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Abkirzungen

2. Abkiirzungen

Diese Liste enthilt eine alphabetische Auflistung der verwendeten Abkuirzungen.

Acta2 Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta; ehemals «Sma

Alk3 Activin like kinase 3

Atf2 Activating transcription factor 2

ATP Adenosintriphosphat

BASM Bovine aortic smooth muscle myosin

bHLH basische Helix-Schleife-Helix (basic helix-loop-helix)

Bmp Bone morphogenetic protein

Bmper Bmp-binding endothelial regulator

bp Basenpaare

BrdU Bromdesoxyuridin

BRE Bmp responsive element

C57BL6/] C57 black 6 / Jackson — Mausstamm

Ca(l, Calciumchlorid

CAKUT angeborene Anomalien der Niere und des Urogenitaltrakts
(congenital anomalies of kidney and urinary tract)

Car3 Carbonic anhydrase 3

Catnal Catenin « 1

Cdhlo6 Cadherin 16

Cldn11 Claudin 11

CND Common nephric duct

Cnnl Calponin 1

cre Rekombinase cre

Cxcll2 chemokine (C-X-C motif) ligand 12

A Deletion

Dach2 Dachshund 2 (Drosophila)

Dactl Dapper homolog 1, antagonist of beta-catenin

DAPI 4' 6-Diamidin-2"-phenylindol dihydrochlorid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

Dlg1 Discs, large homolog 1 (Drosophila); friheres Gensymbol Dlgh1

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxyribonukleinsduretriphosphat

dpp Decapentaplegic (Drosophila)

Dpysl3 Dihydropyrimidinase-like 3

DTT Dithiothreitol

Dusp10 Dual specificity phosphatase 10

E125 12,5. Tag der embryonalen Entwicklung

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

Emx2 Empty spiracles homolog 2 (Drosophila)

Epha7 Eph receptor A7

Erk Extracellular signal regulated kinase

EtOH Ethanol

Ets1 E26 avian leukemia oncogene 1, 5‘domain

Eyal Eyes absent 1 homolog (Drosophila)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

IX



2 Abkirzungen
fl von loxP-Sequenzen flankierter Abschnitt
Foxc Forkhead box C
Gata2 GATA binding protein 2
Gdnf Glial cell line derived neurotrophic factor
Greml Gremlin 1
HCl1 Salzsiure
Hes1 Hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)
HFL Human fetal lung fibroblasts
Hh Hedgehog
Hmga?2 High mobility group AT-hook 2
Hox11 Synonym zu TIx1 (T-cell leukemia, homeobox 1)
1d2 Inhibitor of DNA binding 2
Jnk Jun N-terminale Kinase
Jun Jun oncogene
kb Kilo-Basenpaare
KCl Kaliumchlorid
KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat
Kif12 Kinesin family member 12
Kit Kit oncogene
LB-Medium komplexes Vollmedium zur Kultivierung von E. co/i
Lgalsl Lectin galactose binding soluble 1
LiCl Lithiumchlorid
MAPK Mitogen-activated protein kinases
Masp1 Mannan-binding lectin serine peptidase 1
Mef2 Myocyte enhancer factor 2
MeOH Methanol
MgCl, Magnesiumchlorid
miR21 microRNS-21
Msx homeobox, msh-like
Mw Mittelwert
Myhl1 Myosin, heavy polypeptide 11, smooth muscle
Myocd Myocardin
MyoD Myogenic differentiation
Na(Cl Natriumchlorid
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat
Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat
NMRI Naval Medical Research Institute — Mausstamm
Notch3 Notch gene homolog 3 (Drosophila)
Nr2f1 Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1
Odd1 Synonym zu Osrl (Odd-skipped related 1 (Drosophila))
PO Postnataler Tag 0
p38 p38-mitogenaktivierte Proteinkinase
Pax2 Paired box gene 2
PBS Phosphat gepufferte Saline (phosphate buffered salines)
PCR Polymerase chain reaction
Pdcd4 Programmed cell death 4
Pdgf Platelet derived growth factor
Pdgfra Platelet derived growth factor receptor, « polypeptide
PFA Paraformaldehyd
pH potentia Hydrogenii
PKD Zystennieren (polycystic kidney disease)
PEG Polyethylenglykol

X
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Plcxd3
Pod1
ProtK
Ptchl
Ptpr

Ret
RNS
Robo2
RT-PCR
Salll
SDS
Serpinhl
Shh

Six

Slit2
Smad

Smo
Sox9
Sparc
Stf
SSC
Stf
Sulfl
Tab
Tagln
Tak
Taq
Tbx18
Tcf21
Tead
TefP
Thbs1
Tnnt2
Tshz3
Ttis
TUNEL
Upk
Vil2
VUR
Wnt
wt
Xiap
Z.cchcl2
Zfp536

Phosphatidylinositol-specific phospholipase C, X domain containing 3
Synonym zu Tcf21

Proteinase K aus Tritirachinm album

Patched homolog 1

Protein tyrosine phophatase, receptor

Ret proto-oncogene

Ribonukleinsiure

Roundabout homolog 2 (Drosophila)

Reverse transkriptase-polymerase chain reaction
Sal-like 1 (Drosophila)

Natrium-Dodecylsulfat (Sodium Dodecylsulfat)

Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade H, member 1
Sonic hedgehog

Sine oculis-related homeobox homolog (Drusophila)
Slit homolog 2 (Drosophila)

MAD Homolog (Drosophila) - Small (C. elegans) mothers against
decapentaplegic homolog (Drosophila melanogaster)
Smoothened homolog (Drosophila)

SRY (sex determining region Y)-box containing gene 9
Secreted protein acidic and rich in cysteine

Serum induzierter Faktor; Serum response factor
Natriumzitrat basierter Puffer (Sodium chloride, sodium citrate)
Standardfehler

Sulfatase 1

TGFB activated kinase 1/MAP3K7 binding protein
Transgelin

TGER activated kinase

Taq-Polymerase (Thermus aquaticus)

T-box18

Transcription factor 21

TEA domain family

Transforming growth factor

Thrombospondin 1

Troponin T2, cardiac

Teashirt zinc finger family member 3
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
Uroplakin

Synonym von ezrin

Vesikoureteraler Urinriickfluss (vesicoureteral reflux)
Wingless related

Wildtyp

X-linked inhibitor of apoptosis

Zinc finger, CCHC domain containing 12

Zinc finger protein 536

XI






Zusammenfassung 3

3. Zusammenfassung
Angeborene Fehlbildungen des Urogenitaltrakts (CAKUT) stehen als Oberbegriff fiir Dysplasien

der Nieren, der Blase, der Urethra (der Harnréhre) sowie der Ureteren (der Harnleiter). Sie gelten
als Hauptursache fiir Nierenversagen bei Kindern und entstehen durch Abweichungen innerhalb
des eng regulierten Signalnetzwerks zwischen Mesenchym und Epithel wahrend des Anlegens
und Differenzierens dieses Organsystems. Fehlentwicklungen und Differenzierungsstdrungen des
Ureters, eines schlauchférmigen, kontraktilen Organs, das die Niere mit der Blase verbindet und
im Wesentlichen aus glatter Muskulatur und einem hoch spezialisierten Epithel besteht, fithren
durch Ruckfluss von Urin in die Niere zur Schidigung dieser.

In den letzten zehn Jahren sind einige Mausmutanten als Beispiele fiir Ureterdysplasien analysiert
worden, dabei handelt es sich zum einen um Mutanten von Transkriptionsfaktoren (Caubit et al.,
2008; Airik et al., 20006; Airik et al., 2010 und Hoshino et al., 2008) und zum anderen um
Mutanten von Signalwegen (Yu et al., 2002 und Miyazaki et al., 2000). Weitgehend ungeklirt blieb
bisher die Interaktion dieser Faktoren fiir die Ureterentwicklung. Das Signalmolekiil Bmp4 (Bone
morphogenetic protein 4) ist besonders interessant, weil schon der Verlust eines Gens bei etwa
50 % der getesteten Miuse zu den Ureter betreffenden CAKUT fuhrt. Bisher konnte der
vollstindige Bmp4-Verlust im Uretermesenchym, das zur glatten Muskulatur differenziert, noch
nicht iz vivo analysiert werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse von Mausembryonen, bei denen unter Zuhilfenahme eines cre-
loxP-Systems Bmp4 im Uretermesenchym deletiert wurde, fithrten auch 7z vivo zum Verlust der
glatten Muskulatur. Dartiber hinaus konnte dieser mit dem Verlust der Myocd-Expression
(Myocardin) korreliert werden, einem Schlisselgen der glatten Muskeldifferenzierung. Mithilfe
einer weiteren Mausmutante, die die Swad4-Expression (Small mothers against decapentaplegic
homolog 4) im Uretermesenchym verliert, konnte gezeigt werden, dass die Bmp4-vermittelte
Differenzierung des Mesenchyms zur glatten Muskulatur nicht ausschlieBlich Smad4-abhingig
reguliert wird. Durch Deletion des Co-Rezeptors Swo (Smoothened homolog) im Uretermesenchym
wurde die Bmp4-Regulation durch den Hh-Signalweg (Hedgehog) bestitigt, aber die prisentierten
Ergebnisse sprechen gegen Shh (Sonic hedgehog) als einzigen Hh-Liganden wihrend der
Ureterentwicklung. Diese Arbeit trigt dazu bei, das Zusammenspiel von Hh, Bmp4 und Smad4
fir die Muskeldifferenzierung genauer zu untersuchen und durch das Einfithren von neuen
Expressionsmarkern die Unterschiede in Zukunft besser herausstellen und beschreiben zu
konnen.

Schlisselbegriffe: Ureterentwicklung, Bmp4, Smad4, Smo, Myocd, Uretermesenchym, glatte

Muskulatur



Abstract

Abstract

Congenital anomalies of kidney and urinary tract (CAKUT) are a collective term including
dysplasia of kidney, bladder, urethra and ureter. They are known as the major cause for kidney
failure during childhood. The reason for CAKUT is founded in the irregularity of a tightly
regulated signal network between mesenchyme and epithelium during the process of onset and
differentiation of this organ system. The ureter is a tubular organ that connects kidney and
bladder and consists mainly of smooth muscle layers and a highly specialized epithelium. Its
dysplasia and differentiation problems lead to urinary reflux into the kidney which causes
destruction of renal parenchyma and leads to renal failure as a consequence. Over the last decade
some mouse models for ureter development have been described in the literature. These mouse
models can be classified into two groups: In the first group the loss of transcription factors like
Tshz3, Gata2, Thx18 and Sox9 is analysed during ureter development; in the second group the
loss of signal pathways like Bmp4 and Hh is characterized. The interaction of these factors during
ureter development has not been studied in detail.

The signal molecule Bmp4 plays an important role during ureter and kidney development
because the loss of one allele already leads to ureter dysplasia in nearly 50 % of cases. Until now
no possibility has existed to analyse the complete loss of Bmp4 in the ureteric mesenchyme, which
is the progenitor tissue of ureter smooth muscle cells, 7 vivo.

To delete Bmp4 in the ureteric mesenchyme a cre-loxP system is used, and the analysis of ureters
of these murine embryos is presented here. It can be shown that the deletion of Bmp4 in this
domain leads to the loss of smooth muscle cells 7z vivo. This is combined with a dramatic Myocd
down regulation which is one of the key genes regulating smooth muscle differentiation. By
taking advantage of another mouse model which represents a model for the loss of Swad4
signalling in the ureteric mesenchyme some evidence was found for the fact that Bmp4
stimulated differentiation is not only mediated in a Smad4 dependent manner. In a third mouse
model the co-receptor of Hh signalling (Smo) is deleted in the ureteric mesenchyme. Using this
mouse model it was confirmed that Bmp4 expression depends on Hh signalling but the severity of
ureter dysplasia in this mouse model argues against the hypothesis that only Shh is important for
ureter development and argues for the presence of at least a second ligand in this tissue.

The results presented here enlighten the interaction of Hh, Bmp4 and Smad4 during ureter
smooth muscle development and by inducing some more genes, which are expressed during
ureter development, it will be possible to describe the differences of these mouse models more
precisely.

Key words: ureter development, Bmp4, Smad4, Smo, Myocd, Uretermesenchym, smooth muscle
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4. Einleitung

4.1.  Der Ureter ist Teil des Urogenitalsystems

Das Urogenitalsystem der Sduger im Allgemeinen und der Maus hier im Speziellen setzt sich aus
den Genitalien und den Harnorganen zusammen. Die Harnorgane bestehen aus den Nieren, den
Harnleitern (Ureteren), der Blase und der Harnrohre (Urethra) (Abbildung 4.1.1.4). Die Nieren
wiederum bestehen aus mehreren tausend funktionellen Einheiten, den Nephronen, die sich im
Wesentlichen aus der Filtereinheit (Glomerulus) und dem Tubulus zusammensetzen. Die Tubuli
der Nephrone vereinigen sich in den Sammelrohren, die in die Nierenkelche miinden. Diese
werden im Nierenbecken zusammengefithrt, in dem die Niere mit dem Ureter, einem
kontraktilen, schlauchférmigen Organ, verbunden ist. Dieser wiederum miindet in die Harnblase,
an die die Urethra angebunden ist, die den letzten und abschlieBenden Abschnitt der Harnorgane
bildet.

Das  Zusammenspiel  dieser  Organe  sorgt  dafiir, dass die harnpflichtigen
Stoffwechselendprodukte der Purine (Harnsiure bei Hominiden; ansonsten bei Sdugern
Allantoin), der Pyrimidine und der Aminosiuren (Harnstoff) aus dem Korper ausgeschieden
werden. Zusitzlich regulieren sie die Flissigkeits- und die Elektrolyt-Homdostase des
Organismus. Dazu wird zundchst das Blut in den Glomeruli der Nieren gefiltert und der

sogenannte Primirharn gebildet, welcher in den Tubuli der Nephrone durch Rickresorption von

Niere

Ureter

Urethra

Abbildung 4.1.1:

In Grafik A ist ein Urogenitalsystem einer weiblichen Maus abgebildet. Eine Niere, ein Ureter,
die Blase und die Urethra sind markiert. Die Abbildung ist verandert nach Cook, 1965. In Bild
B ist der Ureter-Querschnitt einer adulten, weiblichen Maus dargestellt. Das Gewebe wurde
mittels histologischer Verfahren angefarbt. Dabei ist mit a das Urothel markiert, mit b die
Lamina propria, mit c die glatte Muskulatur und mit d die Tunica adventitia.




4.1 Der Ureter ist Teil des Urogenitalsystems

Wasser und Elektrolyten in seiner Zusammensetzung modifiziert wird. Der so gebildete Harn,
der aus allen Nephronen einer Niere im Nierenbecken zusammenflieBt, wird dann durch den
Ureter mittels unidirektional gerichteter, peristaltischer Kontraktionswellen in die Harnblase
transportiert. In dieser wird der Harn gesammelt und kann fortan willentlich abgegeben werden.
Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Entwicklung der Ureteren, deren innerste Gewebeschicht
ein hoch spezialisiertes Ubergangsepithel bildet, das sogenannte Urothel (Abbildung 4.1.1B). Die
innerste Urothelschicht besteht aus relativ gro3en, polyploiden Zellen den sogenannten Schirm-
oder Deckzellen, die von der Intermedidrschicht umgeben sind (Lillmann-Rauch, 2009). Den
Urothelabschluss zum angrenzenden Fibroblastengewebe, der Lamina propria, bildet die
Basalschicht mit ihren quaderformigen Zellen. Die glatten Muskelzellen umschlieBen die Lamina
propria, dabei weist die glatte Muskulatur zwei Orientierungen auf: Zum einen sind die
langgestreckten und spindelférmigen Zellen dieses Gewebes, die im Gegensatz zur
Skelettmuskulatur nur einen Nukleus pro Zelle aufweisen, zirkulir (um den Ureter), zum anderen
longitudinal (entlang des Ureters) ausgerichtet (Abbildung 4.1.1B) (Ultig, 2005; Huppelsberg,
2009). Auch die glatte Muskulatur ist ihrerseits von einem Fibroblastengewebe, das als Tunica
adventitia bezeichnet wird, umgeben. Dieses verbindet den Ureter mit den umliegenden Organen
und bettet Blut- und Lymphgefi3e sowie Nerven ein (Ulfig, 2005).

Das Urothel, das auch die Blase und die Urethra auskleidet, ist in hohem Mal3e¢ undurchlissig
gegentiber den toxischen Stoffwechselendprodukten, die im Urin enthalten sind. Dies ist wichtig
fir seine Funktion, das umgebende Gewebe vor diesen Substanzen zu schitzen. Grundlage fiir
diese Schutzfunktion sind die oben genannten Schirmzellen, welche sich durch besonders viele
Zell-Zellkontakte, die sogenannten Tight junctions, auszeichnen (Lazzeri, 2006). Dartiber hinaus
ist das Urothel zum Lumen hin mit urothelialen Plaques ausgekleidet, die hoch konserviert sind
und aus den Membranproteinen der Uroplakin (Upk)-Familie bestehen (Wu et al., 2009).
Wesentlich fur die Funktionsfihigkeit eines Ureters ist seine glatte Muskulatur. Thre neuronale
Erregung sorgt fir die Kontraktion, durch die der Harn aus dem Nierenbecken in die Harnblase
transportiert wird. Wichtig fur die glatten Muskelzellen wie auch fur die Skelettmuskulatur sind
die Myosin- und Aktinfilamente, durch deren Wechselwirkung und durch ATP-Hydrolyse es zur
Muskelkontraktion kommt. Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur, die auch als quer gestreifte
Muskulatur bezeichnet wird, ist die Anordnung der Filamente weniger stringent und erscheint
daher im Mikroskop als ,glatt“. Die Proteine, die an der Bildung der Filamente und der
Regulation der Muskelkontraktion beteiligt sind, unterscheiden sich je nach Muskeltyp. So ist
Acta2 (Actin, alpha 2, glatte Muskulatur, Aorta) ein Bestandteil der Aktinfilamente der glatten
Muskulatur, nicht aber der Skelettmuskulatur, und Myh11 (Myosin, heavy polypeptide 11, glatte

Muskulatur) ein Bestandteil ihrer Myosinfilamente. Die Kontraktion der glatten Muskelzellen
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wird unter anderem durch Tagln (Transgelin) und Cnnl (Calponin 1) reguliert. Die kombinierte
Expression der Gene Acta2, Myh11, Tagln und Cnnl ist damit ein Merkmal fiir glatte Muskelzellen
(Owens et al., 2004).

4.2. Entwicklung des Ureters

Die Ureterentwicklung ist eng mit der Nierenentwicklung verwoben, welche bei Saugern in drei
Schritten verliuft. Zunichst werden Ubergangsstrukturen angelegt: als erstes die pronephrischen
Nephrone und dann, weiter kaudal der Mesonephros (Dressler, 2006; Abbildung 4.2.7). Danach
wird der Metanephros, die permanente Niere, angelegt.

Wichtig fur die gesamte Urogenitalentwicklung ist der pronephrische Gang, der auf Hohe der
VordergliedmalBenknospen angelegt wird. Er bildet sich im intermedidren Mesoderm, das
zwischen den Somiten und dem Seitenplattenmesoderm liegt, und induziert die Bildung von
pronephrischen Nephronen, die in Sdugern nicht funktionell sind. Der pronephrische Gang
verlingert sich in kaudaler Richtung und wird nun als nephrischer oder Wolffscher Gang
bezeichnet. Der kraniale Abschnitt des Gangs und ebenso die pronephrischen Nephronen
degenerieren im Verlauf der weiteren Entwicklung (Davidson, 2008).

Der Wolffsche Gang wichst kaudal bis zur Kloake und induziert wihrend seines Wachstums im
benachbarten Mesoderm die Bildung der mesonephrischen Nephrone. Diese sind im weiblichen
Organismus eine voribergehende Struktur, im minnlichen gehen aus einem Teil von ihnen die
Ductuli efferentes hervor (Sadler und Langman, 2003).

Die Entwicklung des Metanephros wird auf Hoéhe der fiinfundzwanzigsten Somiten durch

Kranial

Abbildung 4.2.1:

Schematische Darstellung eines Embryos und
der Strukturen, die wahrend der Nieren-
entwicklung angelegt werden.

Dabei handelt es sich bei a um die Somiten,
bei b (gelb) um den Pronephros, bei c um eine
VordergliedmaBenknospe, bei d um den
Wolffschen Gang (griin), bei e um den
Mesonephros (rot), bei f um eine hintere
GliedmaBenknospe, bei g um das
metanephrische Mesenchym (violett) und bei h
um eine Ureterknospe.

Die Abbildung ist verandert und entstammt
Lechner und Dressler (1997).




4.3 Fehlbildungen des Ureters

Signalmolekiile aus dem Mesenchym initiiert, die das Epithel des Wolffschen Gangs dazu
befihigen, eine Knospe, den Ureter, zu bilden (Davidson, 2008).

Den Abschnitt des Wolffschen Gangs zwischen der Ureterknospe und der Kloake nennt man
CND (common nephric duct, allgemeiner nephrischer Gang). Es handelt sich dabei um eine
temporire, embryonale Struktur, die im Gegensatz zu Wolffschem Gang und Ureter ein
mehrschichtiges Epithel aufweist (Mendelsohn, 2009).

Dieser CND wichst weiter und sorgt dafiir, dass sich der Abstand zwischen Uretermiindung in
die Blase und Wolffschem Gang vergroB3ert. Ab E14 (14. Tag der embyonalen Entwicklung) ist
der CND nicht mehr nachweisbar, der Wolffsche Gang und der Ureter haben keine strukturelle
Verbindung mehr. Entgegen der fritheren Vorstellung, dass der CND zu einem Teil der Blase
differenziert (Mackie und Stephens, 1975), konnte in neueren Untersuchungen gezeigt werden,
dass keine Zellen der Blase aus dem CND hervorgehen (Mendelsohn, 2009). Obwohl der Ureter
zu diesem Zeitpunkt (E14) mit der Blase verbunden ist, ist die Uretermiindung in die Blase noch
verschlossen. Im Bereich des Verschlusses befindet sich am E14 eine Anhdufung von Zellen, die
sich in der Apoptose befinden. Ab E15 ist die Uretermiindung in die Blase ge6ftnet.

Die Ureterknospe wichst am EI11 durch das Uretermesenchym in das metanephrische
Mesenchym ein. Dabei handelt es sich um zwei mesenchymale Zellpopulationen mit
unterschiedlichem Schicksal, das heil3t, unter normalen Umstinden differenzieren diese
Populationen zu verschiedenen Zelltypen aus.

Auf der einen Seite verzweigt sich der proximale Ureter, der nun im metanephrischen
Mesenchym liegt, immer weiter dichotom und bildet das Nierenbecken, die Nierenkelche, die
Papillenginge und die Sammelrohre der Niere. Die Nephrone gehen aus mesenchymalen
Zellaggregaten hervor, die sich an den Ureterspitzen bilden. In diesen findet eine mesenchymal-
epitheliale Transition statt. Aus einem solchen Zellaggregat bildet sich zuerst ein Nierenblaschen,
dann ein Komma-férmiges und schlieBlich ein S-férmiges Nierenkanilchen, bevor es zu einem
vollstindig differenzierten Nephron wird.

Auf der anderen Seite verzweigt sich der distale Abschnitt des Ureters, der sich zunichst
auflerhalb des metanephrischen Mesenchyms und spiter auflerhalb der Niere befindet, nicht. Er
differenziert ab E15,5 zu dem kontraktilen, impermeablen Schlauch, der fiir den unidirektionalen
Transport des Urins sorgt, dessen Produktion ca. beim Stadium E16,5 beginnt (Airik und

Kispert, 2007).

4.3. Fehlbildungen des Ureters
Fehlbildungen der Niere und der Harnwege treten bei einer von 500 Geburten auf (Schedl,

2007). Sie gelten als die haufigste Ursache fiir Nierenversagen bei Kleinkindern und Kindern.



Physikalische Obstruktion 4.3.1

Man fasst Fehlbildungen, die auf Stérungen bei der Entwicklung der Niere und der Harnwege
zurtickzuftihren sind, zu angeborenen Anomalien der Niere und der Harnwege (CAKUT,
congenital anomalies of kidney and urinary tract) zusammen.

Dieser Begriff umfasst morphologisch sehr unterschiedliche Fehlbildungen der Blase, der
Urethra, der Nieren und der Ureteren. So beinhalten CAKUT neben dem Auftreten einer
ektopischen Blase und einer falsch lokalisierten Urethraoffnung auch den vesikoureteralen
Riickfluss; neben Anlage- und Differenzierungsstorungen der Nieren wie dem Fehlen einer Niere
(Nierenagenesie), verkleinerten Nieren (Nierenhypoplasie) und zystischen Nieren auch die Lage-
und Formanomalien der Niere wie die Becken- oder Hufeisenniere; neben Ureterstenose oder
Ureteratresie, der Verengung oder des Verschlusses des Ureters, auch Verdopplungen der Niere,
wie die vollstindige Verdopplung einer Niere (Ren duplex) und die vollstindige oder die
proximale Verdopplung eines Harnleiters mit zwei Nierenbecken (Ureter duplex und Ureter
fissus). Obwohl die Zystennieren (PKD, polycystic kidney disease) ebenfalls angeboren sind,
zihlen sie nicht zu den CAKUT, denn hierbei handelt es sich um eine Fehlbildung in den
primiren Zilien (Schedl, 2007).

Hiufig tritt eine Kombination aus Fehlbildungen auf: So wurde beispielsweise das gemeinsame
Auftreten von Nierenhypoplasie und vesikoureteralem Riickfluss beschrieben (Najmaldin et al.,
1990). Dies deutet die Vielzahl von Wechselwirkungen der Gewebe und Organe wihrend ihrer
Entwicklung und bei ihrer Funktion an.

Ein besonderes Augenmerk soll in dieser Doktorarbeit auf die CAKUT gelegt werden, die den
Ureter betreffen. Diese kann man in physikalische und funktionelle Obstruktionen, die

Behinderungen des Urinabflusses, klassifizieren.

4.3.1. Physikalische Obstruktion

Von einer physikalischen oder anatomischen Obstruktion spricht man, wenn der Urintransport
von der Niere zur Blase durch ein Hindernis gestort ist.

Zum Beispiel ist ein falsch positionierter Ubergang vom Ureter zur Blase nur eingeschrinkt
funktionsfihig, da dieser Ubergang den Verschlussmechanismus der Blase zum Ureter hin
darstellt. Mit Beginn der Urinproduktion fihrt dies zur Beeintrichtigung des Urinabflusses, da es
zum Ruckfluss des Urins in den Ureter kommt. Man spricht von vesikoureteralem Urinriickfluss
(VUR, vesicoureteral reflux). Dieser fihrt anfangs zur Schidigung der Niere, spiter zu

verminderter Nierenfunktion bis hin zu deren vollstindigem Funktionsverlust.



4.3.2 Funktionelle Obstruktion

kranial
Blase Niere kranial
Wolffsche Urethra Ureter
Gang
Ureter-
knospe kaudal _
v

kaudal

A E11,0 B E15,5

Abbildung 4.3.1:

Schematische Darstellung des Modells von Mackie und Stephens (1975). Links ist das Knospen
des Ureters vom Wolffschen Gang skizziert (A). Dabei ist die normale Position der
Ureterknospe dunkelgrin markiert, die kranial verschobene Knospe rot und die kaudal
verschobene gelb. Dem gegeniiber gestellt ist die Situation nach der Entwicklung der Blase
und der Urethra (B). Die daraus resultierenden Ureter-Blasenverbindungen sind in der
entsprechenden Farbe angezeichnet.

Einen Zusammenhang zwischen der Position der Ureterknospe vom Wolffschen Gang und der
endgiiltigen Position des Ureter-Blasen-Ubergangs postulierten Mackie und Stephens (1975).
Demnach fiihrt ein verfrithtes, kranial verschobenes Knospen des Ureters zu einer Einmtndung
des Ureters in die Blase, die verglichen mit der normalen Einmiindung dichter an der Urethra
liegt oder sogar direkt in die Urethra mundet. Dahingegen verursacht ein verspitetes, kaudal
verschobenes Knospen - verglichen mit der normalen Situation - ein laterokaudal versetztes
Einminden des Ureters in die Blase (Abbildung 4.3.7).

Neben diesen angeborenen physikalischen Obstruktionen kénnen auch Nierensteine, die durch
das Uberschreiten des Loslichkeitsprodukts der im Urin enthaltenen Salze entstehen, die

abfihrenden Harnwegen blockieren und den Urinabfluss behindern.

4.3.2. Funktionelle Obstruktion

Von einer funktionellen Obstruktion spricht man, wenn der Urintransport nicht aufgrund eines
physikalischen Hindernisses, sondern aufgrund des Verlustes der aktiven Transportfunktion
gestort ist. Es sind mehrere Mausmutanten beschrieben, bei denen der Urintransport aufgrund
von funktionslosen bzw. fehlenden Muskelgewebsschichten des Nierenbeckens oder des Ureters
gestort ist.

So beschrieben Chang et al. (2004) ein Mausmodell fiir funktionelle Obstruktion. Bei der Geburt
wiesen die Nieren und die abfithrenden Harnwege noch keine auffilligen Verinderungen auf.
Doch schon wenige Tage spiter (5. Postnaler Tag (P5) und P12) war eine Hydronephrose

erkennbar. Die Peristaltik ist in den Mutanten gestort, es kommt zu keiner fortlaufenden
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Regulation der Ureterentwicklung 4.4

Kontraktionswelle, obwohl es Acza2 exprimierende Zellen - demnach glatte Muskelzellen - des
Ureters gibt. Mahoney et al. (2006) beschrieben ebenfalls ein Mausmodell fiir funktionelle
Obstruktion, mit glatter Muskulatur, aber ohne Lamina propria. Auch in ihrem Mutanten ist die
Peristaltik der Ureteren gestort. Als Begriindung fithrten sie an, dass die Muskelkontraktion der
Ureteren nur longitudinal erfolgt, es kommt zu einer Verkirzung des Ureters der Linge nach und
nicht zu einer Reduktion des Durchmessers. Dies lidsst sich darauf zurUckfiihren, dass die
Muskelzellen in diesem Fall nur entlang des Ureters und nicht auch zirkulir um ihn herum
ausgerichtet sind.

Neben den Mausmodellen, die zwar eine glatte Muskulatur aufweisen, die aber in ihrer Funktion
eingeschrinkt sind, gibt es auch Mausmodelle, die weniger oder gar keine glatten Muskelzellen
um den Ureter aufweisen. Yu et al. (2002) beschrieben, dass der Verlust eines Signalmolektls im
sich entwickelnden Ureterepithel in threm Mausmodell zu verkleinerten Nieren und proximalen
Hydroureteren fiihrt. Sie zeigten, dass in diesen Mutanten die mesenchymalen Zellen verspitet zu
Muskelzellen differenzieren. Damit einhergehend wurden gegen Ende der embryonalen
Entwicklung auch weniger Actz2 exprimierende Zellen am Ureter nachgewiesen. Auch die
Gruppe Caubit et al. (2008) beschrieb ein Mausmodell fir einen proximalen Hydroureter, der

sich jedoch schon wihrend der embryonalen Entwicklung manifestiert.

4.4. Regulation der Ureterentwicklung
Wie bereits in Abschnitt 4.2 erwahnt, ist das Zusammenspiel von Mesenchym und Epithel fir die

Ureterentwicklung unverzichtbar. Hier soll im Folgenden auf zwei Aspekte der molekularen
Mechanismen der Ureterentwicklung niher eingegangen werden. Dabei werden im ersten
Abschnitt die molekularen Mechanismen der Bestimmung der Position der Ureterknospe und im

zweiten die Regulation der Ureterdifferenzierung beschrieben.

4.4.1. Molekulare Mechanismen der Ureterknospenbildung

Die Position der Ureterknospe wird durch ein Signalzentrum am kaudalen Ende des
intermedidren Mesoderms bestimmt. In diesem Signalzentrum des Mesenchyms wird Gdnf (Glial
cell line derived neurotrophic factor) exprimiert, welches auf das Epithel des Wolffschen Gangs
einwirkt. Die Bindung von Gdnf an die Rezeptortyrosinkinase Ret (ret proto-oncogene), die auf
der Zelloberfliche der Zellen des Wolffschen Gangs exprimiert ist, befihigt den Wolffschen
Gang dazu, eine Knospe, den Ureter, zu bilden. Miuse, denen eine dieser
Signalwegkomponenten fehlt, haben entweder blind endende Ureteren, eine Nierenagenesie oder
eine Nierenhypoplasie (Costantini und Shakya, 2000). Lokale Applikation von Gdnf oder lokale

Missexpression von Gdnf entlang des Wolffschen Gangs fuhrt zu ektopischen Ureterknospen



4.4.1 Molekulare Mechanismen der Ureterknospenbildung

(Costantini und Shakya, 2006). Daraus ldsst sich ableiten, dass die Expression und der
Wirkungsbereich von Gdnf genau definiert sein mussen (Airik und Kispert, 2007).

So konnte gezeigt werden, dass die Expression von Gduf durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren zeitlich und rdumlich reguliert wird. Transkriptionsfaktoren, die die
Expression von Gdnf positiv beeinflussen, sind Oddl (Odd-skipped related 1), Eyal (Eyes
absent 1 homolog), Six1 (Sine oculis-related homeobox homolog), Six4, Pax2 (Paired box gene
2) und die Paraloge von Hox11, wohingegen sie negativ durch die Transkriptionsfaktoren Foxcl
(Forkhead box C) und Foxc2 beeinflusst wird (Davidson, 2008; Dressler, 2002; Kume et al.,
2000). Daneben wird die Expression von Gdnf auch durch Signalwege lokal begrenzt. So
beschrieben Grieshammer et al. (2004) den Verlust von Robo2 (Roundabout homolog 2) und
S/t2 (Slit homolog 2) in Miusen und die dadurch verursachten Fehlbildungen. Der jeweilige
Verlust von Robo2 oder S/ir2 fihrt zur vermehrten Initiation von Ureterknospen entlang des
Wolffschen Gangs, weil es jeweils zu einer Ausbreitung der Gdnf- Expressionsdomine kommt.
Eine weitere Komponente des Kontrollsystems, das die Ureterknospenposition bestimmt, ist
Bmp4 im Zusammenspiel mit seinem Antagonisten Greml (Gremlin 1). Der Verlust eines
funktionellen Bmp4-Allels fihrt in etwa der Hilfte der Fille zu einer kranial verschobenen

Ureterknospe (Miyazaki et al., 2000). Fir den Fall des Verlusts von Gren1 wurde berichtet, dass

——Foxc1/Foxc?
m L LT F =IO D 0O |
P G Hox11, E yal,
4 «—— Six1,0dd1,
n Paw?
£ Pax?
E10,0 E11.,0

Abbildung 4.4.1:

Schema, das das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren fur die Bestimmung der
Ureterknospenposition vom Wolffschen Gang (hellblauer Streifen) skizziert. Proteine, die
die Transkription von Gdnf (rot) direkt beeinflussen, sind waagerecht und turkis
geschrieben. Proteine, die interagieren und sich gegenseitig beeinflussen, sind senkrecht
beschriftet. Die Rezeptortyrosinkinase Ret ist im Epithel exprimiert und wird nur an den
Stellen von Gdnf aktiviert, an denen Gdnf keinen Gegenspieler wie Bmp4 hat. Der
Antagonist von Bmp4 wird Grem1 genannt (in Abbildung Grm; gelb). Abbildung basiert auf
Abbildung aus Costantini und Shakya (2006) und wurde abgewandelt.
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Molekulare Mechanismen der Ureterdifferenzierung 4.4.2

die Nierenentwicklung auf der Entwicklungsstufe der Ureterknospe unterbrochen und beendet
wird und dass Greml1-Applikation ins Medium solcher Nierenkulturen bzw. das Reduzieren der
Gendosis von Bmp4 in Grem1-Mutanten den Phinotyp rettet, weil das Knospen des Ureters und
im weiteren Verlauf die Verzweigungsmorphogenese zugelassen wird (Michos et al., 2004;
Michos et al., 2007). Die hier beschriebenen Mechanismen werden in Abbildung 4.4.1 vereinfacht
veranschaulicht.

An der Position, die durch das Zusammenspiel dieser Faktoren bestimmt wird, wachst die
Ureterknospe ins Mesenchym ein, wobei sich die Ureterspitze verdickt und einen
ampullenférmigen Umriss annimmt. Ohne die Bildung dieser Verdickung, die beispielsweise in
Salll-Mutanten (Sal-like 1) oder Emx2-Mutanten (Empty spiracles homolog 2) nicht vorkommt,
konnen die dichotomen Verzweigungszyklen der Ureterspitzen nicht stattfinden (Dressler, 2002).
Die Regulation der dichotomen Verzweigung soll an dieser Stelle nicht niher beschrieben
werden. Es sei nur erwahnt, dass auch fiir diesen Prozess eine genau definierte mesenchymale
Zellpopulation Gdnf sezerniert, dass dieses mit epithelial exponiertem Ret zusammenspielt und
dass dadurch die Verzweigungsmorphogenese mal3geblich beeinflusst wird (Costantini und

Kopan, 2010).

4.4.2. Molekulare Mechanismen der Ureterdifferenzierung

Im distalen Ureterbereich wird im Gegensatz zu den Ureterspitzen die Verzweigung des Ureters
unterdriickt. Wie bereits bei der Bestimmung der Ureterknospenposition am Wolffschen Gang
werden Bmp4 und Gdnf als Gegenspieler diskutiert: Der eine soll das Knospen des
Ureterstamms inhibieren und der andere soll die Verzweigung fordern. Vergleichbar mit der
Kondensation des metanephrischen Mesenchyms an den Ureterspitzen kondensiert das
Uretermesenchym, das durch die Expression des Transkriptionsfaktors Thx78 (T-box18)
definiert werden kann, um das Epithel des Ureterstammes (Airik et al., 2000).

Durch den Verlust von Thx78 kommt es zum Auftreten von stark verkirzten Ureteren an einer
gedrehten Niere. Das Nierenbecken ist stark aufgeweitet, ebenso wie die Ureteren, die weder die
Marker des Urothels noch der glatten Muskulatur aufweisen (Airik et al., 2006). Airik und
Kollegen konnten zeigen, dass die Zellen des Uretermesenchyms nicht mehr exklusiv um den
Ureterstamm nachzuweisen sind, sondern vermehrt auch auf der ventralen Oberfliche der Niere

lokalisiert sind.
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442 Molekulare Mechanismen der Ureterdifferenzierung
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Abbildung 4.4.2:

Verhaltnis von bekannten Faktoren der Ureterentwicklung zueinander. Das lila unterlegte
Rechteck steht fiir das Epithel, wohingegen die griinliche Flache das Mesenchym darstellt.
Ein schwarzer Pfeil steht flr direkte oder indirekte vollstandige Beeinflussung der
Expression, ein gescheckter Pfeil fur die direkte oder indirekte teilweise Beeinflussung.

Der Shh-Signalweg konnte bereits im Jahr 2002 von Yu et al. als wichtiger Signalweg fur die
Proliferation der Vorliuferzellpopulation und fiir die Differenzierung der glatten Muskulatur des
Ureters identifiziert werden. Als Folge des von ihnen beschriebenen konditionellen Verlusts von
Shh im Ureterepithel fanden sie bei neugeborenen Mausen einen Hydroureter. Weiterfithrende
Untersuchungen zeigten, dass es durch den Verlust von Shh zu einer verspiteten
Muskeldifferenzierung kommt (Yu et al., 2002). Des Weiteren zeigten ihre Analysen, dass durch
den Verlust von $/h im Epithel die Expressionen von Pxh1 (Patched homolog 1) und Bmp4 im
Mesenchym unterbunden werden.

Es konnte gezeigt werden, dass der Ligand $/h normal in der Thx78-Verlustmutante exprimiert
wird, dass jedoch die Pzh7-Expression in diesen Mutanten unterhalb der Nachweisgrenze liegt.
Dies galt auch fir die Bmp4-Expression am E12,5, hingegen war dessen Expression am E11,5
unverindert (Airik et al., 20006; Airik und Kispert, 2007).

Bmp4, dessen Transkripte wihrend der Ureterentwicklung mesenchymal detektierbar sind, wurde
in der Literatur als auslésendes Signal fiir den Kondensationsprozess des Mesenchyms um das
Ureterepithel beschrieben (Miyazaki et al., 2003; Airik und Kispert, 2007). Neben Bmp4
regulieren noch weitere Faktoren die Differenzierung des Uretermesenchyms zur glatten
Muskulatur. So wird der Verlust von Tshz3 (Teashirt zinc finger family member 3) (Caubit et al.,

2008) und Sox9 (SRY-box containing gene 9) (Airik et al., 2010), die im Mesenchym exprimiert
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Regulation der Differenzierung von glatter Muskulatur 4.5

werden, mit dem Verlust von glatter Muskulatur in Verbindung gebracht. Der Verlust von Gata2
(GATA binding protein 2) fuhrt zu bilateralen oder unilateralen Megaureteren und zur
Hydronephrose. Es liegt nahe, dass es auch hier zu keiner Differenzierung der glatten Muskulatur
kommt, was aber noch nicht explizit gezeigt wurde (Hoishino et al., 2008; Zhou et al., 1998).
Interessanterweise wirkt sich nicht nur der Verlust von Signalmolekiilen wie Bmp4 oder Shh oder
der Verlust von Transkriptionsfaktoren wie Tshz3, Sox9, Tbx18 oder Gata? negativ auf die
Differenzierung der glatten Muskulatur aus, sondern auch der Verlust von D/g7 (Discs, large
homolog 1), das fir ein Geriistprotein (Scaffold protein) kodiert. Der Verlust dieses Gens, das
vorwiegend im Ureterepithel transkribiert und translatiert wird, fithrt unter anderem dazu, dass es
nicht zur Etablierung der beiden Orientierungen der glatten Muskulatur kommt, sondern nur zur
Ausbildung von Muskelzellen, die parallel zum Ureter verlaufen (Mahoney et al., 2000).

Die in der Literatur diskutierten Mechanismen der Ureterentwicklung und Differenzierung lassen

sich vereinfacht zu dem Schema in Abbildung 4.4.2 zusammenfassen.

4.5. Regulation der Differenzierung von glatter Muskulatur

Glatte Muskulatur differenziert aus mesenchymalen Vorlduferpopulationen. Dabei kommt es zur
gezielten Expression von Genen, die fiir Muskelproteine kodieren. Diese Induktion der
Expression der Markergene fir glatte Muskulatur (Myh11, Acta2, Tagln und Cunl) muss in diesen
Zellen gezielt hervorgerufen werden. Thre Transkription wird tber cis-regulatorische Elemente,
die DNS-Sequenzmotive CArG, gesteuert. An diese CArG- Sequenzen bindet das ubiquitir
exprimierte DNS- bindende Protein Stf (Serum response factor, Serum induzierter Faktor). Da
neben den Genen der glatten Muskulatur auch die Gene der Skelett- und der Herzmuskulatur
zum Teil CArG- Motive in ihren Kontrollregionen aufweisen, wird die Spezifitit der Zelltyp-
entsprechenden Gene dadurch erreicht, dass Srf in unterschiedlichen Geweben mit
verschiedenen Co-Faktoren assoziiert. So fuhrt eine Assoziation von Strf mit MyoD (Myogenic
differentiation) zur Expression von Genen, die spezifisch in der Skelettmuskulatur abgelesen
werden. Eine Assoziation von Stf mit Myocd, das nur in Vorlduferzellen der Kardiomyozyten
und der glatten Muskulatur exprimiert wird, fithrt zur Expression von Genen, die spezifisch in
Zellen der Herzmuskeln oder der glatten Muskeln transkribiert werden (Du et al, 2003).
Allerdings werden in diesen beiden Zelltypen unterschiedliche Spleiivarianten von Myocd
exprimiert, wodurch sich erkliren lassen konnte, dass unterschiedliche Sitze an Genen reguliert
werden (Creemers et al., 2000).

Neben dieser allgemeinen Regulation bestimmen lokale Signale die Differenzierung des
Mesenchyms zur glatten Muskulatur, indem sie die Expression von Myocd oder die Interaktion

von Myocd mit Stf beeinflussen. Diese Signale, die vor allem fir die vaskulire, glatte Muskulatur
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4.6 Bedeutung von Bmp4 fiir die Entwicklung der Ureteren und der Nieren

beschrieben wurden, bewirken Differenzierung, Migration oder Proliferation, je nachdem aus
welchen Vorlduferzellen sich die glatten Muskelzellen entwickeln. So fithrt der Verlust von No#ch3
(Notch gene homolog 3) dazu, dass in Arterien diejenigen Gene weniger stark exprimiert
werden, die typisch fir glatte Muskulatur sind. Notch3 beeinflusst also die Differenzierung dieser
glatten Muskelzellen als eine Komponente eines Signalnetzwerkes positiv, wohingegen sein
Zielgen Hes? (Hairy and enhancer of split 1), das vom Notch- Signalweg ,,angeschaltet™ wird, in
Zellkulturexperimenten die Expression von Markergenen fir glatte Muskulatur inhibiert
(Morrow et al., 2008). Auch die Signalmolekile TgfB- Familie (Transforming growth factor B)
sind als Teil solcher Signalnetzwerke beschrieben. Je nach Umgebung férdern sie die Expression
von beispielsweise Tag/n oder inhibieren die Differenzierung von glatten Muskelzellen (Goumans
et al, 2009; Morrisey und Hogan, 2010). Von diesen lokal und zeitlich beschrinkten
Signalnetzwerken hingt die Differenzierung der Muskelvorlduferzellen zu glatten Muskelzellen
ab. Weitere Komponenten dieser Signalnetzwerke sind der Hedgehog-Signalweg und der Pdgf-
Signalweg (Platelet derived growth factor) (Weaver et al., 2003; Miller et al., 2004; Yu et al., 2002;
Wang et al., 2004). Fuir den Verlust des Hedgehog-Signalwegs wurde im Zusammenhang mit der
Lungen- und Harnleiterentwicklung gezeigt, dass es zu einem Verlust bzw. zu einer verspiteten
Differenzierung von glatten Muskelzellen kommt (Weaver et al., 2003; Miller et al., 2004; Yu et
al., 2002).

4.6. Bedeutung von Bmp4 fiir die Entwicklung der Ureteren und der
Nieren
Bmp4 gehort neben 32 weiteren Signalpeptiden der TgfB-Familie an. Diese ist an einer Vielzahl

von Entwicklungsprozessen beteiligt, wie beispielsweise der Entwicklung des Mesoderms und der
Entwicklung von Blutgefilen (Hogan, 1996; Goumans et al., 2009). Ein Schema der kanonischen
TgfB-Signalkaskade ist in Abbildung 4.6.1 skizziert. Die Zytokine der TgfB-Superfamilie binden
dabei an Serin/Threonin-Kinaserezeptoren des Typs I und des Typs II. Dutch die Bindung der
Zytokine an die Rezeptoren wird ein Heterotetramer gebildet, das aus jeweils zwei Rezeptortypen
I und zwei Rezeptortypen II zusammengesetzt ist. Die rdumliche Nihe der Rezeptortypen sorgt
dafiir, dass der konstitutiv aktive Rezeptortyp II den Rezeptortyp I phosphoryliert und damit
aktiviert (Hogan, 1996; Miyazawa et al., 2002).

Intrazellulir wird das TgfB-Signal tiber Proteine der Smad-Familie vermittelt. Es gibt drei Smad-
Subklassen: Die Rezeptor- Smads (R-Smad; Smadl,2,3,5,8), die Inhibitor- Smads (I-Smad;
Smad6,7) und die allgemeinen Smads (Co-Smad; Smad4). Die R-Smads binden dabei an den
aktivierten Rezeptortyp I und werden durch diesen phosphoryliert.

Die Phosphorylierung der R-Smads erméglicht durch eine Konformationsinderung die Bildung

eines Komplexes mit dem Co-Smad. Dieser ternire Komplex kann nun in den Zellkern
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Bedeutung von Bmp4 fiir die Entwicklung der Ureteren und der Nieren 4.6

TGFp/Aktivin  Brp2,4,7

Schema der kanonischen Tgfp-Signalkaskade. Links ist die
p intrazellulare Smad-Signalkaskade, die von Tgfp / Aktivin
ausgelost wird, rechts die von Bmp2,4,7 induzierte
Signalkaskade abgebildet. Smad4 als Co-Smad ist
gemeinsamer Bestandteil beider Signalkaskaden. Durch
Binden des Ligands bilden die Rezeptortypen Il und | einen
Komplex. Rezeptortyp Il phosphoryliert Rezeptortyp | (roter
Pfeil zwischen den Rezeptoren). Der dadurch aktivierte
Rezeptortyp | phosphoryliert (roter Pfeil zwischen Rezeptor
und R-Smad) R-Smad (rote oder gelbe Kasten). Ein Komplex

y
S
@w Abbildung 4.6.1:

Nukleus aus R-Smad und Co-Smad kann gebildet werden. Der
Regulation van . Komplex transloziert in den Zellkern und beeinflusst die
TGFp/ Aktivin/ RGEU\GPUH von Expression von Zielgenen. Das Schema ist entnommen aus
Nodal Zielgenen Brmp Zielgenen von Bubnoff und Cho, 2001 und verandert.

translozieren und die Transkription von Zielgenen stimulieren oder inhibieren (Miyazawa et al.,
2002).

Eine Differenzierung des Signals kommt durch die Bindung der Zytokine an unterschiedliche
Rezeptoren zustande. Diese assoziieren mit unterschiedlichen R-Smads. So wird die durch Tgf3
hervorgerufene intrazellulire Signalkaskade durch die R-Smads Smad2 und Smad3 vermittelt,
wohingegen die durch Bmp aktivierte, intrazellulire Signalkaskade durch die R-Smads Smadl,
Smad5 und Smad8 weitergeleitet wird (von Bubnoff und Cho, 2001).

Mausembryonen, die einen vollstindigen Verlust des Signalmolekils Bmp4 aufweisen, sterben
wihrend der Gastrulation (Dunn et al., 1997). Dartiber hinaus beschrieben Dunn et al. (1997),
dass der Verlust von einem funktionellen Bmp4-Allel eine Vielzahl von Fehlentwicklungen zur
Folge haben kann, die sich in threr Haufigkeit und Schwere unterscheiden. So erhielten sie bei der

Verpaarung von Bumpd”"™

mit C57BL/6-Miusen weniger Bmp4-heterozygote Nachkommen als
nach der Mendel zu erwarten ist. Bmp4-heterozygote Mause haben z. T. mehr als finf Zehen am
rechten Hinterlauf, einen verkiirzten Nasenknochen oder Fehlentwicklungen der Augen wie
Mikrophthalmie und Anophthalmie. Die Ergebnisse von Dunn et al. (1997) und Miyazaki et al.
(2000) legen nahe, dass auch Bmp4 wihrend der Nierenentwicklung wichtig ist, da neben den

oben genannten Defekten im Bmp4-heterozygoten Fall vermehrt zystische Nieren auftreten

(Dunn et al., 1997).
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4.6 Bedeutung von Bmp4 fiir die Entwicklung der Ureteren und der Nieren

Die Folgen des Verlusts eines Bzp4-Allels auf die Nierenentwicklung wurden von Miyazaki et al.
im Jahr 2000 niher beschrieben und charakterisiert. Sie berichteten, dass 53 % der untersuchten
neugeborenen Bmp4"/ Miuse eine auffillige Fehlbildung des Urogenitalsystems aufweisen. Diese
Fehlbildungen, die in 38 % der Fille bilateral manifestiert sind, kénnen den Kategorien
verkleinerte bzw. dysplastische Niere, Hydroureter mit Hydronephrose und Ureter fissus
zugeordnet werden: In 60 % der auffilligen Urogenitalsysteme finden sich deutlich verkleinerte
oder dysplastische Nieren, in 32 % der Fille ein Hydroureter und Hydronephrose aufgrund einer
fehlerhaften Position des Ureters an der bzw. in die Blase und in 8 % der Fille eine duplizierte
Niere mit verdoppeltem Ureter. Allerdings ist auch gezeigt worden, dass der Verlust eines Bmp4-
Allels je nach verwendetem Mausstamm zu einer unterschiedlichen Frequenz von CAKUT fithrt
(Dunn et al,, 1997; Miyazaki et al., 2000; Cain und Bertram, 2006). Dies koénnte durch die
Expression eines weiteren Bmp-Liganden wie Bmp5 erklirt werden, der, abhingig vom
verwendeten Mausstamm, unterschiedlich stark exprimiert wird (King et al., 1994).

In weiterfithrenden Untersuchungen mit Bmp4"/~ Embryonen zeigten Miyazaki et al. (2000), dass
deren Nieren bereits am E14,5 signifikant kleiner als die von Wildtyp-Embryonen sind. Sie
wiesen darauf hin, dass die Nierenentwicklung schon vom E12,5 an beeintrichtigt ist, da bereits
in diesem Stadium weniger mesenchymale Zellen pro Niere kondensieren. Neben diesen
Ergebnissen, die die Niere per se betreffen, kann die teilweise beobachtete Verdopplung des
Ureters nicht auf eine zusitzlichen Ureterknospe des Wolffschen Gangs zuriickgefithrt werden,
sondern scheint durch ein zusitzliches Knospen des Ureterstamms begriindet zu sein, da in 2
von 19 Fillen ein Knospen des Ureterstamms nachgewiesen wurde.

Ebenso ist in einem erheblichen Anteil der Bzp4™" Embryonen am E11 (3 von 5) die Position
der Ureterknospe kranial verschoben (siche Abschnitt 4.4.1). Dies kann als Grund fir den
verlingerten CND gelten, der am E12,5 in Bsp4™" Embryonen nachgewiesen werden kann. Dies

stimmt mit dem Befund iiberein, dass der Ureter in Bmp4”" Embryonen beim E13,5 noch mit

Abbildung 4.6.2:

Schema der von Miyazaki et al. 2000 und
2003 beschriebenen Funktionen von
Bmp4. Mit griin sind der Wolffsche Gang
und die Ureterknospe unterlegt, mit
blau das Uretermesenchym und mit
violett das metanephrische Mesenchym.
Die Beschriftung der Signalmolekiile ist
orange, die der induzierten (Pfeil mit
Spitze) und inhibierten (Pfeil mit
stumpfer Spitze) Prozesse ist schwarz.
Schema ist entnommen und verandert
aus Miyazaki et al. 2000.
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BMP4-Mutationen im Menschen 4.7

dem Wolffschen Gang verbunden bleibt, wohingegen er im Wildtyp in diesem Stadium schon
mit der embryonalen Kloake fusioniert ist. Die falsche Position der Ureterknospe spiegelt sich
auch in einem verkirzten Abstand zwischen der Ureter6ffnung und dem Urethraursprung in der
Blase wider.

In einer spiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Bzp4”~ Embryonen, bevor es zu einem
morphologisch ausgeprigten Hydroureter (ab ca. E16,5) und damit zu einem vergrof3erten
Ureterquerschnitt kommt, die Anzahl an glatten Muskelzellen um das Ureterepithel, verglichen
mit der in der Wildtypsituation, signifikant verringert ist (Miyazaki et al., 2003). Allerdings konnte
im Umkehrschluss nicht gezeigt werden, dass exogenes Bmp4 im Medium von Nierenkulturen,
die von Embryonen des E12 stammen, zu einer gesteigerten Anzahl von glatten Muskelzellen
(Acta? exprimierenden Zellen) fihrt. Jedoch konnte in einem vergleichbaren Versuchsansatz
bewiesen werden, dass eine zusitzliche lokale Bmp4-Quelle in Nierenkulturen zwar nicht zu einer
gesteigerten Zahl von Acta2-positiven Zellen oder zur Beeinflussung der Proliferation oder der
Apoptose fihrt, aber zu einer Akkumulation von mehreren mesenchymalen Zellschichten um die
exogene Bmp4-Quelle (Miyazaki et al., 2003). Die Ergebnisse der Arbeiten von Miyazaki et al.
2000 und 2003 lassen sich zu dem Schema in Abbildung 4.6.2 zusammenfassen.

Um den Einfluss des vollstindigen Bmp4-Verlusts auf die Ureterentwicklung untersuchen zu
konnen, bedienten sich Brenner-Anantharam et al. (2007) Nierenkulturen von Miusen, die zwei
gefloxte Bmp4-Allele und eine ubiquitir exprimierte und induzierbare Rekombinase cre
(cre/estrogen receptor o 1) haben. So kann der Vetlust von Bmp4 zu einem beliebigen
Entwicklungsstadium hervorgerufen werden. In diesem Versuchsansatz konnte gezeigt werden,
dass der Verlust von Bmp4 zu einem spiteren Entwicklungsstadium als E12,5 keinen negativen
Effekt auf die Ureterdifferenzierung hat.

Dahingegen fthrt der vollstindige Bmp4-Verlust vor E12,5 dazu, dass weder die Differenzierung
des Mesenchyms zu glatten Muskelzellen des Ureters noch die Differenzierung des Epithels zum
Urothel stattfindet (Brenner-Anantharam et al.,, 2007). Auch kann in diesem Versuchsansatz
gezeigt werden, dass der Verlust von einem Bmp4-Allel schon eine verringerte Dicke der glatten

Muskelschicht um das Urothel hervorruft (Wang et al., 2009).

4.77. BMP4Mutationen im Menschen

Bei CAKUT-Patienten konnten einige Mutationen im BMP4-Gen nachgewiesen werden
(Tabatabacifar et al., 2009; Schild, 2009; Weber et al., 2008). Weitere Analysen dieser Mutationen
zeigten, dass dabei zum Teil nur die DNS-Sequenz, nicht aber die Aminosauresequenz betroffen
war (stille Mutationen), zum Teil die Mutation in der DNS-Sequenz auch zum Austausch einer

Aminosdure fihrte. Ein Test der Mutationen der letzten Kategorie in Zebrafischembryonen
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4.8 Zielsetzung

zeigte, dass die analysierten Proteinvarianten eine eingeschrinkte Funktionalitit besitzen (Weber
et al., 2008). Da die meisten CAKUT durch das Anhidufen von verschiedenen Mutationen in
Genen der Ureter- und Nierenentwicklung entstehen (Ichikawa et al., 2002) und da in den
Arbeiten von Tabatabaeifar und Kollegen (2009), Weber und Kollegen (2008) und Schild (2009)
die Mutationen meistens nur heterozygot auftraten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei
den Patienten ein weiteres Gen, das an der Regulation des Urogenitalsystems beteiligt ist, mutiert
vorliegt bzw. dass es in unterschiedlichem Ausmal3 zur Expression von Proteinen mit

redundanter Funktion kommt.

4.8. Zielsetzung

Bisher konnte aufgrund der frithen embryonalen Letalitit und des Fehlens einer geeigneten cre-
Linie fiir den gewebespezifischen Verlust noch nicht 7z vive gezeigt werden, welche Auswirkungen
der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym auf die Entwicklung des Ureters und die
Differenzierung seiner Gewebe hat. Dies soll hier mithilfe der Kreuzung der Thx78™- und der
Bmp4”-Mauslinien analysiert werden. Dadurch wird unter anderem in den Zellen des
Uretermesenchyms cre- Rekombinase- abhingig das mit loxP- Sequenzen flankierte (fI) Bmp4-
Allel (Bmp4") deletiert.

Ferner ist noch nicht nachgewiesen, ob das Bmp4- Signal Smad4- abhingig vermittelt wird oder
Uber eine andere intrazellulire Signalkaskade die Ureterentwicklung und -differenzierung
gesteuert wird. Diese Frage soll durch die Kreuzung der Thx78™-Linie mit einer Mauslinie, die ein
mit loxP- Sequenzen flankiertes Smad4-Allel (Smad4”) trigt, geklirt werden.

Bisher blieb in der Literatur das Dilemma unbeantwortet, wie auf der einen Seite durch die
konditionelle S/4-Deletion im Epithel der ,,vollstindige™ Verlust von Bzp4 hervorgerufen wurde,
dies auf der anderen Seite aber nur einen abgeschwichten Phinotyp bedingte, verglichen mit dem
von Bmp4"" beschriebenen. Diesem soll mittels des vollstindigen Verlusts des Hh-Signalwegs im
Uretermesenchym nachgegangen werden. Dieser kann durch die Kreuzung der Thx78"-Linie mit
einer Linie, die ein mit loxP- Sequenzen umgebenes Smo-Allel (Smd") trigt, erreicht und dann
mittels histologischer Methoden und Expressionsanalysen charakterisiert werden.

Ziel der Arbeit ist es, die Interaktion zwischen Hh-Signalweg einerseits und Bmp4-Signalkaskade
andererseits besser beschreiben zu koénnen. Des Weiteren soll geklirt werden, ob die

Differenzierung des Mesenchyms durch das Bmp4-Signal von Smad4 vermittelt wird.
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Materialien und Methoden

5. Materialien und Methoden

5.1. Verwendete Gerite

Dieser Abschnitt enthilt eine alphabetische Liste mit den verwendeten Geriten und deren

Herstellern.

Binokular
Computer

Elektroporationskiivetten
Geldokumentation
Gelelektrophoresezubehor
Heizplatte
Hybridisierungsofen
Inkubatoren

Makroskop
Mikroliterpipetten
Mikroskop

Mikrotom
Mikrowellenofen
Netzteil
Objekttriger
PCR-Maschinen
pH-Meter
Photometer
Pipettierhilfe
Plastikwaren
Praparierbesteck
Schittler /Rihrer
Thermomixer
Trockenplatte
Waagen
Zentrifugenzubehor
Zentrifugen

5.2. Substanzen

MZ75, Leica

Apple iMac, PC mit MS-Windows

Software: Office:mac v.X.; Office 2003 (Microsoft), MacVector
10.5.2 (Accelrys); Filemaker pro 9.0 (Filemaker); Photoshop CS
(Adobe)

Biorad

Biorad, Sony Thermodrucker UPS890CE

Eigenbau

Schott

Amersham, Biometra

Gf1L, Infors HT, Memmert

Leica M420 mit der Kamera Fujix digital HC-300Z
Rotilabo®-Mikroliterpipetten Proline®, variabel der Firma CarlRoth
Mikroskop Leica Axioplan 5000 B mit der Kamera DFC300 FX
Leica MZ75

RM2155, Leica

LG

Biorad Powerpack

Superfrost Plus, Menzel

peqStar der Firma peglab

WTW

Eppendorf

Pipetus Hirschmann Laborgerite

Greiner, Sarstedt, Falcon, Sigma

Fine Science Tools

Heidolph, Assistent, IKA, Stuart, GFL

Eppendorf 5436, HLC

Medax

Kern

Beckman

Eppendorftischzentrifuge 5415D, Beckman Model J6B mit den
Rotoren JA-10, JA-20; Heraeus Biofuge 13 und Biofugel5

Dieser Abschnitt enthilt eine alphabetische Liste der verwendeten Chemikalien, Enzyme und
Nachweissysteme sowie deren Hersteller.

Ampicillin

BrdU

CaCl,

DAPI

DEPC
DIG-Reaktionsmix

Roth
Roche
Applichem
Roth
Applichem
Roche
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5.2.1

Losungen

DMSO

DNase
DNS-Lingenstandard
DTT

EDTA

EosinY

Ethanol (EtOH)
Gill’s Hematoxylin No3
Glyzerin
Hefeextrakt
ImmEdgePen
KCl

KH,PO,

LiCl

Methanol (MeOH)
MgCl,

Microarray
Mowiol

NaCl

NaH,PO,
Na,HPO,
Natriumazetat
Natriumzitrat
Nucleobond AX
NucleoSpin
Paraformaldehyd
PEG4000
Permount

ProtK
Restriktionsenzyme
RNAlater

RNasin
Roti-Histol

SDS
SP6-Polymerase
T3-Polymerase
T4-Ligase
T4-Ligasepuffer (10fach)
T7-Polymerase
Tinte

Tris-Base

Trypton

TUNEL

5.2.1. Losungen

Applichem

10 U/ul Roche
Invitrogen
Roth
Applichem
Sigma-Aldrich
Baker
Sigma-Aldrich
Applichem
Applichem

H 4000, Vector
Applichem
Applichem
Sigma-Aldrich
Merck
Applichem
Agilent
Calbiochem
Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
Macherey & Nagel
Macherey & Nagel
Applichem
Fermentas
Fisher Scientific
Applichem
NEB

Ambion
Promegan
Roth
Applichem
NEB

Roche

NEB

NEB

NEB

Pelikan
Applichem
Applichem

Chemicon

Dieser Abschnitt enthalt eine alphabetische Liste der verwendeten Losungen. Anbei ist ihre

Zusammensetzung fir die einfache Konzentration beschrieben.

5xKCM 500 mM KCl, 150 mM CaCl,, 250 mM MgCl,
LB-Medium Pro Liter 10 g NaCl, 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, den pH-Wert auf 7
einstellen
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Klonieren 53

Mowiol 2,4 ¢ Mowiol4-88, 6 g Glycerin, 6 ml H,O, 12 ml 0,2 M Tris-HCI, pH-
Wert 8,5

PBS 140 mM NaCl, 2,6 mM KCI, 4 mM Na,HPO,, 1,45 mM KH,PO, pH-
Wert 7,4

4 % PFA 40 g Paraformaldehyd in 11 PBS pH-Wert 6 bis 7

ProtK-Puffer 100 mM Tris-HCI pH-Wert 8,0; 5 mM EDTA pH-Wert 8,0; 200 mM
NaCl, 0,2 % SDS

SSC 150 mM NaCl, 15 mM Natriumzitrat, pH-Wert 7

5.3. Klonieren

5.3.1. Verwendete Bakterienstimme

Der gewihlten Transformationsform entsprechend wurden die E.co/-Stimme verwendet. Die
verwendeten E.co/-Stimme sind in Tabelle 5.3.1 zusammengefasst.

Tabelle 5.3.1:

Zusammenstellung der verwendeten E.co/-Stimme und ihres Genotyps

E. coli -Stamm Genotyp
. rec AT end AT gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAT lacF” proAB lacl’ ZA
E. ¢oli X1.1 blue M15 Tnl0(Tet ]

end AT glnl'44 recAT thi-1 gyrA96 relAT1 lac Hte A(mecrA)183 A(merCB-

E- ol X1.10 gold bsdSMR-mrr)173 tet F'[proAB lacl' ZAM15 Tu10(Tet" Amy Cnl")]

5.3.2. Ligation
Fir die Ligation wurden etwa 100 ng des linearisierten und dephosphorylierten Vektors und die

dreifache Menge an geschnittenem Insert eingesetzt, die Konzentrationsabschitzung erfolgte im
Gelbild auf Grundlage eines DNS-Standards mit bekannter Konzentration der Banden. Dartiber
hinaus enthielt der 20 ul Ansatz 2 ul 10fach T4-Ligasepuffer, 2 ul PEG4000 und 1ul T4-Ligase.
Fir die Ligation mit ,,klebenden Enden® wurde der Ansatz bei Raumtemperatur fiir eine halbe
Stunde inkubiert, fur die Ligation mit glatten Enden wurde tber Nacht bei 4 bis 8 °C inkubiert.

Im Anschluss wurde der Ansatz mittels chemischer Transformation den E. ¢/ XI.10 gold

eingebracht.
5.3.3. Transformation
5.3.3.1. Elektroporation

Die 50 pl-Aliquot der elektrokompetenten E. co/i XI.1 blue wurden auf Eis aufgetaut. Die
Elektroporationskiivetten wurden im Eisbad gekihlt. Die E. co/is mit der Plasmid- DNS oder
dem Ligationsansatz wurden zusammen auf den Boden der Kivette pipettiert und auf Eis fur
cine Minute inkubiert. Dann wurde ein Elektropuls von 2,5 kV, 25 mF und 200 Q an die
Kivetten mit einem Abstand von 2 mm anlegt. Fur Kivetten mit einem Abstand von 1 mm

wurden entsprechend 1,25 kV, 25 mF und 200 Q anlegt. Die E. c/i-Bakterien wurden in 200 pl
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5.3.3.2 Transformation mit chemisch-kompetenten Zellen

LB-Medium aufgenommen und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf eine
LB- Agar- Platte, die den entsprechenden Selektionsmarker enthielt, aufgebracht und bei 37 °C

uber Nacht inkubiert.

5.3.3.2. Transformation mit chemisch-kompetenten Zellen
Ein Aliquot der chemisch-kompetenten E. co/i XI.10 gold wurde auf Eis aufgetaut. Bevor 100 ul

der Bakterien zum Transformationsansatz hinzupipettiert wurden, wurden in einem 100 pl
Reaktionsvolumen der Ligationsansatz (10 bis 20 ul) bzw. 100 ng Plasmid- DNS, 20 ul der 5-fach
KCM- Losung mit Wasser vereinigt. Diese Suspension aus Bakterien, Puffer und DNS wurde fir
20 min auf Eis, dann fir weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 1 ml LB-
Medium dazugegeben und der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss daran wurde das
Medium reduziert, indem die Bakterien pelletiert und dann nur noch in 200 ul LB-Medium
aufgenommen wurden. Diese Zellsuspension wurde auf die LB-Platte mit dem entsprechenden

Selektionsantibiotika ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.3.4. Darstellung von Plasmid-DNS
Fir die Darstellung von Plasmid- DNS wurden die Systeme von Macherey & Nagel verwendet.

Je nach Bedarf wurde dazu eine Mini (5 ml)- oder eine Midi (100 ml)- Bakterienkultur angeimpft
und mit dem entsprechenden System Nucleobond AX bzw. NucleoSpin (Macherey & Nagel)

aufgearbeitet. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

5.4. Verwendete Mausstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Allele wurden alle in einem gemischten

genetischen Hintergrund (C57BL6/] und NMRI) gehalten.

5.4.1. Bmp42-Allel
Das hier verwendete Bmp4ﬂ—Allel wurde erstmals 2002 von Kulessa und Hogan beschrieben. Das

mutierte Allel wurde mittels PCR nachgewiesen. Die Primer und die weiteren PCR-Bedingungen

tir die Genotypisierung sind in Tabelle 5.4.1 aufgefihrt.

5.4.2. Smad47-Allel

Das hier verwendete Smad4"-Allel wurde erstmals 2004 von Chu et al. beschrieben. Das mutierte
Allel wurde mittels PCR nachgewiesen. Die Primer und die weiteren PCR-Bedingungen fur die

Genotypisierung sind in Tabelle 5.4.1 aufgefihrt.
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Smofl-Allel 5.4.3

5.4.3. Smof-Allel

Das hier verwendete Swo'-Allel wurde erstmals 2001 von Long et al. beschrieben. Das mutierte
Allel wurde mittels PCR nachgewiesen. Die Primer und die weiteren PCR-Bedingungen fur die

Genotypisierung sind in Tabelle 5.4.1 aufgetiihrt.

5.4.4. Thx18cre-Allel

Das hier verwendete Thx78"-Allel wurde erstmals 2010 von Trowe et al. beschrieben. Das
mutierte Allel wurde mittels PCR nachgewiesen. Die Primer und die weiteren PCR-Bedingungen

tir die Genotypisierung sind in Tabelle 5.4.1 aufgefihrt.
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Embryonen 5.5

5.5.  Embryonen

Die trichtige Maus wurde mittels Genickbruch getétet. Die Embryonen wurden im Uterus aus
der Maus entnommen und in PBS unter dem Binokular pripariert. Die Embryonen wurden in
4 % PFA iber Nacht fixiert. Am darauf folgenden Tag wurden sie schrittweise in Methanol
tberfiihrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Embryonen bzw. die embryonalen Gewebe

in Methanol bei -20 °C gelagert.

5.5.1. Tinteninjektion

Zum Testen, ob ein Hydroureter durch das Auftreten von physikalischen Obstruktionen
entstanden ist, wurde Tinte durch eine ausgezogene Glas-Kapillare ins Nierenbecken von frisch
isolierten Urogenitalsystemen des E18,5 injiziert und durch die Harnleiter gedriickt. Sie gelangt

gegebenentfalls in die Blase. Das Ergebnis wurde dokumentiert am Makroskop.

5.5.2. Anfertigung von Gewebediinnschnitten

In MeOH gelagertes Gewebe wurde tiber EtOH in Isopropanol tiberfithrt und auf 65 °C
erwirmt. AnschlieBend wurde das Gewebe schrittweise in Paraffin Gberfithrt und in Formen
entsprechend der gewtlinschten Schnittebene ausgerichtet.

Die ausgehirteten Paraffinblocke wurden am Mikrotom geschnitten. Die Schnittdicke betrug je
nach geplantem Verwendungszweck 5 oder 10 um. Die Schnitte wurden auf Objekttriger
aufgezogen und iber Nacht bei 42 °C getrocknet. Die Schnitte wurden bis zu ihrer Verwendung

bei Raumtemperatur gelagert.

5.5.3. Himatoxylin- Eosin-Fiarbungen

Himatoxylin- Eosin- Firbung wurde auf 5 um dicken Gewebeschnitten durchgefiihrt. Das
Gewebe wurde mittels Roti- Histol deparaffiniert und in einer absteigenden EtOH-
Verdunnungsreihe rehydriert. Das rehydrierte Gewebe wurde fiir etwa 45 s in Hamatoxylinlauge
getirbt, anschlieBend wurden die Gewebeschnitte griindlich mit Wasser gespilt und fiir 1 min in
0,5 % Natriumacetat inkubiert. Bevor und nachdem sie fur 90 s mit Eosin Y gefirbt wurden,
wurden die Schnitte jeweils mit Wasser gewaschen. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal
fir zwei bis drei Minuten in EtOH dehydriert, bevor sie in Roti- Histol (zweimal fur 10 min)

tberfiihrt und mit Permount eingedeckelt wurden.

5.5.4. RNS-Sondensynthese

RNS- Sonden zum Nachweis der in Tabelle 5.5.4 aufgefithrten Gene wurden wie folgt hergestellt.
Es wurde das entsprechende Plasmid, das in Tabelle 5.5.4 angegeben ist, verwendet. Das

entsprechende Restriktionsenzym fur die Linearisierung des Plasmids und die verwendete RINS-
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5.5.4 RNS-Sondensynthese

Polymerase sind ebenfalls angegeben. Jeder iz vitro Transkriptionansatz hat ein Volumen von 10
ul. Eingesetzt wurden 1 pl des linearisierten Plasmids (Ausgangskonzentration 500 ng/ul), 1 pl
eines zehnfachen Transkriptionspuffer, 1 ul eines zehnfachen DIG- Reaktionsmix, 1 ul 0,1 mM
DTT, 0,3 pl RNasin und 0,5 pl Polymerase. Das restliche Probenvolumen wurde mit Wasser
aufgefillt. Nach einer zweistiindigen Inkubation bei 37 °C wurde die DNS- Matrize mittels eines
DNase- Verdaus abgebaut (5 U). AnschlieBend wurde die RNS- Sonde mittels einer LiCl/EtOH-
Fillung aufgereinigt und in 60 ul einer Mischung aus Hybridisierungspuffer/DEPC-H,O (1:1)

gelost. Der Hybridisierungspuffer wurde von Moorman et al. (2001) beschrieben.

Tabelle 5.5.4:

Auflistung der verwendeten Sonden. Die Tabelle enthilt neben der Bezeichnung fiir das Gen, die
Bezeichnung fiir das verwendete Plasmid, das verwendete Restriktionsenzym fiir die Linearisierung des
Plasmids und die fiir die RNS-Probensynthese verwendete RNS- Polymerase.

Gensymbol Plasmid Restriktions- RNS- Poly-
engym merase

Axin2 pSVSportl.Axin2 EcoRI T7
Bimper pmodSK.Bmper EcwRI T3
Bup4 pSP72.Bmp4 EcoRI Sp6
Car3 pmodSK.Car3 Neol T7
Catnal pmodSK.Catnal BamHI T7
Cdh16 pFLCI.Cdh16 EcwRI T3
Cldn6 Pmodsk.Cldn6 EcRl” T3
Cldn11 pmodSK.Cldn11 Neol T3
Cxel12 pFLCIL.Cxcl12 Neol T3
Dach2 pFLCIL.Dach?2 HindlIl T3
Dact1 pFLCIL.Dactl Neol T3
Dpysi3 pFLCILDpysl3 EcwR1” T3
Dusp10 pmodSK.Dusp10 Xhol T3
Foxc2 pBS.Foxc2(3.0) BamHI T7
Gata2 pmodSK.Gata2 BamHI T7
Gata3 pFLCIL.Gata3 Hindlll T3
Hmga2 pFLCI.Hmga2 Pst T3
1d2 pSK.Id2 HindlIl T3
Kif12 pFLCILKif12 EcoRI T3
Kit pFLCLKit Nhel T3
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5.5.5

RNS-in situ Hybridisierungsfarbungen auf Gewebeschnitten
LacZ pKS.lacZ.Clal-Xbal(3.0) Clal T7
L gals1 pmodSK.Lgals1 Sacl T7
Masp1 pFLCIL.Masp1 Xbal T3
Myh11 pFLCIL.Myh11 Eagl T3
Myocd pFLCIL.Myocd Clal T3
Nr2f1 pmodSK.Nr2f1 Sphl T3
Pdgfra pFLCIL.Pdgfra HindlIl T3
Plexd3 pFLCIL.Plcxd3 Poull T3
Pod1 pSK.epicardin(1,2) EcwRI T7
Serpinh1 pFLCIL.Cbpl Xhol T3
Sox9 pSox9.5 HindIll T7
Spare pmodSK.Sparc EcwRI T3
Sulft pFICL.Sulf Xhol T3
Tagin pKS.Sm22a EawRI T7
(pKS.Tagln)
Thx18 pKS.tbx18.cDNA(2.0) HindIll T7
Thbst1 pFLCL Thbs1 EcRI T3
Tnnt2 pSVSport. Tnnt2 Sall T7
Tshz3 pSK.Tsh3 HindlIl T3
Upklb pFLCLUpk1b EcwRI T3
Upk3b pFLCL.Upk3b Xbal T3
Vil2 pFLCIL.Vil2 Xhol T3
Zechel2 pmodSK.Zcchcl2 Poull T3
Zp536 pFLCLZfp536 Sacll T3
5.5.5. RINS-in situ Hybridisierungsfirbungen auf Gewebeschnitten

RNS-/n situ Hybridisierungsfirbungen wurden im Wesentlichen nach den Angaben von

Moorman et al. (2001) durchgefithrt. Es werden im Folgenden nur die Abweichungen zu dem

dort veréffentlichten Protokoll angegeben.

Nach dem Entwachsen der Schnitte wurde das Gewebe in PBS rehydriert. Der proteolytische

Verdau wurde fiir 10 min bei 37 °C durchgefihrt. Es wurde ein Puffer verwendet, der aus 0,1 M

Tris mit dem pH-Wert 7,5 bestand und die verwendete Konzentration von ProtK betrug 10

mg/1.
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5.5.6 Antikérperfirbung auf Gewebeschnitten

Zum Minimieren des zu verwendenden Sondenvolumens und zur Firbung von mehreren
Sonden pro Objekttriger wurden die einzelnen Gewebe vor der Prihybridisierung mit dem Stift
ImmEdge Pen umrandet. Der verwendete zweifache SSC- Puffer war pH- neutral (pH-Wert 7)
im Gegensatz zum verwendeten SSC- Puffer bei Moorman et al. (2001). Die Objekte wurden mit
Mowiol eingedeckelt und am Mikroskop Leica Axioplan 5000 B mit der Kamera DFC300 FX

dokumentiert. Die digitalen Bilder wurden mit dem Programm Photoshop CS nachbearbeitet.

5.5.6. Antikérperfirbung auf Gewebeschnitten

Die Antikorperfirbungen auf Gewebeschnitten wurden im Wesentlichen so durchgefiihrt, wie es
bei Airik et al. (2010) beschrieben wurde. Es wurden 5 pum dicke Gewebeschnitte hierftr
ausgesucht. Die zur Anwendung gekommenen Antikérper mit ihren Quellen und den
verwendeten Verdinnungen sind in Tabelle 5.5.6 aufgefiihrt.

Die Objekte wurden mit DAPI gegengefirbt und mit Mowiol eingedeckelt. Bis zu ihrer
Dokumentation am Mikroskop Leica Axioplan 5000 B mit der Kamera DFC300 FX wurden die
Farbungen kiihl und dunkel gelagert. Die digitalen Bilder wurden mit dem Programm Photoshop

CS nachbeatrbeitet.

Tabelle 5.5.6:
Aufstellung der in dieser Arbeit verwendeten Antikérper. Die Bezugsquelle und die Verdinnung, in
der die AntikGrper eingesetzt wurden, sind ebenfalls angegeben.

Antikérper Bezugsquelle Verdunnung
Polyklonales Kaninchenantiserum R. Adelstein, 1:200
gegen Myhl1 Bethesda, USA '
Monoklonaler Mausantikorper gegen
Acta2 (Klone 1A4) direkt FITC- Sigma 1:200
markiert
Rhodgmm gekoppelt‘ an IgG(H+L) aus Dianova 1:200
der Ziege gegen Kaninchen

5.5.7. Nachweis von proliferierenden Zellen mittels BrdU

Dazu wurde wie bei Airik et al. (2010) und Bussen et al. (2004) beschrieben vorgegangen. Die
Statistische Auswertung wurde mittels Microsoft Excel durchgefihrt, der T-Test wurde auf

graphpad.com durchgefiihrt.

5.5.8. Nachweis von apoptotischen Zellen mittels TUNEL

Wie es bei Airik et al. (2010) beschrieben wurde, wurde hier zum Visualisieren von apoptotischen
Zellen auf 5 um dicken Gewebeschnitten der TUNEL- Nachweis genutzt. Das Nachweissystem

wurde von der Firma Chemicon gekauft und nach Herstellerangaben verwendet.
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RNS-in situ Hybridisierungsfirbung auf Organen oder Organismen 5.5.9

5.5.9. RINS-in situ Hybridisierungsfirbung auf Organen oder Organismen

Fiar die RNS-iz sitn Hybridisierungsfirbung auf Organen oder Embryonen wurde vorgegangen
wie bei Wilkinson (1992). Es wurden die in MeOH gelagerten Gewebe verwendet, die wie in
Abschnitt 5.5 beschrieben behandelt wurden.

Im Anschluss an die Firbungsreaktion und die nachfolgende Postfixierung wurden die
Embryonen oder Gewebe schrittweise in 80 % Glyzerin/PBS uberfithrt und am Mikroskop Leica
M420 mit der Kamera Fujix digital HC-300Z dokumentiert.

5.5.10. Vergleich von Transkriptomen zweier Zellpopulationen mittels der

Microrarray-Technologie

Unter Zuhilfenahme der DNS-Microarray Technologie wurden die Transkriptome
(Genexpressionsprofile) von zwei Zellpopulationen miteinander verglichen. Die jeweilige
Zellpopulation, in diesem Fall Ureteren eines einheitlichen Genotyps, wurde isoliert und in
RNAlater bei 4 °C bis zur RNS-Extraktion gelagert. Die RNS-Extraktion, das anschlieBende
Umschreiben in ¢cDNS mit Cy3-Markierung fiir RNS der ersten Zellpopulation und Cy5-
Markierung fir die der zweiten Zellpopulation, die Hybridisierung, das Auslesen des Microarrays
und die Auswertung der Fluoreszenzsignale (ImaGene 4.2 Software, Biodiscovery) wurden nach
Herstellerangaben in Kollaboration mit Herrn Dr. Oliver Dittrich-Breiholz (Institut fir

Physiologische Chemie, Medizinische Hochschule Hannover) durchgefthrt.
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6 Ergebnis

6. Ergebnis

6.1. Die Deletion von Bmp4im Uretermesenchym
Bmp4 ist im Mesenchym um den Wolffschen Gang am E10,5 exprimiert (Miyazaki et al., 2000).

Wiahrend der folgenden Ureter- und Nierenentwicklung wird die Bmp4-Expression im
Uretermesenchym um den Ureterstiel aufrecht erhalten (Miyazaki et al., 2000). Eine weitere
Expressionsdomine von Bmp4 befindet sich im benachbarten Nierenmesenchym. Dort ist es
nicht ubiquitir exprimiert, sondern seine Transkripte sind im Mesenchym um die Ureteriste
nachweisbar, nicht jedoch im peripheren metanephrischen Mesenchym. Um nun spezifisch die
Funktion von Bmp4 im Uretermesenchym zu untersuchen, wurde die Tbx78" -Linie
verwendeten, die eine cre-Rekombinase spezifisch im Uretermesenchym exprimiert. Durch
Kreuzungen dieser Mauslinie mit der Mauslinie, deren Bmzp4-Allel mit loxP- Signalsequenzen
flankiert ist, kommt es zur gewebespezifischen Rekombination an den loxP- Sequenzen des
Bmp4-Allels und damit zur Bmp4- Deletion im Uretermesenchym (Kulessa und Hogan, 2002;
Airik et al., 2010; Trowe et al., 2010). Die daraus resultierenden Thx78""; Bmp4”" Embryonen

werden im folgenden Text als Bzp4-mutante Embryonen bezeichnet.

6.1.1. Bmp4mutante Embryonen waren im erwarteten Verhiltnis

nachweisbar

Es wurden 200 Embryonen der Verpaarungen von Thx78™"; Bmp4”" Minnchen mit Bupd”*
Weibchen isoliert und mittels PCR ihr Genotyp bestimmt. Statt der zu erwartenden 25
Embryonen konnten 23 Embryonen als Thx78""; Bmp4”" identifiziert werden (Tabelle 6.1.7).
Dies bewies, dass die Bmp4-mutanten Embryonen nicht wihrend der frihen embryonalen
Entwicklung aufgrund schwerwiegender Fehlbildungen des Herzen sterben, in dem Bmp4
ebenfalls in den Tbhx78-Expressionsdominen wie dem Septum transversum, dem
proepikardialen Organ und dem Epikard deletiert wird (Kraus et al., 2001). In diesen Bmp4-
Mutanten kann also die komplette Ureterentwicklung analysiert werden. Sie liefern also erstmals
die Moglichkeit, die Auswirkungen des vollstindigen Bmp4-Verlusts auf die Ureterentwicklung 7z

vivo zu analysieren.

30



Der Bmp4-Verlust im Uretermesenchym fithrte zu bilateralen Hydroureteren

Tabelle 6.1.1:

Gegentiberstellung der nach der Mendelschen Erbverteilung zu erwartenden Anzahl an Embryonen und der
tatsichlich mittels PCR bestimmten Anzahl. Insgesamt wurden 200 Embryonen des Stadiums E18,5 in diese
Statistik aufgenommen.

Genotyp Thx18™* Thx18™/* Thx18™/* Thx18** Thx18* Thx18**
Bmp4+/+ Bmp4///+ Bmp4////l Bmp4+/+ Bmp4///+ Bmp4/////
Theoretische 25 50 25 25 50 25
Anzahl
Tatsichliche 14 57 23 28 49 29
Anzahl

6.1.2. Der Bmp4-Verlust im Uretermesenchym fiihrte zu bilateralen

Hydroureteren

Urogenitalsysteme von Bmp4-mutanten Embryonen wurden am FEnde der embryonalen

Entwicklung (E18,5) isoliert und dokumentiert (Abbildung 6.1.2.7). Die Ureteren in
Urogenitalsystemen aus Wildtyp-Embryonen verbanden die Nierenbecken, die sich hier auf
medialer Hoéhe der Niere befanden, mit der Blase; sie watren schlank und an einem kleinen
Durchmesser zu erkennen (Abbildung 6.1.2.1.4 und C). Dahingegen waren Ureteren aller isolierten
Bmp4-mutanten Individuen auf der kompletten Linge durchscheinend, geweitet und mit Urin
gefullt (Hydroureter) (Abbildung 6.1.2.1B und D). Es gab keine Unterschiede in der Ausprigung
der Hydroureteren in Minnchen und Weibchen, weswegen diese nicht separat voneinander

analysiert wurden.

TbXTBCre/‘; Bmp4ﬂ/ﬁ

a B

Mannchen

Abbildung 6.1.2.1:
Morphologische Bilder von isolierten
Urogenitalsystemen am E18,5 mit

12,5facher VergroBerung
dokumentiert. In A und C ist die
jeweilige Wildtyp-Situation

dargestellt, in B und D ein
reprasentatives Urogenitalsystem des
Genotyps Thx18°®*; Bmp4™™". In A
und B sind mannliche
Urogenitalsysteme abgebildet, in C
und D weibliche. Mit ,a“ ist eine
Nebenniere gekennzeichnet, mit ,,n“
eine Niere, mit ,,u“ die Ureteren und
mit ,,g“ eine Gonade.

Weibchen
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6.1.2 Der Bmp4-Verlust im Uretermesenchym fithrte zu bilateralen Hydroureteren

wt Tbx18e’*; Bmp4™/f

sagittal

Abbildung 6.1.2.2:
Histologische Schnitte von Nieren (A und B,
50fache VergroBerung) und Ureteren (C bis
F, 200fache VergroBerung). Dabei sind die
Nieren sagittal geschnitten, die Ureteren
transversal. In A,C,E ist jeweils die
Wildtyp-Situation dargestellt, in B,D,F die
in Tbx18°*’*; Bmp4™™ Individuen.
Die Ureteren sind hier auf zwei
Schnittebenen abgebildet; in C und D sind
sie auf Hohe der Niere und in raumlicher
Nahe der Nierenbeckenregion geschnitten,
E und F sind weiter distal von der Niere
entfernt. ,,b“ markiert das Nierenbecken
., und ,r“ die Nierenrinde (Kortex) im
e Wildtyp.

transversal

Fir eine genauere Beschreibung und Beurteilung des Phinotyps wurden histologische Schnitte

von Urogenitalsystemen dieses Entwicklungsstadiums (E18,5) in zwei Orientierungen angefertigt

TbeSCIE’f* Bmp4ﬂ.-’ﬁ

Abbildung 6.1.2.3:

Antikorperfarbungen gegen Marker der
glatten Muskulatur wie Acta2 und BASM
(Bovine aortic smooth muscle myosin). Der
Antikorper gegen Acta2 ist FITC gekoppelt
und hier grin  dargestellt; die

entsprechende Farbung ist in A und B

abgebildet. Die Lokalisation des
Antikorpers gegen BASM wird mittels eines
Rhodamin-gekoppelten, sekundaren
Antikorpers nachgewiesen, die Farbung ist
in rot abgebildet (C und D). In A und C ist
die jeweilige Farbung im  Wildtyp
dargestellt, in B und D die in Thx18°®";
Bmp4™™ Individuen. Es sind jeweils
proximale Schnitte abgebildet, die mit
200facher VergroBerung dokumentiert
wurden.

FITC anti Acta2

Rhodamin anti Mvh11
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Der Bmp4-Verlust im Uretermesenchym fithrte zu bilateralen Hydroureteren 6.1.2

und mit Himatoxylin und Eosin angefirbt. Dabei war deutlich zu erkennen, dass bei Bmp4-
mutanten Individuen das Nierenbecken als Struktur nicht mehr vorhanden war (Abbildung
6.1.2.24 und B). Die Nierenstrukturen beschrinkten sich auf kortikale Komponenten (Abbildung
6.1.2.2A4 und B). Zusitzlich zu den Hydroureteren, die schon auf den morphologischen Bildern
zu erkennen waren, litten Bmp4-mutante Individuen an Hydronephrosen (Abbildung 6.1.2.2.4 und
B). Dabei handelt es sich um Nieren, die mit nicht abgefithrtem Urin gefillt sind.

Auf den transversalen Ureterschnitten auf Hohe der Niere (Abbildung 6.1.2.2C und D, proximaler
Ureter) und auf Schnitten zur Blase hin (Abbildung 6.1.2.2F und F, distaler Ureter) konnte die fiir
den Hydroureter typische Aufweitung des Ureterlumens nachgewiesen werden. Die Struktur des
Epithels in Bmp4-mutanten Individuen wich deutlich von der in Wildtyp-Individuen ab und war
nur von wenigen Zellen mesenchymalen Ursprungs umgeben.

Um zu testen, ob das Uretermesenchym zur glatten Muskulatur differenziert war, wurden
Antikérperfirbungen durchgefithrt. Dazu wurden Antikérper gegen Proteine, die vorwiegend in
glatten Muskelzellen gebildet werden, wie Acta2 (Abbildung 6.1.2.34 und B) und Myosin der
glatten Muskulatur, verwendet. Letzteres wurde hier mittels eines Antikorpers gegen Rinder-
Myosin der glatten Muskulatur (BASM, Bovine aortic smooth muscle myosin) nachgewiesen
(Abbildung 6.1.2.3C und D). In der Wildtyp-Situation ist ein Ring mit Acta2- bzw. Myosin (der
glatten Muskulatur)-positiven Zellen um das Epithel zu erkennen (Abbildung 6.1.2.34 und C), in
Bmp4-mutanten Individuen exprimierten nur noch vereinzelte Zellen Acta2 bzw. Myosin der

glatten Muskulatur und der mehrschichtige Ring aus glatten Muskelzellen fehlte (Abbildung

Tbxfg(reﬂ; Bmp4ﬂr‘ﬁ

Upk1b

Abbildung 6.1.2.4:
RNS-in situ Hybridisierungsanalysen zum
Nachweis der Expression von Genen wie
Upklb und Upk3b, die normalerweise im
o g _ Urothel nachge-wiesen werden konnen.
4 . In den Bildern A und C ist jeweils die
- _ ' b Expression im Wildtyp abgebildet, in B
und D die in Thx18**; Bmp4™™
Q ' Individuen. In Abbildung A und B ist
! . jeweils die Expression von Upklb
abgebildet, in C und D die von Upk3b.
; - Die Bilder sind jeweils mit 200facher
4 VergroBerung aufgenommen wurden.

Upk3b
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Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym fiithrte schon am E16,5 zum
0.1.3 Auftreten von Hydroureteren

6.1.2.3B und D). Ureteren Bmp4-mutanter Individuen wiesen am E18,5 keine durchgehende glatte
Muskulatur auf. Dasselbe Ergebnis konnte auch auf RNS-Ebene mittels einer RNS-iz situ
Hybridisierungsanalyse bestitigt werden (Daten nicht abgebildet).

Um zu analysieren, ob in diesen Mutanten die Differenzierung des Epithels zum Urothel
stattfand, wurde die Expression von Upk7b und Upk3b, zwei Uroplakinen mit beschriebener
Expressionsdomane im Urothel, mittels einer RNS-/# siz# Hybridisierungsanalyse tberprift
(Abbildung 6.1.2.4; Deng et al., 2002). In Schnitten von Wildtyp-Individuen konnte die
Expression von UpkTh und Upk3b im Urothel am E18,5 nachgewiesen werden, im Epithel der
Bmp4-mutanten Individuen fand sich dagegen kein Beleg fiir die Expression dieser Gene und

damit fur die Differenzierung zum Urothel.

6.1.3. Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym fithrte schon am E16,5

zum Auftreten von Hydroureteren

Nachdem festgestellt wurde, dass am FE18,5 in Bmp4-mutanten Individuen bilateral
Hydroureteren ohne glatte Muskulatur und ohne differenziertes Epithel auftraten, wurden Bmp4-
mutante Individuen am E16,5 analysiert, um zu kliren, ob in Bmp4-Mutanten Hydroureteren
bereits in diesem Entwicklungsstadium auftreten.

Vergleicht man Urogenitalsysteme vom E16,5 von Wildtyp- und Bmp4-mutanten Individuen, so
nimmt man auch hier Verinderungen - im Vergleich mit der Wildtyp-Situation - wahr: In den
Mutanten konnte man in den meisten Fillen (8 von 12) bilateral einen proximal ausgeprigten
Hydroureter erkennen (Abbildung 6.1.3.17.4 und B), bei den anderen Individuen trat der

Hydroureter unilateral auf. Diese Beobachtung wurde durch Schnittpriparate und deren

Tbx18%</*;Bmp4/"
= E

Morphologie
ventral

Abbildung 6.1.3.1:

In A und B sind Urogenitalsysteme
der beiden Genotypen vom E16,5
abgebildet(16fache VergroBerung).
In C und D sind Hamatoxylin-Eosin-
Farbungen von transversalen
Ureterschnitten abgebildet
(200fache VergroBerung). In A und
C ist jeweils die Wildtyp-Situation
dargestellt, in B und D die von
Thx18°**; Bmp4™™ Individuen.

Histologie
transversal




Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym fiithrte schon am E16,5 zum

Auftreten von Hydroureteren 0.1.3
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Abbildung 6.1.3.2:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten des Stadiums E16,5. In
den Bildern A bis D ist die jeweilige Expressionsdomane im Wildtyp abgebildet, in E bis H die
entsprechende Expressionsdomine in Tbhx18®*; Bmp4™" Individuen. In A und E sind die
Domanen von Tagln, in B und F die von Myh1l, in C und G die von Tnnt2 und in D und H die
von Upk3b einander gegenubergestellt. Die Aufnahmen wurden mit 200facher VergroBerung
gemacht.

Farbung erginzt. Auch in diesem Stadium lie(3 sich der geweitete Querschnitt eines Hydroureters
in Bmp4-Mutanten in den Hamatoxylin- Fosin- Farbungen erkennen (Abbildung 6.1.3.1C und D).
Neben einem geweiteten Ureterlumen war die Organisation des Mesenchyms gestort, da die
beiden mesenchymalen Zellpopulationen nicht unterschieden werden konnten. Mittels RNS-z
sitn Hybridisierungsanalysen gegen die Transkripte von Tagl, Tnnt2 (Troponin T2) und Myh11
als Marker fir glatte Muskulatur und von Upk3b als Marker fiir das Urothel wurde untersucht,
ob die Differenzierung des Ureters in diesem Stadium bei Bzp4-mutaten Individuen beginnt. An
diesem Punkt der Entwicklung war die Differenzierung des Mesenchyms zur glatten Muskulatur
und des Epithels zum Urothel im Wildtyp bereits initialisiert (Abbildung 6.1.3.2A4 bis D). Weder
die Expression von Markergenen fiir die glatte Muskulatur noch die fiir das Urothel konnten in
Bmp4-mutanten Individuen in diesem Stadium nachgewiesen werden (Abbildung 6.1.3.2 E, F, G,
H).

Das Fehlen der Expression von Markern fiir die differenzierten Gewebe am E16,5 und E18,5
auf der einen Seite und das Auftreten von histologisch erkennbaren Unterschieden zwischen
Wildtyp und Bmp4-mutanten Individuen auf der anderen Seite deuteten auf Stérungen
molekularer Regulationsnetzwerke hin, die wihrend der fritheren Entwicklung des Ureters

stattfinden.
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Am E12,5 und E14,5 wiesen Bmp4-mutante Individuen keine histologischen
6.1.4 Unterschiede zum Wildtyp auf

E12.5 E14.5
Tbx18<¢’*; Bmp4/1 wt Thx18¢”*; Bmp4"/f

£ ot
D.' g it
WS

: 2

sagittal

transversal

Abbildung 6.1.4.1:

Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von sagittalen Nierenschnitten des Stadiums E12,5 (A, B;
100fache VergroBerung) und des Stadiums E14,5 (C, D, 100fache VergroBerung).
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von transversalen Ureterschnitten der Stadien E12,5 (E, F) und
E14,5 (G,H)(je 400fache VergroBerung). In Abbildung A, E, C, G sind die jeweiligen Wildtyp-
Situationen dargestellt, in B, F, D, H diejenigen in Tbx18°®/*; Bmp4™" Individuen.

6.14. Am E12,5 und E14,5 wiesen Bmp4mutante Individuen keine
histologischen Unterschiede zum Wildtyp auf

Um zu bestimmen, wann die ersten Unterschiede in der Entwicklung des Ureters zwischen
Wildtyp und Bmp4-mutanten Individuen auftreten, wurden die Urogenitalsysteme von jiingeren
Embryonen analysiert. Dazu wurden von diesen Stadien transversale und sagittale Schnitte
angefertigt und mit Himatoxylin und FEosin angefirbt (Abbildung 6.1.4.7). In diesen
Entwicklungsstadien (E12,5 und E14,5) waren noch keine histologisch auffilligen Unterschiede
zwischen den Genotypen zu erkennen: Die Nieren wiesen keine offensichtliche
Beeintrichtigung in ihrer Entwicklung auf (Abbildung 6.1.4.14, B, C, D).

Auch auf den transversalen Ureterschnitten lieBen sich zu diesen Zeitpunkten noch keine
histologisch manifestierten Unterschiede zwischen Ureteren aus Wildtyp- und Bmp4-mutanten
Individuen erkennen (Abbildung 6.1.4.1E, F, G, H). Das Mesenchym war um das Epithel
kondensiert und beim E14,5 lieBen sich auch die beiden mesenchymalen Zellpopulationen, der
innere Ring und der duflere Ring, unterscheiden, die im Wildtyp zu diesem Zeitpunkt auftreten
und die sich durch ihre unterschiedliche Orientierung auszeichnen. Am E125 und E14,5 ging
der Bmp4-Verlust in vive mit keinen morphologischen Verinderungen der mesenchymalen oder

epithelialen Zellen des Ureters einher.
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Bmp4 regulierte weder direkt noch indirekt die Expression von Gata2, Sox9, Tbhx18
und Tshz3 6.1.5

Gataz Sox9

A

wt

Thx187¢"*
Bmp4ﬂ/ﬂ

Abbildung 6.1.5.1:
RNS-in situ Hybridisierungsanalysen zum Nachweis der Genexpression von Gata2 (A, E), Sox9
(B, F), Tbx18 (C, G) und Tshz3 (D, H) am E12,5. Dabei sind in den Bildern A, B, C, D die
Expressionsdomanen im Wildtyp dargestellt, in E, F, G, H die in Thx18"**; Bmp4™"
Individuen. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergroRerung gemacht.

6.1.5. Bmp4 regulierte weder direkt noch indirekt die Expression von
Gata2, Sox9, Tbx18und Tshz3
Wie bereits im  Abschnitt 4.4.2 beschrieben, wurden in der Literatur einige

Transkriptionsfaktoren benannt, deren Verlust mit dem Auftreten von Hydroureteren

einhergeht. Um zu testen, ob die Expression von Sox9, Tshz3, Tbx18 bzw. Gata2, deren Verlust

Gata2 Sox9 Tbx18 Tshz3

wt

Tbx 18+
Bmp4/f

Abbildung 6.1.5.2:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen zum Nachweis der Genexpression von Gata2 (A, E), Sox9
(B, F), Tbx18 (C, G) und Tshz3 (D, H) am E14,5. Dabei sind in den Bildern A, B, C, D die
Expressionsdomanen im Wildtyp dargestellt, in E, F, G, H die in Thx18**; Bmp4™™
Individuen. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergrofRerung gemacht.
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Der Bmp4-Verlust verinderte weder die Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalwegs
0.1.6 noch die des kanonischen Hh-Signalwegs

mit einer drastischen oder einer vollstindigen Reduktion der glatten Muskulatur einhergeht, vom
Bmp4-Signalweg reguliert wird, wurde ihre Expression in den Stadien E12,5 und E14,5 auf
transversalen  Ureterschnitten — Bmp4-mutanter  Individuen mittels der RNS-in  situ
Hybridisierungsanalyse untersucht (Abbildung 6.1.5.1 und Abbildung 6.1.5.2). Die Expression
dieser Gene wurde durch den Verlust von Bmp4 nicht in ihrer Ausprigung verindert. Die
Transkripte von Gata2 (Abbildung 6.1.5.1A, E und Abbildung 6.1.5.2A, E), Tshz3 (Abbildung
6.1.5.1D, H und Abbildung 6.1.5.2D, H) und Tbx18 (Abbildung 6.1.5.1C, G und Abbildung
6.1.5.2C, G) waren in ihrer Ausprigung vergleichbar auf Ureterschnitten von Wildtyp- und
Bmp4-mutanten Individuen. Dies galt fiir beide untersuchten Stadien (E12,5 und E14,5). Fir
Sox9 war am E12,5 kein Unterschied in der Ausprigung der Expressionsdomine in den beiden
Genotypen zu erkennen (Abbildung 6.1.5.1B, F). Am E14,5 wurde keine ektopische Expression
von Sox9 durch den Verlust von Bmp4 hervorgerufen (Abbildung 6.1.5.2B, F). Das Auftreten des
Hydroureters in Bmp4-mutanten Individuen konnte also nicht durch den Verlust der Expression

eines dieser Gene erklart werden.

6.1.6. Der Bmp4Verlust verinderte weder die Aktivitit des kanonischen

Wnt-Signalwegs noch die des kanonischen Hh-Signalwegs

In der Literatur werden das Zusammenspiel und die Wechselwirkungen der Bmp-, Hh- und
Wnt- (Wingless related-) Signalwege fiir die Entwicklung des Ureters und der Niere beschrieben
(Hu et al, 2003; Yu et al, 2002). Um zu analysieren, ob der Verlust von Bmp4 im
Uretermesenchym zu einer Einwirkung auf die anderen beiden Signalwege fithrt, wurde deren
Aktivitit in diesem Gewebe getestet. Aktive Signalwege modifizieren das Transkriptom der

Zelle, an die sie binden. Es werden neben gewebespezifischen Zielgenen auch allgemeinere

Ptchi

Abbildung 6.1.6.1:

RNS-in  situ Hybridi-
sierungsanalysen  auf
Wildtyp- (A, B, C) und
TbxchreH; Bmp4ﬂ/ﬂ
Individuen (D, E, F)
des Stadiums E14,5. In
den Bildern A und D ist
die Axin2 Ex-pression

wt

rﬁ-n_ dargestellt, in B und E
£ die von 1d2, in Cund F
| die von Ptchl. Die
3 Aufnahmen  wurden
S| mit 400facher
S8 VergroBerung

i gemacht.
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Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym ging mit geringerer Proliferation des
Epithels am E14,5 einher 6.1.7

Zielgene der Signalwege angeschaltet: Zielgene des Hh-Signalwegs sind Prh7 und Bmp4, des
Wnt-Signalwegs Axiz2 und als Zielgene des Bmp-Signalwegs gelten Id- (Inhibitor of DNA
binding) und Msx- (homeobox, msh-like) Gene. Wenn man Transkripte dieser Zielgene in der
Mutante nachweisen kann, gilt dies als Nachweis fiir die Aktivitit des Signalwegs. Die
Expression von P#hl, 1d2 und Axin2 wurde auf Ureterschnitten von Wildtypen und Bmp4-
mutanten Individuen des Stadiums E14,5 mittels RNS-zz siz« Hybridisierungsanalysen getestet. In
Bmp4-mutanten Individuen wurde die Aktivierung der Zielgene des Wnt-Signalwegs und des
Hh-Signalwegs nicht beeinflusst (Abbildung 6.1.6.1.4 und D, Cund F). Die Id2-Expression war in
Bmp4-mutanten Individuen nicht mehr detektierbar. Demnach wird die Id2-Expression im

Uretermesenchym durch den Bmp4-Signalweg reguliert.

6.1.7. Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym ging mit geringerer

Proliferation des Epithels am E14,5 einher

Proteine der TGFB-Familie beeinflussen die Proliferation und Apoptose ihrer Umgebung
(Miyazaki et al., 2000; Abe, 2006). Um zu uberprifen, ob Bmp4 die Apoptose im Ureter
unterdriickt, also anti-apoptotisch wirkt, wurden apoptotische Zellen mittels der TUNEL-
Analyse visualisiert. Am E12,5 fand weder in Wildtyp- noch in Bmp4-mutanten Individuen in
nennenswertem Umfang Apoptose statt (Abbildung 6.1.7.14 und C). Dasselbe galt fir
Individuen vom E14,5, auch in diesem Stadium trat in beiden Genotypen keine Apoptose in
nennenswertem Umfang auf (Abbildung 6.1.7.1B und D). Demzufolge wirkte Bmp4 im
Uretermesenchym am E12,5 und am E14,5 nicht anti-apoptotisch.

Inwieweit die Proliferation des sich entwickelnden Ureters durch den Verlust von Bmp4 im

Uretermesenchym beeinflusst wurde, wurde mittels BrdU-Inkorporationsanalysen und den

E12,5 E14.5

3

E

=]

H Abbildung 6.1.7.1:

e TUNEL-Analysen zum Nachweis von

2 apoptotischen Zellen. In den Bildern A
und B sind die Wildtyp-Situationen

u dargestellt, in C und D die in Thx18°*/*;

=, Bmp4™" Individuen. Die Situation vom

‘E"‘- E12,5 ist in A und C abgebildet, die vom

@ E14,5 in B und D. TUNEL markierte Zellen

-3 erscheinen grun, in blau die mittels DAPI

& gegengefarbten Nuklei. Die Aufnahmen

E wurden mit 400facher VergroBerung

~ gemacht.
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Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym ging mit geringerer Proliferation des

6.1.7 Epithels am E14,5 einher
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Abbildung 6.1.7.2:
Graphische Auswertung der Proliferationsdaten. In der Abbildung A sind die Mittelwerte (Mwe)
mit dem Standardfehler (Stf) fur das Entwicklungsstadium E12,5 dargestellt. Es wurden
mindestens zehn Schnitte von vier Individuen dieses Entwicklungsstadiums pro Genotyp
ausgezahlt (P-Wert fiirs Epithel 0,0851). In Abbildung B befindet sich eine Ubersicht iiber die
Mwe mit dem Stf, die flir das Entwicklungsstadium E14,5 ermittelt wurden. Fir dieses Stadium
wurden von drei Individuen mindestens zehn Schnitte dieses Entwicklungsstadiums gezahlt (P-
Wert furs Epithel 0,011). Unter den Graphen befindet sich jeweils ein reprasentativer Schnitt
fur die Genotypen. Die jeweils gezahlten Bereiche sind durch weife Kreise voneinander
getrennt. Blau (DAPI-positiv) sind Nuklei dargestellt, die im getesteten Zeitraum nicht die S-
Phase durchlaufen haben; grun sind Nuklei, die mittels eines gegen BrdU gerichteten
Antikorpers erkannt wurden, und die im getesteten Zeitraum die S-Phase durchlaufen haben.

daraus ermittelten BrdU-Inkorporationsindizes, den Verhiltnissen von BrdU-positiven Zellen
zur Gesamtzellzahl des Gewebes, untersucht. In Abbildung 6.1.7.2 wurden die Ergebnisse der
BrdU-Inkorporationsanalysen zusammengefasst. Am E12)5 wurde die Proliferation des
Mesenchyms durch den Verlust von Bmp4 nicht beeinflusst (Mw,,+Stf=0,282+0,030;
Mw,, £Stf=0,286%0,032). Auch die BrdU-Inkorporationsindizes der epithelialen Gewebe von
Wildtyp- und Bmp4-mutanten Individuen am EI12,5 unterschieden sich nicht eindeutig
(Mw,,, £5tf=0,312+0,067; Mw,, £Stf= 0,4291+0,12, P-Wert=0.0851; N=4) (Abbildung 6.1.7.2A4).
Am E14,5 wirkte sich der Bmp4-Verlust ebenfalls nicht auf die Proliferation des Mesenchyms
aus, die BrdU-Inkorpurationsindizes des Mesenchyms unterschieden sich nicht
(MW jpnen £5t£=0,33720,058; MW, e, =S5tf=0,27510,008,; MWy innen £ 5tF=0,3011£0,072;
MWy 0upen £StF=0,24510,052). Hingegen war die Proliferation des Epithels beim E14,5 in Bup4-
mutanten Individuen signifikant reduziert (Mw,, =Stf=0,421+0,017; Mw,, =Stf=0,20410,067;

P-Wert=0.011; N=3) (Abbildung 6.1.7.2B).
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In Bmp4-mutanten Individuen miindete der Ureter in die Blase 6.1.8

Das im Mesenchym exprimierte Bmp4 wirkte weder anti-apoptotisch auf die Uretergewebe,
noch wurden die Proliferationseigenschaften des Mesenchyms durch den Verlust von Bmp4
messbar beeinflusst. Allerdings beeinflusste Bmp4 die Proliferation des Epithels am E14,5
deutlich, der BrdU-Inkorpurationsindex des Epithels war in Bmp4-mutanten Individuen -

verglichen mit dem von Wildtyp-Individuen - um etwa 50 % reduziert.

6.1.8. In Bmp4mutanten Individuen miindete der Ureter in die Blase

Da bereits in der Literatur beschrieben wurde, dass Variationen der Bmp4-Expression und
-Aktivitit kritisch fir die Etablierung der Ureterknospen-Position entlang des Wolffschen Gangs
und damit auch kritisch fiir die Position der Uretereinmiindung in die Blase sind, sollte nun
getestet werden, ob in Bmp4-mutanten Individuen der Ureter am E18,5 in die Blase muindet oder
ob dieser Ubergang in diesen Individuen durch eine physikalische Obstruktion, z.B eine
Ureterstenose, blockiert wird. Um dies zu tiberpriifen, wurde Tinte in das Nierenbecken injiziert.
In beiden Genotypen floss die injizierte Tinte in die Blase (Abbildung 6.1.8.7). Der Ureter war in
Bmp4-mutanten Individuen also mit der Blase verbunden, er wurde durch keine physikalische
Obstruktion verschlossen. Inwieweit der Ubergang von Ureter und Blase bei Bmp4-Mutanten

dem von Wildtypen entspricht, lie3 sich aus diesem Versuch nicht ableiten.

wt Tbx18<¢’*; Bmp4"/n

Abbildung 6.1.8.1:
Tinten-Injektionen in
Nierenbecken im Wildtyp-
(A) und Tbx18“¢/*; Bmp4™"
Individuum (B) vom E18,5.
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6.1.9 In Bmp4-mutanten Individuen lief3 sich keine Myocd-Expression nachweisen

E12,5 E14,5 ElD;H

Abbildung 6.1.9.1:
S e RNS-in situ Hybridisie-
R ' .+ rungsanalysen gegen
P 2% At IR Myocd in Wildtyp- (A, B,
- SN C) und  Tbx18™**;
b Bmpa™™ (D, E, F)
Individuen. Es sind
jeweils die  Stadien
E12,5 (A, D), E14,5 (B,
E) und E15,5 (C, F)
abgebildet. Die
. 5= Aufnahmen wurden mit
n g _ 400facher VergroBerung

/ i gemacht.
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6.1.9. In Bmp4mutanten Individuen lie3 sich keine Myocd-Expression

nachweisen

Wie in Abschnitt 6.1.2 und Abschnitt 6.1.3 bereits beschrieben wurde, findet in Bmp4-mutanten
Individuen keine Differenzierung zur glatten Muskulatur statt. Ein Co-Faktor, der im
Zusammenspiel mit Stf die Expression von Genen der glatten Muskulatur steuert, ist Myocd.
Als ein Gen, das zu Beginn der Differenzierung zur glatten Muskulatur im Mesenchym
exprimiert wird, dient die Myocd-Expression als guter Anhaltspunkt, um zu testen, ob das
genetische Programm fur die Muskeldifferenzierung initiiert wird. Deshalb wurde die Dynamik
der  Myocd-Expression  wihrend  der  Ureterentwicklung — mittels ~ RNS-iz  situ
Hybridisierungsanalysen im Wildtyp ermittelt und mit der in Bmp4-mutanten Individuen
verglichen. Die Myocd-Expression war im Mesenchym des Wildtyps um das Ureterepithel ab
E14,5 nachweisbar (Abbildung 6.1.9.1A4, B, C). Im Mesenchym von Bmp4-mutanten Individuen
war das Myocd-Transkript in keinem der getesteten Entwicklungsstadien nachweisbar (Abbildung
6.1.9.1D, E, F). Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass in den Mutanten die Muskel-
differenzierung im Mesenchym des Ureters nicht initiiert wurde. Am E14,5 waren noch keine
morphologischen, schon aber molekulare Unterschiede zwischen den Ureteren von Wildtyp-

und Bzp4-mutanten Individuen nachzuweisen.
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Die Deletion von Smad4 im Uretermesenchym 6.2

6.2. Die Deletion von Smad4im Uretermesenchym

Der kanonische Bmp4-Signalweg wird, wie in Abschnitt 4.6 beschrieben, intrazelluldr tber
Smad-Proteine vermittelt. Daraus ldsst sich die Hypothese ableiten, dass Miuse, bei denen der
kanonische Bmp4-Signalweg im Utretermesenchym durch Swad4-Deletion unterbrochen wird,
einen ahnlichen Phinotyp aufweisen wie Bzp4-mutante Mause. Im Gegensatz zur Deletion von
Bmp4, dessen Genprodukt als Signalpeptid auch benachbarte Zellen beeinflusst, wirkt sich der
Smad4-V erlust nur auf die jeweils betroffene Zelle aus (zellautonom). Fir den Swad4-Verlust im
Epithel konnte bereits gezeigt werden, dass keine Konsequenzen fiir die Nieren- oder die
Ureterentwicklung nachweisbar sind (Oxburgh et al., 2004). Um nun zu kliaren, ob der Effekt
von Bmp4 auf das Uretermesenchym tber den kanonischen Bmp4-Signalweg umgesetzt wird,
wurden Thx18""; Smadd”" Bécke mit Smadd”” Weibchen gekreuzt und die Ureterentwicklung
und -differenzierung von Tbx18"""; Smad#”" Embryonen wurde analysierte. Individuen des

Genotyps Thx18"""; Smad4"” werden nachfolgend als Smad4-mutante Individuen bezeichnet.

6.2.1. Die Deletion von Smad4 im Uretermesenchym fiihrte zu uni- oder

bilateral auftretenden Hydroureteren

Es wurden 115 Embryonen des Stadiums E18,5 der oben angegebenen Verpaarung isoliert und
ithre Genotypen mittels PCR bestimmt. Dabei wurden 26 Smad4-mutante Embryonen isoliert,

was in etwa den erwarteten 28,75 Embryonen entsprach (Tabelle 6.2.7).

Tabelle 6.2.1:

Gegentiberstellung der nach der Mendelschen Erbverteilung zu erwartenden Anzahl an Embryonen und
der tatsichlich mittels PCR bestimmten Anzahl. Insgesamt wurden 115 Embryonen des Stadiums E18,5
in diese Statistik aufgenommen.

Genotyp Tox18™ Thx18"* Tox18"* Thx18""
Smadd"* Smadd"” Smadd"* Smadd"”
Theoretische Anzahl 28,75 28,75 28,75 28,75
Tatsachliche Anzahl 25 32 32 26




Die Deletion von Smad4 im Uretermesenchym fithrte zu uni- oder bilateral
06.2.1 auftretenden Hydroureteren

Tbx18¢/*; Smad4f/!

Abbildung 6.2.1.1:
Bilder der Morphologie weiblicher Urogenitalsysteme von Wildtyp- (A) und Tbx18%®/*;
Smad4™" Individuen (B, C, D) am E18,5.

Smadd-mutante Embryonen wiesen demnach keine Stérung in der Entwicklung des Herzens
oder des vaskuliren Systems auf, die zu einer frithen embryonalen Letalitit gefihrt hitte.
Demnach war es méglich, Smwad4-mutante Embryonen fiir die Analyse der Smad4-abhingigen
Signaltransduktion im Uretermesenchym zu nutzen.

Die 26 Urogenitalsysteme der Swad4-mutanten Individuen wiesen keinen einheitlichen Phianotyp

auf. Die Ausprigung und Schwere der Hydroureteren variierte: Es wurden 13 Individuen dieses

Tbx18<=/*; Smad4"/!

sagittal

Abbildung 6.2.1.2:

Histologische Schnitte von Nieren (A und
B) und Ureteren (C bis F). Dabei sind die
Nieren sagittal geschnitten, die Ureteren
transversal. In A, C, E ist jeweils die
Wildtyp-Situation dargestellt, in B, D, F
die in Thx18®*: sSmad4™™ Individuen.

In Abbildung A markiert ,b“ das
Nierenbecken und ,,p“ die Markpapillen.
Die Nieren sind hier in 50facher
VergroBerung abgebildet, die Ureteren
auf zwei Schnittebenen: in C (200fache
VergroBerung) und D (100fache
VergroBerung) sind sie auf Hohe der
Niere und in raumlicher Nahe zur
Nierenbeckenregion geschnitten, E und F
sind weiter distal von der Niere entfernt.

transversal
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Die Deletion von Smad4 im Uretermesenchym fithrte zu uni- oder bilateral
auftretenden Hydroureteren 0.2.1

Genotyps mit bilateral auftretenden Hydroureteren gefunden (9 Individuen mit bilateral
proximalen Hydroureteren, 4 Individuen mit bilateralen Hydroureteren), zehn mit unilateral
proximalen Hydroureter und drei Individuen mit keinem morphologisch erkennbaren Phinotyp
(Abbildung 6.2.1.7). Ein Zusammenhang zwischen der Ausprigung des Hydroureters und dem
Geschlecht wurde nicht gefunden.

Zur genaueren Beschreibung der Phinotypen wurden sagittale Nierenschnitte und transversale
Ureterschnitte der Urogenitalsysteme von Swad4-mutanten Individuen vom E18,5 angefertigt
und diese mit Himatoxylin und Eosin angefirbt. Die Nierenbeckenregion von Swad4-Mutanten
war missgestaltet und die Markpapillen fehlten, die kortikalen Strukturen der Nieren wurden
dem Anschein nach gebildet (Abbildung 6.2.1.2A4, B).

Auf den transversalen, den Nieren nahen Ureterschnitten von Swad4-mutanten Individuen war
die Aufweitung des Ureterquerschnitts verglichen mit der Wildtyp-Situation deutlich zu
erkennen (Abbildung 6.2.1.2C, D). Hingegen war das Lumen der Swad4-Mutanten auf distalen
Schnitten verglichen mit der Wildtyp-Situation kaum noch vergroBert (Abbildung 6.2.1.2E und
b.

Um zu untersuchen, ob die mesenchymalen, proximalen Zellen muskelspezifische Gene
exprimieren, wurde die Expression von glatten Muskelmarkern mittels einer
Immunofluoreszenz-Analyse getestet (Abbildung 6.2.1.3). In der Wildtyp-Situation lief3 sich ein

geschlossener Ring von Acta2- und BASM-positiven Zellen um das epitheliale Gewebe

wt Tbx18+¢/*; Smad4/ft

Acta2

Abbildung 6.2.1.3:

Antikorperfarbungen gegen Marker der
glatten Muskulatur wie Acta2 und BASM
(Bovine aortic smooth muscle myosin). Der
Antikorper gegen Acta2 ist FITC gekoppelt
und wird hier grin dargestellt; die
entsprechende Farbung ist in A und B
abgebildet. Die Lokalisation des Antikorpers
gegen BASM wird mittels eines Rhodamin-
gekoppelten, sekundaren Antikorpers
nachgewiesen, die Farbung ist in rot
abgebildet (C und D). In A und C ist die
jeweilige Farbung im Wildtyp dargestellt, in
B und D die in Tbx18"®*; Smad4™"
Individuen. Es sind jeweils proximale
Schnitte abgebildet, die mit 200facher
VergroBerung dokumentiert wurden.

BASM

45




6.2.2 Der Smad4-Verlust im Uretermesenchym fithrte nicht zu Hydroureteren am E16,5

Tbx18¢/*; Smad4™"

\ W
. !
'x".\_ | Abbildung 6.2.1.4:

o " RNS-in  situ  Hybridisierungs-

Upk1b

"

Pl analysen zum Nachweis der Upklb
= | (A, B) und Upk3b (C, D) Expression
in der Wildtyp-Situation (A, C)
- und in der Thx18°**; Smad4™"
- Situation (B, D) des Stadiums
E18,5.
" Die Gewebe sind mit 200facher
| VergroBerung Uberlappend
- aufgenommen und zusammen-
. gesetzt. Es wurden jeweils zwei
. Mutanten getestet.

Upk3b

nachweisen (Abbildung 6.2.1.3A4 und C). In Smad4-mutanten Individuen wurden am Ureter nur
noch vereinzelt Acta2- bzw. BASM-positive Zellen nachgewiesen, die keinen durchgehenden,
fir die Funktionalitit des Ureters notwendigen, Ring von glatten Muskelzellen um das epitheliale
Gewebe bildeten (Abbildung 6.2.1.3B und D).

Um zu kliren, ob die Differenzierung des Urothels in Smad4-mutanten Individuen gestért war,
wurde die Expression der Urothelmarker Upk7b und Upk3b mittels RNS-iz  situ
Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten durchgefiihrt. Im Wildtyp lie sich in
diesem Stadium eine deutliche Expression von Upk7b und Upk3b im Urothel nachweisen
(Abbildung 6.2.1.44 und C). Dagegen war in Smad4-mutanten Individuen weder die Expression
von UpkTb noch die von Upk3b detektierbar (Abbildung 6.2.1.4B und D).

Smad4-mutante Individuen wiesen hauptsichlich proximal manifestierte Hydroureteren auf, bei
denen weder Differenzierungsmarker fur das Urothel noch Marker fir die glatte Muskulatur

visualisiert werden konnten.

6.2.2. Der Smad4#Verlust im Uretermesenchym fithrte nicht zu

Hydroureteren am E16,5

Smad4-mutante Individuen wiesen eine deutliche Reduktion der Expression von glatten Muskel-
und Urothelmarkergenen beim E18,5 auf und besallen keinen durchgehenden Ring aus glatten
Muskelzellen. Um zu untersuchen, in welchem Entwicklungsstadium des Ureters es zu
Abweichungen bei Swad4-mutanten Individuen kommt, wurden die Urogenitalsysteme von

Smad4-mutanten Individuen vom E16,5 genauer untersucht.
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Der Smad4-Verlust im Uretermesenchym fithrte nicht zu Hydroureteren am E16,5 6.2.2

Tbx18¢e* ;.Smad4"/7

Morphologie

Abbildung 6.2.2.1:

In A und B sind Urogenitalsysteme
vom E16,5 der beiden Genotypen
abgebildet.

In C und D sind Hamatoxylin-Eosin-
Farbungen von sagittalen
Nierenschnitten in 100facher
VergroBerung abgebildet. In E und F
sind Hamatoxylin-Eosin-Farbungen
von transversalen Ureterschnitten in
400facher VergroBerung abgebildet.
In A, C und E ist jeweils die
Wildtyp-Situation dargestellt, in B,
D und F die von Tbhx18“*/*; Smad4™/"
Individuen.

sagittal

Histologie

o
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Es wurden 75 Embryonen dieses Stadiums und der unter 6.2 beschriebenen Verpaarung isoliert
und mittels PCR genotypisiert. 15 Embryonen des Genotyps Thx78""; Smad4"" wuarden
identifiziert, von denen die meisten (13 von 15) keine morphologischen Verinderungen
aufwiesen (Abbildung 6.2.2.14 und B). In zwei Fillen konnte bilateral ein proximal auftretender
Hydroureter erkannt werden.

Zur genaueren Beschreibung wurden sagittale Nierenschnitte und transversale Ureterschnitte
mit Himatoxylin und Eosin angefirbt. In der Hidmatoxylin- Eosin- Analyse konnten keine
offensichtlichen Unterschiede in Swad4-mutanten Embryonen erkannt werden (Abbildung
6.2.2.1C und D). Auch der Ureter-Durchmesser von Swad4-mutanten Individuen wich nicht
offensichtlich von dem der Wildtyp-Individuen ab (Abbildung 6.2.2.1E und F). Das Mesenchym
um das Epithel aggregierte in der Mutante weniger stark.

Um festzustellen, ob dieses Mesenchym zur glatten Muskulatur differenzierte, wurde die
Expression von glatten Muskelmarkergenen auf transversalen Schnitten vom E16,5 in einer
RNS-z sitn Hybridisierungsanalyse beschrieben. Die Differenzierungsmarkergene der glatten
Muskulatur waren im Wildtyp am E16,5 in einer ringférmigen Domine um das Epithel

exprimiert (Abbildung 6.2.2.24 und B). Diese Expressionsdomine, wenn auch weniger
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Am E12,5 und E14,5 waren keine histologischen Unterschiede in den Ureteren der
6.2.3 Smad4-mutanten Individuen nachweisbar

Upk3b
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Abbildung 6.2.2.2:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten des Stadiums E16,5.
In den Bildern A bis C ist die jeweilige Expressionsdomane im Wildtyp abgebildet, in D bis F
die entsprechende Expressionsdomane in Tbx18“®/*; Smad4™" Individuen. In A und D sind
die Domanen von Tagln, in B und E die von Myhll, in C und F die von Upk3b einander
gegenubergestellt. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergroBerung gemacht.

ausgeprigt, war auch in den Swad4-mutanten Individuen nachweisbar (Abbildung 6.2.2.2D und
E).

Da die Urinproduktion um E16,5 der embryonalen Entwicklung beginnt, ist das Epithel zu
diesem Zeitpunkt schon zum Urothel differenziert. Zum Testen der Differenzierung des
Epithels in der Smad4-mutanten Individuen wurde die Expression von Upk3b in einer RNS-7#
sitn Hybridisierungsanalyse untersucht. Sowohl in Wildtyp- als auch in Swad4-mutanten
Individuen lieB sich Upk3b-Expression im Epithel nachweisen (Abbildung 6.2.2.2C und F).

Im Gegensatz zur Situation in Urogenitalsystemen von Swad4-mutanten Individuen vom E18,5
trat meistens kein Hydroureter auf und es lieBen sich die Differenzierungsmarker der glatten

Muskulatur und des Urothels in diesem Stadium nachweisen.

6.2.3. Am E12,5 und E14,5 waren keine histologischen Unterschiede in den

Ureteren der Srmad4-mutanten Individuen nachweisbar

Im vorangegangen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Expression von Genen der glatten
Muskulatur trotz des Verlusts von Swad4 im Uretermesenchym nachweisbar war, jedoch
kondensierte das Uretermesenchym in den Swad4-Mutanten weniger stark. Um zu analysieren,
ob eine weniger starke Kondensation schon zu einem fritheren Entwicklungsstadium auftrat,
wurden transversale Ureterschnitte der Stadien E125 und E14,5 angefertigt und mittels

Himatoxylin und Fosin angefirbt. Am E14,5 konnten sowohl in Wildtyp- als auch in Swad4-
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Die Expression von Gata2, Sox9, Tbx18 und Tshz3 wurde nicht Smad4-abhingig
reguliert 6.2.4

E12,5 E14,5
Tbx18<¢*; Smad4""

transversal

Abbildung 6.2.3.1:

Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von transversalen Ureterschnitten der Stadien E12,5 (A,B) und
E14,5 (C,D). In Abbildung A und C sind die jeweiligen Wildtyp-Situationen dargestellt, in B und
D diejenigen in Tbx18“**; Smad4™" Individuen. Die Aufnahmen wurden mit 400facher
VergroBerung gemacht.

mutanten Individuen zwei mesenchymale Zellpopulationen unterschieden werden (Abbildung
6.2.3.1C und D). Die unterschiedliche Form des Ureterepithels der abgebildeten Swad4-Mutante
war auf eine leicht verschobene Schnittebene zurtckzufithren.

Am E12,5 waren keine Unterschiede in den Himatoxylin- Eosin- Firbungen zu erkennen: Das
Epithel war vergleichbar grof3 und von mesenchymalen Zellen umgeben (Abbildung 6.2.3.1.4 und
B).

6.2.4. Die Expression von Gata2, Sox9, Thx18 und Tshz3 wurde nicht
Smad4-abhingig reguliert

Um auszuschlieBen, dass nicht schon zu einem friheren Zeitpunkt molekulare Verinderungen
der Ureterentwicklung in Szad4-mutanten Embryonen auftreten, wurde zunichst die Expression
der Transkriptionsfaktoren Gata2, Sox9, Thx18 und Tshz3, deren Verlust , wie bereits gezeigt
wurde, zu einem Hydroureter fihrt (s. Abschnitt 4.4.2 und Abschnitt 6.1.5), mittels RNS-z situ
Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten von Swad4-mutanten Embryonen der

Stadien E12,5 und E14.5 getestet.
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Die Expression von Gata2, Sox9, Tbx18 und Tshz3 wurde nicht Smad4-abhingig
6.2.4 reguliert

Gataz Sox9 Tbx18 Tshz3

wt

Tbx18¢cre/+
Smad4/ft

Abbildung 6.2.4.1:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen zum Nachweis der Genexpression von Gata2 (A, E), Sox9 (B,
F), Tbx18 (C, G) und Tshz3 (D, H) am E12,5. Dabei sind in den Bildern A, B, C, D die
Expressionsdomanen im Wildtyp dargestellt, in E, F, G, H die in Tbx18°**; Smad4™" Individuen.
Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergroRerung gemacht.

Die Expression dieser Transkriptionsfaktoren am E12,5 wurde durch den Verlust von Swad4 im
Uretermesenchym nicht negativ beeinflusst, da die Transkripte der vier genannten Gene sich in
Wildtyp- und S»ad4-mutanten Individuen in der gleichen Domine nachweisen lieBen (Abbildung
6.2.4.1A bis H).

Diese Aussage stimmt auch fiir Individuen vom E14,5, die Expression in Swad4-mutanten

Gata Sox9 Tbx18 Tshz3

wt

Tbx18e’
Smad4""

Abbildung 6.2.4.2:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen zum Nachweis der Genexpression von Gata2 (A, E), Sox9
(B, F), Tbx18 (C, G) und Tshz3 (D, H) am E14,5. Dabei sind in den Bildern A, B, C, D die
Expressionsdomanen im Wildtyp dargestellt, in E, F, G, H die in Tbx18“**; Smad4™"
Individuen. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergroBerung gemacht.

50




Die Deletion von Smad4 beeinflusste weder die Aktivitit des Wnt-Signalwegs noch
die des Hh-Signalwegs 6.2.5

Individuen war nicht von der in Wildtyp-Individuen zu unterscheiden (Abbildung 6.2.4.2A4 bis
H). Die Expression von Gata2, Tbx18 und Tshz3 wurde durch den Verlust von Swad4 im
Uretermesenchym nicht in erkennbarem Mal} negativ beeinflusst (Abbildung 6.2.4.24 und E, C
und G, D und H). Die Sox9-Expression wurde um E14,5 in Wildtypmiusen herabreguliert
(Abbildung 6.2.4.2B), ebenso konnte keine ektopische Sox9-Expression im Uretermesenchym von
Smadd-Mutanten beobachtet werden (Abbildung 6.2.4.2F).

Der Verlust von Swad4 im Uretermesenchym wirkte sich nicht auf die Expressionsdomanen der
Transkriptionsfaktoren Gata2, Thx18, Tshz3 und Sox9 aus. Diese Aussage traf auf die beiden
untersuchten Stadien (E12,5 und E14,5) zu.

6.2.5. Die Deletion von Smad4 beeinflusste weder die Aktivitit des Wnt-

Signalwegs noch die des Hh-Signalwegs

Um das Signal, das durch das Binden eines Liganden wie Bmp4 an seinen Rezeptor auf der
Zelloberfliche hervorgerufen wird, in eine Beeinflussung des Transkriptoms und des Proteoms
umzusetzen, bedienen sich Zellen intrazelluldrer Signalkaskaden, die je nach Signalweg initiiert
werden. Allerdings sind gegenseitige Verflechtungen und Beeinflussungen solcher intrazellulirer
Signalkaskaden — sogenannte cross talks — beschrieben.

Um zu analysieren, ob der beobachtete partielle Hydroureter in Swad4-mutanten Individuen auf
die Beeinflussung des Wnt-Signalwegs oder auf die des Hh-Signalwegs zuriickzufihren ist,
wurde mittels RNS-7z situ Hybridisierungsanalysen die Expression der universellen Zielgene

dieser beiden Signalwege getestet. Die Aktivierung des Hh-Signalwegs fithrt zur Expression von

Ptch1 = A__xm? = = laz Abbildung 6.2.5.1:
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Die Deletion von Smad4 beeinflusste weder die Aktivitit des Wnt-Signalwegs noch
0.2.5 die des Hh-Signalwegs

Abbildung 6.2.5.2:
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Preh1, der Wnt-Signalweg aktiviert im Zielgewebe die Expression von Axmz2, Bmp4 ist
notwendig fir die J42-Expression im sich entwickelnden Ureter (Abschnitt 6.1.6).

Um festzustellen, ob sich der Swad4-Verlust auf die Expression von Axin2, Ptehl und 1d2
auswirkt, wurden RNS-zz sizu Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten von
Wildtyp- und Swad4-mutanten Individuen der Entwicklungsstadien E12,5 und E14,5
durchgefiihrt.

Die Aktivitit des Hh-Signalwegs war am E12,5 sowohl in Wildtyp- als auch in S»ad4-mutanten
Individuen nachweisbar (Abbildung 6.2.5.14 und D). Dasselbe galt fir den Wnt-Signalweg,
sowohl in der Wildtyp- als auch in der Mutanten-Situation war Axzn2-Expression am E12,5
nachzuweisen (Abbildung 6.2.5.1B und E). Durch die Deletion von Swad4 im Uretermesenchym
wurde der Verlust der Id2-Expression, des Zielgens des Bmp4-Signalwegs, im Uretermesenchym
hervorgerufen (Abbildung 6.2.5.1C und F).

Die Situation stellte sich in Individuen vom E14,5 genauso dar (Abbildung 6.2.5.2). Am E14,5
war weder die Aktivitit des Hh-Signalwegs noch die des Wnt-Signalwegs durch den Verlust von
Smad4 in nachweisbarem Rahmen beeinflusst worden (Abbildung 6.2.5.24 und D, B und E).
Entsprechend der verwendeten Tbhx78"-Mauslinie, die nur zu einer Rekombination des
verwendeten Smad#-Allels im Uretermesenchym fithrt (Chu et al.,, 2004; Airik et al., 2010),
wurde die Expression von [42 im Ureterepithel nicht beeinflusst (Abbildung 6.2.5.2C und F).
Durch den mesenchymalen Swad4-Verlust im Uretermesenchym, der nur zellautonom wirkte,

wurde die Id2-Expression nur im Uretermesenchym unterdriickt.
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Smad4-mutante Individuen wiesen eine verspitete Expression von Myocd auf 6.2.6

E16,5

Abbildung 6.2.6.1:

RNS-in situ Hybridisie-
rungsanalysen gegen
Myocd in Wildtyp- (A,
B, C) und Tbx18"*";
Smad4™® (D, E, F)
Individuen. Es sind
jeweils die Stadien
E14,5 (A, D), E15,5 (B,
E) und E16,5 (C, F)
abgebildet. Die
Aufnahmen wurden mit
400facher VergroBerung

Tbx187¢"*;Smad4v"

6.2.6. Smad4mutante Individuen wiesen eine verspitete Expression von

Myocd auf

In Abschnitt 6.1.9 konnte gezeigt werden, dass in Bzp4-mutanten Individuen die Initiierung der
glatten Muskulatur mit dem Verlust der Myocd-Expression einherging. Um zu kliren, ob der
Verlust der Expression von Myocd auch durch den Verlust von Swad4 im Uretermesenchym
hervorgerufen wird, wurden die Expressionsdominen von Myocd in Wildtyp- und Swad4-
mutanten Individuen am E14,5, E15,5 und E16,5 mittels RNS-7# situ Hybridisierungsanalysen
untersucht (Abbildung 6.2.6.7). Wie bereits in Abschnitt 6.1.9 beschrieben wurde, war die
Expression von Myocd ab E14,5 im Wildtyp nachweisbar (Abbildung 6.2.6.1A4, B, C).

Im Gegensatz dazu wurde Myocd in Smad4-mutanten Individuen erst ab E15,5 exprimiert
(Abbildung 6.2.6.1D, E, F). Smad4-mutante Individuen wiesen keinen vollstindigen Verlust der
Myocd-Expression wihrend der Ureterentwicklung auf, sondern die Myocd-Expression wurde

einen Embryonaltag verspitet initialisiert.
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0.3 Die Deletion von Smoothened im Uretermesenchym

Ptch, Bmp4

Abbildung 6.3.1:

Schematische Darstellung des Hh-Signalwegs. Ohne Bindung des Liganden Hh an den
Rezeptor Ptch inhibiert Ptch Smo. Durch Bindung von Hh an Ptch wird die Inhibition von Smo
aufgehoben und Smo kann intrazellulare Komponenten der Hh-Signalkaskade aktivieren.
Dies fuhrt in der Folge zur Aktivierung von Hh-Zielgenen wie Ptch und Bmp4. Schema
entnommen und verandert aus Ingham und McMahon, 2001.

6.3. Die Deletion von Smoothenedim Uretermesenchym

Das Auftreten von bilateralen Hydroureteren und Hydronephrosen wurde durch den Verlust
von Bmp4 im Uretermesenchym am E18,5 hervorgerufen. In der Annahme, dass ein aktiver Hh-
Signalweg, bei dem durch Smo-Aktivitit die Expression der Zielgene stimuliert wird, die
Voraussetzung fur die Initiation der Bmp4-Expression ist (Abbildung 6.3.7), sollte der Verlust des
aktiven Hh-Signalwegs zu morphologischen Verinderungen fihren, die in ihrer Schwere und
Ausgeprigtheit mindestens denen entsprechen, die durch Bmp4-Verlust hervorgerufen werden.
Aus diesem Grund wurde der Verlust saimtlicher Hh-Aktivitit in der Thx78-Domine analysiert.
Dieser Verlust des Hh-Signalwegs kann durch den Verlust des Co-Rezeptor Smo herbeigefthrt
werden.

Fiir diese Analyse wurden Thx78""; Smd”* Minnchen mit Smd”” Weibchen verpaart (Trowe et
al.,, 2010; Long et al., 2001; Airik et al., 2010). Individuen des Genotyps Thx78"""; Smd"" werden

nachfolgend als S7o-mutante Individuen bezeichnet.
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Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fithrte zu bilateral auftretenden
Hydroureteren

6.3.1

6.3.1.

Der Verlust von Smo im Uretermesenchym fithrte zu bilateralen Hydroureteren bei beiden

Geschlechtern. Das Ureterlumen von Szo-mutanten Individuen war verglichen mit der Wildtyp-

Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fiihrte zu bilateral

auftretenden Hydroureteren

sagittal

transversal

transversal

Tbhx18¢e/*;
Smof!r‘ﬂ

TbX 18::-.9!«; Smorurr

Acta2

BASM

Abbildung 6.3.1.1:

Histologische Schnitte von Nieren
(A und B, 50fache VergroBerung)
und Ureteren (C bis F, 200fache
VergroBerung). Dabei sind die
Nieren sagittal geschnitten, die
Ureteren transversal. In A, C, E ist
jeweils die  Wildtyp-Situation
dargestellt, in B, D, F die in
Tbx18°**; Smo™™ Individuen.

Die Ureteren sind hier auf zwei
Schnittebenen abgebildet; in C
und D sind sie auf Hohe der Niere
und in raumlicher Nahe des
Nierenbeckens geschnitten, E und
F sind weiter distal von der Niere
entfernt.

Abbildung 6.3.1.2:

Antikorperfarbungen gegen Marker der
glatten Muskulatur wie Acta2 und BASM
(Bovine aortic smooth muscle myosin).
Der Antikorper gegen Acta2 ist FITC
gekoppelt und hier griin dargestellt; die
entsprechende Farbung ist in A und B
abgebildet. Die Lokalisation des
Antikorpers gegen BASM wird mittels
eines Rhodamin-gekoppelten,
sekundaren Antikorpers nachgewiesen,
die Farbung ist in rot abgebildet (C und
D). In A und C ist die jeweilige Farbung
im Wildtyp dargestellt, in B und D die in
Tbx18°®*; Smo4™" Individuen. Es sind
jeweils proximale Schnitte abgebildet,
die mit 200facher  VergroBerung
dokumentiert wurden.
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Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fithrte zu bilateral auftretenden
6.3.1 Hydroureteren

Tbx 1 8CrE'/+,- SmOﬂ/ﬂ

Abbildung 6.3.1.3:

RNS-in situ Hybridisierungs-
analysen zum Nachweis der
Upklb (A, B) und Upk3b (C,
D) Expression in der Wildtyp-
Situation (A, C) und in der
Tbx18°®*; smo™™ Situation
(B, D) des Stadiums E18,5.

Die  Gewebe sind mit
200facher VergroBerung
aufgenommen. Es wurden
jeweils zwei Mutanten
getestet. Die  Aufnahmen
wurden mit 200facher
VergroBerung gemacht.

Upk1b

Upk3b

Situation sowohl auf Schnitten in Hohe der Niere als auch auf Schnitten zwischen Niere und
Blase vergroBert (Abbildung 6.3.1.1C, D, E, F). Das Nierenbecken hingegen war nicht geweitet,
es lag also keine Hydronephrose vor (Abbildung 6.3.1.1A4, B). Die Niere von Smo-mutanten
Individuen erschien in der Himatoxylin- Eosin- Analyse vergrof3ert, dieser Eindruck wurde
noch nicht quantifiziert (Abbildung 6.3.1.17.4 und B).

Das epitheliale Gewebe war sowohl auf proximalen als auch auf distalen Ureterschnitten von
sehr wenigen mesenchymalen Zellen umschlossen. Eine Unterscheidung in LLamina propria und
glatte Muskulatur war nicht moglich.

Um zu uberprifen, ob in Swo-mutanten Individuen das Mesenchym am Ureter zu glatter
Muskulatur differenziert, wurde die Expression von Acta2 und Myosin der glatten Muskulatur
mittels einer Antikorperfirbung gegen diese Proteine analysiert (Abbildung 6.3.1.2). Im Gegensatz
zu der Wildtyp-Situation lieBen sich in Smo-mutanten Individuen am E18,5 weder Acta2 noch
die schwere Kette von Myosin der glatten Muskulatur (BASM) nachweisen (Abbildung 6.3.1.2).
Dasselbe Ergebnis lieferte die RNS-zz sit« Hybridisierungsanalyse (Daten nicht abgebildet).

In Smo-mutanten Individuen fand keine Differenzierung des Mesenchyms zu glatter Muskulatur
statt.

Zur Analyse der Differenzierung des epithelialen Gewebes zum Urothel wurde mittels RNS-7#
sitn Hybridisierungsanalysen die Expression von Upk7b und Upk3b Gberprift. Ebenso wie in
Wildtyp-Individuen wurden Upk7b und Upk3b in Smo-mutanten Individuen transkribiert
(Abbildung 6.3.1.3).

Smo-mutante Individuen wiesen am E18,5 Hydroureteren auf, die zwar ecin differenziertes

Urothel besal3en, aber keine glatte Muskulatur.
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Der Smo-Verlust im Uretermesenchym fihrte bereits am E16,5 zu Hydroureteren 6.3.2

Tbx18<¢’*; Smo"

B

Morphologie

Abbildung 6.3.2.1:

In A und B sind Urogenitalsysteme
vom E16,5 der beiden Genotypen
abgebildet, Pfeilspitzen deuten auf
jeweils einen Ureter.

In C und D sind Hamatoxylin-Eosin-
Farbungen von transversalen
Ureterschnitten in 400facher
VergroBerung abgebildet. In A und C
ist jeweils die Wildtyp-Situation
dargestellt, in B und D die von
Tbx18°**; Smo™" Individuen.

Histologie

6.3.2. Der Smo-Verlust im Uretermesenchym fiihrte bereits am E16,5 zu

Hydroureteren

Wie in Abschnitt 6.1.3 beschrieben, wiesen die meisten Bzp4-mutanten Individuen am E16,5
bilaterale, partielle Hydroureteren ohne glatte Muskulatur auf. Daher wurde auch in Swo-
mutanten Individuen untersucht, ob sie am E16,5 Hydroureteren aufweisen. Zunichst wurde ein
Wurf dieses Stadiums analysiert. Die drei Smo-mutanten Individuen dieses Wurfes wiesen alle
einen bilateralen Hydroureter auf (Abbildung 6.3.2.1.4 und B).

Fir die genauere Beschreibung des Ureters wurden histologische, transversale Schnitte von
Ureteren angefertigt und mit Himatoxylin und Eosin gefirbt. In diesen Priparaten liel3 sich
deutlich erkennen, dass bereits in diesem Stadium das Ureterlumen vergroBert war (Abbildung
6.3.2.1C und D). Ebenso wie bei Smo-mutanten Individuen vom E18,5 lieen sich auch in
diesem Stadium nur wenige mesenchymale Zellen um das einschichtige Epithel in Himatoxylin-

Eosin- Firbungen erkennen.
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Nicht am E12,5 sondern am E14,5 waren histologische Unterschiede zwischen
6.3.3 Wildtyp und Smo-mutanten Individuen nachweisbar

Myh11 Tagln Tnnt2 Upk1b

Abbildung 6.3.2.2:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten des Stadiums E16,5.
In den Bildern A bis D ist die jeweilige Expressionsdomane im Wildtyp abgebildet, in E bis H
die entsprechende Expressionsdomane in Tbx187®*; Smo™" Individuen. In A und E sind die
Domanen von Myh11, in B und F die von Tagln, in C und G die von Tnnt2 und in D und H die
von Upklb einander gegeniibergestellt. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergroBerung
gemacht.

In Bmp4-mutanten Individuen wurden am E16,5 Tagln, Myh11 und Tunt2 nicht transkribiert. Da
Bmp4 fir die Muskeldifferenzierung notwendig war und wenn die Bmp4-Synthese vom aktiven
Hh-Signalweg abhingig reguliert wiirde, ergibt sich daraus die Hypothese, dass auch bei Swo-
mutanten Individuen die Muskeldifferenzierung in diesem Entwicklungsstadium nicht
nachweisbar sein sollte. Zur Klirung dieser Hypothese wurde die Expression der zuvor
benannten Muskelgene mittels RNS-z sit# Hybridisierungsanalysen getestet (Abbildung 6.3.2.2).
In Wildtyp-Individuen wurden Myh11, Tagin und Tnnt2 am E16,5 exprimiert, dahingegen war
ihre Expression in Szo-mutanten Individuen zu diesem Zeitpunkt der Ureterentwicklung nicht
zu detektieren (Abbildung 6.3.2.24 und E, B und F, C und G). Wie schon am E18,5 war auch am
E16,5 die Differenzierung des Epithels zum Urothel in Szo-mutanten Individuen mittels der
RNS-zn situ Hybridisierungsmethode gegen Upk7b nachweisbar (Abbildung 6.3.2.2D und H).

Es wurde festgestellt, dass es in Swo-mutanten Individuen am E16,5 zum Auftreten von
bilateralen Hydroureteren kam und dass dies mit dem Verlust der Expression an Genen

einherging, die in glatten Muskelzellen des Wildtyps synthetisiert wurden.
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Nicht am E12,5 sondern am E14,5 waren histologische Unterschiede zwischen

Wildtyp und Smo-mutanten Individuen nachweisbar 6.3.3
E12,5 E14,5

wt Thx187%; Smoha wt Tbx18¢’*; Smo™"

3

Abbildung 6.3.3.1:
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von transversalen Ureterschnitten der Stadien E12,5 (A, B)
und E14,5 (C, D) in 400facher VergroBerung. In Abbildung A und C ist die jeweiligen Wildtyp-
Situation dargestellt, in B und D diejenige in Thx18°**; Smo™™ Individuen. In den Schnitten
vom E14,5 sind die beiden mesenchymalen Zellpopulationen durch weiBe Ringe optisch
voneinander getrennt.

6.3.3. Nicht am E12,5 sondern am E14,5 waren histologische Unterschiede

zwischen Wildtyp und Smo-mutanten Individuen nachweisbar

Da in Smo-mutanten Individuen am E16,5 und E18,5 morphologische Abweichungen zur
Wildtypsituation festzustellen waren und diese sich auch auf molekularer Ebene nachweisen
lieBen, wurden nachfolgend jungere Stadien auf morphologische und molekulare Abweichungen
zwischen Wildtyp- und Szoe-mutanten Individuen analysiert. Dazu wurden zunichst transversale
Ureterschnitte von Individuen fritherer embryonaler Stadien mittels Himatoxylin und Eosin
angefirbt. In diesen Firbungen waren weder im Epithel noch im Mesenchym von Szo-mutanten
Individuen vom E12,5 Unterschiede zum Wildtyp zu erkennen. Das Epithel wies in etwa die
gleiche GroBe und die gleiche Struktur in beiden Genotypen auf (Abbildung 6.3.3.1.4 und B).

Im Gegensatz dazu unterschieden sich Ureterschnitte von Smo-mutanten Individuen des E14,5
deutlich von denen von Wildtyp-Embryonen (Abbildung 6.3.3.1C und D): Das Epithel war in
Smo-mutanten Embryonen vom E14.,5 in der Gestalt und GréB3e dem vom Wildtyp-Individuen
vom E12,5 dhnlich (Abbildung 6.3.3.1.4 und D). Dartiber hinaus war verglichen mit der Wildtyp-
Situation auch die Zahl der mesenchymalen Zellen in Swo-mutanten Individuen deutlich
reduziert. Trotz der verringerten Menge an mesenchymalen Zellen lieBen sich in Szo-mutanten
Individuen die beiden mesenchymalen Zellpopulationen um das Epithel erkennen, auch wenn
diese in der Mutante nur aus ein bis zwei Zellschichten bestanden.

Der Vertlust von Smo im Uretermesenchym fithrte schon am E14,5 zu deutlich erkennbaren

Abweichungen in der Ureterentwicklung.
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0.3.4 Die Deletion von Smo beeinflusste die Aktivitit des Bmp4-Signalwegs beim E14,5

6.3.4. Die Deletion von Smo beeinflusste die Aktivitit des Bmp4-

Signalwegs beim E14,5

Da sich schon am E14,5 die Ureteren von Smo-mutanten Embryonen von denen von Wildtyp-
Embryonen unterschieden, wurde nun die molekulare Ursache fiir die morphologische
Verinderung untersucht. Bereits in einer friheren Veroffentlichung wurde auf die Abhingigkeit
des Bmp-Signalwegs vom Hh-Signalweg in diesem Gewebe hingewiesen (Yu et al.,, 2002),
deshalb wurden die Aktivitit des Bmp4-Signalwegs, des Hh-Signalwegs und des Wnt-Signalwegs
in Smo-mutanten Individuen am E14,5 analysiert.

Als Nachweis fiir einen aktiven Signalweg dient die Expression eines Gens, welches abhingig
von einem der genannten Signalwege exprimiert wird. Die Aktivitit der Signalwege wurde
mittels RNS-i# sizu Hybridisierungsanalysen bestimmt, dabei gilt als Nachweis fir einen
aktivierten Wnt-Signalweg die Expression von Axin2, fir einen aktivierten Bmp4-Signalweg 142
und fiir einen aktivierten Hh-Signalweg Pzch1. Alle drei Signalwege waren im Wildtyp in diesem
Entwicklungsstadium aktiv, die Expression ihrer Zielgene war im Uretermesenchym (Axin2,
Bmp4, PtchT) bzw. in Uretermesenchym und -epithel (I42) zu detektieren (Abbildung 6.3.4.1A4, B,
C, D). Dagegen lie3 sich in Smo-mutanten Individuen zu diesem Zeitpunkt nur ein aktivierter
Wnt-Signalweg nachweisen (Abbildung 6.3.4.1E). Durch die Deletion des Co-Rezeptors Swo im
Uretermesenchym kam es zum Verlust des aktivierten Hh-Signalwegs, da keine Prh7-Expression

in Smo-mutanten Individuen am E14,5 mehr nachgewiesen werden konnte (Abbildung 6.3.4.1H).

Axin2 Bmp4 1d2 Ptch1

Tbx 1 8cref+; smofUﬂ

Abbildung 6.3.4.1:
RNS-in situ Hybridisierungsanalysen auf Wildtyp- (A, B, C, D) und Thx18°®*; Smo4™/™
Individuen (E, F, G, H) des Stadiums E14,5. In den Bildern A und E ist die Axin2 Expression
dargestellt, in B und F die von Bmp4, in C und G die von Id2, in D und H die von Ptchl. Die
Aufnahmen wurden mit 400facher VergroBerung gemacht.
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Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fiihrte zu einem Verlust der Gata2-
Expression 6.3.5

Wie bereits von Yu et al. (2002) dargestellt wurde, fihrte der Verlust des Hh-Signalwegs auch
zum Verlust der Bmp4-Expression und damit auch zum Verlust des aktivierten Bmp4-
Signalwegs, was hier durch den Verlust der Id2- und Bmp4-Expression in Swo-mutanten
Individuen nachgewiesen wurde (Abbildung 6.3.4.1F und G).

Die Deletion von Sz im Uretermesenchym fiihrte neben dem Verlust des Hh-Signalwegs auch

zum Verlust des Bmp4-Signalwegs, dagegen blieb der Wnt-Signalweg unbeeinflusst.

6.3.5. Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fiihrte zu einem Verlust

der GataZ-Expression

Tbx18, Gata2, Tshz3 und Sox9 sind Transkriptionsfaktoren, deren Verlust in der Literatur mit
dem Auftreten von Hydroureteren und wenig bzw. keiner glatten Muskulatur assoziiert wird. Da
in Smo-mutanten Individuen schon am E14,5 morphologische Abweichungen von der Wildtyp-
Situation festzustellen waren, sollte Gberprift werden, ob es in diesen Mutanten neben dem
Verlust des Bmp4-Signalwegs auch zu einem Verlust einer dieser Faktoren kommt. Dazu wurde
die Expression von Gata2, Thx18, Sox9 und Tshz3 in Smo-mutanten Individuen mittels der RNS-
in sitn Hybridisierungsanalyse mit der in Wildtypen am E14.,5 verglichen (Abbildung 6.3.5.7). In
der Wildtyp-Situation war die Expression von Gata2, Tbx18 und Tshz3 am E14,5 nachweisbar,
wohingegen Sox9 in diesem Entwicklungsstadium im Uretermesenchym nicht mehr exprimiert

wurde (Abbildung 6.3.5.1.4, B, C, D). Durch die Deletion von S0 im Uretermesenchym wurde

Gata2 Sox9 Tbx18

wt

Tbx18¢re’*
Smo/1

Abbildung 6.3.5.1:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen zum Nachweis der Genexpression von Gata2 (A, E),
Sox9 (B, F), Tbx18 (C, G) und Tshz3 (D, H) am E14,5. Dabei sind in den Bildern A, B, C, D
die Expressionsdomanen im Wildtyp dargestellt, in E, F, G, H die in Tbhx18°**; Smo"/™
Individuen. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergrofRerung gemacht.
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Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fithrte zu einem Verlust der Gata2-
6.3.5 Expression

keine ektopische Sox9-Expression hervorgerufen(Abbildung 6.3.5.1F). Die Expression von Tbx18
wurde ebenfalls nicht durch den Swo-Verlust beeinflusst, die Expression erscheint jedoch durch
die verringerte Zahl an mesenchymalen Zellen abgeschwicht (Abbildung 6.3.5.1G). Es blieb
unklar, in welchem Umfang die Tshz3-Expression durch die Smo-Deletion betroffen wurde
(Abbildung 6.3.5.1H).

Allerdings wurde durch die S7o-Deletion im Uretermesenchym in dieser Domine ein Verlust
der Gata2-Expression hervorgerufen, wohingegen die Gafa2-Expression im Ureterepithel, das
von dieser Deletion durch die verwendete Thx78" -Mauslinie nicht betroffen war (Airik et al.,
2010), erhalten blieb (Abbildung 6.3.5.1E).

Die Deletion von Smo im Uretermesenchym fihrte neben dem Verlust der Bmp4-Expression

auch zum Verlust der Gaza2-Expression in dieser Domine.

62
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6.4. Weitere Markergene fiir die Ureterentwicklung

Um die Ureterentwicklung genauer beschreiben zu kénnen, ist es notwendig, Gene zu
identifizieren, die wihrend der Ureterentwicklung exprimiert werden. Bisher war nur eine sehr
beschrinkte Anzahl an Genen bekannt, die an der Ureterentwicklung beteiligt sind.

Die Notwendigkeit der Identifizierung solcher zusitzlicher Markergene wird auch dadurch
verdeutlich, dass sich die Unterschiede in den hier analysierten Mutanten durch die bisher
beschriebenen Markergene kaum auf molekularer Ebene voneinander abgrenzen lassen. Daher
wurde versucht, mithilfe zweier durchgefithrter Microarrays die zur Verfiigung stehende Anzahl
an Markergenen zu vergroern.

In einem ersten Microarray wurde das Transkriptom von Ureteren vom E13,5 mit dem von
Ureteren vom E18,5 verglichen. Ziel war es, Gene zu identifizieren, die im nicht-differenzierten
Ureter exprimiert werden. Es wurden 254 Gene ausgewiesen, die ein um den Faktor drei
erhohtes Expressionsniveau in nicht-differenzierten Ureteren bezogen auf differenzierte
Ureteren aufwiesen. 23 Gene waren nicht annotiert und wurden deshalb nicht untersucht.
Weitere 61 Gene wurden nicht mittels RNS-/# situ Hybridisierungsanalysen auf eine spezifische
Expressionsdomane hin untersucht, weil die angegebenen Expressionsniveaus als zu gering
angesehen wurden oder weil kein geeignetes Plasmid fir die Sondensynthese zur Verfiigung
stand. Die restlichen 170 Gene sind im Anhang in Tabelle 12.7 aufgefiihrt. Von diesen wurden 39
im Rahmen der Bachelor-Arbeit von Dennis Rataj und Annika Nolte auf spezifische Expression
im Ureter hin untersucht. Weitere 60 wurden mittels RNS-/# siz# Hybridisierungsanalysen auf
Schnitten getestet. Von diesen 60 waren 16 im Ureter exprimiert (Tabelle 12.7); die Cldn3-
Expression war mit der von Cldn6 vergleichbar und ist daher nicht in Tabelle 6.4.1 und Abbildung
6.4.1.2 aufgefiihrt.

Da es in Thx18-mutanten Embryonen zum Verlust von Bmp4 (Airik et al., 2006) und P#h1 ab
E12,5 kam, sollte es moglich sein, durch einen zweiten Microarray basierend auf den Ureteren
von Thx18-mutanten Embryonen und denen von Thx78-heterozygoten Embryonen des E13,5
Bmp4- und Hh- Zielgene zu identifizieren. Dabei wiesen 122 Gene ein Verhiltnis der
Expressionsniveaus von Thx718-homozyogoten Mutanten zu Tbx78-heterozygoten Mutanten
auf, das kleiner als 0,5 war. Nach Abzug von Genen, fiir die mehr als einmal diese Bedingung
erfullt war und von denen, fur die kein geeignetes Plasmid fir die Sondensynthese zur
Verfugung stand, blieben noch 84 Gene, deren Expressionsdominen mittels RINS-iz situ
Hybridisierungsanalysen zu untersuchen waren. Es wurden von 59 dieser Gene die

Expressionsdominen untersucht (Tabelle 12.2). In diesem Regulationsbereich befanden sich auch
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6.4 Weitere Markergene fir die Ureterentwicklung

die schon bekannten von Thx78 abhingigen Gene, das Tbx18-Gen selbst und weitere 6 Gene
mit spezifischer Expression im Ureter (Tabelle 6.4.7). Dartiber hinaus wurden Expressions-
analysen von weiteren 96 Genen, deren Verhiltnis der Expressionsniveaus von Tbhx78-
homozygoten Ureteren zu Tbx78-heterozygoten Ureteren bei 0,5 bis 0,6 lag, durchgefiihrt
(Tabelle 12.3). Von diesen getesteten 96 Genen wiesen 59 eine unspezifische Expression und drei
eine spezifische Expression im Ureter auf (Tabelle 12.3 und Tabelle 6.4.7).

Eine weitere Datenquelle fir die Identifizierung neuer Marker fiir den Ureter lieferten die
online-Expressionsdatenbinke wie genepaint.org (Visel, 2004), gudmap.org (Brunskill et al.,
2008) oder eurexpress.org (Diez-Roux et al., 2011). Im Mai 2011 umfasste die Liste der Gene,
die bei genepaint.org als ,,stark® oder ,,mittelstark® spezifisch im Ureter exprimiert annotiert
waren, 108 FEintrdge. Im Mai 2011 wurden bei eurexpress.org 42 Gene fur diese
Expressionsdomane aufgelistet. Daraus ergab sich eine Liste von 148 verschiedenen Genen.
Tabelle 12.4 enthilt die Zusammenstellung der 68 Gene, die auf dieser Grundlage bisher
analysiert wurden.

Die identifizierten Gene mit spezifischer Expression im Ureter sind in Tabelle 6.4.1
zusammengestellt. Neben den Gensymbolen ist angegeben, in welchen Datenbanken sie
annotiert sind sowie die Verhiltnisse der Expressionsniveaus, die mithilfe der Microarray-

Analyse ermittelt wurden.
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6.4

Tabelle 6.4.1:

Tabelle enthdlt fir alle im Abschnitt 6.4 aufgefiihrten Gene die Informationen, ob sie in den Datenbidnken
genepaint.org, eurexpress.org oder gudmap.org als spezifisch im Ureter exprimiertes Gen annotiert wurden. In
den hinteren beiden Spalten sind die Verhiltnisse der Genexpressionsniveaus, die aus den Microarray-Analysen
abgeleitet wurden, aufgelistet. Dabei wurde im Microarray 1 das Transkriptom von Ureteren des Stadiums
E18,5 mit dem des Stadiums E13,5 verglichen. Im Microarray 2 wurde das Transkriptom von Ureteren des
Stadiums E13,5 von Tbx18-homozygoten mit Tbx18-heterozygoten Individuen verglichen. Grau unterlegt sind
Felder mit Informationen, aufgrund derer die RNS-/# situ Hybridisierungsanalysen durchgefithrt wurde

Nein Nein Nein 0,2 0,4
Ja Nein Nein 0,4 0,1
Ja Nein Nein 0,7 1,1

Nein Nein Nein 0,1 1,5

Nein Nein Nein 0,2 1,5

Nein Ja Nein 0,6 0,4

Nein Nein Nein 0,2 0,4

Nein Nein Nein 0,2 1,6

Nein Nein Nein 0,3 0,8

Nein Nein Nein 1,4 -
Ja Nein Nein 1,5 0,5

Nein Ja Nein 0,3 0,5

Nein Nein Nein 0,2 0,6
Ja Nein Nein 1,8 1,4

Nein Nein Nein 0,1 1,0

Nein Nein Nein 0,1 1,1

Nein Ja Nein 0,4 0,8

Nein Nein Ja 0,5 -

Nein Nein Nein 0,2 0,3

Nein Nein Nein 0,2 0,6
Ja Nein Ja 0,7 0,8

Nein Nein Nein 0,1 0,5
Ja Nein Nein 0,8 0,9

Nein Nein Ja 1,4 0,6

Nein Nein Nein 0,4 0,5

Nein Nein Nein 0,4 bis 0,5 0,4 bis 0,5
Ja Nein Nein 1,4 1,1

Nein Nein Nein 0,1 0,6

Nein Nein Nein 0,1 0,6
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6.4.1 Gene mit Expressionsdomine im nicht-differenzierten Ureterepithel

Abbildung 6.4.1.1:
RNS-in situ Hybri-
disierungsanalysen
auf transversalen
Ureterschnitten der
Stadien E12,5 (A,
D), E14,5 (B, E) und
E16,5 (C, F). In A, B,
C sind die
Expressionsdomanen
von Catnal, in D, E,
F die von Cdhil6
dargestellt. Die
Aufnahmen wurden
mit 400facher
VergroBerung
gemacht.

Catnaft

Cdh1é

6.4.1. Gene mit Expressionsdomine im nicht-differenzierten Ureterepithel

Bei der Analyse der Expressionsdomine in den Entwicklungsstadien E12,5 bis E16,5 wurden
zwei Gene identifiziert, die im nicht-differenzierten Ureterepithel stark exprimiert waren. Zum
einen handelte es sich dabei um Catnal (Catenin a 1), zum anderen um Cdh76 (Cadherin 16).
Catnal war stark im Ureterepithel am E12,5 und E14,5 exprimiert und abgeschwicht am E16,5.
In der hier ausgewerteten Microarray- Analyse war das Expressionsniveau zwischen Thx78-
mutanten und Thx78-heterozygoten Individuen am E13,5 nahezu unverindert; im
undifferenzierten Ureter etwas hoher als im differenzierten, was sich in den Bildern
widerspiegelt (Abbildung 6.4.1.1.A4, B und C). Catnal wurde in der Datenbank genepaint.org als
spezifisch im Ureter exprimiert angefithrt, nicht aber in der Datenbank eurexpress.org.

Das Expressionsniveau von Cdh76 war im differenzierten Ureter deutlich niedriger als im nicht-
differenzierten (Abbildung 6.4.1.1D, E und F). Es lag am E18,5 bei etwa 10 % des Niveaus vom
E13,5. In Tbx18-mutanten und Tbx78-heterozygoten Ureteren unterschieden sich die
Expressionsniveaus nicht deutlich (Tabelle 6.4.7). Cdh16-Expression wurde in der Datenbank
eurexpress.org als spezifisch im Ureter exprimiert aufgefiihrt, nicht jedoch in der Datenbank
genepaint.org.

Bei der Microarray-Analyse und beim Validieren der in den online-Datenbanken annotierten
Genen wurden finf weitere Gene gefunden, die im Epithel des Ureters exprimiert wurden. Das

Transkript von Dusp10 (Dual specificity phosphatase 10) wurde nur am E14,5 nachgewiesen,

66




Gene mit Expressionsdomine im nicht-differenzierten Ureterepithel 6.4.1

E12,5 E14,5 E16,5

Dusp10

Abbildung 6.4.1.2:

§ ; RNS-in  situ  Hy-
Sl bridisierungs-

4 analysen auf
transversalen

Ureterschnitten
der Stadien E12,5
(A, D, F, I, K),

2 E14,5 B, E, G, J,

= L) und E16,5 (C,

© H, M). In A, B, C
sind die
Expressions-
domanen von

Duspl0, in D, E die
von Cldn6, in F, G,
H die von Gata3,
in I, J die von
Kifl2, in K, L, M
die von Vil2
dargestellt. Die
Aufnahmen
wurden mit
400facher
VergroBerung
gemacht.

Kif12

Vil2

nicht jedoch am E12,5 und E16,5 (Abbildung 6.4.1.2A4, B, C). Cldn6-Expression konnte in beiden
hier getesteten Stadien nachgewiesen werden (Abbildung 6.4.1.2D, E). Gata3 und 1772 (Synonym
von ezrin) wurden vom E12,5 bis E16,5 im Epithel exprimiert (Abbildung 6.4.1.2F, G, H , K, L,
M). Kif12 (Kinesin family member 12) wurde am E12,5 und E14,5 transkribiert (Abbildung
6.4.1.21, ]). Von diesen finf Genen wiesen Cldn6 und Kifl2 ein deutlich hdéheres
Expressionsniveau am E13,5 als am E18,5 auf (mindestens Faktor 5; Tabelle 6.4.7). Dusp10 ist als
einziges dieser fiinf Gene in den Ureteren von Wildtyp-Individuen verglichen mit denen von
Tbx18-Verlustmutanten erh6ht nachzuweisen (Unterschied in den Expressionsniveaus Faktor 2;
Tabelle 6.4.7). genepaint.org annotierte Gata3, Duspl0 und 1772 als Gene mit spezifischer
Expressionsdomine im Ureter. Keines dieser fiinf Gene wurde von eurexpress.org als Gen mit

spezifischer Expressionsdomine im Ureter benannt (Tabelle 6.4.7).
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6.4.2. Gene mit Expressionsdomine im Uretermesenchym

Bei den hier durchgeftihrten RNS-zz situ Hybridisierungsanalysen verschiedener Sonden wurden
22 Gene identifiziert, die im Uretermesenchym wihrend der Entwicklung exprimiert wurden.
Dabei handelt es sich zum Teil um Proteine des extrazelluliren Raums wie Thbs7
(Thrombospondin 1), S#/fl (Sulfatase 1), Bmper (BMP-binding endothelial regulator), Sparc
(Secreted protein acidic and rich in cysteine), I ga/s7 (Lectin galactose binding soluble 1) sowie
Masp1 (Mannan-binding lectin serine peptidase 1) (Abbildung 6.4.2.7).

Thbs1 wurde in den hier verwendeten Stadien ab E12,5 im Uretermesenchym exprimiert, jedoch
war die Expression ab E16,5 nicht mehr gleichmiBig stark im gesamten Mesenchym um den
Ureter verteilt, sondern lie3 regionale Unterschiede zwischen dem dufleren und dem inneren
Ring erkennen (Abbildung 6.4.2.1A4, B, C). So war die stirkste Expression am E16,5 in den
Fibroblasten zu erkennen (Abbildung 6.4.2.1 C).

Sulfl-Transkript war ebenfalls mittels RNS-zz sit# Hybridisierungsanalysen ab E12,5 konstant
nachweisbar (Abbildung 6.4.2.1D, E, F). Die Bmper-Expression war schwach ab E12,5 im
Mesenchym um das Ureterepithel detektierbar. Bereits ab E14,5 konnte eine regional
unterschiedliche Expression innerhalb des Uretermesenchyms beobachtet werden. So wurde
Bmper am E14,5 im duBeren Mesenchym exprimiert, am E16,5 blieb die Expression im duferen
Ring, den spiteren Fibroblasten, erhalten (Abbildung 6.4.2.1G, H, I).

Wie Thbs1, Sulfl und Bmper wurde Sparc im Uretermesenchym ab E12,5 transkribiert. Seine
Transkripte waren bis E16,5 nachweisbar (Abbildung 6.4.2.1], K, L). Lgals1-Expression war
mittels RNS-7/# sizn Hybridisierungsanalysen bis E14,5 detektierbar, aber nicht mehr am E16,5
(Abbildung 6.4.2.1M, N, O). Maspl-Expression war am E12,5 im Uretermesenchym zu
detektieren, am E14,5 war diese Expression nur noch auf sehr wenige dullere Zellen beschrinkt
(Abbildung 6.4.2.1P, Q).

Obwohl  Thbsl, Sulfl, Bmper, ILgals1 und Masp? in der Microarray-Analyse, die das
Expressionsniveau der Gene am E13,5 mit dem an E18,5 verglich, eine Verinderung des
Expressionsniveaus um mindestens den Faktor 2 aufwiesen, konnte nicht immer eine deutlich
abgeschwichte Expression in den dlteren Stadien detektiert werden (Abbildung 6.4.2.1.4 und C; D
und F; G und I, M und O, P und Q). Um mindestens diesen Faktor 2 unterschieden sich auch die
Verhiltnisse der Expressionsniveaus von Thbs1, Sulfl, Masp1 und Bmper in Tbx18-homozygoten
und Thx18-heterozygoten Ureteren (Tabelle 6.4.7).
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E14,5

Sulf1 Thbs1

Bmper

Abbildung 6.4.2.1:
RNS-in situ Hybridi-
sierungsanalysen auf
transversalen Ureter-
schnitten der Stadien
E12,5 (A, D, G, J, M,
P), E14,5 (B, E, H, K,
N, Q) und E16,5 (C,
F,1,L,0). InA B, C
sind die Expressions-
domanen von Thbsl,
in D, E, F die von
Sulfl, in G, H, | die
von Bmper, in J, K, L
die von Sparc, in M,
N, O die von Lgalsl,
in P, Q die von Masp1
dargestellt. Die
Aufnahmen  wurden
mit 400facher
VergroBerung
gemacht.

Lgals1 Sparc

Masp1

Die Sparc-Expression war in Ureteren von Thx78-heterozygoten Individuen nur um den Faktor
1,67 erhoht verglichen mit der von Thx78-homozygoten Individuen (Tabelle 6.4.7).

In den Datenbinken fir Expressionsdominen im ganzen Embryo wie genepaint.org oder
eurexpress.org wurde keins der in diesem Abschnitt genannten Gene als Gen mit spezifischer

Expression im Ureter benannt (Tabelle 6.4.7). Dagegen wurden in gudmap.otrg I gals7 und Spare
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als mogliche Kandidaten fir Gene benannt, die im Urogenitalsystem exprimiert werden sollten
(Tabelle 6.4.7).

Die Expression von Genen, die fur intrazellulire Proteine wie Car3 (Carbonic anhydrase 3),
Plexcd3  (phosphatidylinositol-specific phospholipase C, X domain containing 3) oder Dact1
(Dapper homolog 1, antagonist of beta-catenin) kodieren, und von Genen, die fir Proteine
kodieren, die an der interzelluliren Kommunikation beteiligt sind, wie Epha’ (Eph receptor A7),
Pdgfra (Platelet derived growth factor receptor, a polypeptide) und Cxe/72 (chemokine (C-X-C
motif) ligand 12) wird in Abbildung 6.4.2.2 dargestellt.

Pdsfra wurde ab E12,5 im Uretermesenchym exprimiert. Ab E14,5 beschrinkte sich seine
Expression auf den inneren Ring, wo sie auch am E16,5 nachzuweisen war (Abbildung 6.4.2.2A,
B, C). Die Expressionsdomine von Cx¢/12 war ab E12,5 das Uretermesenchym, allerdings war
diese ab E14.,5 auf den dulleren Ring restringiert. Am E16,5 war die Expression nur noch an
einzelnen Fibroblasten zu detektieren (Abbildung 6.4.2.2D, E, F). Dahingegen wurden Car3-
Transkripte, die ab E12,5 nachzuweisen waren, auch am E14,5 und E18,5 synthetisiert
(Abbildung 6.4.2.2], K, Daten vom E18,5 nicht gezeigt).

Die Plxd3-Expression war im Uretermesenchym am E12,5 und am E14,5 nachzuweisen,
allerdings am E14,5 nur noch im inneren Ring. Am E16,5 konnte ihre Expression nicht mehr
dokumentiert werden (Abbildung 6.4.2.2G, H, I). Das Transkript von DactT konnte am E12,5 und
am E14,5 im Uretermesenchym detektiert werden, jedoch nicht mehr am E16,5 (Abbildung
6.4.2.21, M, N). Epha7-Expression war im Uretermesenchym am E12,5 und E14,5 detektierbar,
am E18,5 war keine Expression mehr im Uretermesenchym nachzuweisen (Abbildung 6.4.2.20,
P, Daten vom E18,5 nicht gezeigt).

Obwohl Epha7, Cxell2, Car3, Plexd3 und Dactl in der Microarray- Analyse, die das
Expressionsniveau der Gene am E13,5 mit dem am E18,5 verglich, eine Verdnderung des
Expressionsniveaus um mindestens den Faktor 2 aufwiesen, konnte nur fir Cxe/72, Plexd3 und
Dact1 eine deutlich abgeschwichte Expression am E16,5 erkannt werden (Abbildung 6.4.2.2D
und F; G und I). Um mindestens diesen Faktor 2 unterschieden sich auch die Verhiltnisse der
Expressionsniveaus von Cxe/12, Car3, Epha7 und Plexd3 in Tbx18-homozygoten und Tbx7§-
heterozygoten Ureteren (Tabelle 6.4.7).

Aus dieser Gruppe der intrazelluliren Komponenten und der interzelluliren Kommunikation
wurden nur Car3 und Pdgfra als spezifisch im Ureter exprimierte Gene in der Online-Datenbank
genepaint.org aufgefiihrt. In der Datenbank gudmap.org befand sich ein Eintrag, dass Pdgfra
spezifisch im Ureter exprimiert ist. Epba/ war als einziges Gen dieser Gruppe in eurexpress.org

als Gen mit spezifischer Expression im Ureter annotiert.
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E12,5 E14,5 E16,5

Pdgfra

Cxcl12

Abbildung 6.4.2.2:
RNS-in situ Hybri-
disierungsanalysen
auf transversalen
Ureterschnitten
der Stadien E12,5
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M, P) und E16,5
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Eine weitere Gruppe von Genen kodiert fur Proteine, die mit Membranen assoziiert sind, wie

Serpinh1 (Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade H, member 1), K7z (Kit oncogene), Dpys/3
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(Dihydropyrimidinase-like 3) und C/dn17 (Claudin 11).

Beispielsweise wurde Serpinh1 ab E12,5 im Uretermesenchym exprimiert. Die Expression um das
Ureterepithel war bis E16,5 nachweisbar (Abbildung 6.4.2.3A4, B, C). Die Expresssionsdomine
von Kit unterschied sich deutlich von der der anderen analysierten Gene. Seine Transkripte
wurden mittels RNS-zz sitn Hybridisierungsanalysen ab E12,5 im Mesenchym um das
Uretermesenchym nachgewiesen. In den Stadien E14,5 und E16,5 war keine Expression mehr
zu ertkennen (Abbildung 6.4.2.3D, E, F). Dpysi3 wurde wie Dpysi4 (Daten nicht gezeigt, Nolte,
2010) ab E12,5 im Uretermesenchym exprimiert, seine Expression war ab E14,5 auf den inneren
Ring des Mesenchyms restringiert (Abbildung 6.4.2.3G, H, I).

Ebenso war die Cldn171-Expression ab E12,5 im Mesenchym zu detektieren. Sie war am E14,5

und am E16,5 auf den inneren Ring begrenzt (Abbildung 6.4.2.3], K, L). Die Expressionsniveaus

E12,5 E14,5

Serpinh1

Kit

J), E14,5 (B, E,
H, K) und E16,5
(G, F, I, L). In A,
‘.' B, C sind die
Expressionsdom-
anen von
Serpinhl, in D,
E, F die von Kit,
in G, H, | die von
Dpysl3, in J, K, L
die von Cldnll
dargestellt.

Die Aufnahmen
wurden mit
400facher
VergroBerung
gemacht.
Ein ,,a“ markiert
Zellen des
auBeren  Rings,
ein ,,i“ die des
inneren Rings.

Dpysl3

Cldn11
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der Gene dieser Gruppe waren in den durchgefiihrten Microarray- Analysen nicht verdndert.
Lediglich die Cldn17-Expressionsniveaus unterschieden sich zum einen zwischen der Situation in
Tbhx18-homozygoten Mutanten und Thx78-heterozygoten Mutanten und zum anderen zwischen
der Situation im nicht-differenzierten Ureter und der im differenzierten Ureter (Tabelle 6.4.7).

In der Datenbank genepaint.org wird das Gen Serpinhl als ureterspezifisch exprimiertes Gen
gefihrt. Cldn11 und Kit sind in der Datenbank eurexpress.org in der Liste der ureterspezifisch
exprimierten Gene annotiert (Tabelle 6.4.7).

Die letzte Gruppe von Genen, die eine spezifische Expression im Uretermesenchym aufwiesen,
besteht aus Genen von Transkriptionsfaktoren wie Dach2 (Dachshund 2), Foxc2, Hmga2 (High
mobility group AT-hook 2) oder Nr2f7 (Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1) und
Genen wie Zeahe12 (Zinc finger, CCHC domain containing 12) oder Zf536 (Zinc finger protein
536), die fiir Proteine kodieren, die aufgrund ihrer Primarstruktur wahrscheinlich an die DNS
binden. In den hier durchgefithrten Untersuchungen war die Expression von Dach2, Hmga2 und
Nr2f1 nur am E12,5 nachzuweisen (Abbildung 6.4.2.44 und B; E und F ;G und H). Dagegen war
die Expression von Foxc2, Zeche12 und Zfp536 sowohl am E12,5 als auch am E14,5 detektierbar

E12,5

Dach2
Nr2f1

Foxc?
Zcchei12

Hmga2
Zfp536

Abbildung 6.4.2.4:

RNS-in situ Hybridisierungsanalysen auf transversalen Ureterschnitten der Stadien E12,5 (A,
G E, G, I, K)yund E14,5 (B, D, F, H, J, L). In A, B sind die Expressionsdomanen von Dach2,
in C, D, die von Foxc2, in E, F die von Hmga2, in G, H die von Nr2f1, in I, J die von Zcchcl2
und in K, L die von Zfp536 dargestellt. Ein ,,a“ markiert Zellen des auBeren Rings, ein ,,i“
die des inneren Rings. Die Aufnahmen wurden mit 400facher VergroBerung gemacht.
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(Abbildung 6.4.2.4C und D; I und J; Kund L).

Alle Gene dieser Transkriptionsfaktoren oder mdglicher Transkriptionsfaktoren wiesen ein
deutlich geringeres Expressionsniveau beim E18,5 als beim E13,5 auf. Das Verhiltnis der beiden
Niveaus unterschied sich fir diese Gruppe mindestens um den Faktor 5. Nur fir Zp536 zeigte
die Microarray- Analyse, die die Expression am E13,5 in Ureteren von Thx78-homozygoten
Mutanten mit der von Thx78-heterozygoten Mutanten verglich, ein um den Faktor 2 reduziertes
Expressionsniveau (Tabelle 6.4.7). Keines der Gene, deren Expressionsdomine im Ureter in
Abbildung 6.4.2.4 dargestellt ist, wurde in einer der Expressionsdominen-Datenbanken als

spezifisch im Ureter exprimiertes Gen annotiert.
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7. Diskussion

7.1.  Analysen zum Zusammenspiel Smo-Bmp4-Smad4 im
Uretermesenchym

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym zur
Manifestation von bilateralen Hydroureteren fihrte. Diese wurden nicht durch den Verschluss
des [“Jbergangs des Ureters zur Blase hervorgerufen, sondern beruhten auf dem Verlust der
Differenzierung der glatten Muskulatur durch die Abwesenheit der Myocd-Expression. Ebenso
wurde [d2 als ein Zielgen von Bmp4 und der dadurch aktivierten Smad-Signalkaskade im
Uretermesenchym identifiziert.

Die Deletion von JSwad4 im Uretermesenchym fihrte ebenfalls zum Auftreten von
Hydroureteren, allerdings waren diese meistens nur auf den proximalen Ureter beschrinkt. Im
Gegensatz zu Bmp4-mutanten Individuen konnte in den Swad4-mutanten Individuen die
Expression von Muskel-spezifischen Genen zunichst nachgewiesen werden, Myocd wurde jedoch
erst verspatet exprimiert. [/2-Expression konnte im Gegensatz zu Myocd-Expression in Swad4-
mutanten Individuen im Uretermesenchym nicht mehr nachgewiesen werden. Dies spricht fir
mindestens eine weitere Signalkaskade, die im Uretermesenchym durch Bmp4 aktiviert wird.
Ferner konnte gezeigt werden, dass der Verlust von Swo im Uretermesenchym ebenfalls zum
Verlust der glatten Muskulatur und zum Auftreten von Hydroureteren fithrte. Dartiber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass Hh- abhingig nicht nur die Expressionen von Bmp4 und Prch

reguliert werden, sondern auch die von Gata2.

7.2. Der Verlust von Bmp4im Uretermesenchym fithrte zum Verlust der
glatten Muskulatur des Ureters

In der Literatur werden verschiedene Funktionen von Bmp4 wihrend der Entwicklung des
Ureters diskutiert. In Organkulturen ist Bmp4 fiir die Differenzierung der glatten Muskulatur
notwendig bzw. diese wird durch Bmp4-Applikation in Organkulturen vom E11 verfriht
induziert (Raatikainen-Ahokas et al., 2000; Miyazaki et al., 2003; Brenner-Anantharam et al., 2007,
Wang et al., 2009). Somit ist Bmp4 in Organkulturen fiir die Differenzierung des Mesenchyms
zur glatten Muskulatur notwendig (Brenner-Anantharam et al., 2007). Als weitere Funktionen
von Bmp4 wihrend der Ureter- und Nierenentwicklung werden sein Einfluss auf die Position der
Ureterknopse vom Wolffschen Gang, auf das Verzweigungsmuster der Ureterspitzen sowie auf
das Aggregationsverhalten des Uretermesenchyms um den Ureterstamm benannt (Miyazaki et al.,
2000; Michos et al., 2004; Michos et al., 2007 und Miyazaki et al., 2003). Ferner soll Bmp4 das
Knospen des Ureterstamms inhibieren und dessen Elongation positiv beeinflussen (Miyazaki et

al., 2000; Miyazaki et al., 2003; Abbildung 4.6.2).
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Der Verlust von Bmp4 im Uretermesenchym fiithrte bei dem hier verwendeten Mausstamm zum
bilateralen Auftreten von Hydroureteren, deren Urothel nicht mit einem Ring aus glatten
Muskelzellen umgeben war (Abschnitt 6.1.2). Dartiber hinaus konnte hier gezeigt werden, dass
der Bmp4-Verlust im Uretermesenchym nicht zu einem Verschluss des Ureters (Ureteratresie
oder Ureterozele) fithrte, sondern dass das Ureterlumen in das der Blase tiberging. Das Auftreten
der Hydroureteren in Individuen mit Bmp4-Deletion im Uretermesenchym ging also nicht auf
einen Verschluss des Ureters zuriick, wie dies fiir den Verlust von P#prs und Piprf (Protein
tyrosine phophatase, receptor type S und type F) beschrieben wird (Uetani et al., 2009).
Allerdings ist eine Abweichung des Ureter-Ubergangs in die Blase im Gegensatz zu dem im
Wildtyp nicht auszuschlieBen. Inwieweit die Position der Uretereinindung in die Blase von
Individuen mit Bzp4-Deletion im Uretermesenchym von der im Wildtyp abweicht, missen noch
weitere Analysen den Ureter-Blasen-Ubergang betreffend kliren werden.

Fehlerhafte Positionen der Ureter-Insertion in die Blase werden nach dem Modell von Mackie
und Stephens (1975) durch eine abweichende Lage der Ureterknospen vom Wolffschen Gang
verursacht. In heterozygoten Bmp4-Mutanten konnte bereits gezeigt werden, dass die
Ureterknospe in etwa der Hilfte der getesteten Embryonen kranial gegeniber der Wildtyp-
Situation verschoben ist (Miyazaki et al., 2000). Beim Verlust des Bmp4-Antagonisten Gremlin
kann keine Unterknospe gebildet werden (Michos et al., 2004). Die entsprechenden Ergebnisse
fir die Bestimmung der Ureterknospenposition fir die Bmp4-Deletion im Uretermesenchym
stehen noch aus. Aufgrund der Tatsache, dass der Phinotyp, der durch die Bmp4-Deletion im
Uretermesenchym hervorgerufen wurde, einheitlich ist, kann die Hypothese aufgestellt werden,
dass es in allen Individuen mit Bmp4-Verlust im Uretermesenchym zu einer kranialen
Verschiebung der Ureterknospe kommt.

In der Annahme, dass Bmp4 das Knospen des Ureterstamms unterdriicken und das
Lingenwachstum des Ureters stimulieren wirde (Miyazaki et al., 2000), sollte in den Individuen
mit Bmp4-Deletion im Uretermesenchym ein verkirzter Ureterstamm bzw. Ureter fissus
nachzuweisen sein. In den hier durchgefiihrten Analysen konnte allerdings zu keinem Zeitpunkt
der Ureterentwicklung eine deutliche Verkirzung des Ureterstamms oder das Auftreten eines
Ureters fissus beobachtet werden. In ihrer Publikation aus dem Jahr 2003 vermuteten Miyazaki
und seine Kollegen ferner, dass Bmp4 die Aggregation des Mesenchyms zum Ureterstamm hin
induziert. Die sich daraus ableitende Hypothese, dass in Individuen mit Bmp4-Deletion im
Uretermesenchym das Mesenchym nicht um den Ureterstamm kondensiert, konnte nicht
bestitigt werden. Sowohl am E12)5 als auch am E14,5 konnten keine Unterschiede in den
mesenchymalen Zellpopulationen zwischen transversalen Ureterschnitten vom Wildtyp und

Individuen mit Bmp4-Deletion im Uretermesenchym nachgewiesen werden.
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Bmp4 Dbeeinflusst wahrscheinlich  wihrend der Ureterentwicklung die Position der
Urerterknospen vom Wolffschen Gang und ist fiir die Initilerung der Muskeldifferenzierung
notwendig. Der Verlust der Expression der Markergene fiir die glatte Muskulatur konnte mit dem
Verlust der Myocd-Expression korreliert werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass die [d2-
Expression in Individuen mit Bmp4-Deletion im Uretermesenchym ab E12,5 deutlich reduziert

war.

7.3. Bmp4-abhingige Muskeldifferenzierung wurde nicht ausschlief3lich
iiber die Smad4-abhingige Signalkaskade vermittelt

In der hier vorgelegten Arbeit konnten die 7z vitro Daten, die von Brenner-Anantharam et al.
(2007) und Wang et al. (2009) vorgelegt wurden, auch hier fiir die Situation 7z vive bestatigt
werden: Bmp4 ist fir die Differenzierung des Uretermesenchyms zur glatten Muskulatur
notwendig. Die von Wang et al. (2009) prisentierten Daten, die zum einen auf dem Bmp4-Verlust
durch eine ubiquitir exprimierte, Ostrogen—induzierbare cre-Rekombinase und zum anderen auf
der reduzierten Bmp4-Aktivitit durch die Applikation des Bmp4-Inhibitors Noggin beruhen,

zeigten, dass dies in ithrem System ein reduziertes Niveau von phosphorylierten R-Smads (Smad1,

B bilateraler Hydroureter

bilateraler, proximaler Hydroureter
unilateraler, proximaler Hydroureter
@ kein Phanotyp

Tbx f&creh;smadglﬂfﬂ 7y
—
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Abbildung 7.3.1:

In dem hier abgebildeten Stapeldiagramm sind die auftretenden Phanotypen den
Kategorien bilateraler Hydroureter (braun), bilateraler, proximaler Hydroureter
(orange), unilateraler, proximaler Hydroureter (hellgrin) und ohne morphologische
Abweichungen (dunkelgriin) zugeordnet. Der prozentuale Anteil einer jeden Kategorie
der Entwicklungsstadien E16,5 und E18,5 und der Genotypen Thx18°**; Bmp4™™ und
Tbx18°®/*; Smad4™" ist hier dargestellt.
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5, 8) bedingt. Daraus schlossen sie, dass die Bmp4-abhingige Muskeldifferenzierung von
aktivierten R-Smads abhingig ist (Wang et al., 2009).

Durch gezielte Deletion des Co-Smad Swad4 im Uretermesenchym koénnen aktivierte R-Smads
nicht mehr im Zellkern lokalisiert werden und die Signalkaskade ist unterbrochen. Zum Testen
der These, dass die Bmp4-vermittelte Differenzierung des Mesenchyms zur glatten Muskulatur
tber die Smad-Kaskade verliuft, wurden Individuen mit Swad4-Verlust im Uretermesenchym
analysiert. Wie in Abschnitt 6.2 dargestellt, wiesen Individuen mit Swad4-Verlust im
Uretermesenchym zwar einen Hydroureter auf, doch waren die morphologischen Verinderungen
nicht einheitlich und weniger stark als durch den Verlust von Bmp4 (Abbildung 7.3.7). Ein
einheitlicher Phianotyp (bilateral auftretende Hydroureteren) wire zu erwarten, wenn die Bmp4-
induzierte Muskeldifferenzierung einzig tber die Smad4-abhingige Kaskade vermittelt wiirde.
Der Vergleich der Haufigkeit der verschieden Ausprigungen der Hydroureteren in Individuen
mit Bmp4- bzw. Smad4-Deletion im Uretermesenchym am E16,5 und E18,5 ergab, dass sowohl
am E18)5 als auch am E16,5 in Individuen mit Swad4-Deletion im Uretermesenchym keine
einheitlichen, morphologischen Verinderungen auftraten (Abbildung 7.3.7). Ferner wurde
deutlich, dass die Verdnderungen in Individuen mit Swad4-Deletion im Uretermesenchym im
Gegensatz zu denen mit Bzp4-Deletion erst am E18,5 und kaum am E16,5 nachweisbar waren
(Abbildung 7.3.7). Daraus ldsst sich ableiten, dass nur ein Teil der Bmp4-Funktion Smad4-
abhingig vermittelt wird. Da hier kein einheitliches Spektrum von Phinotypen zwischen den
beiden Genotypen auftrat und da Smad4 auch Teil der Tgfp3- induzierten Smad- Signalkaskade ist
(Abbildung 4.6.7; Goumans et al, 2009), kann nicht ausgeschlossen werden, dass in den
Individuen mit Swad4-Deletion im Uretermesenchym ein spiterer TgfB- induzierter Prozess
gestort wird. Um dies zu klidren, mussen in zukinftigen Organkultur-Experimenten Tgf(3-
induzierte Prozesse durch Applikation eines Inhibitors unterdriickt und mit Kulturen von Swad4-
mutanten Individuen verglichen werden.

Bereits im Vorfeld wurde gezeigt, dass die Deletion von Swad4 im Epithel zu keinerlei
morphologischen Verinderungen fihrt (Oxburgh et al., 2004). Dariiber hinaus wirkt sich der
Verlust des Bmp4-Rezeptors A/%3 (Activin like kinase, BmpR-Typ I) im Ureterepithel auf die
Verzweigungsmorphogenese der Ureterspitzen aus, jedoch wurden keine Auffilligkeiten bezogen
auf den Ureterstamm beschrieben (Hartwig et al., 2008). Selbst die Expression einer konstitutiv
aktiven Rezeptorvariante von .4/&3 im Ureterepithel fithrt zu keinen morphologischen
Verinderungen des Ureterstamms (Hu et al., 2003).

Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch die Deletion von Bmp4 im
Uretermesenchym der Proliferationsindex des Epithels in Individuen mit Bmp4-Deletion im

Uretermesenchym auf die Halfte des Wildtypwerts reduziert war (Abschnitt 6.1.8). Auf dieses
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Ergebnis wird in Abschnitt 7.6 noch einmal eingegangen werden. Dies gibt Anlass zur
Vermutung, dass trotz der Daten von Hu et al. (2003) und Hartwig et al. (2008) doch ein Bmp4-
Signal direkt oder indirekt aufs Epithel wirkt.

Neben dem kanonischen, Smad- abhingigen Bmp- Signalweg gibt es auch den MAPK (Mitogen-
activated protein kinases)-abhingigen Bmp- Signalweg (Abbildung 7.3.2). Hierbei aktiviert das
Tetramer aus BmpRI und BmpRII einen Komplex aus Xiap (X-linked inhibitor of apoptosis),
Tab (TGFp activated kinase 1/MAP3K7 binding protein) und Tak (Tgff activated kinase).
Dieser wiederum phosphoryliert und aktiviert damit auf der einen Seite p38 (p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase) und auf der anderen Seite Jnk (Jun N-terminale Kinase). Diese
beiden Kinasen (MAPK) sorgen fiir die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Ets1 (E26
avian leukemia oncogene 1, 5‘domain), Jun (Jun oncogene) und Atf2 (Activating transcription
factor 2). Vermutungen tiber das Kappen-Mesenchym der Niere besagen, dass sowohl die Smad-
Kaskade als auch die MAPK-Kaskade aktiv ist, jedoch durch die beiden Kaskaden jeweils
unterschiedliche, biologische Funktionen vermittelt werden (Oxburgh et al, 2011). In der
Literatur wird beschrieben, dass fiir die Vermittlung der TgfB- Funktion wihrend der Zahn- und
der Gaumenentwicklung sowohl die Smad4-abhingige Signalkaskade als auch die p38-MAPK-
Kaskade notwendig sind und bei diesem Entwicklungsvorgang redundante Funktionen haben
(Xu et al., 2008). Ob p38 fir die Differenzierung des Uretermesenchyms zur glatten Muskulatur
notwendig ist, werden zukiinftige Nierenkulturexperimente aus Wildtyp-Individuen (Bmp4-
Funktion nur tiber p38) bzw. aus Individuen mit Swad4-Deletion im Uretermesenchym (p38 und
Smad-Signalkaskade redundant) mit dem p38-Inhibitor SB203580 zeigen kénnen.

Fir die Differenzierung des Lungenmesenchyms zur glatten Muskulatur wird Bmp4 ebenfalls als
auslosendes Signal diskutiert (Morrisey und Hogan, 2010), da durch die epitheliale Brp4-
Uberexpression die Differenzierung des Mesenchyms induziert wird (Mailleux et al., 2005). Uber
welche intrazellulire Signalkaskade dies vermittelt wird, bleibt noch zu kliren. Diskutiert wird in
diesem Zusammenhang auch ein Zusammenspiel der Smad-abhingigen und der Jnk-abhingigen
Kaskade (Jeffery et al., 2005). Die Stimulation von HFL-Zellen (Human fetal lung fibroblasts)
mit Bmp4 induziert die Expression von Actz2 und Myh11 und inhibiert gleichzeitig die
Zellproliferation (Jeffery et al., 2005). Es konnten gezeigt werden, dass nach Bmp4-Stimulation
die phosphorylierten Formen von Smad-, p38-, Etk1/2- (Extracellular signal regulated kinase
1/2) und Jnk-Proteinen nachzuweisen sind. Allerdings hat nur die Inhibitionen der Smad-
abhingigen und der Jnk-abhingigen Kaskade Auswirkung auf das Expressionsniveau von Acta2

(Jeffery et al., 2005). Auch der Einfluss der Bmp4-stimulierten Jnk-vermittelten Kaskade auf die
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Differenzierung des Uretermesenchyms muss in nachfolgenden Organkultur-Experimenten
analysiert werden.

Neben den zusitzlichen, durch Bmp4 stimulierten Signalkaskaden wie der p38-Mapk- oder Jnk-
Kaskade gibt es Anhaltspunkte fiir eine Smad- abhingige, nicht kanonische Signalkaskade, deren
Beteiligung an der Differenzierung der glatten Muskulatur in Zellkulturen gezeigt werden konnte
(Davis et al., 2008). Davis und Kollegen konnten einen Zusammenhang von Bmp, R-Smad und
Muskeldifferenzierung auf der einen Seite und der Reifung der miR21 (microRNS-21) auf der
anderen Seite herstellen. Dabei wird durch miR21 die Translation von Pded4 (Programmed cell
death 4), einem Inhibitor der Muskeldifferenzierung, reduziert (Davis et al, 2008). An der Reifung
von pri-miR21 zu miR21 sind die RNS-Helikase p68, eine Komponente des DICERs, und
phosphoryliertes R-Smad beteiligt. Durch Bmp- Stimulation bildet sich der Komplex fiir das
SpleiBen der pri-miR21 zu miR21. Dieser Schritt der Muskelinitiierung ist von der RNS-
Polymerase II und damit der Transkription unabhingig und bedarf nicht der Beteiligung von
Smad4 (Davis et al., 2008).

Inwieweit dieser Mechanismus fiir die Bmp4-abhingige Differenzierung des Uretermesenchyms
zur glatten Muskulatur relevant ist, muss in nachfolgenden Untersuchungen bestimmt werden.

Als Anhaltspunkte koénnten das mittels RT-PCR  ermittelte Expressionsniveau und die

Abbildung 7.3.2:

Bmp bindet als Dimer an die BmpRI und Il (I und IlI). BmpRI wird phosphoryliert von BmpRII,
dadurch werden zwei Signalkaskaden aktiviert. Zum einen werden R-Smads (Smad1, 5, 8,
hier RS) phosphoryliert, die mit Smad4 (S4) assoziieren; dieser Komplex transloziert in den
Nukleus und stimuliert mit Co-Faktoren die Expression von Zielgenen. Zum anderen wird der
Komplex aus TAK, TAB und XIAP aktiviert. Dieser sorgt auf der einen Seite fiir die
Phosphorylierung von p38 und auf der anderen fiir die von Jnk. Diese wiederum aktivieren
die Transkriptionsfaktoren (ETS1 oder c-Jun). Schema entnommen aus Oxburgh et al., 2011.
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Expressionsdynamik von Pded4 im Wildtyp und in Individuen mit Bmp4-Deletion im
Uretermesenchym dienen.

Zum derzeitigen Stand der Untersuchungen kann ausgeschlossen werden, dass die Bmp4-
induzierte Muskeldifferenzierung ausschlieflich tber die kanonische Smad-Kaskade verliuft.
Weitere Analysen sind notwendig, um die molekularen Mechanismen und Kaskaden fir die

Differenzierung des Uretermesenchyms zur glatten Muskulatur im Detail zu verstehen.

7.4. Die Deletion von Bmp4 im Uretermesenchym fiihrte zum Verlust
der Myocd-Expression im Ureter

In den hier vorgestellten Daten konnte der Verlust der glatten Muskulatur in Individuen mit
Bmp4-Deletion im Uretermesenchym in Korrelation zu der bis an die Nachweisgrenze reichenden
Reduktion der Myocd-Expression gesetzt werden. Myocd ist als Schlisselgen der Differenzierung
der glatten Muskulatur und der Herzmuskulatur beschrieben. Die ektopische Myocd-Expression
induziert die Expression von Genen der glatten Muskulatur (Chen et al., 2002; Small et al., 2004).
Die Deletion von Mpyocd bedingt frihe, embryonale Letalitit aufgrund fehlender glatter
Muskulatur der Blutgefile am E10,5 (Li et al, 2003). Die Funktion von Myocd im
Uretermesenchym fir die Differenzierung der glatten Muskulatur des Ureters ist zwar noch nicht
als solche analysiert, doch legen die Ergebnisse von Li et al. (2003) und Chen et al. (2002) auf der
einen Seite und die Myocd-Expression im Uretermesenchym auf der anderen Seite nahe, dass
Myocd auch im Ureter als Schliisselgen die Differenzierung der glatten Muskulatur steuert.

Myocd bindet als Komplex mit Stf an die CArG- Motive, durch die die Expressionen der meisten
Gene der glatten Muskulatur reguliert werden, und sorgt damit fiir ihre Expression. Myocd-
Expression gilt als ein friher Marker fiir glatte Muskelzellen und fir Herzmuskulatur, der
notwendig und ausreichend fir deren Differenzierung ist (Li et al., 2003; Small et al., 2004).

Deshalb wurde untersucht, wie die Myocd-Expression selbst reguliert wird. Dazu wurde in der
genomischen Myocd- Sequenz nach cis- regulatorischen Elementen in einer Region gesucht, die 70
kb vor und nach 20 kb nach dem Startkodon liegt (Creemers et al., 2006). Dabei wurde ein 0,35
kb umfassender DNS-Bereich identifiziert, der fir die Myocd-Expression nur in den
Herzmuskelzellen und den glatten Muskelzellen der dorsalen Aorta und der Blutgefilen zum
Kopf ausreichend ist. Der Bereich, der fur die Myocd-Expression im Uretermesenchym notwendig
ist, wurde nicht identifiziert (Creemers et al., 2006). Dartiber hinaus wurde die Aktivierung des
Mpyocd- Promotors durch die Transkriptionsfaktoren Mef2 (Myocyte enhancer factor 2), Tead
(TEA domain family) und Foxo gezeigt (Creemers et al., 2006). Die Regulation der Myocd-
Expression im Uretermesenchym ist demnach unabhingig von den cis- regulatorischen
Elementen der Myocd-Expression der Kardiomyozyten und der glatten Muskulatur der dorsalen

Aorta. Es kann daher sein, dass die Faktoren, die durch die Bmp- induzierte Kaskade aktiviert
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werden, an ein davon unabhingiges Enhancer- Element des Myocd- Gens binden und dieses
mal3geblich beeinflussen.

Fir die Myocd- abhingige Regulation der Expression von Genen der glatten Muskulatur werden
neben der Interaktion von Myocd und Stf noch andere Regulationsmechanismen diskutiert. So
ist eine Interaktion von Myocd mit TgfB- aktiviertem Smad3 bereits fiir den Tag/n- Promotor
nachgewiesen (Qiu et al.,, 2005). In ihrer Arbeit prisentierten Qiu und Kollegen Daten, die fir
eine direkte Interaktion von Myocd und Smad3 sprechen, die den Tag/z-Promotor synergetisch
unabhingig von der CArG- Sequenz aktivieren. Des Weiteren ist die synergetische, CArG-
abhingige Aktivierung des Anf Promotors durch Smadl und Myocd in Kardiomyozyten
beschrieben, ebenso wie die gesteigerte Expression von Myoed und Mef2 in Kardiomyozyten nach
Bmp2-Stimulation (Callis et al., 2005). Ob die durch Bmp2 stimulierte Myocd-Expression direkt
durch eine Bmp- Signalkaskade gesteuert wird oder ob durch Bmp- Stimulation die Mef2-
Expression angeregt wird und dies zur Myocd-Expression fithrt, wurde nicht geklirt.

Uber die Interaktion von Myocd mit Smad- Proteinen konnten in dieser Arbeit keine neuen
Erkenntnisse gewonnen werden, jedoch konnte die Abhingigkeit der Myocd- Expresssion von
Bmp durch die hier gezeigten 7z vivo gewonnenen Daten untermauert werden. Es bleibt allerdings
ungeklirt und bedarf weiterer Analysen, ob im Uretermesenchym die Bmp4-induzierte
Signalkaskade zu einer direkten Regulation des Myocd- Enhancers fiihren oder ob dies im Ureter
tber einen Zwischenschritt, die Regulation eines zusitzlichen Transkriptionsfaktors, erfolgt. Da
es zu einer Verzogerung der Myocd-Expression in den Individuen mit Swad4-Deletion im
Uretermesenchym kommt und nicht zu einem Verlust dieser, scheint die kanonische Smad-
Kaskade die Initiation der Myocd-Expression — direkt oder indirekt — zu unterstitzen, ist jedoch

tir diese nicht notwendig.

7.5.  Bmp4 regulierte Smad4-abhingig die IdZ2-Expression im Ureter-
mesenchym
Id-Gene kodieren fir Proteine mit bHLLH- Motiv (basic helix-loop-helix) jedoch ohne DNS-

Bindedomine. Sie interagieren mit bHLH- Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise MyoD oder
Tcf21 (Transcription factor 21) und verhindern durch Wechselwirkung mit ihnen deren Bindung
an die DNS. Dies fthrte zu der Bezeichnung Inhibitor der DNS-Bindung bzw. Inhibitor der
Differenzierung. Neben den Msx-Genen gelten die I/-Gene als Zielgene des aktiven Bmp-
Signalwegs.

Wiahrend der Ureterentwicklung war Id2-Expression ab E12,5 nachzuweisen. Wie in den
Abschnitten 6.1.6 gezeigt wurde, war in Individuen mit Bmzp4-Deletion im Uretermesenchym am
E14,5 die Expression von Id2 im Uretermesenchym und Epithel auf ein nicht mehr

nachweisbares Niveau reduziert. BRE- Sequenzen (Bmp responsive element) fur dieses Gen
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konnten von Nakahiro und Kollegen (2010) identifiziert werden. Sie konnten auflerdem
nachweisen, dass Smad- Proteine nach Stimulation des Signalwegs durch Bmp6 an diese
Sequenzmotive des [d2-Gens in C2C12-Zellen binden. Diese Regulation des Id2-Gens durch
Bmp lieB sich in den hier verwendeten Individuen mit Bmp4-Verlust im Uretermesenchym
bestitigen. Durch den Verlust der Id2-Expression ausschlieBlich im Uretermesenchym von
Individuen mit Swad4-Deletion im Uretermesenchym wurde auch die Smad- abhingige
Regulation dieser Genexpression verifiziert. Die zuvor 7z vitro gezeigte Regulation kann also auf
den Ureter tbertragen werden: Id2-Expression wird von Bmp4 tber die Smad4-abhingige
Signalkaskade nicht nur in C2C12 sondern auch im Uretermesenchym reguliert.

In Miusen fithrt der Verlust von 42 zu meist unilateral manifestierter Hydronephrose (Aoki et
al., 2004). Wie im Fall von Bmp4 reicht fir das Auftreten dieser der Verlust von nur einem Allel
aus, allerdings ist dann die Frequenz verringert. Im Gegensatz zu den anderen bisher hier
beschriebenen Mausmutanten fiir CAKUT tritt die Hydronephrose bei Id2"" bzw. 142"
Weibchen seltener auf als bei Minnchen des gleichen Genotyps. Ebenso wie bei Individuen mit
Bmp4-Verlust im Uretermesenchym sind die ersten morphologischen Unterschiede von Wildtyp-
und Id2-Verlustmutanten am E16,5 zu erkennen, allerdings handelt es sich hier um eine
VergréBerung des Nierenbeckens und der Ubergang vom Nierenbecken zum Ureter erscheint
gebogen. Als Grund fur die Hydronephrose benennen die Autoren allerdings hypertrophe
Strukturen der glatten Muskulatur und vermuten eine Bmp4 untergeordnete Funktion (Aoki et
al., 2004).

Diese Vermutung konnte durch die hier gezeigten Ergebnisse bestitigt werden. Der von Aoki
und Kollegen (2004) beschriebene Phinotyp ist jedoch nicht mit dem hier beschriebenen
Phinotyp von Individuen mit Bmp4- oder Smad4-Deletion im Uretermesenchym identisch: In
Id2-Verlustmutanten konnte neben anderen Abweichungen auch der Nachweis von glatter
Muskulatur erbracht werden. Id2 reguliert also wahrscheinlich nur einen Teil der Bmp4-Funktion
wihrend der Nieren- und Ureterentwicklung. Falls Gene mit redundanter Funktion im Ureter
exprimiert werden, konnte dies den abgemilderten Phinotyp in Id2-Verlustmutanten vermitteln.
Geht man davon aus, dass andere Id-Gene wahrscheinlich auch von Bmp4-abhingig reguliert
werden, sollten diese auch in Individuen mit Bmp4-Deletion im Uretermesenchym nicht im
Ureter exprimiert werden. Dies kénnte erkliren, warum durch den Verlust von 142 und Bmp4
abweichende morphologische Verinderungen verursacht werden.

Offen bleibt, mit welchen bHLH-Transkriptionsfaktoren Id2 im Uretermesenchym interagiert
und an welchen Bmp4-abhingigen Prozessen es beteiligt ist. Auszuschlielen ist, dass Id2 an der
Regulation von Myoscd in bedeutendem Umfang beteiligt ist, da in den Individuen mit Swad4-

Deletion im Uretermesenchym zwar die [42-Expression verloren geht, nicht aber die von Myocd
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und da in 142" Individuen die Differenzierung des Mesenchyms zur glatten Muskulatur

stattfindet.

7.6. Der Hh-Signalweg induzierte die Bmp4Expression im Ureter-
mesenchym
Wie auch schon aus Analysen von Drosophila melanogaster bekannt, reguliert die Hh-Signalkaskade

neben der Proliferation vieler Vorliuferzellpopulationen auch die Expression von dpp
(Decapentaplegic), dem Homolog von Bmp4 (Ingham und McMahon, 2001). Im Gegensatz zur
Situation in Drosophila melanogaster existieren in der Maus nicht nur ein Hh-Ligand sondern drei
(Ingham und McMahon, 2001). Fir die Ureterentwicklung der Maus konnte bisher die Relevanz
eines einzelnen Liganden, die von Shh, gezeigt werden (Yu et al.,, 2002). Nach Angaben von Yu
und Kollegen (2002) wird Shh im Ureterstamm als einziger Ligand nachweisbar exprimiert. Sie
beschreiben fiir die konditionelle Deletion von $hh im Ureterepithel das Auftreten von
Hydroureteren bei der Geburt. Zu diesem Zeitpunkt sind diese nicht mit dem Auftreten von
Hydronephrosen assoziiert. Nach den Beschreibungen von Yu und Kollegen (2002) verzogert
sich bei ihren Mutanten mit epithelialer §54- Deletion die Muskeldifferenzierung, sie ist aber am
Ende der embryonalen Entwicklung nachweisbar.

Vergleicht man diesen Phinotyp mit den hier in Abschnitt 6.1 beschriebenen morphologischen
und molekularen Verinderungen, so fallt auf, dass durch die Deletion von Bmp4 im
Uretermesenchym ein Verlust der molekularen Marker der glatten Muskulatur hervorgerufen
wird. Es trat also eine stirkere Ausprigung des Phinotyps statt einer schwicheren auf, wie dies
zu erwarten ware, wenn ausschliefSlich Shh die Bzp4-Expression im Uretermesenchym regulierte.
Aus diesem Grund wurde die Auswirkung des Verlusts der kompletten Hh- Signalkaskade auf die
Muskeldifferenzierung im Uretermesenchym analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass hierdurch
ein Verlust der molekularen Marker der glatten Muskulatur am E16,5 und E18,5 verursacht
wurde (Abschnitt 6.3). Der Vergleich der unterschiedlichen molekularen und morphologischen
Verinderungen von Individuen mit Bmp4-Deletion bzw. Smo-Deletion im Uretermesenchym auf
der einen Seite und dem epithelialen Verlust von $h) auf der anderen Seite spricht dafiir, dass die
Hh- Signalkaskade die Bmp4-Expression steuert. Jedoch deuten die hier dargestellten Ergebnisse
darauf hin, dass es zu Beginn der Ureterentwicklung noch mindestens einen anderen Hh-
Liganden bzw. eine andere Hh- Quelle geben muss, die die Bmp4-Expression kurzzeitig
initialisiert. Denn mittels der zeitlich induzierbaren Deletion von Bmp4 konnten Brenner-
Anantharam und Kollegen (2007) zeigen, dass die Deletion von Bmp4 nach E12,5 nicht mehr den
Verlust der glatten Muskulatur des Ureters in Organkulturen verursacht.

Neben der verspiteten Muskeldifferenzierung konnten Yu und Kollegen (2002) auch eine

Reduktion der Proliferation im Ureter schon am E14,5 nachweisen. Zum jetzigen Zeitpunkt der
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Analyse stehen die Proliferations- und Apoptosedaten aus Individuen mit Swo- Deletion im
Uretermesenchym zwar noch nicht zur Verfigung, jedoch zeigten die Hamatoxylin- Fosin-
Firbungen der transversalen Ureterschnitte am E14,5 der Individuen mit Smo- Deletion im
Uretermesenchym die verminderten Zellzahlen des Mesenchyms und des Epithels. Daraus ldsst
sich ableiten, dass die Hh- Signalkaskade die Proliferation des Mesenchyms und des Epithels
steuert (Abbildung 6.3.3.1C und D). Die proliferationsférdernde Eigenschaft der Hh-
Signalkaskade wirkt sich scheinbar zwischen E12)5 und E14,5 am gravierendsten aus, da am
E12,5 noch keine offensichtlichen Unterschiede in der Morphologie zwischen Wildtyp und
Individuen mit So-Deletion im Uretermesenchym zu erkennen waren, am E14,5 jedoch sehr
deutliche.

In Individuen mit Bmp4-Deletion im Uretermesenchym konnte am E14,5 eine reduzierte
Proliferation des Epithels nachgewiesen werden (Abschnitt 6.1.7). Dies fithrt zu der Hypothese,
dass Shh und evtl. ein weiterer Hh-Ligand aus dem Epithel die Proliferation des Mesenchyms
steuern und Bmp4 als direkte oder indirekte Riickkopplung die Proliferation des Epithels an die
des Mesenchyms anpasst. Es miisste also analysiert werden, inwieweit sich in Individuen mit $o-
Deletion im Uretermesenchym die Proliferationseigenschaften des Epithels, das in diesen
Mutanten am E14,5 stark verkleinert ist, durch Bmp4-Applikation beeinflussen lieBe. Fir die
Entwicklung des kranialen embryonalen Kopfdarms und der Lungenknospe konnte bereits die
Relevanz von Bmp4 auf die Proliferation der Gewebe gezeigt werden (Li et al., 2008).

Die Hh-Signalkaskade scheint die Bmp4-Expression zu regulieren, jedoch fehlen noch die
Analysen fritherer Entwicklungsstadien. Zu kliren bleibt unter anderem, ob Bmp4 im
Mesenchym, das den Wolffschen Gang direkt umgibt und in dem Bmp4 die kranial verschobene
Ausbildung einer Ureterknospe inhibiert, in den Individuen mit Swmo-Deletion im
Uretermesenchym am E11 exprimiert wird. Dies wiirde dann einen falsch positionierten
Ubergang des Ureters in das Blasenlumen zur Folge haben. Dies bleiben vorerst offene Fragen,

die in zukinftigen Experimenten geklirt werden miissen.

7.7. 29 Gene wurden spezifisch im Ureter exprimiert

Durch Kombination der Microarray- Analyse, einer Methode, die die Expressionsniveaus in zwei
Bedingungen miteinander vergleicht, und der RNS-z» situ Hybridisierungsanalyse, einer Methode
die die rdumliche Expression beschreibt, konnten Gene identifiziert werden, die spezifisch im
Uretermesenchym exprimiert werden. Zur Begrenzung der zu untersuchenden Anzahl an Genen,
deren Expressionsdominen mittels RNS-zz sizu Hybridisierungsanalysen untersucht wurden, war

es von Vorteil zwei sich erginzende Bedingungen zu definieren, die jeweils in einer Microarray-
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Analyse behandelt werden konnten. In diesem Fall war die erste formulierte Bedingung ein
erhohtes Expressionsniveau in nicht-differenzierten Ureteren gegentiber dem von differenzierten
Ureteren. Die zweite formulierte Bedingung war, dass das Expressionsniveau in Ureteren des
Entwicklungsstadium E13,5 von Wildtyp-Individuen gegeniber dem von Thx7§-
Verlustmutanten erhéht sein sollte.

Um zu kliren, ob ein Effekt durch den Vetlust eines Gens erklirt werden konnte, wurde die
Expression von redundanten Faktoren zusitzlich analysiert. Dadurch wurden zum Teil weitere
Gene einer Familie mit gleicher Expressionsdomine identifiziert, die eventuell einer
abweichenden  Regulation  unterliegen. Dies konnte durch den  Vergleich  der
Expressionsdominen in den verschiedenen hier beschriebenen Mausmutanten geklart werden.

In zukinftigen Analysen kann die daraus resultierende Ergebnisse dazu dienen, die molekularen
Abweichungen in den hier beschriecbenen Mutanten genauer zu charakterisieren und
beispielsweise auf die verminderte Adhidsion bzw. verinderte Komposition der

Extrazellularmatrix zuruckzufihren.

7.8. Molekulare Netzwerk der Ureterdifferenzierung

Die hier erworbenen Erkenntnisse sind mit den aus der Literatur bekannten Faktoren und den
bereits dort beschriebenen Interaktionen in Abbildung 7.8.1 zusammengefasst und legen ein neues
Modell fir das molekulare Netzwerk der Ureterdifferenzierung nahe, das die zentrale Rolle von
Bmp4 weniger betont.

Bei Thx18-heterozygoten Individuen konnte nie das Auftreten von CAKUT oder ein verindertes
Expressionsniveau von Bmp4 oder Phl beobachtet werden (Airik et al., 2006), weshalb es als
sehr unwahrscheinlich angesehen werden kann, dass die hier beschrieben Verinderungen auf
genetische Interaktionen von Thx78 und Bmp4 oder Prh1 zuriickzufihren sind.

Die hier prisentierten Daten ergeben, dass Bmp4 bei der Differenzierung des Uretermesenchyms
zur glatten Muskulatur eine zentrale Rolle zukommt. Der direkte oder indirekte Ansatzpunkt der
Bmp4-induzierten Signalkaskade ist die Regulation der Myocd-Transkription, die den Schlissel zur
Differenzierung der glatten Muskulatur darstellt. In den letzten Jahren gewann die Regulation der
Myocd-Expression im Uretermesenchym zunehmend an Bedeutung, da in immer mehr
Mausmutanten der Verlust der glatten Muskulatur am Ureter mit dem Verlust von Myocd-
Transkripten assoziiert wurde.

Die Myocd-Expression wird von den Transkriptionsfaktoren Tshz3, Sox9 oder Gata2 reguliert
(Caubit et al., 2008; Airik et al., 2010; Blank, 2009). Fir die Thx78-mutante Situation wurde die
Myocd-Expressionsdynamik zwar noch nicht beschrieben, weil es aber in der Tbhx78-

Verlustmutante zu einem Verlust von Preh1, Bmp4 und Sox9 kommt, die alle direkt oder indirekt
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an der Regulation von Myocd beteiligt sind (Airik et al., 2006; Airik et al., 2010; Abschnitt 6.1),
kann als relativ gesichert angenommen werden, dass auch in der Thx78-Verlustmutante kein
Myocd exprimiert wird. Wie diese Faktoren tatsichlich die Aktivitit dieses Gens beeinflussen,
muss durch weitere Analysen des Myocd-Lokus beziiglich Enhancer-Elementen geklirt werden,
die analog zu der bei Creemers et al. (20006) dargestellten Vorgehensweise durchzufiithren sind.

Im Gegensatz zu den in der Literatur vermuteten Thesen konnte nicht nachgewiesen werden,
dass Bmp4 die Expression von Tshz3, Sox9 oder Gata2 reguliert. Entgegen den Vermutungen
von Brenner-Anantharam et al. (2007), Wang et al. (2009) und Michos et al. (2007) vermittelte
Bmp4 die Differenzierung der glatten Muskulatur nicht ausschliellich tiber die Smad-Kaskade.
Dartber hinaus bleibt zu kliren, welche Bmp4-induzierte Signalkaskade die Myocd-Expression
reguliert und ob es eine oder mehrere redundante Kaskaden X gibt. In dem hier dargestellten
Schema ist die partielle Induktion (gemusterter Pfeil), die von X vermittelt wird, nur als
Moglichkeit angegeben (Abbildung 7.8.7).

Meine Arbeit ergab, dass die Bmp4-aktivierten Prozesse im Uretermesenchym sowohl tber die
kanonische Signalkaskade als auch iber andere Signalkaskaden vermittelt wurden. Die
kanonische Signalkaskade vermittelte die Id2-Expression, es wurde weder in Individuen mit
Bmp4- noch mit Smad4-Deletion im Uretermesenchym dort nachgewiesen. Dahingegen war die

Myocd-Expression nur in Individuen mit Bmp4-Verlust nicht in denen mit Swad4-Verlust im

———wirkt auf

}o[i&-ration
Smo

Ptc Tbx18& u

induziert

partiell
Bm 4 Gata2 Tshz3 Sox9

Smad X //

I Myocd

——=induziert

Ditferenzierung
der glatten Muskulatur

Epithel Mesenchym

Abbildung 7.8.1:

Verhaltnis von bekannten Faktoren zueinander. Das lila unterlegte Rechteck steht fir das
Epithel, wohingegen die griinliche Flache das Mesenchym darstellt. Ein schwarzer Pfeil steht
fur direkte oder indirekte vollstandige Beeinflussung der Expression, ein gescheckter Pfeil
fur die direkte oder indirekte teilweise Beeinflussung, blaue Pfeile stehen fiir das Aktivieren
innerhalb einer Signalkaskade.
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Uretermesenchym vollstindig unterdriickt.

Auch die zentrale Rolle des Hh-Signalwegs bei der Muskeldifferenzierung und bei der
Aufrechterhaltung der Proliferation des Vorldufergewebes konnte in Abschnitt 6.3 bestitigt
werden. Dabei reguliert der Hh-Signalweg die Differenzierung der glatten Muskulatur nicht nur
durch die Aktivierung der Bmp4-Expression sondern auch durch die von Gata2. Dagegen
konnten keine Belege fiir die Regulationsschleife von Gata2-Bmp4 gefunden werden, wie dies
von Hoshino und Kollegen (2008) vorgeschlagen und diskutiert wurde (Blank, 2009; Abschnitt
6.1).

Mithilfe der neu identifizierten Markergene fiir das Uretermesenchym kénnen die Prozesse, die
wihrend der Entwicklung und Differenzierung in dieser Domine stattfinden, genauer
beschrieben werden. Durch die Analyse ihrer Expression in den hier vorgestellten Mausmutanten
mittels der RNS-7# sitn Hybridisierungstechnik oder mittels RT-PCR kann ihre Regulation in die
Kategorien nur Bmp4-abhingig oder nur Hh-abhingig regulierte Gene gruppiert werden.
Dadurch kann das hier aufgestellte Schema weiter erginzt und die Ureterentwicklung priziser
beschrieben werden.

In zukiinftigen Experimenten sollten die Unterschiede im Zellschicksal des Uretermesenchyms
analysiert werden, die durch die Deletion von Bmp4, Smo oder Smad4 verursacht werden. Ferner
blieb bisher ungeklirt, inwieweit Bmp4 und Hh die Adhision statt der diskutierten Aggregation
des Uretermesenchyms vermitteln (Miyazaki et al., 2003).

Dartber hinaus kénnen zukiinftige Microarray- Analysen dazu dienen, weitere Smad4-, Bmp4-
und Smo-regulierte Gene zu identifizieren. Dadurch wird es ermdglicht werden, die Effekte der
Signalwege genauer zu differenzieren und damit ihre jeweilige Funktion im Uretermesenchym

genauer voneinander abzugrenzen.
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12. Anhang

Tabelle 12.1:

Auflistung der Gene aus der Microarray-Analyse, die die Expressionsniveaus von Ureteren des
Stadiums E18,5 mit denen des Stadiums E13,5 vergleicht. Die Tabelle enthilt 170 Gene, bei
denen das Verhaltnis der Expressionsniveaus von E18,5 zu E13,5 kleiner als 0,3 ist. Die Tabelle
enthilt neben dem Gennamen die Expressionsniveaus von E13,5 und E18,5 und das daraus
resultierende Verhiltnis. Daneben ist die Plasmidnummer angegeben, die Person, die die
Expression in RNS-7z sitn Hybridisierungsanalysen getestet hat, sowie ob es spezifisch im Ureter
exprimiert ist. (AF: Anna Foik; AM: Anna Metzger; AN: Annika Nolte; AS: Arne Sélter; DR:
Dennis Rataj; OT: Dr. Oliver Trowe)

E13.5 ion
1110020P09Rik 941 278 0,3 P02350 -
1500031H04Rik 1946 508 0,3 P04406 DR
1700011H14Rik 2805 288 0,1 P03474 AF Epithel
2010002N04Rik 9370 1669 0,2 P04395 DR
2610200G18Rik 1047 259 0,2
2610510H01RIk 28794 6426 0,2 P4392 AN
2810003C17Rik 12131 2132 0,2 P04104 AF Nein Ja
2810031P15Rik 8546 2735 0,3
2810409C01Rik 2503 741 0,3
4930403J22Rik 2449 618 0,3 P04413 AN
4931428F04Rik 1526 446 0,3 P04429 DR
5031425E22Rik 899 212 0,2
6330442E02Rik 462 139 0,3
6430537F04 1632 356 0,2
6720475J19Rik 1204 298 0,2 P03362 -
8430438D04Rik 8082 2388 0,3 P04151 DR
9430059P22Rik 3283 971 0,3 P02558 -
A730054J21Rik 2236 407 0,2
A730089K16Rik 98 27 0,3 P4411 DR
Al593442 881 75 0,1 P02263 AS/AF Nein
Al851790 728 135 0,2 P04387 AN

Aldhlal 7959 1930 0,2 P01556 -
P01555/P
Aldhla2=Raldh2 24162 4813 0,2 01676 Airik et al.
Aldhla3 3060 385 0,1 P03465 AS/AF Nein
Amaco 517 103 0,2 P04389 AN
Amph 1757 463 0,3 P4409 DR
Arsb 1569 231 0,1 P04106 AF Nein Ja
Asb4 2164 693 0,3
AW121567 1403 449 0,3 P04438 AN
Axin2 1358 323 0,2 S.u. oT Ja
B130052G07Rik 1807 543 0,3 P02794 AF Nein Ja
B3gnt5 5836 1474 0,3 P04414 AN
Bai3 454 132 0,3
BC016235 1368 148 0,1 P04398 DR
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BC030045 438 134 0,3
Bcllla 1626 254 0,2 P03334 AS/AF Nein Nein
Bex2 4707 1015 0,2
Bmper 11310 2325 0,2 P02751 AS/AF Ja
C530008M17Rik 2252 276 0,1 P03467 -
C630041L24Rik 661 155 0,2 P03468 AF Nein Niere
Camtal 608 129 0,2 P03464 AF Nein
Cartl 1358 304 0,2
Cbfa2tih 9405 2634 0,3
Cdid1 4721 1493 0,3
Cdhll 44951 13660 0,3 P02627 AN
Cdh16 22104 1649 0,1 P00730 AF/AM Ja
Cdh2 3232 756 0,2 P02768 -
Cdkall 1736 418 0,2 P04412 AN
Chcll 2141 640 0,3
Ja/Epi-
Cldn3 2431 534 0,2 P03469 AF thelial
Ja/Epi-
Cldn6é 4333 700 0,2 P03470 ASIAF thelial Nein
Clstn2 1064 222 0,2 P02557 -
Cmkorl 27690 8386 0,3 P03291 AF Nein
Cnih2 6193 1983 0,3
Crym 5053 1048 0,2 P03210 AF Nein Niere
Cspg2 412 119 0,3 P02797 AF Nein Ja
Cxcl12 33231 6402 0,2 P02507 ASIAF ja
Dach2 423 134 0,3 P03472 AS/AF Ja
Dactl 11894 3760 0,3 L1279 AS/AF
Ddx25 752 147 0,2 P04397 DR
P01107/P
Dkk1 973 127 0,1 01950 -
Dnmt3a 1164 246 0,2 P03473 AF Nein Nein
Dpysl4 7614 835 0,1 P03482 AM/AF
Ecml 9660 2880 0,3 P03580 DR
Edil3 5868 466 0,1 P03483 AS/AF Nein
Efempl 7633 1994 0,3 P04407 DR
Elavl4 1072 272 0,3
Emb 11350 2809 0,2 P03584 -
Emid2 10954 2844 0,3 P03583 -
Emx2 1140 281 0,2 P01356 | Airik et al.
Epha4 2978 851 0,3 P01561 AF Ja
Epha? 743 139 0,2 P02351 AF Ja
Exol 6388 1990 0,3 P04436 AN
Fkbp3 46067 14760 0,3
Foxcl 17116 2153 0,1 P1524 -
Foxc2 34472 5711 0,2 P01525 AS/AF Ja
Foxf2 496 86 0,2 P01669 -
Foxp2 501 152 0,3 P03274 DR
Fxyd4 3392 377 0,1 P03485 AS/AF Nein
Gap43 1675 376 0,2
Glrb 1070 285 0,3 P03292 AS/AF Nein
Gm411 12839 3606 0,3
Gpr73I1 2484 48 0,0 P03487 AF Nein Ja
Grial 2303 326 0,1 P02508 AS/AF Nein
Gria2 636 138 0,2 P4391 AN
Grik4 1426 340 0,2 P03488 AF Nein Ja
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Gtl7 573 129 0,2 P03083 AF Nein Nein
Gyltllb 854 272 0,3
H2afy3 1119 335 0,3 P04431 DR
Has2 5624 1460 0,3 P01983 -
Hmga2 32757 4085 0,1 P03489 AS/AF Ja
Hnrpdl 18030 5766 0,3
Hoxal3 427 127 0,3 P04010 AN
Hoxd10 2191 615 0,3 P01814 -
Hoxd11 1493 430 0,3 P01831 -
Hoxd13 3626 409 0,1 P01817 -
Hs3st3bl 5944 1872 0,3
Igf2bpl 6310 1020 0,2 P04107 AF Nein Ja
ligpl 10265 1720 0,2 P03308 AF Nein
P1822/P1
Irx3 15458 3050 0,2 855 AS/AF Nein
Isl1 1822 238 0,1 P01850 -
Kcnd2 2082 564 0,3 P04410 DR
Kcnj16=Kir5.1 156 31 0,2 P04386 AN
Kcnk2 544 70 0,1 P02556 AF Nein
Kcnmb4 3775 762 0,2 P03490 AF Nein
Khdrbs2 779 123 0,2 P03139 AF Nein Ja
Kifl12 1077 264 0,2 P03491 AF Ja Niere
Kif21b 2779 682 0,2 P03492 AF Nein Nein
Lix1 655 163 0,2 P03398 AF Nein Niere
Lrfn5 882 98 0,1 P04384 AN
Mamdc2 1499 456 0,3
Maspl 23068 3656 0,2 P02793 AF Ja
MIIt3 1617 434 0,3
Mrgl: Meis2 45585 13771 0,3 P03674 DR
Myrip 476 143 0,3
Nasp 1056 179 0,2 P03494 AF Nein Ja
Negrl 7126 1666 0,2 P03079 AF Nein Nein
Nfat5 2987 351 0,1 P04112 AF Nein Ja
Nmycl 5714 744 0,1 P02039 AF Nein
Nnat 9983 1277 0,1 P04287 AF Nein
Nr2fl 4218 618 0,1 P03495 AS/AF Ja
Nsg2 1746 403 0,2 P03496 AF Nein Nein
Ntngl 1727 279 0,2 P03254 AS/AF Nein Nein
Nudt1l 1182 215 0,2 P03497 AF Nein Niere
0Odz4 1221 292 0,2 P03498 AF Nein Niere
Otor 1603 177 0,1 P02267 -
Padi2 445 140 0,3
Pbx1 10750 1606 0,1 P04108 -
Pcdh8 3245 241 0,1 P02509 Airik
Pitx1 930 225 0,2 P01240 -
Pitx2 67 14 0,2 P04248 -
Plcxd3 4926 638 0,1 P03252 AF/AS Ja
Pstpip2 3294 791 0,2 P03303 AF/AS Nein Ja
Rhcg 2392 584 0,2
Rnaset2 568 129 0,2
Robol 3271 1019 0,3 P04350 DR
Rorl 2311 672 0,3 P03404 -
Rprm 5130 846 0,2 P04394 DR
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Rps6ka6 860 265 0,3 P04435 AN
Rsbnll 620 124 0,2 P04390 AN
Scn8a 921 210 0,2
Scubel 3818 930 0,2
Sept3 674 135 0,2

Set 3718 1000 0,3 P02277 -

Slcl6a9 1599 407 0,3 P03320 AF Nein Ja
Slicla3 2893 547 0,2 P03447 AF Nein Nein
Slc2a5 279 64 0,2 P03025 -

Slc6als 420 107 0,3 P04416 AN
Snap9l 1717 448 0,3 R1195
Sox11 7115 1287 0,2 P02512

Sox9 3917 1224 0,3 P2279 Airik et al. Ja
Sp5 415 119 0,3 P03349 -

Ssh4 2197 273 0,1

Synpr 1225 254 0,2 P03174 -

Thx18 3405 1077 0,3 Airik et al. Ja

Tcfcp2ll 4675 870 0,2 P04396 DR
Thsd2 480 87 0,2 P04109 AF Nein Ja

Tial 9597 2962 0,3
Tnpol 13620 2603 0,2 P4388 AN
Tnrc9 3630 550 0,2

Tox 1038 178 0,2 P4385 AN
Tpml 12250 2513 0,2 P04296

Tramll1l 3798 1170 0,3
Twistl 3094 827 0,3 P1612 AF Nein
Wsb1l 6859 2158 0,3

Zcchcl2 3340 426 0,1 P03298 AS/AF Ja
Zfp184 2035 532 0,3 P04408 DR
Zfp334 797 192 0,2 P4393 AN
Zfp536 797 107 0,1 P03279 AF Ja Nein
Zfp647 3855 1221 0,3 P04437 AN

Tabelle 12.2:

Auflistung der Gene aus der Microarray-Analyse, die die Expressionsniveaus von Thx78"-
Ureteren des Stadiums E13,5 mit denen von Thx78”-Ureteren desselben Stadiums vergleicht.
Die Tabelle enthilt 84 Gene, bei denen das Verhiltnis der Expressionsniveaus von Thx18"-
Uteteren zu Thx18"-Ureteren kleiner als 0,5 ist. Die Tabelle enthilt neben dem Gennamen die
Expressionsniveaus von Thx78" -Ureteren und Thx78” -Ureteren und das daraus resultierende
Verhiltnis. Daneben ist die Plasmidnummer angegeben, die Person, die die Expression in RNS-
in situ Hybridisierungsanalysen getestet hat, sowie ob es spezifisch im Ureter oder der Niere
exprimiert ist (1 fur ,,ist dort spezifisch exprimiert™). (AF: Anna Foik; AN: Annika Nolte; Rannar

Airik )

Qenenamese | Ureter E135 | Ureter E13.5| Tbx18"/ |  Plasmid- Durch- | reter | Meren-
: Tbx18™ Tbx18" Tbx18™ nummer gefiihrt Fi)on [i)on

0610006014Rik | 1243 535 04 P03081 AF 1

0610009B10RKk | 3840 1717 04 P03146 AF

1500015010Rik 563 150 03 P02554 AF

2210016H18RIk | 2158 647 03 P02789 AF

2810055G20Rik 670 293 04 P03087 AF

4930573021Rik 119 53 04 PO3141 AF
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4930588G05Rik 881 388 04 P03089 AF
7030402D04Rik 308 135 04 P03088 AF
8030498J20Rik 456 175 04 P02829 AF
9030611N15Rik 488 204 04 P03077 AF
943°gﬁﬁs'2222mk; 1463 282 02 P02558 AN
A430106J12Rik 1095 484 04 P02261
Adh6a 984 439 04 P03142 AF
Anxa2 813 340 04 P03078 AF 1
Agpl 820 242 03 P02109
Arcnl 643 223 03 P02795 AF
Aspn 350 51 01 P02510 Airik
B130052G07Rik 486 168 03 P02794 AF
Bace2 912 335 04 P02798 AF
Bmper 11475 4496 04 P02751 AF
car13 1707 542 03 P02750 AF
car3 13349 1341 01 ';%215%% AF
Casp12 577 215 04 P02799 AF
Chgb 2701 1205 0,4 P03145 AF
Cldn11 13549 4862 04 P02513 AF
Clstn2 1371 496 04 P02557
Cntné 446 175 04 P02880 AF
Col9al 3004 1237 04 P02705 A”g‘o‘itoa"’
Crabpl 18764 7327 04
Crebs 4308 1248 03 P02257
Crym 4701 696 0.1 P3210 AF 1
Cspg2 444 160 04 P02797 AF
Cxcl12 40738 13101 03 P02507 AF
D17Ernd663e 803 314 04 P02879 AF
Dkk2 2537 544 0,2 ';%22%%% AF
Edg2 9255 3024 03 P02706 AF
Egfr 2069 803 04
Enpp2 3231 1032 03 P02703 AF
Fap 1251 444 04 P02704 AF
Fbin2 5154 2312 04 P03147
FbxI7 1923 717 04 P02800 AF 1
Fgf7 482 62 01 P02025 AF
Foxcl 10670 4639 0,4
Foxd1 17452 6967 04 P2110 Airik 1
Fus 1980 773 04 P02877 AF 1
Gpméb 8207 3538 04 P03082 AF 1
Grb10 991 157 02 P02559 AF 1
Grial 383 136 0,4 P02508 AF
Gti7 1027 443 04 P03083 AF
Kenk2 2460 520 0.2 P02556 AF
Kenglotl 2340 960 04 P03075 AF
Khdrbs2 673 299 0,4 P03139 AF
Krt1-23 268 119 04 P3140 AF 1
Lrrcl7 6274 2531 04 P02365 AF
Lum 38701 7472 02 P02352
Maob 1842 720 04 P02878
Maspl 11373 3698 03 P02793 AF
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Matn4 842 316 0,4 P02826 AF
P01544,
Mrgl 4210 1856 0,4 cited2,P0283 AF
1
Ngfb 266 108 0,4 P03072 AF
Niban 243 104 0,4 P03080 AF
Nov 217 94 0,4 P03084 AF
Nrgl 779 296 0,4 P02827
Nrk 952 414 0,4 P03086 AF
Ogn 4393 1853 0,4
Pbx1 6466 2687 0,4
Pcdh8 1225 161 0,1 P02509 Airik
Postn 14741 5008 0,3 P02506
Prelp 603 184 0,3 P02790 AF
Ramp2 496 202 0,4 P03074 AF
Rhotl 2424 405 0,2 P02561
Scal0 362 115 0,3 P02791 AF
Airik et al.,
Sfrp2 6087 0,2 P00405t 2006
Sgol2 305 88 0,3 P02553 AF
Slc26a7 3891 1352 0,3 P02796 AF
Snx7 337 129 0,4 P02828 AF
Airik et al.,
Sox9 7764 2802 0,4 P00339 2010
Airik et al.,
Thx18 7769 1296 0,2 P568 2006
Thbs1 513 208 0,4 P03073 AF
Twistl 6885 1702 0,2
Vcaml 2829 923 0,3 P02752 AF
Zfhx1lb 208 84 0,4 P03164 AF
Zfp180 77 34 0,4 P03085 AF
Zfp26 14192 5509 0,4 P02876 AF
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Tabelle 12.3: Auflistung der Gene aus der Microarray-Analyse, die die Expressionsniveaus von
Thx18"-Ureteren des Stadiums E13,5 mit denen von Thx78"-Ureteren desselben Stadiums
vergleicht. Die Tabelle enthilt 96 Gene, bei denen das Verhiltnis der Expressionsniveaus von
Thx18"-Utreteren zu Thx18"-Utreteren zwischen 0,6 und 0,5 lag. Die Tabelle enthilt neben dem
Gennamen das Verhiltnis des Expressionsniveaus von Thx78”-Ureteren zu Thx18"/-Ureteren
und das daraus resultierende Verhiltnis. sowie ob es spezifisch im Ureter oder nicht spezifisch
exprimiert ist (1 fir ,,ist exprimiert®).

%i?sei%?]nfogg Tbx18'_’/'+/ unspezifisch | spezifisch
Tbhx18 im Ureter im Ureter
0610037P05Rik 0,6 1
1110018J18Rik 0,6
1190002H09Rik 0,5
2010316F05Rik 0,6
2610203C20Rik 0,6 1
2810408B13Rik 0,6 1
9030425E11Rik 0,6
9030425E11Rik-2 0,6 1
9130005N14Rik 0,6 1
9230117N10Rik 0,5 1
A630038E17Rik 0,6 1
Actcl 0,5
Acyp2 0,5
Agtpbpl 0,5 1
Ahr 0,5 1
Akap12 0,6 1
Akap2 0,6 1
Apba3 0,5
Arid5b 0,6 1
Asb3 0,5 1
B130023L16Rik 0,5 1
BC006662 0,6 1
BC023928 0,6 1
BCO037112 0,6 1
Bcllla 0,6
C76566 0,5 1
C76566 0,5
Calml4 0,5
Cent2 0,6
Chgb 0,5
Ckap4 0,5 1
Cmkorl 0,6
Cntn6 0,5
Col8a2 0,5
Csrp2 0,5 1
Ctdsp2 0,6
D130038B21Rik 0,5 1
D430038H04Rik 0,5
Dbi 0,6 1
Dclkl 0,6
Ddx24 0,6
Dnajc3a 0,6 1
Fam18b 0,6
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Fbin5 0,5 1
Fbnl 0,6
Foxp2 0,6
Gas5 0,6
Gentl 0,6
Glrb 0,6
Gpra8 0,6 1
Gprc5b 0,6 1
Gpx7 0,6 1
Griad 0,5 1
Gulpl 0,6 1
Hnrpa2bl 0,6 1
Hod 0,5
ligpl 0,6
Kctd12 0,5 1
Kifap3 0,6 1
Lgalsl 0,5 1
Manla 0,6 1
Manea 0,6
Metrnl 0,6
Mmp16 0,6
Mylip 0,6 1
Negrl 0,5
Nfib 0,6 1
Ntrk2 0,5 1
Plcxd3 0,5
Pstpip2 0,6 1
Rab5a 0,6 1
Rbak 0,5 1
Rbpl 0,6 1
Rhoj 0,5 1
Rnu22 0,6
S100al10 0,6
Sf3b3 0,6 1
Sgcb 0,6
Slc16a9 0,6
Sicla3 0,5
Snedl 0,6 1
Sobp 0,6
Sphk1 0,5
Spon2 0,5
Ssbp2 0,5 1
Sulfl 0,5
Tm4sfl 0,5
Tmem158 0,6 1
Tmem167 0,6
Tra2a 0,6 1
Tspan8 0,5
Zcchel2 0,6 1
Zfp273 0,6
Zfp36I1 0,6
Zfp536 0,6
Zfp74 0,6 1
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Tabelle 12.4:
Liste der 68 Gene, die aufgrund ihrer Annotation in den Datenbanken genepaint.org und
eurexpress.org auf ihre spezifische Expression im Ureter hin untersucht wurden. Fur 53 dieser
Gene war das der Grund sie zu testen. Die anderen 15 sind in Tabelle 12.1und Tabelle 12.2
enthalten oder sind hinlinglich als Gene bekannt, die im Ureter exprimiert werden (Bmp4,
Gata2). Alle Gene, die nicht ausdricklich in eurexpress.org annotiert sind, sind in genepaint.org
annotiert gewesen.

Gen- Spezifisch im Annotation
symbol Ureter Grt_md fur Eurexpress
Expressionsanalyse
BC030477 Ja ja
spezifisch
Bmp4 Mesenchym
bekannt
Btg3 Ja
Carl3 ja
Spezifisch
cars Mesenchym
Spezifisch
Catnal Epithel Ja
spezifisch .
Cdh16 Epithel ja
Cdh3 Ja
Spezifisch .
Cldn11 Mesenchym ja
Cntnl Ja ja
Col18al Ja
Cpb2; Spezifisch Ja
Serpinhl Mesenchym
Dachl Ja ja
Spezifisch
Dusp10 Epithel Ja
Efnbl Ja
Enpp2
Etsl Ja
Evil Ja
Foxd1l Ja
Fzd7 Ja
Spezifisch
Mesenchym
Gata2 Epithel
bekannt
spezifisch
Gata3 Epithel Ja
Glrb
Gnai2 Ja
Gpx6 Ja
Gstad Ja
Gstol
Gucyla3 Ja
Hdc Ja
ligpl
spezifisch
ltga3 Epithel Ja
. Spezifisch
Kit Mesenchym Ja
Lap3 Ja
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Lefl
Lhx1 (Niere) Ja
Lix1 (Niere) Ja
Mglap Ja
Mif Ja
Mylip
Negrl Ja
Ngfr Ja
Nrip1 Ja
Pde5a Ja
Pde8b Ja
e | et |
Pfkl Ja
Pla2g4a Ja
Plcb3 Ja
Psap Ja
Psatl Ja
Ptprd
Rnase4 Ja ja
Slcl6al Ja
Sorll ja
Srebfl Ja
Syne2 Ja
Tacstd2 Ja ja
Tcf21/ podl ja
Tkt Ja
Tmod3 Ja
Tnfrsf21 Ja ja
Trim9 Ja
Ube4b Ja
Uqgcrh Ja
Vav3 Ja ja
vil2 SpEepZimSeTh Ja
Vidir Ja ja
Za20d2 Ja
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