Mss4a(BDIV) Linie eine
subkongene Linie mit einem wenig kiirzeren BDIV Fragment zu ziichten, das das Er beta Gen
nicht mehr enthilt. Sollte der tumorprotektive Effekt in dieser Linie nicht mehr beobachtet

werden, ist der Er beta ein sehr wahrscheinlicher Kandidat.

Um die Konsequenzen einer niedrigen Er beta Expression in ithrem Extrem zu unter-
suchen, erscheinen Er beta Knockout-Tiere ideal. Da die Herstellung von Knockout-Ratten in
Ermangelung von embryonalen Stammzellen der Ratte durch nukledren Transfer bzw. EtNU-
Mutagenese noch immer aufwendig ist, werden die Effekte einer Er beta Knockout-Situation
auf das periphere Nervensystem in der Maus untersucht werden. Dies wird in Zusammen-
arbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J.-A. Gustafsson, Department of Medical Nutrition,
Karolinska Institute Stockholm, die Er beta Knockout-Méuse hergestellt hat und die
funktionellen Konsequenzen der Abwesenheit einer Er befa Expression bereits an verschie-
denen anderen Organen wie Gehirn, Prostata, Brustdriise und Immunsystem untersucht hat,
geschehen. Mit immunhistochemischen Methoden sollen die Effekte auf Proliferation,
Apoptose und Differenzierung von Schwann Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend
der Entwicklung von Er beta Knockout-Miausen beiderlei Geschlechts im Vergleich mit dem

Wildtyp untersucht werden.

Sollte das Er beta Gen als Tumorresistenzgen verifiziert werden, konnten sich Testreihen
mit selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) wiederum im BDIV/ BDIX Suszepti-
bilitdtsmodell anschlieBen, um die Funktion des Er beta Proteins zu unterstiitzen bzw. zu anta-

gonisieren.

Es konnte also in absehbarer Zeit mdglich sein, tumorprdventive Maflnahmen an BDIX
Ratten mit Suszeptibilititsallelen fiir das Auftreten EtNU-induzierter neuraler Tumoren
durchzufiihren, wie dies bereits bei Hochrisikopatienten fiir colorektale Tumoren durch
Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Hemmer mdglich ist. Bei Patienten mit familidrer adenomatdser
Polyposis (FAP), die aufgrund eines erblichen Defekts im APC-Tumorsuppressorgen ein
besonders hohes Colonkarzinom-Risiko aufweisen, konnte mit dem COX-2-Hemmer

Celecobix die Zahl der Adenome um 28% reduziert werden (Steinbach, Lynch et al. 2000).
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Anhang 1

In Bezug auf die Rattenstimme BDIV und BDIX polymorphe und nicht polymorphe
Mikrosatellitenmarker auf den Autosomen (griin: polymorph, rot: nicht polymorph). Die
Autosomen der Ratte sind entsprechend ihrer physikalischen Linge in Mb dargestellt
(eine Einheit entspricht 20 MB). Die getesteten Mikrosatellitenmarker sind gemaf ihrer
Position in Mb auf Chromosom 1 bis 20 dargestellt.
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Anhang 2

Mikrosatellitenmarker mit ihrer Position in Mb auf dem jeweiligen Chromosom

Mikrosatelliten fiir den ,,Genome scan“ in der N2

Chromosom 1

Chromosom 5

DIRat?] 53,93
DIRat33 116,23
DIMit4 160
DIRat83 252,39
DIMghl3 252.6
Chromosom 2
D2Ratl 9,59
D2Mgh5 106,46
D2Mit19 174,7
D2Mghl?2 210,59
D2Rat67 243,48
Chromosom 3
D3MghS8 11,96
D3Rat48 25,67
D3Mghll 105,74
D3Mit3 136,3
D3Ratl 169,92
Chromosom 4
D4Rat? 5,43
D4Rat71 29.9
D4Mit2 55,62
D4Mitl5 115,48
D4Mitl4 165,41

D5Ratl26 24,79
D5Rat8 60,91
D5Wox3 99,08
D5Mgh20 140,93
D5Rat33 143,55
D5SMCOI1 154,28
Chromosom 6
D6Mit3 75,05
D6Mgh5 76,38
Do6Ratl2 114,03
D6Mgh?2 133,08
Chromosom 7
D7Mghl unbekannt
D7Mgh6 96,68
D7Mghl0 142,2
D7Rat94 142,89
Chromosom 8
D8Mit6 9,58
D8Rat52 20,96
D8Mgh4 86,64
D8Mitl 92,99
D8Mgh3 103,7
D8Rat71 127,92
Chromosom 9
D9Rat45 3,81
D9Rat26 37,31
D9Rat100 93,64
D9Rat3 100
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Chromosom 10

Chromosom 17

DI17Ratl 5,58
DI17Ratl] 30,93
D17Mit4 71,22
DI17Rat51 96,59
Chromosom 18
DI18Mitl 12,43
DI18Mgh3 48,46
DI18Mit9 80,44
Chromosom 19
DI19Mit2 12,76
DI19Mit8 45,69
Chromosom 20
D20Rat20 18,42
D20Mitl 48,2
X-Chromosom
DXRat25 Unbekannt
DXRat100 9,1
DXRat4 23,54
DXRat40 45,56
DXMgh9 88,58
DXRat96 122,14

DI10Rat2 5,82

DI10Rat96 6,17

DI10Mghl4 65,39

DIONGFR 84,3

DI10Rat19 87,29

DIOGH unbekannt
Chromosom 11

DI1IMgh5 4321

DI11Mgh4 61,56

DI11IMgh3 68,29

DI11Rat43 85,08
Chromosom 12

DI2Ratl7 unbekannt

DI12Ratl8 35,77
Chromosom 13

DI13Mgh?2 9,26

D13Mgh5 63,31

DI13Rat191 88,15
Chromosom 14

DI14Rat40 74,97

DI14Rat22 102,52

DI14Mgh4 138,23
Chromosom 15

DI5Rat42 unbekannt

DI15Mgh4 83,36
Chromosom 16

DI16Mgh?2 17,57

DI16Ratl3 77,96
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Mikrosatelliten fiir den ,,Genome scan“ in der N3

(

Chromosom 1

DIRat?] 53,93
DIMit4 160
DIMTIPa 185,6
DIRat83 252,39
DIMit8 257,62

Chromosom 3
D3MghS8 11,96
47,7
D3Mghll 105,74
157,94
Chromosom 4
| D4Rat?2 5,43
Chromosom 5
D5Wox3 99,08
D5Mgh20 140,93
D5Rat33 143,55
DSMCO1 154,28
Chromosom 6
D6Mit3 75,05
D6Mgh5 76,38
D6Rat12 114,03
D6Mgh?2 133,08
Chromosom 8
D8EMgh3 103,7
D8Rat71 127,92

Chromosom 10

gegeniiber dem ,,Genome scan“ in der N2)

DI10Rat2 5,82
DI10Rat96 6,17
DI10Mghl4 65,39
DIONGFR 84,3
DI10Rat19 87,29
DIOGH unbekannt
Chromosom 11
| DI11Rat43 85,08
Chromosom 12
| DI2Ratl7 unbekannt
Chromosom 13
DI13Mgh2 9,26
D13Mgh5 63,31
DI13Rat191 88,15
Chromosom 14
21,88
44,92
DI14Rat40 74,97
Chromosom 15
DI15Rat42 3,00
16,36
56,09
Chromosom 16
unbekannt
DI16Mgh2 17,57




Chromosom 18

DI18Mitl 12,43
DI18Mgh3 48,46
DI18Mit9 80,44

Chromosom 19
DI19Mit2 12,76
41,61

X-Chromosom
DXRat4 23,54
DXRat40 45,56
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Mikrosatellitenmarker fiir den ,,Whole genome scan*

Chromosom 1

Chromosom 4

DIRat182 0,61
DIRat4 11,86
DIRat192 23,63
DIRat26 79,36
DIRat28 88,93
DIRat34 115,23
DIRat217 124,38
DIMghl8 138,73
DIRat44 153,83
DIWoxl19 185,84
DIWox23 212,27
DIRat123 223,89
DIRat75 235,26
DIMghl?2 247,43
DIMit8 257,62
Chromosom 2
D2Ratl 9,59
D2Mghl 34,83
D2Mitl7 109,5
D2Rat39 162,88
D2Mit19 174,7
D2Mitl3 182,83
D2Mghll 197,5
D2Rat61 227,13
D2Rat67 243,48
Chromosom 3

D3MghS8 11,96
D3Wox3 274
D3Wox10 47
D3Mghll 105,74
D3Mghli4 118,76
D3Ratl0 135,3
D3Mit2 143,12
D3Mgh2 157,94
D3Ratl 169,92

D4Mgh2?2 4,41
D4Rat71 29.9
D4Mit2 55,62
D4Mit5 72,43
D4Mitl ] 91,57
D4Mitl4 165,41
Chromosom 5
D5Rat109 1,93
D5Mghl7 14,73
D5Ratl2 70,67
D5Rat24 106,16
D5Wox12 135,88
Chromosom 7
D7Mit5 85,11
D7Mgh6 96,68
D7Rat94 142,89
Chromosom 8§
D8Mit6 9,58
D8Rat52 20,96
D8Mgh4 86,64
DS8Mitl 92.99
D8Mgh3 103,7
D8Mghl 116,82
D8Rat71 127,92
Chromosom 9
DI9Mgh5 2,17
D9Rat76 33,49
DI9Mit4 39,33
DI9Mghl 72,87
D9Rat100 93,64
D9Rat3 100
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Chromosom 10

Chromosom 14

DI0Mitl5 4,75
DI10Rat45 20,23
DI10Rat39 30,31
DI10Mit3 41,35
DI10Mgh24 54,65
DI10Mit2 64,87
DI0Rat24 79,24
DI10Mgh21 92,79
DI10Mghl6 107,27
Chromosom 11
DI11Mgh5 4321
DIIRat5 56,46
DI11Mgh4 61,56
DI1IMgh3 68,29
DI1IMghl 84,6
DI1IRat32 unbekannt
Chromosom 12
DI12Mit5(6) 12,8
DI12Mgh4 27,71
DI2Ratl8 35,77
DI12Mit4 39,18
DI2Rat22 45,9
DI2Ratl7 unbekannt
Chromosom 13
DI13Mgh?2 9,26
D13Mgh4 38,503
DI3Rat26 56,84
D13Mgh5 63,31
DI13Mit5 78,08
DI3Rat191 88,15

DI14Mit4 44,92
DI14Mgh?2 79,08
DI14Rat51 89,32
DI14Rat22 102,52
D6(14)Mgh4 138,23
Chromosom 15
DI15Rat74 58,15
DI15Mgh4 83,36
Chromosom 16
DI16Rat51 3,47
DI16Mgh4 18,12
DI16Mit4 30,56
DI16Mit3 47,43
DI16Ratl3 77,96
Chromosom 17
DI17Rat3 8,87
DI17Mgh?2 21,28
DI17Ratl ] 30,93
DI17Rat31 65,48
D17Mit5 82,13
DI17Rat51 96,59
Chromosom 18
DI18Mitl3 2.4
DI18Mitl 12,43
DI18Rat71 31,19
DI18Rat53 42,04
DISMGH3 48,46
DI18Mit9 80,44
DI18Ratl 86,93
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Chromosom 19

DI19Mit2 12,76
DI19Rat2 55,46
DI19Mit3 unbekannt
Chromosom 20
D20Rat5 18,45
D20Mghl 51,15
D20Mgh? liegt auf 82,54
Chr8
X-Chromosom
DXRat69 11,95
DXRat4 23,54
DXMgh5 39,88
DXRatl106 47.41
DXRat56 81,45
DXRat50 99,84
DXRat58 114,107
DXRat127 124,66
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Mikrosatellitenmarker fiir kongene Fragmente

Mssl Mss4
DI10Mit3 41,35 D6Ratl32 52,75
DI10Rat244 50,6 D6Mgh5 76,38
DI10Mgh6 65,0 D6Rat98 79,92
DI10Mghl4 65,39 D6Rat19 81,68
DIONGFR 84,3 D6Rat218 90,95
DI10Mgh5 86,33 D6Ratl8 93,37
D10Rat99 89,29 D6Ratl7 95,06
DI10Wox19 89,43 Do6Mitl 98,84
DI10Mgh21 92,79 D6Rat229 99,75
DI10Rat7 105,9 D6Rat88 100,19
DI10Mghl6 107,27 D6Wox4 102,45
D6Ngbh 111,2
D6Rat66 112,27
Mss2 D6CPGla 123,2
D6Mgh3 127,68
DIRat33 116,2 D6Mgh2 133,08
DIMit4 160 D6Ratl10 134,09
DIMTIPA 185,6
DI1Wox23 212,23
DIRatl23 223,89 Mss5
DI13Mgh?2 9,29
Mss2 (nach statistischer Analyse, D13Rat25 46,53
Verschiebung des Loci) DI13Rat26 56,84
DI13Mgh5 63,31
DIRat75 235,26 DI13Mit5 78,08
DIRat83 252,39 DI13Ratl191 88,15
Mss7
DI10Mgh25 5,09
D10Rat95 6,3
DI10Gotl 8,7
DIOGFER 13,9
DI10Mghl?2 19,1
DI10Rat45 20,2
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Anhang 3

Primersequenzen fiir die Sequenzierung der Kandidatengene

Akt Annealing-

Sequenz (5° —3’) temperatur

CGGGACCCTGCCTCACATGCTTTC AKT-1F 65°C genomisch
CCTGCTGGGCCAGTACACACCCTC AKT-1R 65°C genomisch
AGTACAGTGTGCCTGGGTCCTCAC AKT-2F 65°C genomisch
GAGGCTCTCCGTAGTTTCTCAGTG AKT-2R 65°C genomisch
ATATGGTCTGTCTGGTAAGGACTG AKT-3F 56°C genomisch
ACTCAGCAGAGGCTTGCAAACATG AKT-3R 56°C genomisch
TTACCTGCAGCGTCAGGACCAGGC AKT-4F 67°C genomisch
CCAACTCAGTCAGGTCAAGAGGAG AKT-4R 67°C genomisch
ACTCTGGACACTATCAAGCCGAAG AKT-5F 65°C genomisch
CTCAGTAAGCGTGTGGGCAACCTC AKT-5R! 65°C genomisch
GAGCCCCAGCGCCCGTAGTCAGTC AKT-6R mit -5F 62°C genomisch
AGGTGATACCTATCTCAAAGACAC AKT-7F 59°C genomisch
CAGAGAGGCGCCCAAGGCTCTCAG AKT-7R 59°C genomisch
TCTTACTACTGCTGAGTCGGAGTC AKT-8F 62°C genomisch
CTTGTCCAGCATGAGGTTCTCCAG AKT-8R 62°C genomisch
CACTCCGAGAAGAACGTGGTGTAC AKT-9F 65°C genomisch
GCCATAGTCGTTGTCCTCCAGCAC AKT-9R 65°C genomisch
TTCTGCGGGACACCCGAGTACCTG AKT-10F 61°C genomisch
ATGATCTCCTTGGCGTCCTCGGAG AKT-10R 61°C genomisch
CTCAGCCTCTGGACAGTACTGCTG AKT-11F 62°C genomisch
CGAGATCCAGAGCTGGGCACGGTG AKT-11R 62°C genomisch
TAGAGCTGTGCCTTAGTGCTAATC AKT-12F 65°C genomisch
AGAAAAGGCTTCATACTGAGGCAC AKT-12R 65°C genomisch
CTATCCTCCATGGTGTCAGGTCAG AKT-13F 65°C genomisch
ACATGTCTGGCCTCAAATCGGATG AKT-13R 65°C genomisch
Pten Annealing-

Sequenz (5° —3’) temperatur

GCCAAGTCCAGAGCCATTTCCATC PTEN-SIF 56°C genomisch
ACGTTATAGTCACCCCAACTACAG PTEN-S1R 56°C genomisch
ATAGCTAATGTTTCCAAATGTATG PTEN-S2F 56°C genomisch
ATACTGTTCTGTGTGTTAAGAATC PTEN-S2R 56°C genomisch
GTTATTAATACTATTTGAGATTAG PTEN-S3F 56°C genomisch
CTTCAACTGCTCTGAGGAATCCAG PTEN-S3R 56°C genomisch
TAAATGTTGGTGATATTGATACTC PTEN-S4F 56°C genomisch
CAGATTTTCATCTCAATAATCTTG PTEN-S4R 56°C genomisch
TAAAATTCCCTGAGCACCAGTAAG PTEN-S5F 56°C genomisch
ACAACTATGTAACCACAATGTAAC PTEN-S5R 56°C genomisch
TAACCCAGTTATAGCAATGTTGTG PTEN-S6F 56°C genomisch
CTAAATTTTTATGTACACATTTAG PTEN-S6R 56°C genomisch
GAATTTTGTGTATATTTCTGATAC PTEN-S7F 56°C genomisch
AATCTCCTAACCAAAGGCACTAAG PTEN-S7R 56°C genomisch
TGTTTGCCTTCATTTTAGAATATG PTEN-S8F 56°C genomisch
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ACGCTCTATACTACAAATGCTATC
GCATAACCTCTCGGGAGTACACAC
GAAAAGCAGTGCCCTTCAGAATTC
GCAATCTGACACAATGTCCTATTG

Transforming growth factor beta3

Sequenz (5° —3’)
GGGGTCTCCTCCTTGCCAGGCCTC
CTGATTTCCAGACCCAAGTTGGAC
ACGAGAGGCACCGCAGAGTGGCTG
TTGGTTTTCCAAGGAGCAGCAGTC
CAGGATCGCGGCCGAGCCCGGTTC
TTCCTCCGCAAGGCCCTTCCCGTG
AATTCCTAAAGAGAAGCAAGGGAC
AAAAAAATCACCAGTGGGTATGTG

Latent Tgf beta binding protein 2
Sequenz (5° —3’)
GTGGGCACCATACTACCTATACAG
CCTTAAGTCCCCAGCCTATGGCTG

Estrogen related receptor beta
Sequenz (5’ —3’)
TGCCCACCTTCTCACCTCGCTTAG
CAACAAGACCTGTAGACCAATGTC
GTGGCCTCCTGCGAGGCTTGCAAG
TGCTTGGCCCAGCTAATGAGGAAC
AGGGGATATCAAGGCCCTGACCAC
GGTGGCCGTGGAAGTCTCCACGTG

Estrogen receptor beta

Sequenz (5° —3’)
TGCAAAATAGAGAATGTTTACCTG
GGCTGGACAGATATAATCATTATG
TGGGTATCATTACGGCGTTTGGTC
CCCTTCTACGCACTTCCCCTCATC
TCCATCGACCACCCCGGCAAGCTC
GTACATGTTCCACTTTTGACCATC
CTGGAATATCCAACAACAGCCAAG
AGGACGGTGCCTGGCACATACCAG
CGTTATTACTGCTTATTTCGGTGC
CAAATTCAATTAAGCCTCACAATGAG
ACACTCCTCTGTTAGCAACATGTG
TCAACAGAGAAAAGGAAATTGCCTC
AGGATAATCACCCTTCTTACCGTC
CTTGATTATATGGAAGCCCCATTG
GCCAGGCCTGAGGCGGACAGAC
CACTGACATAGCTTCAAGGAAGCC

PTEN-ESR-NEU

PTEN-S8R
PTEN-S9F
PTEN-S9R

TGFB3-F1
TGFB3-R1
TGFB3-F2
TGFB3-R2
TGFB3-P-F1
TGFB3-P-R1
TGFB3-P-F2
TGFB3-P-R2

LTBP2-F10
LTBP2-R10

ESRRB-F1
ESRRB-R1
ESRRB-F2
ESRRB-R2
ESRRB-F3
ESRRB-R3

ESR2-F1
ESR2-R1
ESR2-F2
ESR2-R2
ESR2-F3
ESR2-R3
ZE5a-F
ZES5a-R
ON-PRO-F
ON-PRO-R
OH-PRO-F
OH-PRO-R
OH-RT-F
P3-F
3-UTR-F
3-UTR-R

56°C
56°C
56°C
56°C

Annealing-
temperatur

63°C
63°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C

Annealing-
temperatur

59°C
59°C

Annealing-
temperatur

60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C

Annealing-
temperatur

60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C

genomisch
genomisch
genomisch
genomisch

cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
genomisch
genomisch
genomisch

genomisch

cDNA
cDNA

genomisch
genomisch
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA

cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
genomisch
genomisch
genomisch
genomisch
genomisch
genomisch
cDNA
genomisch
genomisch

genomisch
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Anhang 4

Basensequenz des A&t/ Gens im Ratteninzuchtstamm BDIX auf genomischer Ebene

(gekiirzt)

TCCCTGGGTT ACCCCGGTGT GTGGGGGCCA CGGATACCAT GAACGACGTA GCCATTGTGA
AGGAGGGCTG GCTGCACAAA CGAGgtcagt ctgtgctctg caggaggagc ggagctgggce
ctgggtctgc ccagctttta aatgtggacc cagggggtgg gggtggggtg gagggtgtgt
actggcccag caggcagtgt tgtagccctg--------------- [)==mmmm e
__________________________________ //_________________________________
tgtacaggca gagccctgga tgatgctcct agttgtgccce agtgceccttct gggaaggtgg
aagcatccca ggtcccttcecc ccacctcaca cagtacagtg tgcctgggtc ctcacggtag
agttcacacg cagctcctca tgtctctcac gccctgcagG GGAATATATT AAAACCTGGC
GGCCACGCTA CTTCCTCCTC AAGAATGATG GCACCTTTAT TGGCTACAAG GAACGGCCTC
AGGATGTGGA GCAGCGCGAG TCCCCACTCA ACAACTTCTC AGTGGCACgt aagtgtctta
gccatgtggg ctggatgggg tggctaagca ggccagcagg gaggctgaaa ccgcccactg
agaaactacg gagagcctcc tcttggtcct aagatgctgg gcagtgctgg ccctgagtca
cctccectag gactggtgag tgaccagctc tggcagggcce aggggtccgg catgtaatga
ctggacctga--——--—-——-—--————-—————-—- e
__________________________________ //_________________________________
tctttttttec ggagctgggg actgaaccca gggccttgcg cttgctaggce aagtgctcta
ccactgagct aaatccccag ccctgcaaat acatttttta aagtgaggat gggaggcacc
ttcctgggge aggattgagg tctgggggat atggtctgtc tggtaaggac tgtaaggaga
gtttcacgga ggatcagatg tatgcagata gatgcttccc tgacttcttc ttcagAATGT
CAGCTGATGA AGACAGAGCG GCCGAGGCCC AACACCTTCA TCATCCGCTG CCTGCAGTGG
ACCACGGTCA TTGAGCGCAC CTTCCATGTG GAAACGCCTG AGGAGCGgtg agtgggcagg
gtgcagagag gctgtcagga gcagtgggct atgccccctg ctcagggcca tgtttgcaag
cctctgctga gtccattctg gaggactaga ctggaggact cgtggggtga gtggggcatg
gcgtgtccca ggtaccttga ggtttctgat tattttgaat gtggagacca ggttctgggt
ggttacctgc agcgtcagga ccaggcagcc agacaactgg agggtgaagg ccatggcaca
gctcctaagg cctcacttga ccccctgcag GGAAGAGTGG ACCACCGCCA TTCAGACTGT
GGCTGATGGA CTCAAACGGC AGGAGGAGGA GACGATGGAC TTCCGGTCAG GTTCACCCAG
TGACAACTCA GGTGCTGAGG AGATGGAGGT GGCCCTGGCC AAGCCCAAGC ACCGTGTGgt
gagtctggcce tccgcettctg ctgggctacce agggctgtgg agggccccgg caggtcecccgg
tgttcctgcce tggcettcctg tgtgggtctg ggacccctgg ctcectcecttga cctgactgag
ttggcagagt acttgtctag catgcacgag agcccagtac ttaaggaaag caaagtgaag
gtgtccaccg actcccaagg cccggtgctce tcactgaccc acaggccagc agatgtgaga
gcgggcgtgg cttgtgtcta gcectcttactg ttggctaact gggaggagcc ttgttcactce
tggacactat caagccgaag gtggtggtgt aggtgtttat tgccalaggc tagttgtggt
gagcaagggc tctccctaac tgggctctct ctgctaccca caGACCATGA ACGAGTTTGA
GTACCTGAAG CTACTGGGCA AGGGCACCTT TGGGAAGGTG ATCCTGGTGA AGGAGAAGGC
CACAGGTCGC TACTATGCCA TGAAGATCCT CAAGAAGGAG GTCATCGTTG CCAAGgtgca
gggggtgcag ggttggaggg agggtgaagg aacgggatac gtgggggaca agtgctcatg
gcttctgcat tccagGATGA GGTTGCCCAC ACGCTTACTG AGAACCGTGT CCTGCAGAAC
TCTAGGCATC CCTTCCTTAC Agtaagtagt gactatcagt ctgacccctg tgggataggg
acgagtgtgt ctctcccaca gcctgcecctct gcacccacac agacgggctt catggactga
taggggtggt ggggctggga tgccggagtg ggctggaagc ccacccaccg ctgtggggca
caggagggag gcgtgagtct ggtcttctca ctctgctgag gceccttgagtt gccccactcect
ccgtgcccte agtcctcaga cccgtcttcect aggcagaccce ctcaggtttce ttgtgagtgce
agctcagtga cagcagctgg tgagttccag ggccagcggt ttgggcttat tgcecctttagg
cagggccgcc tgaggtccag gccagcctta gctaaggtga tacctatctc aagacactaa
aatgtgccct ggtacatctt ggggtggctg ggggcagtgce cagtgtgcta cttcecctcagt
gcttacctag gcttgccctg cttccatttc agGCCCTCAA GTACTCATTC CAGACCCACG
ACCGCCTCTG CTTTGTCATG GAGTACGCCA ATGGGGGCga ggtagggccg taggtggctt
cagacctggg catttcgtgg gtgagcttgt ccttctgaga gccttgggcg cctctctgta
gtacaggtca cggtgctgcc aagcctggcc atgtgagcect gtacctgett gtttggggat
gtcttactac tgctgagtcg gagtctcctg ggctcttgtt ctceccttgggg gcectagtccect
aaccttccct ctgcectcatg ggtcacggtg gggccctcac gcaggccctce actcagcetcect
ccaccccacA GCTCTTCTTC CACCTGTCTC GTGAGCGCGT GTTTTCAGAG GACCGGGCCC
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GCTTCTACGG TGCGGAGATT GTGTCCGCCC TGGACTACTT GCACTCCGAG AAGAACGTGG
TGTACCGGGA CCTCAAGgtg tgttcatgca ctaggggagg tgggactggg ggtctatcca
cactaactgt ggcttcccac acagCTGGAG AACCTCATGC TGGACAAGGA CGGGCACATC
AAGATAACGG ACTTCGGGCT GTGCAAGGAG GGTATCAAGG ACGGTGCCAC CATGAAGACG
TTCTGCGGGA CACCCGAGTA CCTGGCCCCT GAGgtgctct gctacttctt gtgtgtcccc
cacaccctcc catgccccgg acacatgttg atggagtccce ccatctaGGT GCTGGAGGAC
AACGACTATG GCCGTGCAGT GGACTGGTGG GGGCTGGGCG TGGTCATGTA CGAGATGATG
TGCGGCCGCC TGCCCTTCTA CAACCAGGAC CATGAGAAGC TGTTCGAGCT CATCCTAATG
GAGGAGATCC GCTTCCCACG CACACTCGGG CCGGAGGCCA AGTCCCTGCT CTCGGGGCTG
CTCAAGAAGG ACCCTACACA GAGgtacggg ccacagggct tcaggctcag cctctggaca
gtactgctgc ccacggcacc caccagtctc agtcacatgt caccttcatg aagtgtctga
gccctgactg acatgtctcc tacccacagG CTCGGTGGGG GCTCCGAGGA CGCCAAGGAG
ATCATGCAGC ACCGCTTCTT TGCCAACATC GTGTGGCAAG ATGTGTATGA GAAGAAGgtg
tgcatccgge caccgtgccc agctctggat ctcgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg
togtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgcg cgcgcgecgeg-——--—---- e
__________________________________ //_________________________________
caaggaaaac aactagagaa aaaggactgc tcccagcctg gacatgggca gtcgctaccce
tgtcactttg ggcgtctctg ggctcgctcc cccctgecta catgceccttac ccagttccac
ctagagctgt gccttagtgc taatcccacc cctcaggagg tcagggatgce ctggagagaa
gctggaacac agtaataacc actccttctg tcactcctca gCTGAGCCCA CCTTTCAAGC
CCCAGGTCAC CTCTGAGACC GACACCAGGT ATTTTGATGA GGAGTTCACA GCTCAGATGA
TCACCATCAC GCCGCCTGAT CAAGgtgaga ccaccctgct ctaaggtgcc tcagtatgaa
gccttttctt tttttttttt tttcectttttt ttcectttttte tttttttttt ttcggagcetg
gggagcttgc tctaccactg agctaaatcc ccaaccctga agcecttttcect tttttgaact
ggagttacat gagctgccat gtagggactg gaactgaacc tgggtcctct accagtgcgt
taaccactaa gccatctctc cagcctcaac ctcacactga ttaaaaaaca ataacaaacc
cttttggagg gtggtagcaa ccaggcgggg agggagtgtt ctgagggcca gagtcactgg
ccactcgcag ggcctceccttg tatcctatcc tceccatggtgt caggtcaggt gggcagtggg
agggctcttt ctagagactg ggtctgagcc ctcttgtgge ccacagATGA CAGCATGGAG
TGTGTGGACA GTGAACGGAG GCCGCACTTT CCCCAGTTCT CCTACTCAGC CAGTGGCACA
GCCTGAGGCC TGGGGTGGTG GCTGGCAGCC CTGCACCCCT CTGCATTGCC GAGTCCAGAA
GCCCCGCATG GATCATCTGT ACCTGATGGT TTTGTTTCTC GGATGTGCTG GGGAGGAACC
TCGCCAGcct

Erlduterungen:

Die Primersequenzen sind unterstrichen. Die Basensequenz eines Exons ist in Grof8buch-

staben dargestellt. Der Nukleotidpolymorphismus zwischen BDIV und BDIX ist rot

hinterlegt.
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Anhang 5

Basensequenz des Tgf beta Gens im Ratteninzuchtstamm BDIV auf genomischer Ebene

tgccaggatc gcggccgagc ccggttccac
ccggccecctte tcecccctagecg aacctagcect
gacgcggggg aggcgagagc gcgaggcggg
gaggggccgg ggtagcagga gggagggggc
cgtgtagcag gaatgactcc aagaggaggg
agaggactca caaagtattt ttcaaatggg
taaaaccgtg cagcgagaga ggctgtgtgce
gccgatacgt catgggaggg aggtataaaa
tgtgtgcatg tgtgtgtgtg agagagagag
gagaaaggga gggaagaaga gggccgagtg
cgcacgggaa gggccttgcg gaggaagaaa
cggcttctat tttctttttc ttttgatttt
agaagccatg gccgagagag aagataagct
ttatcggagc tgtctccaag aggcctgccc
atcccagcca atgaagagga gaggcagcgc
agtgtaaaca aaagggaaag catgaatgga
cccccacctt tagctgggcecc tgccgttgcec
tgattttttt taaacatttt
Erlduterungen:

cctggggcct ggagagagtg gccggaccgce
gtgtcccctg tccgaccggg ggcgatccgg
gagcgtggac tgacagctgg ccccggcgca
tcgggagtaa ctttccagaa aaacagccaa
gaaaaaaaag ttcagttacc acgtcgaacc
ctcggctttt cctgtgcctg tttaaaacat
gctggtccct ccctcececteec cccaccccag
tttcagcaga gagaaataga gaaagcagtg
agggagaglg aggagaggga gaaggggaga
tagggggctg agccacagag aggcgagacg
taacgctttc cggagtcagc tgcggtgaat
ttttttaatt cctaaagaga agcaagggac
gagatgctgg tgaccctggg tccaagtgga
tcccagtttg ccagttgtat ataatccctc
gaacagagtc atttagaaag cccccgagga
gtgctcccga gacaagtgtg tcccgcactg
cagcgctgcc tctccccaca tacccactgg

Die Primersequenzen sind unterstrichen. Der Nukleotidpolymorphismus zwischen BDIV und

BDIX ist rot hinterlegt.
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Anhang 6

Basensequenz des “Estrogen receptor beta” Gens im Ratteninzuchtstamm BDIV auf cDNA-

Ebene (ohne alternatives Exon 5)

GGGGGAGCTG
CTGCAATAAA
CTCTGTGGCT
CTGCCAGTCA
CTTCTCACAA
CGTCGAGCCT
ACGGCCCCAT
CATTCTACAG
GTGGGCCTGT
CTCCTTTAGC
GGTGTGAAGC
AGCTTAGTGG
ACTTCTGCGC
AAGGATGTAA
CCACGAATCA
GCAAGTGTTA
GTATAGTGCG
GARACGGTGG
AACTGGTGCT
TGCCCTTCAC
TGCACATGAT
AAGTCCGGCT
CCATCGACCA

GCCCAGGGGG
GTCTGGCAGC
GAGGAAAGCA
TTACATCTGA
GGAGTTTTCT
TAGTTCCCCT
CTACATCCCT
TCCTGCTGTG
CCGAATGAGC
GACCCATTGC
AAGATCACTA
GAGCAGTTGT
CGTCTGCAGC
GGCCTTTTTT
GTGTACCATA
TGAAGTAGGA
GAGGCAGAGA
GCATGCACCC
CACCCTCCTG
CGAGGCCTCC
TGGCTGGGCC
CTTAGAAAGC
CCCCGGCAAG

AGCGGCTGGT
CACTGCATGG
CCTGTCTGCA
GTCCCATGAG
CAGCTGCGAC
GCTTCCTATA
TccTccTaflc
ATGAACTACA
ACAAGCCCAA
CAATCATCGC
GAGCACACCT
GCCAGCCCTG
GATTATGCAT
AAAAGAAGCA
GACAAGAACC
ATGGTCAAGT
AGTTCTAGCG
CGGGTGAAGG
GaaGCllcaac
ATGATGATGT
AAGAAAATCC
TGCTGGATGG
CTCATTTTCG

GGAAGTGCGT

AGAAGGGATT

TCCGTGAGTT
ACTCCAGTAT
CACACCTACT
CCTCCCAGCA
ACATCAGTAA
TGTATGACCT
TCTCGGGGTC
TACAGTCTCA
ACATGTACCC
CACACTGCAC
ACCACCGAAT
TGTCTCCTTG
TTGGAAGGAT
GGACTGTAGG
ATTGTAGGAT
TGTGAGGACT
TAGATGTACC
GGTCTGTCTG
TTCCTTGAAG

AAAACTCCAG
GTACCCCTTG
GAACGCGGTG
GCAGTCAGTC
CAAGGGCATG
GCTGCTGGAG
TGAGTGCAGC
GTGATGGCCA
TAGCATCTGG
TTCCCAGGAG
GCCAAGTTCT
CCCACTTGGA
TGTCCTTAGT
ACTGTGTGGC
TGAAAACCAC
CATTAATGTC
TTGTTCCTCC
AATGTGGTCA
CTATGTCATC

Erlduterungen:

CTGGAAATCT
CACAAGGAGT
GCTTCTGCAA
ACAGATGCCC
CGACTGGCCA
GAACATCTGC
ATGCTGAATG
TCAACAGAGG
GGCCTGAGGC
GGGTTCCTCT
TCAGGGTGGT
AACTTGTATA
AACATCTGAA
CAGGAAAAGG
CATAAAATCA
ATTGACAATC
ATGGGTTATT
TCCCAGACCC
TTGTCATGGG
TTTCTCTCTC

GCTGCCACTG
CTGAGCGACA
TTTAGAGAAT

GCATCCCTAG
ACCAGTGGCT
GCAAAATAGA

GCACCCAGGT
GGGAGTCCGG
GAATGTTTAC

TCTCTGAGAA
CCTCTGAAGA
ACTGTAGCCA
TAGACAACCG
GTGTTCCCGG
ATGTGCTATG
TCCTCTATGC
TACCTGTAAA
TTACTAGTCC
CTGGGTATCA

CATAATGTCC
CATGGAGATC
GTCCATCCTA
CCATGAGTAT
CAGCACCAGT
GCCAACTTCT
Bcaaccrcan
CAGAGAGACA
AAACGCAAAG
TTACGGCGTT

ATCTGTACCT
AAAAACTCAC
CCCCTGGAGC
TCAGCTATGA
AACCTGGACG
GGGCACCTGT
AAGAGTCCTT
CTGAAGAGGA
AGGGATGCTC
TGGTCATGTG

TTCAAGGACA

TAATGATTAT

ATCTGTCCAG

GGCGTAAAAG
GTGGATCCAG
AGCAGGTACA
AGCTACTGCT
CACCCAATGT
CCCTCACTAA
CTGGCTTTGT
AGGTGCTAAT
CTCCCGACCT
TTGACATGCT
ATCTCTGTGT
ACCAGGAGGC
TGGTCTGGGT
ACCTCCTGAT
TCAGCATGAA
CTCACACGCT
ACAGTAAGAA
GGACAGACTA
TAGGGCTGCC
TGTGTGGCGG
GCCTTGAAGG
AGGTTCTGGA
AATATGGCAT
ACCTTTGGAT
AGCTCATTTC
CTATCAAAGA
TTGGGTTACA
TTAAGATTTA
TCCCG

CTGCCAGGCC
GAGAGAACGG
CTGCCTGAGC
GAGCACCTTG
GCTGGTGAGC
GCTGGCGGAC
GGAGCTCAGC
GGTGGGACTG
CGTTCTGGAC
CCTGGCGACG
GAAGGCCATG
AGAAAGTAGC
GATTGCGAAG
GCTTCTTTCT
GTGCAAAAAT
TCGAGGGTAC
CAAAGAGAGC
CAGAGATGGT

TGCCGACTTC
TGTGGGTACC
AAAGCCAAGA
AGTCCAGAGC
CGTCCCAGCA
AAGGAACTGG
CTGTTGGACC
ATGTGGCGCT
AGGGATGAGG
ACGTCAAGGT
ATCCTCCTCA
CGGAAGCTGA
AGTGGTATCT
CACGTCAGGC
GTGGTCCCGG
AAGTCCTCAA
TCCCAGAACC
CAAAAGTGGA

TTGGTTACGC
TGTTCCTCAT
CTCTCGGTGT
ACTAAAGGTC
GTGACACAGC
GGCGTCTTCT
GCATTCCTGC
CCAGAAAGAT
TCCTTAGAGC
AATCTCTTTG

ACCCCTTACC
ACCAGGATGT
ACTTACTTTC
AAAGTCTGAT
TATAAGAAAT
AGACCACTTG
CTCACGGGTC
AGTGCAAGCT
CTGCTTATTT
TAATATTGGC

Die Primersequenzen sind unterstrichen. Die Basensequenz der kodierenden Exons, des
5’-untranslatierten Bereichs (5’UTR) und des 3’-untranslatierten Bereichs (3’UTR) sind in

GroBbuchstaben dargestellt. Das Start- und Stop-Codon ist grau hinterlegt.

Nukleotidpolymorphismen zwischen BDIV und BDIX sind rot hinterlegt.
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Anhang 7

Basensequenzen der 3 Promotoren des “Estrogen receptor beta” Gens im

Ratteninzuchtstamm BDIV auf genomischer Ebene

BDIV: genomische Sequenz des ON Promotor

gggatctgat
ggcctggceccc
gggtcaaagt
attcctgggg
agtctcttgg
cagtggatcc
acgtglactt
atccgttagt
tctcaggtcc
GGGGAGCTGG
TGCAATAAAG
TCTGTGGCTG
TGCCAGgtaa

ttcattactc
atgcttctta
atggaaacaa
atctggtcag
aaggggggtyg
ggttgcgcgg
tttagctacc
cgtgggtaat
ctgccttcag
CCCAGGGGGA
TCTGGCAGCC
AGGAAAGCAC
gtgtcccttt

Erlduterungen:

Die Primersequenzen fiir die Primer ON-PRO-F und ON-PRO-R sind unterstrichen. Der

cgttattact gcttatttcg gtgctattac
aggagagttg tcagacctaa gcatttaatg
gatgaagtgt ggtccctgga cgcacgcagt
aaattcccat tcccgggctc catctcggtt
tccctagtgg atgactgtga agaggctgga
cgcgggagtg cctgaaatct ccggctccgg
ctcccacact cttttctagg tctttaaaag
ctttgcagct tctccagctg ctggcectttt
cgaggcttct agaatcagcc acctcttgaa
GCGGCTGGTG CTGCCACTGG CATCCCTAGG
ACTGCATGGC TGAGCGACAA CCAGTGGCTG
CTGTCTGCAT TTAGAGAATG CAAAATAGAG
gctcattgtg aggcttaatt gaatttgtgg

cagaacccgg
acacgcgcgt
caagtccaga
ctccatcgtc
ggtcgacatc
gtttgtggtc
acgcactaac
tgaaacgcac
acttcttggt
CACCCAGGTC
GGAGTCCGGC
AATGTTTACC
gaggccagca

Nukleotidpolymorphismus zwischen BDIV und BDIX ist rot hinterlegt. Die Basensequenz

des 5’-untranslatierten Bereichs ist in Grof8buchstaben dargestellt. Die Lage des Primers F1

(ESR2-F1), der fiir die kompetitive PCR zur Bestimmung der Promotoraktivitit verwendet

wurde, ist grau hinterlegt
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BDIV: genomische Sequenz des OH Promotor

ttctccacta gcacactcct ctgttagcaa catgtgagcg caaatctttt gaagcaggca
gaacatcttc agagaagagg gcagggcggg acagtggcga atctgectttt gtgcettcectt
acagaaagta tatctgttat aaacaggatt ctttacgttc tccactgtcg cccacgtcat
gcaccaagtt aatctagtta gtcatcatga gcaccggctg atagacaaaa tatcctttca
ttacaaagtg gtgcatgttc tgggaatgca gctccgtgac agagcaggtg cacaagatcg
tcaagcccca gcctcactcc ttagcaccaa aaaccagcag caaaagcaag ctattgagcec
ggtgctgctc atcatacgta acacaactga cttttaataa ttcagtgctt tgctcctgaa
ggtttactag taaggacttc aggctctgtt atggggtact tagggtagcg gagacctttt
cctgtcacac cacgtgatcg ctttgctagg Igccttggtg atgagacaga gacaagcttg
tgaccctgct aagcatcgct gttaccacgg gttccagggt gceccttttggt ccaaccattg
gcatccactg tctcatgagt ccctttggct tttttttttt tttttttttt ttGGTCATGG
CTCAGGTGGA CTGGAGGATA ATCACCCTTC TTACCGTCAT TTAAGCAGAC AAAGAACCCA
TTATCCTTCC TGACGGACAG Ggtgagtcag aggcaatttc cttttctctg ttgattctct
Erlduterungen:

Die Primersequenzen fiir die Primer OH-PRO-F und OH-PRO-R sind unterstrichen. Der

Nukleotidpolymorphismus zwischen BDIV und BDIX ist rot hinterlegt. Die Basensequenz

des 5’-untranslatierten Bereichs ist in Grobuchstaben dargestellt. Der Beginn der 5’UTR

variiert und ist durch

gekennzeichnet. Die Lage des Primers OH-RT-F, der fiir die

kompetitive PCR zur Bestimmung der Promotoraktivitit verwendet wurde, ist grau hinterlegt.

BDIV: genomische Sequenz des Promotors P3

ttactaggat
tttaggtagt
ATCTCACTCC
GGAAGCCCCA

attcattgct
ggCTTAGTCC
AAGCAGGCCT
TTGCCCCTAG

AACCAGACAT
AACATAATGT
GACATGGAGA

CGTTTGCTTT
CCATCTGTAC
TCAAAAACTC

Erlduterungen:

acctatgagg
CTGGAAGCTC
GGAACCAGAA
CTAAAATGAA
CCTCTGCAGT
CTCTTCTCAC
ACCGTCGAGC

tcagagtcca
TGTCCTTGTT
ACCCCTCTGC
TATGTCTTAG
CATTACATCT
AAGGAGTTTT
CTTAGTTCCC

gggtcagtcc
TCTTTCTTTA
CTCAGCCTCC

atgtatagtc
CCGAGACTCC
TTGATTATAT

TCACTCTGGC
GAGTCCCATG
CTCAGCTGCG
CTGCTTCCTA

AGCTTGAACT
AGTCTCTGAG
ACCCTCTGAA
TAACTGTAGC

Die Primersequenz des Primers P3-F ist unterstrichen. Die Basensequenz des 5’UTR und des

sich daran unmittelbar anschlieBenden ersten kodierenden Exons ist in GroBbuchstaben

dargestellt.
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Anhang 8

Basensequenzen des Zusatzexons 5 mit flankierenden Intronsequenzen des “Estrogen

receptor beta” Gens im Ratteninzuchtstamm BDIV auf genomischer Ebene

aaagacggca cagagcagga actagacgtg gatttagctg gaatgtttat agaagataca
ctggaatatc caacaacagc caagctttgc tgtaggaaaa ccagaaaact tttggcggac
ctttgagtgg ttclgaaact gtccctggaa aaagccccag tgttaagtgt tcagcacgtg
agagtgtgca gagagcagga ggaagcctgg tgctatgaac ctaacgtgcc cgccccaact
cttgcatcgt aaccctgtta CCACTTCAGG TCCTCAGAAG ACCCTCACTG GCACGTTGCG
CAGATGAAGA GTGCTGCCCC AAGgtatcag cgtccattct gcctgttgtt atggatggca
ctgacaaaga gcccactgtt ctgagtaatg gaggtgtttt ggtggagcac acaccctgtg
ggaagagcgg aagcatggga tgtggcttga gcaggagcaa gJgcccaggtgg tgtggacaag
agagggaggc tctggaaggc cagagcagtg gggcgggtac cagacccttc agtgaccctt
ggaatagcta acttattggc tggtatgtgc caggcaccgt cctcagcact cgatgcacgt
cactgttctc agtctcccca gaagcceccttt tggaggagac agcgttcaac atcccagttce
Erlduterungen:

Die Primersequenzen sind unterstrichen. Der Nukleotidpolymorphismus zwischen BDIV und
BDIX ist rot hinterlegt. Die Basensequenz des alternativen Exon 5 ist in GroBbuchstaben

dargestellt.
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