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Einleitung

1 Einleitung

Die Entwicklung eines vielzelligen Organismus (Embryogenese) beginnt mit der
Befruchtung der Eizelle, die sich zunachst durch eine Vielzahl von Teilungen in eine
scheinbar ungeordnete Ansammlung von Zellen verwandelt. Dieses Zellaggregat
entwickelt sich dann durch kontrollierte Zellteilungen, Zellwanderungen, Differenzierung,
Musterbildung und Organogenese zu einem wohl geordneten Embryo, der schnell die
Form und das strukturierte Muster des endguiltigen Organismus erkennen |a3t (WOLPERT,
L 1971). Die Untersuchungen dieser Prozesse in Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, Xenopus, Gallus gallus und Mus ssp. legen nahe, dai die Entwicklung vielzelliger
Lebewesen mafdgeblich durch Zell-Zell-Kommunikation und -Interaktion gesteuert und
Uberwacht wird. Wahrend aller Stadien der Entwicklung beeinflussen Zellen durch das
Aussenden und Empfangen von extrazelluldren Signalen gegenseitig ihr Verhalten und
Schicksal im Organismus (instruktive und permissive Interaktion). Eine der erstaunlichsten
Entdeckungen der letzten Dekaden war, dal3 trotz der unzahligen und verschiedenartigen
Zellsignale nur ein relativ kleines Repertoire der im Genom vorhandenen Gene bzw. ihrer
Genprodukte a's hierarchisch geordnetes System von Signalmolekilen eingesetzt wird.
Von zentraler Bedeutung fir diese Vorgange embryonaler Zell-Zell-Kommunikation sind
demnach vorallem die sekretierten Peptidmolekile der EGF- (Epidermal growth factor),
FGF- (Fibroblast growth factor), Wnt-, TGFB- (Transforming growth factor-8) und
Hedgehog- (Hh) Familien (Ubersicht bei KINGSLEY, D.M. 1994; MASON, 1.J. 1994;
HAMMERSCHMIDT, M. ET AL. 1997; SCHWEITZER, R. UND SHILO, B.-Z. 1997; WODARZ, A.
UND NuUssE, R. 1998).

1.1 Der Hedgehog-Signalweg

Das Hedgehog (Hh)-Gen wurde zuerst bei der Suche nach Segment-Pol aritéts-M utationen
in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt (NUSSLEIN-VOLHARD, C. UND
WiEescHAUS, E. 1980). Spater zeigte sich, dald der intrazelluléare Signalweg des
Morphogens Hedgehog fur die Entwicklung von vielzelligen Organismen von zentraler
Bedeutung ist. In Drosophila ist er an der Musterbildung von Segmenten, Fligeln, Beinen,
den Augen und Teilregionen des Gehirns beteiligt. In Vertebraten ist eines der drei Hh-
Homologen, Sonic Hedgehog (Shh), neben seinen beiden Verwandten Indian Hedgehog
(Ihh) und Desert Hedgehog (Dhh), fir die Spezifikation der Links-Rechts-Asymmetrie, der
Musterbildung des ventralen Neuralrohres, der benachbarten Somiten, der Extremitéten,
der Augen, Zdhne, Haare, Lunge und des Gastrointestinaltraktes wichtig. Aufgrund der
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Einleitung

enormen Vielzahl von Ereignissen wahrend der Entwicklung von Vertebraten und von
Drosophila an denen Hedgehog-Molekiile beteiligt sind und seiner enormen Potenz auf die
Musterbildung einzelner Organe einzuwirken, die z.B. eindrucksvoll bel der Ausbildung
von Polydaktylien in der Maus durch eine Fehlexpression von Shh deutlich werden, mul3
die Synthese und Verteilung des Hedgehog-Proteins sowie die Reaktion von Zellen auf
dieses Signal streng reguliert werden (Ubersicht bei LAWRENCE, P.A. UND STRUHL, G.
1996; NEUMANN, C. UND COHEN, S 1997; INGHAM, P.W. 1998; Ruiz 1 ALTABA, A. 1999;
KALDERON, D. 2000; MCMAHON, A.P. 2000).

Als Signalmolekil gelangt das Hh-Protein nach seiner Synthese auf den sekretorischen
Pfad innerhalb der Zelle. Als Ergebnis einer intramolekularen Spaltung und Lipid-
Modifikation, die durch das carboxy-terminale Ende des Préproteins katalysiert wird,
entsteht ein amino-terminales Peptid, das an seinem C-Terminus an Cholesterol gebunden
und an der Zelloberflache verankert ist (PORTER, J.A. ET AL. 1996). Diese Cholesterol-
Modifikation scheint unter anderem dafir wichtig zu sein, dal3 das Hh-Signal an ein
»Auslieferungssystem* tbergeben wird. Dieses System beinhaltet das Patched-verwandte
Multi-transmembran-Domanen Protein Dispatched und Tout-velu (Ttv), ein Mitglied der
EXT-Familie der Glykosyl-Transferasen, das an der Heparansulfat-Biosynthese beteiligt
ist. Diese beiden scheinen fir die effiziente Sekretion von Hh aus den produzierenden
Zellen notwendig und fur den effizienten Transport des Hh-Protein-Signals und die
Antwort auf dieses mitverantwortlich zu sein (BAEG, G.-H. uND PERRIMON, N. 2000;
BURKE, R. ET AL. 1999). In der Maus konnte in der sich entwickelnden Gliedmal3enknospe
die wichtige Funktion der Cholesterol-Modifikation des Shh-Proteins gezeigt werden.
Wahrend der GliedmalRenentwicklung ist das posterior lokalisierte Signalzentrum, die
»zone of polarising activity* (ZPA) entscheidend fir die Ausbildung der anterior-
posterioren (AP) Polaritat der Vertebraten-Extremitat (Ubersicht bei PEARSE, R.V. UND
TABIN, C.J. 1998). Diese ZPA ist die Quelle fir ein Morphogen, das Uber weite Entfernung
in der sich entwickelnden Gliedmal3enknospe in der Lage ist, durch den Aufbau eines
Konzentrationsgradienten spezifische Skelettelemente zu induzieren. Als Konsequenz
bilden sich im Bereich der geringsten Konzentration der Finger 1 und im Bereich der
hochsten Morphogenkonzentration die Finger 4 und 5 (WOLPERT, L. 1989). Aufgrund
einer Vielzahl von Hinweisen wird davon ausgegangen, dal3 Shh als dieses Morphogen der
ZPA der priméar determinierende Faktor fiir die Ausbildung der AP-Polaritét ist (Ubersicht
bei YANG, Y. ET AL. 1997). Die Verknupfung von Shh mit Cholesterol ist fur die
Ausiibung dieser Funktion essentiell, da sie fur die Signalwirkung des Shh-Proteins tber
grol3e Distanzen (bis zu 30 Zelldurchmesser) notwendig ist, wohingegen sie fur die
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Wirkung Uber kurze Strecken vernachléssigbar ist. Ein nicht durch Cholesterol
modifiziertes Shh-Signalmolekll verfugt ebenfalls Gber polarisierende Aktivitét, ist aber
im Gegensatz zu einem modifizierten in seiner Reichweite auf ein posteriores Gebiet der
Gliedmal3enknospe beschrénkt. Dies wird daran deutlich, dai3 sich die posterioren Finger
(4 und 5) bilden, wohingegen es zu einem Verlust der Finger 2 und 3 kommt (LEwiS, P.M.
ET AL. 2001). Die Aushildung von Finger 1 ist kaum betroffen, da es sich um einen
weitestgehend von Shh unabhangigen Prozef3 zu handeln scheint (KRAUS, P. ET AL. 2001).
Gleichzeitig scheint die Cholesterol-Modifikation wichtig zu sein, um das Hh-Protein in
Cholesterol-reichen Mikrodoméanen der Zellmembran anzureichern und dadurch eine
effiziente Interaktion mit seinem Rezeptor Patched (Ptc) (siehe unten) zu erreichen. Es
kann hierdurch zu einer hohen lokalen Konzentration von Hh-Protein in grof3erer
Entfernung von der Quelle kommen, so dald es auch bei einer niedrigen
Gesamtkonzentration des Signalmolekils zu einer Antwort und zur Musterbildung
kommen kann (LEwis, P.M. ET AL. 2001). Die selben Erkenntnisse Uber die Aufgabe der
Cholesterol-Modifikation des Hh-Proteins und ihre Notwendigkeit fur die Signal aktivitét
Uber grol3e Entfernungen konnte auch in einem in vitro-Zellkultursystem gewonnen
werden (ZENG, X. ET AL. 2001).

AuRerhalb der synthetisierenden und sekretierenden Zellen kommt es zu einer ersten
Modulierung des Hh-Signals durch das von benachbarten Zellen exprimierte
Membranglykoprotein Hip (Hedgehog-interacting protein). Hip ist in der Lage Hh zu
binden, wodurch es die Anzahl der aktiven Hh-Moleklle verringert und somit
abschwéchend auf das Hh-Signal wirkt. Gleichzeitig wird dadurch die eigene Expression
in Hh-abhangiger Weise negativ beeinflu3t und ein Regelkreis aufgebaut (negativer
Rickopplungsmechanismus), der eine Feinabstimmung des Hh-Signals erlaubt (CHUANG,
P.T. UND MCMAHON, A.P. 1999). Am Anfang der weiteren intrazellularen Ubermittiung
des durch das Hh-Protein ausgel 6sten Signals stehen zwei Multi-transmembran-Domanen
Proteine, Patched (Ptc) und Smoothend (Smo), die einen heteromeren Rezeptor-Komplex
bilden. In diesem Komplex reguliert Ptc die Stabilitat, Membranansammlung und den
Phosphorylierungsstatus von Smo (ALCEDO, J. ET AL. 2000; DENEF, N. ET AL. 2000;
INGHAM, P.W. ET AL. 2000; STRUTT, H. ET AL. 2001). In Abwesenheit von Hh, inhibiert
Ptc die latente Signalaktivitdt von Smo, das hypophosphoryliert ist und schnell abgebaut
wird. Durch die Bindung des Hh-Signalpeptids an seinen Rezeptor Ptc, die durch die
Cholesterol-Modifikation erleichtert bzw. effizienter wird, wird dieser negative Einfluf3
aufgehoben, Smo ist hyperphosphoryliert, akkumuliert in der Zellmembran und es kommt
zur Aktivierung von Smo (Ubersicht bei ALCEDO, J. UND NoLL, M. 1997; ALCEDO, J. ET
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AL. 2000; DENEF, N. ET AL. 2000; INGHAM, P.W. ET AL. 2000; KALDERON, D. 2000;
STRUTT, H. ET AL. 2001). Bisher wurde davon ausgegangen, dal} die Aufhebung der
Inhibition von Smo durch Ptc durch eine Veradnderung der Konformation des
Rezeptorkomplexes erreicht wird (STONE, D.M. ET AL. 1996). In neuerer Zeit erscheint es
jedoch wahrscheinlicher, dal3 die Regulation von Smo durch Ptc von einem nicht-
stochiometrischen Mechanismus vermittelt wird. Hierbei koénnte eine enzymatische
Aktivitét des Ptc-Proteins von entscheidender Bedeutung sein (DENEF, N. ET AL. 2000). In
einer bisher kaum verstandenen Weise wird die Smo-Aktivitét intrazellulér weitergeleitet.
Hieran sind verschiedene Komponenten eines multimeren zytoplasmatischen Mikrotubuli-
assoziierten Komplexes, wie das Kinesin-ahnliche Protein Costal2 (Cos2), die
Serin/Threonin-Proteinkinase Fused (Fu), Suppressor of Fused (Su(fu)), Protein Kinase A
(PKA) und Slimb beteiligt (Ubersicht bei INGHAM, P.W. 1998). Als Mitglied dieses
Komplexes und letztem bekannten Schritt in der Vermittlung gelangt das Signal zu dem
Zink-Finger Protein Cubitus interruptus (Ci), dem Drosophila Homolog der Vertebraten
Gli-Proteine. Ci scheint schliefdlich den Grofiteil des Hh-Signal vom Cytoplasma in den
Nukleus zu transferieren, wo es direkt die Transkription von Zielgenen reguliert (Ubersicht
bei Aza-BLANC, P. UND KORNBERG, T.B. 1999). Bei Abwesenheit des Hh-Signals wird Ci
(Ci-155) in Abhangigkeit vom Phosphorylierungsstatus proteolytisch in eine 75kDa
Repressorform (Ci-75) gespalten, die im Nukleus negativ auf die Transkription von
Zielgenen (hh und dpp) einwirkt. Die Spaltung von Ci-155 in Ci-75 unterbleibt wenn das
Hh-Signal anwesend ist. Als Folge hiervon steigt der Anteil an transient aktiviertem Ci-
155 im Nukleus kurzfristig an und es agiert als transkriptionaler Aktivator.

Fir die proteolytische Prozessierung von Ci sind mindestens drei der zuvor beschriebenen
Komponenten erforderlich. Hierzu zahlen PKA, Slimb und Cos2, da der Verlust einer
dieser Komponenten zu einer Inhibition der Ci-Prozessierung und der Ansammlung von
Ci-155 fuhrt. Weiterhin ist Cos2 fir die Inhibierung der Ci-Aktivitdt verantwortlich, indem
es an eine 125 Aminosauren grof3e Doméne in der C-terminalen Region bindet und Ci
damit im Cytoplasma verankert. Unter dem Einfluf3 von Hh und unter Vermittlung durch
Fu kommt es schliefdlich zu einer verstarkten Translokation von Ci von Cytoplasmain den
Nukleus. Dieser Prozef3 wird jedoch durch Su(Fu), einen weiteren wichtiger Faktor in der
Regulation der Ci-Aktivitét, beeinflufd. Zum Einen wird der nukle&dre Import von Ci direkt
durch Interaktion von Su(Fu) mit einer N-terminalen Region von Ci verhindert und zum
Anderen konnte eine das Ci-155 Protein inaktivierende und stabilisierende Funktion von
Su(Fu) im Nukleus gezeigt werden. Unter dem anhaltenden Einfluf3 von Hh kommt es
jedoch zur Aufldsung dieses Komplexes und es entsteht das aktive instabile Ci-155, dasdie
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transkriptionale Aktivierung der Zielgene (dpp und wg) vermittelt. Die aktivierende
Wirkung wird nach Auslosung des Signals weiterhin streng kontrolliert, da fur Ci ein
aktive Transport des Proteins aus dem Nukleus heraus gefunden wurde, der eine
Begrenzung des Signals ermoglicht. Hierfur scheint eine kanonische Nukleus-Export-
Sequenz innerhalb des Ci-Proteins verantwortlich zu sein. Gleichzeitig kommt es zum
Aufbau eines negativen Ruckkopplungsmechanismus, indem die Repression der Ptc-
Expression aufgehoben wird und als Konsequenz die Ptc-Aktivitéat ansteigt. Durch die
vermehrte Bindung werden die Hh-Signal peptide schnell neutralisiert und die Wirkung des
Hh-Signals wird begrenzt (CHEN, Y. UND STRUHL, G. 1996; AzA-BLANC, P. ET AL. 1997,
CHEN, Y. ET AL. 1998; JANG, J. UND STRUHL, G. 1998; OHLMEYER, J.T. UND KALDERON,
D. 1998; CHEN, C.-H. ET AL. 1999; KOGERMAN, P. ET AL. 1999; METHOT, N. UND BASLER,
K. 1999; WANG, Q.T. UND HOLMGREN, R.A. 1999; WANG, Q.T. UND HOLMGREN, R.A.
2000; WANG, G. ET AL. 2000). In Vertebraten scheinen die drei Gli-Proteine einer
entsprechenden komplexen Regulation zu unterliegen und kdnnen ebenfalls aktivierende
wie auch reprimierende Funktionen ausiiben (siehe 1.2).

Cytoplasma .., Nukleus

& stab
—\J

Mikrotubuli aktiv AN

& labil

\’l*_.L—l

\ AUS

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Regulation der Ci-Aktivitét. Die Prozessierung und
der nukledre Import von Ci sowie die transkriptionale Ci-Aktivitdt im Zellkern unterliegen einer
vielstufigen Regulation. Im Zytoplasma verhindern Cos2 und Su(Fu) durch die Bindung an Ci die
Translokation in den Zellkern. Dagegen wirkt Hh vermittelt durch Fu stimulierend auf den nukleéren
Import von Ci. Im Zellkern wird die Aktivitét von Ci-155 durch Su(Fu) negativ beeinflufét. Unter dem
anhaltenden Einflu von Hh kommt es schliefdlich zur transienten Aktivitét von Ci-155. Zusétzlich
unterstiitzt Cos2 zusammen mit PKA, Slimb und dem Proteasom die Prozessierung von Ci im
Zytoplasma. Das C-terminal verkirzte Ci (Ci-75) gelangt in den Nukleus und wirkt negativ auf die
Expression von Hh-Zielgenen ein. (modifiziert nach WANG, G. ET AL. 2000)

PKA Proteasom
Slimb
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Neben dem direkten Ablauf der Ubermittiung des Hh-Signals mit Ci als terminalem
Ubertréger der Infomation in den Nukleus gibt es einige experimentelle Befunde, die fiir
eine Verzweigung des Hh-Signalweg und die Existenz weiterer Ci-unabhangiger
Mechanismen der terminalen Hh-Signal tibertragung sprechen (NUSSLEIN-VOLHARD, C. ET
AL. 1984; SLusAaRsKI, D.C. ET AL. 1995; KRISHNAN, V. ET AL. 1997A, KRISHNAN, V. ET AL.
1997B; LESSING, D. UND NussE, R. 1998; LEwis, K.E. ET AL. 1999; SUSUKI, T. UND SAIGO,
K. 2000; GALLET, A. ET AL. 2000). Es konnte jedoch kirzlich gezeigt werden, dal3 das Hh-
Signal in jeder analysierten Situation obligatorisch Uber Ci vermittelt wird, so dal3 nicht
von einer distalen Aufspaltung des Hh-Signalweges gesprochen werden kann (MeTHOT, N.
UND BASLER, K. 2001). Ferner mul3 davon ausgegangen werden, dal3 alle eventuell
existierenden Parallelwege unterhalb von Smo bel Ci zusammenlaufen missen. Weiterhin
konnte in diesem Zusammenhang deutlich gezeigt werden, dal3 Hh in der Abwesenheit von
Ci keinerlei Einfluss auf die Expression von Zielgenen hat, wohingegen Ci in Abwesenheit
von Hh sehrwohl auf die Expression von Zielgenen einwirkt. Dieser Einfluss kommt durch
die Bildung der transkriptionalen Repressorform als Standardfunktion zustande (METHOT,
N. UND BASLER, K. 2001).

Die fur die normale Entwicklung essentielle und zentrale Bedeutung des Hh-Signalweges
und der an ihm beteiligten Proteine wird nicht nur durch die evolutiondre Konservierung
der einzelnen Komponenten und der Mechanismen der SignalUbertragung deutlich,
sondern auch durch die Vielzahl von beschriebenen Mutationen. Diese zum Teil in ihrer
Entwicklung schwer betroffenen Mutanten betreffen alle Modellorganismen und finden
teilweise ihre Entsprechungen in einer Vielzahl verschiedener menschlicher Erkrankungen.

Sonic .
"Holoprosenzephalie

Hedgehog' Abbildung 1.2: Die Assoziation menschlicher
Spaltng + 2Smith-Lemli-Opitz . .
Erkrankungen mit Fehlfunktionen des SHH-
N-Shh 3Gorlin Syndrom . .
Cholesterol2 Basalzellen Karzinom Signalweges (vererbte oder sporadische
Medulloblastom Geburtsdefekte/Syndrome, Krebs) (modifiziert
N-Shh-Cholesterol Trichoepitheliom
Oesophageal Zellkarzinom nach VILLAVICENCIO, E.H. ET AL. 2000).
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3
Patched “Basalzellen Karzinom
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) Smoothend* 5Basalzellen Karzinom
Slimb ‘ Glioblastom
L
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of Fused—g, Osteosarcom
15
Gli1
E Gli2 6Greig Syndrom

Gliz%e CBP? Pallister-Hall Syndrom
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Postaxiale Polydactylie Typ A
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7Rubinstein-Taybi

8Saethre-Chotzen
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1.2 Die Geneder Gli-Familie

Als erstes Vertebraten Gli-Gen wurde GLI (heute GLI1) as amplifiziertes Onkogen in
verschiedenen humanen Tumoren entdeckt. Dieses verstérkte Auftreten in Gliomen war
ausschlaggebend fur die Namensgebung dieses ersten Vertreters der Familie (KINZLER,
K.W., ET AL. 1988; ROBERTS, W.M., ET AL. 1989) und bildete zusammen mit der
charakteristischen Sequenzbeschaffenheit die Grundlage zur Identifizierung und Isolierung
der verwandten Gene GLI2 und GLI3 aus humanem Material (RUPPERT, J.M., ET AL.
1988). Alle drei Vertebraten Gli-Proteine Glil, Gli2 und Gli3 bilden eine Familie
nahverwandter Proteine, die flur Zink-Finger Proteine vom (CoH2)-Typ mit funf

Wiederholungen des Zink-Finger-Motivs kodieren, die zuerst in Xenopus in Form des
Transkriptionsfaktors 111A (TFIIIA) beschrieben worden sind (BRowN, R.S. ET AL. 1985;
MILLER, J. ET AL. 1985). Weiterhin zeigen alle drei Gli-Proteine im Bereich der Zink-
Finger untereineinder (93%) und zu Ci (86%) und dem C. elegans Sex-determinierenden-
Protein Tra-1 eine hohe Homologie (KINzLER, K.W. ET AL. 1988; RUPPERT, J.M. ET AL.
1990; ZARKOWER, D. UND HODGKIN, J. 1992). Aul3erhalb der Zink-Finger sind weitere
Doménen mit begrenzter Homologie zwischen den einzelnen Gli-Proteinen und auch
zwischen Gli und Ci (besonders die PKA-Phosphorylierungsstellen in Gli2 und Gli3)
vorhanden. Funktionelle Studien nach der Isolation der drei Vertebraten Gli-Gene zeigten,
dal3 die von ihnen kodierten Proteine die gleiche DNA-Bindungsspezifitét zu einer
kanonischen Nonamer-Sequenz (5-GACCACCCA-3') aufweisen (KINZLER, K.W. UND
VOGELSTEIN, B. 1990; VORTKAMP, A. ET AL. 1995). Aufgrund dieser Bindungsei genschaft
konnte die Kokristalstruktur des Gli-Zink-Finger/DNA-Komplexes aufgel0st werden. Die
Kristallstruktur zeigt, dald die Zink-Finger 2 bis 5 in die grof3e Grube des DNA-Molekils
passen und eine volle helikale Windung der DNA einhillen. Fur den Zink-Finger 1 konnte
keine Wechselwirkung mit der DNA, aber eine Protein-Protein-Wechselwirkung mit Zink-
Finger 2 gezeigt werden. Fir die Zink-Finger 4 und 5 wurde auf der Grundlage der
Kristalstruktur die Erkennungsfunktion der kanonischen Nonamer-Sequenz angenommen
(PAVLETICH, N.P. uND PABO, C.O. 1993). Die aus der Kristallstruktur abgeleiteten Daten
verdeutlichten die DNA-Bindung der Gli-Proteine und unterstiitzen ihre Funktion as
Transkriptionsfaktoren.

1.2.1 Funktionen der Gli-Proteine wahrend der Entwicklung und im Hh-Signalweg

Die Gli-Proteine haben wichtige Aufgaben wahrend der Entwicklung. Sie sind an der
Determinierung von Zellen, der Proliferation verschiedener Zelltypen und der

Seite7



Einleitung

Musterbildung in einer Vielzahl von Organen beteiligt. lhre Bedeutung und die
Notwendigkeit der exakten zeitlichen wie réumlichen Regulation ihrer Aktivitét in einem
multizelluléren System wird daran deutlich, dal3 ihre Fehlfunktionen sowohl mit mehreren
schweren sporadischen (einschlieflich Krebs) als auch vererbten Erkrankungen verbunden
sind (Ubersicht bei MATISE, M.P. UND JOYNER, A.L. 1999; Ruiz | ALTABA, A. 1999;
VILLAVICENCIO, E.H. ET AL. 2000).

Durch die Untersuchung der Gli-Proteinfunktion konnte gezeigt werden, dal? die Gli-
Bindungssequenzen notwendig und ausreichend sind, um in vitro die Transkription eines
Reportergenkonstruktes zu aktivieren und die Transkription eines PTCH1- bzw. Glil-
Reportergenkonstruktes durch Gli3 zu induzieren. Aulerdem fiuhrt die ektopische
Expression von Glil zu einer Induktion des Zielgens HNF-38 in der Grundplatte
transgener Mause und im Frosch (LEE, J. ET AL. 1997; SASAKI, H. ET AL 1997; DAI, P. ET
AL. 1999; SHIN, S.H. ET AL. 1999). Die Vermittlung der transaktivierenden Wirkung
scheint bel Glil eine VP16-dhnliche Proteindoméne zu tibernehmen, wohingegen Gli3 und
wahrscheinlich auch Gli2 dieses tiber den Koaktivator CBP erreichen, da eine Bindung von
CBP an Gli3, jedoch nicht an Glil, gezeigt werden konnte (AKIMARU, H. ET AL. 1997,
Y 0OON, JW. ET AL. 1998; DAI, P. ET AL. 1999). Ahnlich wie bei Ci scheint auch fir die
Funktion und die Regulation der Aktivitéat der Gli-Proteine die subzellulére Lokalisation
von Bedeutung zu sein. Die in vitro-Untersuchungen mit Epitop-markierten Gli-Proteinen
konnten zeigen, daf3 diese parallel zu den Befunden in Drosophila bevorzugt im
Zytoplasma aufzufinden sind (LEE, J. ET AL. 1997; Ruiz | ALTABA, A. 1999; SHIN, S.H. ET
AL. 1999). Neben der subzelluldren Lokalisation ist fur die Ci-Funktion auch die gebildete
Proteinform (Ci-155/Ci-75) von zentraler Bedeutung. Die Prozessierung der Vertebraten
Gli-Proteine ist wesentlich kontroverser und unklarer als die beobachtete Prozessierung
von Ci. So konnte in Mausembryoextrakten eine Prozessierung in verschieden grof3e
Proteine fur Gli3 gezeigt werden jedoch nicht fur Glil (DA1, P. ET AL. 1999). Im
Zellkultursystem konnte zusétzlich zur Prozessierung von Gli3 die Prozessierung von Gli2
gezeigt werden und fur Glil eine Prozessierung im Frosch, jedoch nicht in der Maus (DA,
P. ET AL. 1999; Ruiz | ALTABA, A. 1999). Weiterhin konnten C-terminal verkurtzte Formen
aler drei Gli-Proteine vergleichbar zu Ci-75 sowohl im Zytoplasma als auch verstarkt im
Nukleus von kultivierten Zellen und transfizierten Froschembryonen gefunden werden
(Lee, J. et d. 1997; Dai, P. et a. 1999; Ruiz i Altaba, A. 1999; Shin, SH. et al. 1999). Als
moglicher Regulator dieser Prozessierung in der einzelnen Zelle scheint ebenfalls PKA
von grol3er Bedeutung zu sein (Dai, P. et a 1999), denn es konnte fur Gli3 neben dem
Auftreten des Gesamtproteins (Gli3-190) eine PKA-abhangige Prozessierung in ein Gli3-
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Protein mit 83kDa in vitro gezeigt werden. Neben dieser Prozessierung vermittelt PKA
auch eine direkte Phosphorylierung von Gli3-190 in vitro. Notwendig fir die
Phosphorylierung und die sich anschlief3ende Prozessierung sind sechs Bereiche C-
terminal der Zink-Finger Region, die die erforderliche Konsensus-Sequenz fir eine PKA-
Phosphorylierungsstelle aufweisen. Durch Untersuchungen an Gliedmal3enknospen der
Maus und des Huhns konnte gezeigt werden, dal3 ebenfalls in vivo eine Prozessierung von
Gli3 stattfindet und dal3 ein anterior-posteriorer Gradient von Gli3-Genprodukten (mRNA
und Protein) aufgebaut wird. Es zeigt sich, dafl3 die Menge an GIli3-190 relativ konstant
entlang der anterior-posterioren Achse der Extremitét ist. Die vorherrschende Proteinform
ist jedoch Gli3-83, das in seiner Menge von anterior nach posterior dramatisch abnimmt.
Es wird somit ein anterior-posteriorer Gradient aufgebaut, der durch verringerte
Prozessierung von Gli3-190 und als Konsequenz einer Abnahme der Menge an Gli3-83
zustande kommt. Zusétzlich zeigt sich in diesem in vivo-System eine direkte Beeinflussung
der Transkription und der Gli3-Prozessierung durch Shh, so dal3 davon ausgegangen
werden kann, dal3 der in den Gliedmal3en beobachtete Gradient von Gli3-83 durch Shh-
Signale beeinflufdt und gegebenenfalls aufgebaut wird (WANG, B. ET AL. 2000).

Entsprechend der in Drosophila gefundenen Korrelation zwischen Proteinprozessierung
und funktional unterschiedlichen Formen von Ci, wurden alle drei Vertebraten Gli-
Proteine auf mogliche dhnliche Beziehungen hin untersucht. Es konnte gezeigt werden,
da3 C-terminal der Zink-Finger Region verkirztes Gli2- und besonders drastisch Gli3-
Protein die Repression der Reportergenexpression im Zellkultursystem sowie eine
Repression von Shh-Zielgenen in vivo hervorrufen (DAI, P. ET AL. 1999; Ruiz | ALTABA,
A. 1999; SHIN, S.H. ET AL. 1999; WANG, B. ET AL. 2000). Das C-terminal verkurtzte Gli3-
Repressorprotein aber nicht das Gesamtprotein kann auf3erdem mit Smad-Proteinen
interagieren, die die intrazelluldren Ubermittler von TGFB-Signalen sind. Hierdurch kann
maoglicherweise eine Verbindung zwischen dem Hh- und dem TGFB-Signalweg hergestel It
werden (L1u, F. ET AL. 1998). Im Gegensatz zu Gli2 und Gli3 scheint Glil keine derartige
oder eine nur sehr schwache N-terminale Repressordoméne zu besitzen und das
Gesamtprotein scheint bevorzugt als Aktivator zu wirken. Als vollsténdige Proteine
kénnen ebenfalls Gli2 und sehr stark abgeschwéacht auch Gli3 aktivierend auf die
Reportergenexpression im Zellkultursystem wirken. So konnte in vitro eine
transaktivierende Fahigkeit von Gli3 auf ein Glil Promoterfragment gefunden werden
(DAI, P. ET AL. 1999; Ruiz | ALTABA, A. 1999; SHIN, S.H. ET AL. 1999). Einen wesentlich
stérkeren Effekt zeigt Gli3 jedoch in der Repression der durch Glil in vitro erzeugten
Stimulation der Reportergenexpression (SHIN, S.H. ET AL. 1999; Sasakl, H. ET AL. 1999;
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WANG, B. ET AL. 2000). Fir Gli2 konnte gezeigt werden, dal3 es die Differenzierung von
Motoneuronen im Froschembryo induzieren kann (Ruiz 1 ALTABA, A. 1998). Aulerdem
mussen Gli2 und Gli3 zusétzliche regulatorische Elemente im N-Terminus proximal der
Zink-Finger Domane besitzen, da eine Entfernung des N-Terminus aus beiden Proteinen
starke in vitro und in vivo Aktivatoren macht (Sasaki, H. ET AL. 1999).

Die Schwierigkeit der Dateninterpretation Uber die Prozessierung von Gli-Proteinen und
die Korrelation der Funktion einzelner entstandener Proteine mit aktivierenden oder
reprimierenden Aktivitéten ist, dald sie unter unterschiedlichen in vitro und in vivo
Bedingungen (verschiedene Zelllinien, verschiedene Organismen) beobachtet worden sind.
Hierbei sind besonders in den in vitro-Systemen bestimmte Unschérfen der Ergebnisse
nicht auszuschlief3en und bei den verschiedenen Organismen 1813t sich nicht ausschlief3en,
dal3 die einzelnen Gli-Gene in den verschiedenen Spezies leicht unterschiedliche
Funktionen entwickelt haben, die die Folge evolutionarer Selektion sind.

Die Expressionsanalyse der verschiedenen Gli-Gene zeigt, dald Glil zusammen mit Ptc in
proliferierenden Zellen in unmittelbarer Nahe zu Shh synthetisierenden und sekretierenden
Zellen exprimiert wird wahrend Gli2 und Gli3 breiter und in einer grof3eren Entfernung zu
Shh zu finden sind. Hierbei zeigt Gli3 die am weitesten von Shh entfernte Expression (Hul,
C.C. ETAL. 1994; STONE, D.M. ET AL. 1996; MARIGO, V. ET AL. 1996; LEE, J. ET AL. 1997;
MARINE, J.-C. ET AL. 1997; PLATT, K.A. ET AL. 1997; SASAKI, H. ET AL. 1997; BORYCKI,
A.G. ET AL. 1998). Das heifdt im Einzelnen, dal3 z.B. die ventral begrenzte Expression von
Glil im ZNS eine Funktion im Shh-Signalweg andeutet, die somit von entscheidender
Wichtigkeit fur die Differenzierung des ventralen ZNS ist. Unterstitzt wird dies durch die
Aktivierung von Glil durch Shh, die Induktion der Glil und Ptc Expression durch die
ektopische Expression einer dominant-negativen PKA-Form im ZNS, durch die Fahigkeit
von ektopisch exprimiertem Glil eine Induktion von Shh-Zielgenen (HNF-383) im
Neurarohr hervorzurufen und der Fahigkeit, die Differenzierung von ventralen Zelltypen
zu induzieren. Diese Fahigkeit konnte weder fir Gli2 noch fur Gli3 gezeigt werden
(EPsTEIN, D.J. ET AL. 1996; HAMMERSCHMIDT, M. ET AL. 1996; HYNES, M. ET AL. 1997;
LEE, J. ET AL. 1997). Trotz seiner induzierenden Wirkung auf Shh-Zielgene zeigen Méuse,
die homozygot sind fir eine Glil-Mutation, die die Zink-Finger Region aus dem Protein
entfernt, keinerlei phénotypische Veranderungen, so dal’ davon ausgegangen werden mul3,
dal? entweder die DNA-Bindung von Glil nicht fur die Aktivierung von Shh-Zielgenen
notwendig ist, oder daB Glil fir die Ubermittlung des Shh-Signals wahrend der
Entwicklung nicht bend6tigt wird (MATISE, M.P. ET AL. 1998; PARK, H. ET AL. 2000). In
Mausen, die eine vergleichbare Mutation in Gli2 tragen, lassen sich hingegen eine Vielzahl
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von Stoérungen erkennen, die auf eine Funktion als Vermittler des Shh-Signals schlief3en
lassen. Diese treten sowohl im ZNS (DING, Q. ET AL. 1998; MATISE, M.P. ET AL. 1998) als
auch in der Entwicklung von Wirbeln, der Lunge und den Knochen auf (Mo, R. ET AL.
1997;MOTOYAMA, J. ET AL. 19988). Die Untersuchung der Doppelmutanten (Glil”;Gli2*"
und Gli1";Gli2") zeigt, da diese einen progressiv schwereren Phanotyp als Glil” Tiere
aufweisen. Die beobachteten Lungendefekte und Stérungen der ZNS-Entwicklung sind
jedoch insgesamt milder als die in Gli2- oder Shh-Mutanten beobachteten. Es findet z.B
die Induktion der Motoneurone wahrend der Neuralrohrdiffernzierung statt und die
Musterbildung und Zahligkeit der Gliedmal3en ist ebenfalls weitestgehend normal. Die
einzige beobachtete Abnormalitét der Gliedmalien ist das Auftreten eines postaxialen
Gewebeanhangs mit geringer Haufigkeit in den doppelt homozygoten Tieren (MATISE,
M.P. ET AL. 1998; PARK, H. ET AL. 2000). Es zeigt sich also, daf3 die DNA-bindende
Domane von Glil nicht notwendig ist, um das Shh-Signal in der Maus zu Ubertragen.
Basierend auf den Untersuchungen der Doppel mutanten scheinen Glil und Gli2 jedoch in
einigen Geweben Uberlappende Funktionen zu haben. Hierbei ist Gli2 priméar fur die
Induktion von Shh-empfanglichen Zellen verantwortlich und Glil nur in wenigen
Geweben in Kombination mit Gli2 fur die Differenzierung notwendig.

Fur Gli3 sind eine Vielzahl von Mutationen und damit verbunden Entwicklungsstrungen
im Menschen und in der Maus beschrieben (VORTKAMP, A. ET AL. 1992; Hui, C.C. UND
JOYNER, A.L. 1993; BIESECKER, L. 1997; KALFF-SUSKE, M. 1999; THEIL T. ET AL. 19998).
Die Anayse der Mutationen in der Maus und besonders die phanotypische und molekulare
Analyse der Xt-Mausmutante (siehe 1.2.2) deuten eine vorherrschende Funktion von Gli3
als Repressor der Shh-Expression bzw. —Funktion im sich entwickelnden ZNS und in den
sich entwickelnden Gliedmal3en an und steht somit im Einklang mit den in vitro erhaltenen
Daten. Gleichzeitig unterliegt Gli3 sowohl im ventralen ZNS, als auch in den Gliedmal3en
einer negativen Regulation durch Shh (MARIGO, V. ET AL 1996; BUSCHER, D. ET AL 1997;
Ruiz1 ALTABA, A. 1998; LITINGTUNG, Y. UND CHIANG, C. 2000).

Die beobachteten relativ milden Phanotypen in den verschiedenen Gli-mutanten Mausen
im Vergleich zu ihrer weit verbreiteten rdumlichen und zeitlichen Expression im sich
entwickelnden Embryo lassen neben den verschiedenen eigenstandigen Funktionen auch
auf eine funktionelle Redundanz unter den Gli-Genen schlief3en. Deutlich wird dies bei
dem verstarkten Skelett-Phanotyp in Gli2";Gli3" M&usen im Vergleich zu den beiden
einzelnen Mutanten (M 0, R. ET AL 1997) und der veranderten Ausprégung des
L ungenphanotyps in Gli1/2-Doppel mutanten verglichen mit den Einzelmutanten (PARK, H.
ET AL. 2000).
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Zusammenfassend kann jedoch davon ausgegangen werden, dal3 die Glil Genfunktion fur
die normale Mausentwicklung entbehrlich ist (DING, Q. ET AL. 1998; MATISE, M.P. ET AL.
1998; PARK, H. ET AL. 2000) und dal3 trotz der Fahigkeit von ektopisch exprimiertem Glil
verschiedene Aspekte von ektopisch exprimiertem Shh zu kopieren (HYNES, M. ET AL.
1997; LEE, J. ET AL.1997) und der immer vorzufindenden Assoziation von Glil Expression
und Aktivitét des Shh-Signalweges, einschliefdlich pathologischer Umstande (DAHMANE,
N. ET AL. 1997), Gli1 nicht notwendig fir die Ubermittlung des Hh-Signals zu sein scheint.
Die Phéanotypen, die mit dem Verlust von Gli2- bzw. Gli3-Funktion verbunden sind,
betreffen hingegen viele der Strukturen, die auch durch eine gezielte Shh-Mutation
betroffen sind, so dal?3 Gli2 und besonders Gli3 (siehe 1.2.3) fur die normale Entwicklung
von entscheidender Bedeutung sind (CHIANG, C. ET AL. 1996; MO, R. ET AL. 1997; DING,
Q. ET AL. 1998; HARDCASTLE, Z. ET AL. 1998; LITINGTUNG, Y. ET AL. 1998; MATISE, M.P.
ET AL 1998; MOTOYAMA, J. ET AL 1998).

1.2.2 Funktionen der Gli-Proteine auRerhalb des Hh-Signalweges

In neuerer Zeit ergaben sich fir die Gene der Gli-Familie weitere entwicklungsbiologisch
wichtige Funktionen in Signalwegen, die unabhangig von Hedgehog sind.

Gli-Funktion im Fgf-Signalweg

Die Musterbildung entlang der antero-posterioren Achse wahrend der frihen Entwicklung
des Froschembryos trégt zur Spezifizierung des ventro-posterioren embryonalen
Mesoderms bei. Diese posteriore Spezifikation wird im Wesentlichen durch FGF- und
Homeodomanen-Proteine vermittelt.

Es konnte kirzlich gezeigt werden, dafd3 Gli-Proteine wichtige Mediatoren fur die
Ubermittlung der Fgf-Signale wahrend der Musterbildung entlang der antero-posterioren
Achse sind, um posteriore Zellschicksale zu determinieren. Die Gli-Proteine, vorallem
Gli2, aber auch mit einer zeitlichen Verzogerung Gli3, jedoch nicht Glil, spielen eine
wichtige Rolle in dem FGF-brachyury-Regelkreis. Sie fuhren zu einer direkten
Aktivierung von brachyury, das sowohl notwendig, a's auch ausreichend ist fur die frihe
Mesodermentwicklung (SmiTH, J.C. ET AL. 1991; CUNLIFFE, V. UND SMITH, J.C. 1992),
und unterliegen gleichzeitig der Kontolle durch induzierende FGF-Signale. Weiterhin
koénnen sie ventro-posteriore Eigenschaften vermitteln, indem sie die Expression von
Xhox3 (Evx1), das posteriore Identitét verleiht (Ruiz1 ALTABA, A. UND MELTON, D.A.
1989A,B; RUIZ 1 ALTABA, A. ET AL. 1991), induzieren (BREWSTER, R. ET AL. 2000).
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Gli-Funktion im Wnt-Signalweg

Whnit-Proteine bzw. die von ihnen aktivierten Signalwege sind &hnlich wie Mitglieder der
Fgf-Familie an der Entwicklung ventraler und posteriorer Strukturen im frihen
Froschembryo beteiligt. Ferner kdnnen Wnt-Funktionen mit der posteriore Identitét
verleihenden Aktivitat von Xhox3 kooperieren. Aufgrund dieser Funktionen und ihrer
zeitlichen und réaumlichen Koexpression wurde vermutet, da3 Wnt-Gene Ziel und
Mediatoren von Gli-Genfunktion wahrend der Spezifizierung bzw. Entwicklung des
ventro-posterioren Mesoderms wahrend der friihen Froschentwicklung sind.

Kurzlich konnte tatsachlich gezeigt werden, dal3 Gli-Proteine die Expression verschiedener
Wht-Gene, die an der Entwicklung des ventro-posterioren Mesoderms beteiligt sind,
regulieren. Wahrend der Morphogenese ventro-posteriorer Strukturen im Froschembryo
kommt es zu einer direkten Aktivierung von Wnt8 und wahrscheinlich auch Wht11 durch
Gli2 und Gli3. Durch diese Aktivierung der beiden Wht-Gene wird sowohl der B-catenin-
Signalweg, as auch der Ca?*/CamK|1-Signalweg stimuliert (KUHL, M. ET AL. 2000; TADA,
M. UND SMITH, J.C. 2000). Durch diese gemeinsame Aktivierung kann es zu einer
Koordinierung der beiden Signalwege kommen, die jeder fir sich alleine nicht ausreichend
sind, um die ventro-posteriore Entwicklung zu unterstiitzen. Weiterhin kommt es durch
Gli2 und Gli3 zu einer indirekten Aktivierung von Wnt5A, 7B, 7C und 8B in ,,Animal
Cap”-Analysen, so dal? es wahrscheinlich ist, dal3 noch weitere Wht-Gene als Mediatoren
an der durch Gli-Proteine induzierten posterioren Entwicklung des Froschembryos beteiligt
sind. Ferner konnte fur Glil in diesen Analysen gezeigt werden, dal3 es die Expression von
Wht5A, 7B, 7C (indirekt) und 8 (direkt) induziert oder wenigstens verstérkt (MULLOR, J.L.
ET AL. 2001).

In einem anderen experimentellen Ansatz konnte weiterhin gezeigt werden, dal3 Gli2 und
Gli3 durch Wnt-Signale vom Oberfl&chenektoderm und Neuralrohr reguliert werden. Diese
durch Wnt1 und Wnt4 ausgel6ste und durch B—catenin vermittelte Regulation der Gli-
Genexpression hat sowohl aktivierende als auch repremierende Funktionen. So zeigten die
Analysen im Wachtelembryo, dal3 Oberflachenektoderm- und Neuralrohr-Wnt-Signale die
Expression von Gli3 im segmentierten Plattenmesoderm unterdriicken. Wahrend der
Somitenbildung verandert sich dieser negative Einflufd auf die Expression allerdings in
einen positiven und wirkt aktivierend auf die Expression von Gli2 und Gli3 (Borycki, A.-
G., ET AL. 2000).

Zusammenfassend kann vermutet werden, dal3 durch eine Beteiligung der Gli-Proteine an
verschiedenen Signalwegen (Hh, Fgf und Wnt), die alle drei fur die Embryonal-
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entwicklung von Vertebraten von elementarer Wichtigkeit sind, entweder ein
funktionstiichtiges System von Signalmediatoren wéhrend der Evolution auf mehrere
Wege Ubertragen worden ist, oder dal3 es durch die Beteiligung der Gli-Proteine als Ziele
und Mediatoren der einzelnen Signalwege zu einer fein abgestimmten synergistischen wie
antagonistischen Interaktion der einzelnen Wege wéahrend der Entwicklung und auch im
spateren Lebenszyklus des Organismus kommen kann. Das heif3t, dal? die vorrangig Gli-
Aktivitét induzierenden Signalwege (Hh und Fgf) mit einer entsprechenden Wnt-
Proteinfunktion und der damit verbundenen biologischen Konsequenz verknipft werden
kénnen. Weiterfuhrende Untersuchungen kdnnen hier wichtige und interessante
Querverbindungen im genetischen Netzwerk der Entwicklung aufzeigen, die zum weiteren
Verstandnis des koordinierten Ablaufes der Embryonalentwicklung der Vertebraten
beitragen konnen.

1.2.3 Gli3 Mutationen in der Maus

In der Maus sind zur Zeit vier allelische phanotypisch dhnliche Mutanten Xt" Xt’, add
(anterior digit pattern deformity) und Pdn (Polydactyly Nagoya) beschrieben, die alle
Mutationen im Gli3-Gen (Chr. 13; 8.0 cM) tragen. Die erste dieser Mutanten ist die
spontan aufgetretene Extra-toes (Xt)-Mutante, die spater zusammen mit einer induzierten
als Xt" bezeichnet wurde (JoHNSON, D. R. 1969). Die heterozygoten Xt/+ Tiere sind durch
zusétzliche Zehen an der praaxialen (anterioren) Seite beider Hinterpfoten und
entsprechende leichte Veranderungen an den Vorderpfoten gekennzeichnet. Die
Neugeborenen sind bei der Geburt etwas schwerer und grofder als Wildtyp-Geschwister
und sind bei sonst &ufierlich normaler Erscheinung voll lebensféhig. Die homozygoten Xt-
Méuse zeigen eine deutliche Verstarkung der Stérungen, sind ab Tag (E) 12,5 der
Embryonalentwicklung deutlich von nicht-homozygoten zu unterscheiden und sterben in
utero, wahrend oder kurz nach der Geburt. Sie fallen zundchst durch die stark verénderte,
gekriammte, C-formige Kdrperhaltung auf und sind aufgrund einer Vielzahl schwerer
Fehlbildungen nicht lebensfahig. Hierzu zahlen vorallem Odeme, Abnormalitaten der
inneren Organe, Hemimelie und andere schwerwiegende Veranderungen des Skeletts,
gravierende Mif3bildungen des Gehirns und des umgebenden Schédels (auch
Exenzephalie), des zentralen Nervensystems sowie der Sinnesorgane und paddelartig
aussehende (Vorder- und Hinter-) Pfoten mit bis zu acht Zehen (JoHNsON, D.R. 1967).
Durch molekulare Analysen konnte fir die Xt"-Mutante eine Deletion der 5°-Region des
Gli3-Gens von mindestens 80 Kilobasenpaaren (kb) Ausdehnung gezeigt werden
(VORTKAMP, A. ET AL. 1992). Aul3erdem konnte eine damit verbundene Reduktion der
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Expression des Gli3-Gens in den hetero- und homozygoten Tieren nachgewiesen werden
(SCHIMMANG, T. ET AL. 1992). Die ebenfalls semi-dominante Xt’-Mausmutante entstand
spontan im ,, Jackson Laboratory” und zeigt einen heterozygoten Phanotyp, der dem der
urspringlichen Xt-Mutante sehr dhnlich ist. Die homozygoten Tiere sterben innerhalb von
zwei Tagen nach der Geburt oder bereits in utero. Sie zeigen Poly- und Syndaktylie aller
Pfoten mit einer pré& und postaxialen Erweiterung der Pfoten mit bis zu 8 Zehen. Neben
dem Auftreten von Odemen, einer gestorten Entwicklung des Gesichtsschadels und der
Sinnesorgane kann ein verzogertes Zuwachsen des Neuralrohres, das Auftreten von
Exenzephalie und eine Stérung der Gehirnentwicklung beobachtet werden. Hierbei wird
die Grenze zwischen Diencephalon und Telencephalon nicht ausgebildet und es kommt zu
einer GroRRenreduktion des Neocortex. Aul3erdem sind die Entwicklung von Hippocampus
und Choroid Plexus gestort (THEIL, T. ET AL. 1999A). Die molekularen Analysen der Xt’-
Mutante zeigten ebenfalls eine Deletion mit unbekannter Ausdehnung, die sich jedoch tber
die 3*-Region des Gli3-Gens (Hul, C. C., UND JOYNER, A. L. 1993) erstreckt. Detailliertere
Untersuchungen konnten zeigen, dal3 es sich um eine intergenische Deletion handelt.
Durch die Deletion kommt es zur Bildung einer FusionssmRNA, die bis zur ersten Héfte
des ersten Zink-Fingers (1670 bp) fur Gli3 kodiert und danach durch 293 bp eines bisher
unbekannten Gens verlangert wird (BUSCHER, D. ET AL. 1998). Die genaue Untersuchung
des Expressionsmusters von Gli3 ergab weiterhin, dal3 eine Expression vom Beginn der
Gastrulation an hauptsachlich in weiten Teilen des Ektoderms und Mesoderms aber nicht
im Endoderm detektiert werden kann (SCHIMMANG, T. ET AL. 1992; WALTERHOUSE, D. ET
AL. 1993; Hul, C. C. ET AL. 1994). Weitere In situ-Hybridisierungen von Mausembryonen
ergaben, dal3 die Regionen stérkster Gli3-Expression mit den fur die Xt-Mausmutante
beschriebenen Storungen in meso- und ektodermalen Strukturen der Kopf- und
Gliedmaf3enregion korrelieren. Zusétzlich konnte durch die Untersuchung homozygoter
Xt’-Mausembryonen eine Beteiligung von Gli3 an der Lungenmorphogenese gezeigt
werden (GRINDLEY, J. C., ET AL. 1997). Die nachfolgenden molekularen Analysen des
Gliedmafi3enphénotyps konnten in den sich entwickelnden Gliedmal3en der Xt-
Mausmutante zeigen, dal3 sich im Gegensatz zum Wildtyp durch den Verlust der
reprimierenden Gli3-Aktivitét eine ektopische Shh-Doméane im anterioren Bereich der
Gliedmal3en ausbildet (BUSCHER, D. ET AL. 1997). Diese anteriore Shh-Domane scheint
eine zweite ZPA zu représentieren, die somit zuséizlich zur eigentlichen ZPA im
posterioren Bereich der Gliedmal3en als Signalzentrum wéhrend der antero-posterioren
Musterbildung dient und im Zusammenspiel mit den anderen an der Gliedmalen-
entwicklung beteiligten Faktoren zur Ausbildung des polydaktylen Phanotyps fuhrt
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(MASUYA, H. ET AL. 1995; MASUYA, H. ET AL. 1997; BUSCHER, D., ET AL. 1997). Auf
dieser Grundlage, dem Aufkommen einer zweiten Shh-exprimierenden Doméne nach
Verringerung oder vollstandigem Ausfall der Gli3-Expression, ist es wahrscheinlich, dai3
Gli3 einen negativen Einflu@ auf Shh hat und wahrend der normalen
Gliedmal3enentwicklung die Ausbildung einer zweiten ZPA verhindert (BUSCHER, D., ET
AL. 1997). Zusammen mit den Erkenntnissen aus anderen polydaktylen Mausmutanten und
den Uberexpressionsstudien von Shh im Huhn (MARIGO, V. ET AL. 1996) kann hieraus
gefolgert werden, daf3 Gli3 die Expression von Shh im anterioren Bereich der sich
entwickelnden Gliedmal3en unterdriickt und hierbei einer negativen Regulation durch Shh
unterliegt. Die rezessive add-Mutante (POHL, T.M. ET AL. 1990) entstand durch
Insertionsmutagenese. Sie unterscheidet sich in ihrem Phanotyp deutlich von den anderen
alelischen Mausmutanten, das heift, dal3 nur die homozygoten Tiere Verdnderungen des
anterioren Teils der Vorderpfoten zeigen. Aufféllig ist hier besonders die drastische
Veranderung in der Lange und Morphologie des in der Maus nur rudimentédr angelegten
Daumens in Verbindung mit der Ausbildung einer Gewebesyndaktylie zwischen dem
Daumen und dem zweiten Zeh. Die molekularen Untersuchungen der add-M utante zeigten
die Integration des Transgens im 5°'-Bereich des Gli3-Gens. Aufgrund der Untersuchung
der Integrationsstelle wurde eine Insertion des Transgens in der unmittelbaren Nahe oder
direkt im Promotor des Gli3-Gens vermutet, die eine Verringerung der Genexpression
verursacht (POHL, T.M. ET AL. 1990; SCHIMMANG, T. ET AL. 1993; VAN DER HOEVEN, F. ET
AL. 1993). Die Pdn-Mausmutante ist eine spontan aufgetretene semi-dominante Mutante
mit Stérungen der Gliedmalien- und Kopfentwicklung. Die homozygoten Tieren sterben
innerhalb von zwel Tagen nach der Geburt und zeigen eine schwach ausgebildete préaxiae
Polydaktylie der VVorder- und Hinterpfoten, Verénderungen des Skeletts, eine Deformation
des Sternums und Hemimelie. Aufgrund der Stérungen der Gehirnentwicklung kann es zu
einer Abwesenheit des Riechhirns sowie der Ausbildung von Exencephalie und
Hydrozephalie in den homozygoten Tieren kommen (HAYASAKA, |. ET AL. 1980; NARUSE,
|. UND KAMEYAMA, Y. 1982; SCHIMMANG, T. ET AL. 1994). Fur die Pdn-Mutante wurde
ursprunglich eine das Gli3-Protein inaktivierende Punktmutation als Ursache der
beobachteten Veranderungen angenommen (SCHIMMANG, T. ET AL. 1994). Die
nachfolgenden Analysen konnten diese Annahme allerdings nicht bestétigen, sondern
zeigten die Insertion eines Retrotransposons im 5°-Bereich des Gli3-Gens, die zur Bildung
verschiedener Transkripte fuhrt, die fur verkurtzte Gli3-Proteine kodieren (THIEN, H. UND
RUTHER, U. 1999).
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1.2.4 DieBeteiligung von GLI3 an menschlichen Fehlbildungserkrankungen

GLI3 (MIM 165240) liegt auf Chromosom 7pl13, umfaldt 200 bis 250 kb genomischer
Sequenz (VORTKAMP, A. ET AL. 1994), ist als 8,5-kb mRNA exprimiert und kodiert tUber
14 Exons verteilt (KANG, S. ET AL. 1997) fir ein 1596 Aminosauren grof3es Polypeptid mit
einem relativen Molekulargewicht von 190 kDa. Im Gegensatz zu GLI1 (MIM 165220),
das durch seine Assoziation mit Gliomen identifiziert und isoliert worden ist, konnte eine
Verbindung von GLI3 weder mit Gliomen noch mit anderen Formen von Neoplasien
gezeigt werden (VOGELSTEIN, B. 1994). Es ist jedoch offensichtlich, dal3 GLI3 fir die
Embryonalentwicklung von grof3er Bedeutung ist, da Mutationen in GLI3 fir verschiedene
Fehlbildungserkrankungen verantwortlich gemacht werden kénnen (Ubersicht bei
BIESECKER, L. 1997; THEIL, T. ET AL. 19998B).

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 Kodon - Nr.

v
Voo VvV e
5'- et 7 7 7 el — 3 cls3
Oood  od 0 O [] 0
[] [] [] [ 0
[
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] pPD IV © PAP-Aund -A/B
. konservierte Bereiche Zink-Finger Region

Abbildung 1.3: GLI3-Mutationen in GCPS, PPD IV, PHS, PAP-A und PAP-A/B. Der kodierende
Bereich der GLI3-cDNA ist schematisch dargestellt. Die unterlegten Boxen représentieren die
konservierten Bereiche von GLI13. Die relative Position der in den einzelnen Fehlbildungserkrankungen
identifizierten GLI3-Mutation ist durch ein Symbol dargestellt.

Greig Cephal opolysyndaktylie Syndrom; GCPS (MIM 175700)

Erstmalig wurde 1928 eine Familie mit verénderter Schadelform und aufgespaltenen
Phalangen der Daumen und des ersten Zehes in Verbindung mit Syndaktylie von GREIG,
D.M. beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dal? es sich um eine autosomal dominant
vererbte Erkrankung handelt, bei der auf3erdem noch postaxiale Polydaktylie der Hande,
Stérungen der Hiftentwicklung und ein verstarktes Auswachsen des vorderen Schadels
auftreten kénnen. Weitere Untersuchungen ergaben, dal3 Deletionen und Translokationen
im chromosomalen Bereich 7p15-p21 kritisch fur die Entwicklung von GCPS sind. In
Patienten ohne offensichtliche chromosomale Abnormalitdten konnte das GCPS-kritische
Intervall weiter auf die Region 7p13 eingeengt werden. Nach der Positionierung von GLI3
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an 7p13 konnte gezeigt werden, das zwei der drei mit GCPS verbundenen Transl okationen
zu einer Unterbrechung des GLI3-Gens innerhalb des ersten Drittels der kodierenden
Sequenz fuhren und die dritte unterhalb des GLI3-Gens auf dem Chromosom 7 liegt
(VORTKAMP, A. ET AL. 1991). Weitere Unterstiitzung fir die Annahme, dal3 ein Verlust
der GLI3-Funktion zu GCPS fuhrt, kam von vergleichenden morphologischen (Art der
Polydaktylie) und genetischen Analysen (chromosomale Lokalisation), die die Homologie
zwischen GCPS und der Xt (Extra toes)-Mausmutante aufzeigten (WINTER, R.M. UND
HusoN, S.M. 1988; Hul, C.C., UND JOYNER, A.L. 1993). Unterstiitzt wurde diese Annahme
von den weiteren Analysen, die zeigten, daf? die Xt"-Mausmutante eine Deletion in der 5'-
Region des Gli3-Gens aufweist (VORTKAMP, A. ET AL. 1992) und dal? die Expression von
Gli3 in dieser Mutante verringert ist (SCHIMMANG, T. ET AL. 1992). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dai der Verlust der Expression von Gli3 in der Xt’-Mausmutante durch
eine Deletion der 3'-Region des Gli3-Gens hervorgerufen wird und dal3 die in der
Mausmutante und in den GCPS-Patienten betroffenen Strukturen mit den Gebieten der
Gli3-Expression in der Maus korrelieren (Hui, C.C. UND JOYNER, A.L. 1993). Zusétzlich
zu den Deletionen und Translokationen in GCPS-Patienten konnten schlief3lich a's bisher
nicht gekannte Mutationen auch Aminosaureaustauschmutationen (Q496X;P707S) in einer
betroffenen Familie gezeigt werden, die zu einem verfrihten Abbruch der Proteinsynthese
fuhren oder eine konservierte Aminosdure austauschen (WiLD, A. ET AL. 1997). Die
weiterfuhrende GLI3-Mutationsanayse in 24 GCPS-Patienten fuhrte zur Identifikation von
15 neuen Mutationen im GLI3-Gen. Diese Mutationen verteilen sich Uber den gesamten
kodierenden Bereich des GLI3-Gens und 9 dieser Mutationen fiihren zu einem vorzeitigen
Abbruch des Proteins. Interessanterweise erstrecken sich zwei Drittel der Mutationen tber
den N-terminalen oder zentralen Bereich des GLI13-Proteins wohingegen nur ein Drittel im
C-terminalen Bereich des Proteins zu finden sind (KALFF-SUSKE, M. ET AL. 1999).

Pallister-Hall Syndrom; PHS (MIM 146510)

Erstmalig wurde an 6 Neugeborenen durch HALL, J.G. ET AL. 1980 ein neonatal letales
Fehlbildungssyndrom beschrieben, das durch zentrale und postaxiale Polydaktylie,
Verkurzungen der Finger/Zehen, verzogerte Mineralisierung der Extremitétenknochen,
Syndaktylie, Fehlstellungen der Hufte, Dysplasie der N&gel, imperforierten Anus,
Fehlstellungen der Nase und Ohren, leichte Fehlbildungen des Gesichtsschadels,
gespaltenen oder fehlenden Kehldeckel, gespaltenen Kehlkopf, gestérte Ausbildung der
Lungenfliigel, Dysplasie oder Agenesie der Nieren, Mikrophallus, intrauterine
Wachstumsverzogerung, angeborene Herzdefekte, hypothal amische Harmartoblastome, die
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hauptsachlich aus primitiven undifferenzierten Zellen bestehen, und die Abwesenheit der
anterioren Hypophyse charakterisiert ist. Alle Félle waren spontan aufgetreten und es
konnten keine Umwelteinfllsse oder Chromosomenverénderungen als Ausloser fir dieses
schwere Fehlbildungssyndrom gefunden werden. Durch die weiteren Untersuchungen
konnten sporadische und wenige familére Falle identifiziert werden, die zeigten, dal3 es
sich bei dem Pallister-Hall Syndrom scheinbar um eine autosomal dominant vererbte
Fehlbildungserkrankung handelt, die in den meisten Fallen durch geringe Penetranz und
variable Expressivitat einen sehr heterogenen Phanotyp mit geringer Morbiditét zeigt.
Aufgrund des variablen Phénotyps, der besonders in den familéren Fallen zu beobachten
ist, und dem Auftreten von Langzeitiberlebenden unter diesen, wurden schliefdlich die
Minimalkriterien fir die Zugehdrigkeit der Patienten zum Pallister-Hall-Syndrom definiert.
Demnach sind sowohl hypothalamische Hamartome al's auch die zentrale Polydaktylie die
diagnostischen Hauptkriterien. Ferner mul3 eine autosomal-dominate Vererbung dieser
Merkmale in den Familien stattfinden (BIESECKER, L. ET AL. 1996). Durch eine
genomweite Suche mit polymorphen Markersequenzen konnte in 4 betroffenen Familien
mit 32 erkrankten von insgesamt 68 Familienmitgliedern eine Verbindung mit Chromosom
7 gezeigt werden. Die Feinanalyse zeigte eine Verknupfung des Pallister-Hall Syndromes
mit der Region zwischen den Markersequenzen D7S521 und D7S678 (KANG, S. ET AL.
1996). Aufgrund dieser Analysen wurde GLI3 als mogliches Kandidatengen fur das
Pallister-Hall Syndrom naher untersucht und es wurden in zwei untersuchten Familien
Leserastermutationen identifiziert (1-BP DEL,2023G; 1-BP DEL,2012G), die in der
Region distal des Zink-Finger Motivs liegen und zu einem vorzeitigen Proteinabbruch
fuhren (KANG, S. ET AL. 1997). Zusétzlich zu diesen Leserastermutationen konnte eine
weitere Mutation im GLI13-Gen identifiziert werden (GLU1147TER), die zu einem
Pallister-Hall Syndrom Phanotyp fuhrt (RADHAKRISHNA, U. ET AL. 1999).

Postaxiale Polydactylie Typ A; PAP-A (MIM 174200)

Fir die Postaxiale Polydaktylie Typ A ist das Auftreten eines vollstandig ausgebildeten
und funktionsfahigen sechsten Fingers oder Zehes, der dem funften Metacarpal bzw.
—tarsal oder einem zuséatzlichen carpalen bzw. tarsalen Knochen entspringt,
charakteristisch. Bei der Untersuchung einer finf Generationen umfassenden indischen
Familie mit 15 betroffenen Individuen konnte das Auftreten des Phénotyps mit der
chromosomalen Region 7p15-q11.23 verkniupft werden (RADHAKRISHNA, U. ET AL.
1997Aa). Weiterfuhrende Untersuchungen zeigten, dal3 in diesen Patienten eine Deletion
eines Nukleotids und damit verbunden eine Leserastermutation in einem Allel des GLI3-
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Gens vorliegt, so dal? ein verkirztes Protein (AA764) kodiert wird (RADHAKRISHNA, U. ET
AL. 19978).

Phanotyp Codon Mutation Referenz
GCPS 236 Glu->Term 1
307 Deletion 1
310 Deletion 1
366 Insertion 1
496 GIn->Term 2
515 Cys->Gly 1
520 Cys->Tyr 1
543 Glu->Term 1
707 Pro -> Ser 2
792 Arg->Term 1
808 lle->Met 1
1167 Deletion 1
1431 Insertion 1
1452 Deletion 1
PHS 670 Deletion 4
674 Deletion 4
1147 Glu->Term 3
PAP-A 763 Deletion 5
PAP-A/B 643 Arg->Term 3
727 Gly -> Arg 3
1235 Deletion 3
PPD IV 1215 Insertion 3

(1) KALFF-SUSKE, M. ETAL. 1999 (2) WILD, A. ET AL. 1997 (3) RADHAKRISHNA, U. ET AL. 1999

(4) KANG, S. ET AL. 1997 (5) RADHAKRISHNA, U. ET AL. 19978
Tabelle 1: Zusammenfassung der in den Fehlbildungserkrankungen identifizierten GLI3-
Mutationen.

Postaxiale Polydaktylie Typ A/B; PAP-A/B (MIM 174200)

Bel der Postaxialen Polydaktylie Typ A/B treten entweder innerhalb einer Familie oder
sogar in einem betroffenen Patienten sowohl Postaxiale Polydaktylie Typ A als auch
Postaxiale Polydaktylie Typ B auf. Bel der Postaxialen Polydaktylie Typ B ist der
zusétzliche Finger oder Zeh nur schwach oder unvollsténdig ausgebildet und tritt haufig
nur in Form eines Hautanhanges auf. In einer derartigen Familie mit unterschiedlich
ausgepragten Formen der Postaxialen Polydaktylie konnten zwei unterschiedliche
Aminosaureaustauschmutationen (ARG643TER; GLY727ARG) in GLI3 identifiziert
werden, die zu einem vorzeitigen Abbruch des Proteins fihren bzw. eine hochkonservierte
Aminosaure in der ersten Postzinkfinger-Doméne des Proteins verandern (RADHAKRISHNA,
U. ET AL 1999).
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Praaxiale Polydaktylie Typ IV; PPD IV (MIM 174700)

Die Merkmale der Préaxialen Polydaktylie Typ IV sind préaxiale Polydaktylie und
Syndaktylie. Die Hande zeigen eine nur schwach ausgepragte Duplikation des Daumen
und Syndaktylie zwischen den Fingern 3 und 4. Die Fif3e sind schwerer betroffen und
zeigen vollstandige Duplikationen des ersten und auch des zweiten Zeh und Syndaktylie
zwischen allen Zehen. In einer betroffenen Familie konnte schliefdlich eine Insertion eines
Nukleotids in das GLI3-Gen gezeigt werden (1-BP INS, 3647C), die zu einer
Leserasterverschiebung und zu einer verfrihten Termination des Proteins (AA1246) fuhrt
(RADHAKRISHNA, U. ET AL. 1999).

1.3 Die Erzeugung und Verwendung von Tiermodellen

Ein Ziel der modernen Entwicklungsbiologie ist neben der funktionellen Analyse der fir
die Entwicklung notwendigen Gene, die Untersuchung der Gene bzw. ihrer Genprodukte,
die relevant sind fur die Diagnose, Pravention und Therapie menschlicher Erkrankungen.
Die Untersuchung der molekularen und zelluldren Funktionen verschiedener Gene
wahrend der Embryonal entwicklung oder des L ebenszyklus eines Organismus erfordert die
Entwicklung von Modellsystemen, die die systematische und experimentelle Analyse der
Genfunktion erlauben. Aufgrund der Ahnlichkeiten der Genome, entwicklungsbiol ogischer
und biochemischer Signal- bzw. Stoffwechselwege, der Physiologie und der langen
Tradition der kontrollierten Zucht (Inzuchtstdmme) und klassischen Genetik stellt die
Maus das ideale Hauptmodellsystem zum Studium der Entwicklungskontrollgene sowie
der Genetik und Pathogenese menschlicher Fehlbildungssyndrome dar. Bereits frihzeitig
wurde erkannt, dal3 hierbei die Untersuchung von Mutanten eines der wertvollsten
Werkzeuge ist, um tiefgreifende Einblicke in die Genfunktion wahrend der Entwicklung
der Wirbeltiere und besonders der Sugetiere zu erhalten (MCLAREN, A. 1976).

In letzter Zeit sind die Vorzige der klassischen Mausgenetik jedoch etwas in den
Hintergrund geraten. Die Grinde hierfir liegen vorallem in genetischen Ansétzen in
anderen Modellorganismen. Die Einfachheit der grofangelegten genetischen
Untersuchungen in Drosophila melanogaster, C. elegans und Danio rerio haben diese zu
vielverwendeten Organismen fir Phanotyp-basierende Genidentifizierungen gemacht.
Dieser Ansatz fuhrt jedoch schnell an seine Grenzen, da sich die Entwicklung der
Saugetiere grundsétzlich von der Entwicklung dieser Modellorganismen unterscheidet.
Betrachtet man zum Beispiel die frihen Abl&ufe im Embryo, so beginnt die Transkription
im Saugetierembryo bereits Tage vor der Gastrulation, so dal3 die kritischen Ereignisse wie
die Determination der Keimblatter und die frihe Morphogenese von zygotisch
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transkribierten Genen und weniger von bereits vorher abgelegten maternalen Faktoren
beeinfluRt wird. Wahrend der intrauterinen Entwicklung hangt das Uberleben des
Saugetierembryos nach der Implantation im Wesentlichen von der Ausbildung einer Reihe
von physikalischen Verbindungen zwischen dem Embryo und dem maternalen
Blutkreislauf, einschliefdlich der Plazenta, die keinerlei vergleichbare Struktur in den
Invertebraten oder Fischmodellsystemen hat, ab. Weiterhin kann es keine einfachen
Beziehungen zwischen den beobachteten Phanotypen homologer Gene z.B. in Fisch- und
Mausmutanten geben, da es scheinbar zusétzliche Genomduplikationen in der Teleostlinie
gegeben hat (APARICIO, S. 1998). Diese haben z.B. dazu gefuhrt, dal3 es sieben Hox-
Cluster in Zebrafisch und nicht nur vier wie in Sdugetieren gibt (AMORES, A. ET AL. 1998).

Diese Faktoren zeigen deutlich, dal3 die Maus eine der wertvollsten Ressourcen zur
Untersuchung der Genfunktion im Menschen ist.

1.3.1 Erzeugung von Mausmutanten

Heute sind neben der Vielzahl der spontanen Mutationen die strahlen- und chemisch-
induzierten Mutationen von zunehmender Bedeutung (Ubersicht bei BEDELL, M.A., ET AL.
1997A und DoOOLITTLE, D.P., ET AL. 1996). Hierzu z&hlt vorallem die grof3e Gruppe der
durch ENU (N-Ethyl-N-Nitrosourea)-Mutagenese (BROWN, S.D. UND BALLING, R. 2001)
erzeugten Mutanten, die fur die grof3angelegten Phanotyp-basierenden Ansétze zur
Genidentifikation erzeugt werden. Neben diesem Phénotyp-basierenden Ansatz ist ein
Gen-basierender Ansatz der ENU-Mutagenese in ES-Zellen sehr vielversprechend, da hier
davon ausgegangen wird, eine Reihe von allelischen Mutationen in einem definierten Gen
zu erzeugen, die dann sowohl Verlust- oder Zugewinn-Mutationen, as auch dominate wie
rezessive Mutationen in einem Gen reprasentieren konnen, um zum Versténdnis der
Genfunktion beizutragen (CHEN, Y. ET AL. 2000). Zusétzlich zu diesen ungerichteten
Methoden ist die reverse Genetik von entscheidender Wichtigkeit, um zum Versténdinis
von Genfunktion beizutragen, da sie von einer direkten gerichteten Manipulation der
Keimbahn der Maus ausgeht, um von einem bekannten Gen gezielt Mausmutanten zu
erzeugen. Hierzu kénnen entweder transgene Tiere durch die pronukledre Mikroinjektion
von DNA erzeugt werden oder es kann die bevorzugte gezielte Mutagenese in der Maus
(, gene targeting”) eingesetzt werden. Hierdurch kann die Keimbahn der Maus in einer
vorherbestimmten Weise verandert werden und Mausmutanten mit einer definierten
Mutation in ihrem Genom geschaffen werden, die die Funktionsanalyse eines jeden
klonierten Gensin vivo erlaubt (Ubersicht bei HOGAN, B. ET AL. 1994; TORRES, R.M. UND
KUHN, R. 1997; JOYNER, A.L. 1999).
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Die Grundlage fur die ,gene targeting“-Technik liegt in der Verwendung von
undifferenzierten pluripotenten embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus, die sich
zu allen Organen und Geweben eines Organismus entwickeln kénnen. Diese Zellen
wurden 1981 erstmalig aus Pr&Implantationsembryonen gewonnen (EVANS, M.J. UND
KAUFMANN, M.H. 1981; MARTIN, G. 1981). Nach ihrer Isolation konnte gezeigt werden,
daR diese Zellen in der Lage sind, nach der Ubertragung in einen Mausembryo an der
normalen Entwicklung des Embryos teilzunehmen. Sie kdnnen zur Entwicklung aller drei
Keimbl&tter und der Keimbahn in chiméren Mausen beitragen und sind somit fahig ihre
genetischen Informationen an ihre Nachkommen weiterzugeben (BRADLEY, A. ET AL.
1984). Kurz danach gelang es erstmalig das endogene Allel eines Gensin ES-Zellen durch
homologe Rekombination durch eine in die Zellen transfizierte mutierte Version dieses
Gens auszutauschen und diese ES-Zellen erfolgreich zur Erzeugung von Mausen zu
verwenden (THOMAS, K. UND CAPECCCHI, M. 1987; DOETSCHMANN, T. ET AL. 1988;
KOLLER, B.H. ET AL 1989). Seitdem ist die Technik kontinuierlich weiter verbessert
worden und als Konsequenz die Anzahl der durch gezielte Mutagenense erzeugten
Mausmutanten drastisch angestiegen (Ubersicht bei BRANDON, E.P. ET AL. 1995; BEDELL,
M.A., ET AL. 19978). Die sich entwickelnde Flexibilitat der Technik ermoglicht es heute
eine Vielzahl von verschiedenen Mausmutanten zu erzeugen, die entweder konstitutive
Geninaktivierungen (,knock-out*), subtile Mutationen, Gen-Austausch, -Inversion, -
Deletion, chromosomal e Transl okationen oder zeit- sowie gewebespezifisch aktivierte oder
inaktivierte endogene oder Fremdgene (,, knock-in“) tragen.

Trotz der Vielzahl verschiedener Anwendungsmoglichkeiten ist die Technik, um genetisch
veranderte Mause zu erzeugen, bei allen Ansétzen im Wesentlichen gleich. Basierend auf
dem zu bearbeitenden biologischen Problem oder der experimentellen Fragestellung mul3
die optimale Strategie erarbeitet werden und das erforderliche bzw. angemessene Design
des Vektors, der erforderlich ist, um die gewlinschte Veranderung in das Genom der ES-
Zellen einzubringen, gewdahlt werden (, Replacement”-Typ oder ,Insertion“-Typ
Vektoren). Nach der Konstruktion des Vektors erfolgt durch Elektroporation, die die
Methode der Wahl darstellt, die Transfizierung der ES-Zellen mit dem Mutagenese-
Vektor. Neben der Qualitét der ES-Zellen und den optimalen Kulturbedingungen, die die
Pluripotenz der Zellen erhalten sollen (Ubersicht bei ROBERTSON, E. 1989), sind
verschiedene Faktoren fiir eine nachfolgende erfolgreiche homologe Rekombination in den
ES-Zellen und somit schlief3lich fur die Erzeugung von genetisch verénderten Mausen
entscheidend. Zu diesen Faktoren z&hlen neben dem Ziellokus bzw. der Lokusregion
selbst, vorallem die Lénge der im Vektor verwendeten homologen DNA, die
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transkriptionale Aktivitét des Ziellokus, die Penetranz der verwendeten Selektionsgene und
schliefdlich die Verwendung von isogener DNA fir die Konstruktion des verwendeten
Vektors (Ubersicht bei FROHMAN, M.A. UND MARTIN, G.R. 1989, FUNG-LEUNG, W.P. UND
MAK, T.W. 1992, TERIELE, H. ET AL. 1992; VAN DEURSEN, J. UND WIERINGA, B. 1992).
Aufgrund der geringen Transformationseffizienz (10°) und der noch geringeren Frequenz
der homologen Rekombination muf3 eine Anreicherung der genetisch veranderten ES-
Zellen erfolgen. Zur Anreicherung der wenigen homolog rekombinierten Zellen wird in der
Regel eine positive Selektion verwendet, die durch das am haufigsten eingebrachte
prokaryontische Neomycin Phosphotransferase-Gen, das die Resistenz gegentiber dem
Antibiotikum G418 verleiht, ermdglicht wird. Weiterhin kann diese positive Selektion der
transfizierten ES-Zellen noch mit einer negativen Selektion (z.B. Thymidin Kinase-Gen
oder Diphteria Toxin A-Gen) verbunden werden (MANSOUR, A. ET AL. 1988), um die
homolog rekombinanten Zellen gegentber den nicht-homolog rekombinanten zusétzlich
anzureichern. Schliefdlich mussen die erhaltenen ES-Zellklone isoliert und durch PCR-
basierende Strategien oder durch Filterhybridisierungen eindeutig charakterisiert werden.
Hieran schliefdt sich die Erzeugung der chimaren Mause mit diesen genetisch veranderten
ES-Zellen und die Etablierung von Mauslinien an, die die gewlinschte Verénderung stabil
in ihr Genom integriert haben und diese an ihre Nachkommen weitergeben kdnnen
(Ubersicht bei WASSARMAN, P.M. UND DE PAMPHILIS, M.L. 1993; HOGAN, B. ET AL. 1994;
TORRES, R.M UND KUHN, R. 1997; JOYNER, A.L. 1999).

1.3.2 Verwendung von Mausmutanten

Durch die verschiedenen Méglichkeiten der gezielten Verdnderung von Genen, die mit der
homologen Rekombination in ES-Zellen beginnt und Uber die Erzeugung von chiméren
Tieren in der Etablierung neuer mutanter Mauslinien endet, sind somit eine Vielzahl von
Erkenntnissen Uber die Genfunktion und -regulation im Organismus wahrend der
Embryonalentwicklung und des normalen Lebenszyklus zu erwarten, die zu einem
besseren Verstandnis von entwicklungsrelevanten und pathogeneti schen/-physiol ogischen
Prozessen beitragen werden. Einen ersten Eindruck von der Vielzahl der bereits
vorhandenen Mausmutanten, die durch gezielte Mutagenese entstanden sind, und den
damit verbundenen Mdglichkeiten der Analyse entwicklungsbiologischer Vorgéange kann
man sich unter Verwendung der vielen Internet-Datenbanken verschaffen, wie z.B.:

TBASE http://tbase.jax.org/

IMR http://www.jax.org/resources/documents/imr/

Database of Gene Knockouts  http://www.bi oscience.org/knockout/knochome.htm
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BioMedNet http://biomednet.com/db/mkmd

EMMA http://www.emma.rm.cnr.it/

DHMHD http://mww.hgmp.mrc.ac.uk/DHMHD/dysmorph.html
Whole Mouse Catalog http://www.rodentia.com/wmc/

Insgesamt sind bereits mehr als 1000 Gene bekannt, die fur die Ausbildung monogener
Erkrankungen im Menschen verantwortlich sind oder zu einer erhthten Suszeptibilitét fur
komplexe Erkrankungen beitragen (Ubersicht in ,,Online Mendelian Inheritance in Man®
(OMIM) unter www.nchi.nlm.nih.gov und bei ANTONARAKIS, S.E. UND McKuUsICK, V.A.
2000). Hiervon sind weit mehr als 100 Gene, deren Homolog im Menschen urséchlich fur
die Ausbildung eines Fehlbildungssyndromes ist oder mal3geblich an der Pathogenese
dieser Fehlbildungen beteiligt ist, durch Mutantenanalysen oder gezielte Mutationen in der
Maus untersucht worden (Ubersicht bei BEDELL, M.A., ET AL. 19978). So konnten z.B.
wichtige Erkenntnisse fur das Verstandnis der Pathogenese der Hirschsprung's Krankheit
(MIM 142623), dem Fehlen von intestinalen Ganglien, dem damit verbundenen
Megacolon, den Verengungen oder Verschltissen des Diinndarms und dem chronischen
Erbrechen, durch die Untersuchung der Mé&use, die eine homozygote Nullmutation fir das
Proto-Onkogen Ret tragen (SCHUGHARDT, K. ET AL. 1994), gewonnen werden (VAN
HEYNINGEN, V. 1994; CHAKRAVARTI, A. 1996). Neben den Fehlbildungen der
Abkommlinge der Neuralleiste, stellen die des Skeletts ein weiteres Beispiel dar. Hierbei
hat die detaillierte phanotypische und molekulare Analyse der Mausmutanten, die eine
gezielte Mutation im Fgfr3-Gen tragen, gezeigt, dal3 sie ein verstarktes Wachstum der
Rohrenknochen aufweisen und somit genau den gegenteiligen Phanotyp zu den Patienten,
die an Thanatophorer Dysplasie (MIM 187600), Achondrodysplasie (MIM 100800) oder
Hypochondroplasie (MIM 146000) leiden, zeigen. Basierend auf diesen genetischen Daten
kann davon ausgegangen werden, dald Fgfr3 ein negativer Regulator des
Knochenwachstums ist und dai3 die in den Patienten gefundenen Punktmutationen in
FGFR3 zu einer konstitutiven Aktivierung von FGFR3 fihren (BELLUS, G.A. ET AL.1995;
MUENKE, M. UND SCHELL, U. 1995; CoLVIN, J.S. ET AL. 1996; DENG, C.-X. ET AL. 1996).
Weiterhin kdnnen die Untersuchungen an verschiedenen Mausmutanten einen wichtigen
Beitrag liefern, um eine Verbesserung der Diagnose und vorallem der Therapie
kardiovaskularer Erkrankungen (bes. Artherosklerosis), die zu den haufigsten
Todesursachen zahlen, zu erreichen. So sind z.B. die Mausmutanten fur Ldlr und Apoe
sehr hilfreich, um zu verstehen, wie sich atherosklerotische L&sionen bilden und welche
Einflusse der Cholesterol-Stoffwechsel auf die Pathogenese der Erkrankung hat. Die
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Mausmutanten stellen somit gute Modellsysteme fir sporadische aber auch vererbte
Krankheitsformen, wie die Familére Hypercholesterolemie (MIM 143890) oder die
Hyperlipoproteinamie Typ 11 (MIM 107741) dar. Die detaillierten Analysen der einzelnen
Mausmutanten und der Mutanten, die beide Veranderungen gleichzeitig tragen, kénnen
vielfaltigen Aufschluf Uber die molekularen intra- und interzellul&ren Abl&ufe wahrend der
Krankheitsentwicklung geben und somit zu einer Verbesserung der Diagnose und der
Therapie beitragen (GOLDSTEIN, J.L. ET AL. 1995; KNECHT, T.P. UND GLASS, C.K. 1995;
MAHLEY, R.W. UND RALL JR., S.C. 1995).

Insgesamt wird somit deutlich, dal3 in néchster Zeit die Erzeugung und Verwendung von
Mausmodellen in Kombination mit der Nutzung der zur Verfigung stehenden
vollsténdigen Sequenzen des menschlichen Genoms (VENTER, J.C. ET AL. 2001) und der
zuganglichen Gesamtsequenz des Mausgenoms (MARSHAL, E. 2001; www.celera.com)
von grofier Bedeutung fur das Versténdnis der Genfunktion wahrend der Entwicklung aber
auch wahrend der Entstehung von Krankheiten sein wird. Durch die Verfugbarkeit der
Genomsequenzen wird die ldentifizierung und Charakterisierung der Krankheiten
verursachenden Gene erleichtert (JMENEZ-SANCHEZ, G. ET AL. 2001) und es wird mdglich
sein, ein im Menschen identifiziertes Gen zilgig in der Maus zu isolieren und durch
gezielte Mutagenese auszuschalten. Hierbei ist es aber nicht vorrangig, ein Abbild der
beobachteten phéanotypischen Veranderungen darzustellen, sondern gleichzeitig die
Maoglichkeit zur detaillierten molekularen Analyse der betroffenen Stoffwechsel- oder
Signalwege in einem definierten genetischen Hintergrund zu nutzen. Hierdurch kdnnen
wichtige Erkenntnisse fur die Aufschlisselung der fur die normale Entwicklung
notwendigen Ablaufe und die zugrunde liegenden genetischen Netzwerke gewonnen
werden. Aul3erdem kann es durch die Verwendung verschiedener definierter genetischer
Hintergriinde zur Identifikation und Isolation von Genen kommen, die modifizierend auf
die Funktion einzelner Gene bzw. ihrer Genprodukte einwirken. Neben diesem Nutzen
zum Verstandnis der Vorgange wahrend der Embryonalentwicklung, sind diese Mause
noch von hohem klinischen bzw. therapeutischen Wert, da sie neben der Optimierung der
Diagnose zur Etablierung oder Verbesserung von Behandlungsmdoglichkeiten,
einschliefdlich der Gentherapie, verwendet werden kénnen.

Seite26



Einleitung

1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die Betrachtung der zuvor beschriebenen Gli3-Mausmutanten und der Krankheitsbilder
der Patientengruppen mit GLI3-Mutationen zeigen, dal3 durch die Mutationen in nur einem
Gen es zur gleichzeitigen Beeinflussung mehrerer Merkmale (Pleiotropie) kommit.
Besonders die Vielzahl der beobachteten verschiedenartigen Phanotypen (Polyphénie) in
Patienten mit Mutationen im GLI3-Gen weisen auf eine entscheidende und weit verbreitete
Funktion von Gli3 wahrend der Embryonalentwicklung hin. Hierbei ist aufféllig, dal3 es
durch Mutationen in bestimmten Regionen von GLI3, N- bzw. C-termina der Zink-Finger
Region, zu unterschiedlichen Phanotypen in einzelnen Patientengruppen kommt. Hierunter
sind neben zwei Syndromen (GCPS und PHS), das heifdt, daf3 in diesen Patienten ein
Krankheitshild vorliegt, das sich aus verschiedenen einzelnen Symptomen zusammensetzt,
auch drei isolierte, in ihrer Auswirkung sehr milde Fehlbildungen (PPD IV, PAP-A und
PAP-A/B) zu finden, die sich auf die Extremitéten bzw. den Autopod begrenzen. Im
Gegensatz dazu sind besonders in den PHS-Patientengruppen Organe bzw. Organsysteme
betroffen, fir die, aus der Analyse der bekannten Mausmutanten, bisher kein Einfluf3 von
Gli3 auf die normale Entwicklung beschrieben worden ist. Hierbei stellt sich die Frage wie
sich die beobachteten Phéanotypen im homozygoten Zustand darstellen und ob die
betroffenen Strukturen stérker betroffen sind oder aber noch zusétzliche Strukturen durch
die Gli3-Mutationen in ihrer Entwicklung gestért sind. Neben den morphol ogischen und
anatomischen Fragestellungen der phanotypischen Auspragung der einzelnen Genotypen
sind besonders die molekularen Verénderungen der fur ihre Determination und
Differenzierung notwendigen Signalwege bzw. genetischen Netzwerke von besonderem
Interesse. Durch die Analyse dieser Signalwege kdnnen nicht nur eine Vielzahl neuer
Erkenntnisse Uber die Bedeutung von Gli3 fur die Entwicklung eines einzelnen Organs
oder Organsystems gewonnen werden, sondern auch Uber die Interaktionen verschiedener
Signalwege wéhrend der Entwicklung.

Einen ersten Ansatzpunkt fir den Einstieg in diese Analysen bzw. die Aufklarung der
Gli3-Funktion konnen die in ihrer Ausprdgung in den Patienten grundsétzlich
verschiedenen Polydaktylie-Formen der einzelnen GLI3-Mutationen sein. Der Versuch die
qualitativ verschiedenen Formen der Polydaktylie (pr&axial, zentral, postaxial) im
Modellorganismus Maus, in dem alle bisher bekannten Gli3-Mutationen nur zu préaxialen
Polydaktylien (siehe 1.2.3) fuhren, nachzustellen (Phénokopie) kann, unterstiitzt durch die
molekularen Analysen, dazu beitragen, dal3 die Funktion unterschiedlicher Gli3-Formen
wahrend der GliedmalRenentwicklung verstanden werden kann. Die ausfihrliche
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Untersuchung der dann eventuell beobachteten prdaxialen, zentralen und postaxialen
Gliedmal3en-Phanotypen und die hierbei gefundenen Wechselwirkungen kdnnen hilfreich
zur Aufkldrung der Gli3-Genfunktion im Shh-Signalweg und wéhrend der Organogenese
der einzelnen betroffenen Strukturen sein. Hierdurch wird die Analyse der
Wechselwirkung mit anderen komplexen genetischen Netzwerken wéahrend der
Entwicklung des Gesamtorganismus ermdglicht. Der Grund daflir ist, daf3 die
GliedmalRenentwicklung als ein klassisches Modellsystem der Entwicklung verstanden
werden kann, an dem grundlegende entwicklungsbiologische Fragestellungen untersucht
werden kdnnen. Die Ursachen hierfir sind unter anderen, dal3 die bei der Gliederung des
Kdrperbauplans angewendeten Prinzipien bei der Musterbildung der Gliedmalien
wiederzufinden sind und die fur die Gliedmal3enbildung verantwortlichen Molekile an
anderen Stellen und zu anderen Zeiten im sich entwickelnden Vertebraten-Embryo
wiederzufinden sind. (Ubersicht bei SAUNDERS, JW. UND GASSELING, M.T. 1968; TICKLE,
C. 1981; RIDDLE, R.D. ET AL. 1993; CoHN, M.J. uND TICKLE, C. 1996; JOHNSON, R. UND
TaBIN, C. 1997).

Das Ziel der Arbeit ist es eine Auswahl der im Menschen identifizierten GLI3-Mutationen
(C-terminal der Zink-Finger Region; PHS (Position 2194)- KANG, S. ET AL. 1997; PAP-A
(Position 2463)- RADHAKRISHNA, U. ET AL. 19978) und eine intermediar gelegene
(Position 2402) durch homologe Rekombination in das Gli3-Gen der Maus einzubringen,
um die im Menschen gefundenen Veranderungen nachzustellen. Diese gerichtete
Manipulation des Mausgenoms soll die Analyse der phénotypischen sowie molekularen
Konsequenzen der jeweiligen Mutation in der Maus ermdglichen, um die funktionellen
Auswirkungen der einzelnen Mutationen zu untersuchen. Hieraus konnen sich weitere
Einblicke in die Gli3-Genfunktion wahrend der Embryonal entwicklung ableiten und es 1803t
sich eine mogliche Struktur-Funktionsbeziehung und eine potentielle Genotyp-Phanotyp-
Korrelation hinterfragen, da die gezielt eingebrachten Mutationen im Gegensatz zu den
bisher bekannten Gli3-Mutationen (siehe 1.2.3) C-terminal der Zink-Finger Region
lokalisiert sind. Unter Verwendung der Informationen des bekannten kodierenden Bereichs
der Gli3-cDNA (THIEN, H., ET AL. 1996; Genbank #NM_008130) sollen zunéchst die
erforderlichen genomischen Fragmente isoliert werden, die die Grundlage fiur die
Erstellung der Mutagenese-Vektoren darstellen. Diese Vektoren werden anschlief3end
verwendet, um das Gli3-Gen in embryonalen Stammzellen der Maus durch homologe
Rekombination gezielt zu verandern. Darauf folgt die Etablierung der eindeutig
charakterisierten ES-Zellinien mit der jeweiligen gezielten Veranderung des Gli3-Gens
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und die Verwendung dieser ES-Zellinien zur Erzeugung chiméarer Mause. Diese kdnnen
zur Etablierung neuer Mauslinien, die die gewiinschte Veranderung des Gli3-Gens tragen
und an ihre Nachkommen weitervererben, verwendet werden. Die phénotypische sowie
molekulare Charakterisierung dieser Mausmutanten erlaubt schliefdlich die Auswirkungen
der einzelnen Mutationen auf die Embryonal entwicklung zu untersuchen.
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2 Materia und Methoden

Dieim Verlauf dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden soweit nicht
anders erwdhnt von den Firmen Applichem GmbH, J.T. Baker, Fluka, New England
Biolabs (NEB), Merck, Riedel de Haén, Roche Molecular Biochemicals, Roth und Sigma
bezogen. Die erforderlichen L ésungen, Puffersysteme und Spezialchemikalien werden bei
den einzelnen Methoden entsprechend ihrer Verwendung beschrieben. Zum Ansetzen der
L dsungen wurde Wasser aus einer Millipore-MilliQ-Anlage verwendet. Bei Bedarf wurden
die Losungen, Gefal3e, Geréte und Verbrauchsmaterialen durch Autoklavieren bei 121°C;
2bar fur 30 min., Filtrieren oder durch trockene Hitze bei 180°C fur 30 min. sterilisiert.

Die eingesetzten Geréaten und Verbrauchsmaterialen, sofern nicht bei den einzelnen
Methoden besonders erwahnt, sind die in einem molekul arbiol ogisch arbeitenden Labor im
Allgemeinen verwendeten.

2.1 Sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsenzyme wurden in der Regel zusammen mit ihrem jeweiligen
Reaktionspuffer bezogen und entsprechend den vom Hersteller (NEB; Roche)
vorgegebenen Reaktionsbedingungen eingesetzt.

In einem Ublichen Reaktionsansatz, mit einem Gesamtvolumen von 20 pl konnten bis zu
5 pg DNA von einer Enzymaktivitdt von 10 U innerhalb einer Stunde gespalten werden.
Fir die meisten Enzyme war eine Inkubation bei 37°C erforderlich.

Der Reaktionsansatz wurde in der Regel gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.5). Nach
einer praparativen Spaltung zur Linearisierung von Plasmiden oder zur Isolierung von
DNA-Fragmenten wurde entweder eine Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlief3ende
Ethanol-Fallung (siehe 2.4) durchgefihrt, oder die DNA-Fragmente wurden zunachst
gelelektrophoretisch aufgetrennt und schliefdlich aufgereinigt (siehe 2.6).

2.2 Dephosphorylierung von DNA

Nach der Spaltung von Vektoren mit nur einem Restriktionsenzym wurden diese mit dem
Enzym alkalische Phosphatase (Roche) behandelt, um die Haufigkeit eines unerwiinschten
Wiederverbindens der erzeugten komplementéren Enden zu verringern. In der Regel
wurden dem Restriktionsansatz die den Herstellerangaben entsprechende Menge
Reaktionspuffer und eine Enzymaktivitét von 1 U alkalischer Phosphatase zugesetzt. Nach
einer 30 mindtigen Inkubation bei 37°C wurden die dephosphorylierten DNA-Fragmente
aufgereinigt. Dies erfolgte entweder durch Phenol-Chloroform-Extraktion und
anschliefRende Ethanol-Préazipitation (siehe 2.4), oder gelelektrophoretische Auftrennung
und anschlief}ende Gelextraktion (siehe 2.6).
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2.3 Umwandlung von tberhdngenden kohasiven Enden in stumpfe Enden

Fur einige Klonierungsanséize war es notwendig, die durch einen Restriktionsansatz
erzeugten tberhangenden kohasiven Enden der DNA-Fragmente oder Vektoren in glatte
Enden umzuwandeln. Hierzu wurde entweder das Klenow-Fragment oder die ,,Mung
Bean“-Nuklease verwendet. Bei Verwendung des Klenow-Fragments wurden nach der
Inkubation eines Restriktionsansatzes 1l dNTP-Gemisch (0,5 mM) und 5 U Klenow-
Fragment (NEB) zugegeben und fir 20 min. bei 37°C inkubiert. Bei Anwendung der
»Mung Bean"-Nuklease (NEB) wurde nach Zugabe des Reaktionspuffers und des Enzyms
(1 U/pg DNA) fur 30 min. bei 30°C inkubiert. Im Anschluf3 an die Inkubation wurden die
behandelten DNA-Fragmente oder Vektoren entweder durch Phenol-Chloroform-
Extraktion und anschlief3ende Ethanol-Préazipitation Siehe 2.4), oder gelelektrophoretische
Auftrennung und anschlief3ende Gelextraktion (siehe 2.6) aufgereinigt.

2.4 Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlief3ende Ethanol-Fallung

Die aufzureinigenden Proben wurden zundchst mit Wasser auf 100 pl Gesamtvolumen
aufgefullt. Es wurde 1 Volumen Phenol/Chloroform zugegeben und nach grindlicher
Durchmischung zur Unterstiitzung der Phasentrennung zentrifugiert (5 min.; 13200 Upm;
Eppendorf 5415D). Nach der Zentrifugation wurde die obere, waldrige DNA-haltige Phase
vorsichtig abgenommen und die proteinhaltige Interphase sowie die organische Phase
verworfen. Zur Prézipitation der DNA wurde zu der wal3rigen Phase 0,1 Volumen
Natriumacetat und 3 Volumen Ethanol (abs.) gegeben, gut durchmischt und 30 min. bei
-20°C inkubiert. Anschlie3end wurde die DNA durch Zentrifugation (10 min.; 13200
Upm; Eppendorf 5415D) sedimentiert. Abschlief3end wurde mit 500 pl Ethanol (70%)
gewaschen, kurz zentrifugiert, der Uberstand vollstandig abgesaugt und das an der Luft
getrocknete Zentrifugat in einem angemessenen Volumen TE oder Wasser aufgenommen.

L osungen : Phenol/Chloroform 3:1; TE geséttigt
Natriumacetat 3M; pH 5,2
Ethanol abs.
70% Ethanol
TE 10 mM Trig/HCI
1mM EDTA
pH 8,0

2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Molekilen erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Als Gel-
sowie als Laufpuffer diente das TAE-Puffersystem. In Abhéngigkeit von der Lange der
aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit einem Anteil von 0,8 - 2 % (w/v)
Agarose eingesetzt. Die aufgekochte Agarosel 6sung wurde mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
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versetzt und die zu analysierenden Proben vor Beladung des Gels mit 5 pl DNA-
Auftragspuffer vermischt.
Zur spéteren Grof3en- und Mengenabschétzung der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde
zusétzlich, folgende ebenfalls mit DNA-Auftragspuffer versetzte, restriktionsenzymatisch
gespaltene Bakteriophagen-DNA als L éangenstandard aufgetragen :

1kb-DNA-Leiter :  12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; 5090; 4072;
3054; 2036; 1636; 1018; 506,517; 396; 344; 298; 220; 201; 154; 134; 75 bp (GibcoBRL
#15615-024)

A-Hindlll :  23130; 9416; 6557; 4361; 2322; 2027; 564; 125 bp (Stratagene
#201109)
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bel einer konstant gehaltenen Spannung von 5
Volt/cm bei Raumtemperatur. Die DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht ( 254 nm )
durch die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht und mit einer
PC-gestitzten Videodokumentationsanl age fotografiert.

Losungen: TAE 40 mM Tris/Acetat

2mM EDTA

pH 8,2
Agarose - Applichem #A 1091
Ethidiumbromid 10 mg/ml - Applichem #A1152
Auftragspuffer 50% (v/v) Glycerin

2% (w/v) Orange G - Merck #14277

in TAE

2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell unter UV-Licht méglichst
exakt ausgeschnitten. Zur Isolierung wurde der ,High Pure PCR Purification Kit* (Roche
#1732676) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA wurde dann mit 50 pl
des mitgelieferten Elutions-Puffer oder Wasser aus den Filtereinsétzen eluiert. Die Qualitat
und Konzentration der erhaltenen DNA wurde durch Agarosegel el ektrophorese (siehe 2.5)
Uberprift.

Losungen :  Ethanol abs.
Isopropanol

2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verbindung von DNA-Restriktionsfragmenten, die glatte oder koh&sive iberhdngende
Enden aufwiesen, wurde mit Hilfe der DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 durchgefiihrt.
Die Ligation erfolgte, indem zunéchst die aufgereinigte Vektor- und Insert-DNA in einem
molaren Verhaltnis von ungefahr 1:3 eingesetzt wurde. Die DNA wurde mit 3 pl 10x
Ligase-Puffer und 2 pl T4-Ligase (beides GibcoBRL) vermischt und mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 30 ul aufgeftillt. Die Inkubation erfolgte bei 16°C fur 12-16 Stunden.
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Die Hélfte des Ligationsansatzes konnten im Anschlul® fir die Transformation von
kompetenten Bakterien (siehe 2.8.2) eingesetzt werden, der Rest wurde bei 4°C gelagert.

2.8 Transformation von Plasmiden in Escherichia coli

2.8.1 Herstellung kompetenter Zellen

Als bakterieller Wirt wurde der Escherichia coli Stamm JM109 (recAl, lacZAM15)
verwendet. Die Herstellung der kompetenten Zellen erfolgte nach dem Protokoll von
INOUE, H. ET AL. 1990.
Zunéachst wurde eine Einzelkolonie verwendet, um eine Vorkultur in 20 ml LB-Medium
anzuimpfen, die Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln auf einem Plattformschuttler (120
Upm) inkubiert wurde. Diese diente as Inokkulum fir eine 250 ml-Hauptkultur in SOB-
Medium. Die Kultur wurde bel Raumtemperatur unter Schiitteln bis zu einer OD¢,,=0,93
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde nach Erreichen der ODgy, fur 10 min. auf Eis
gestellt, 10 min. bei 2500 x g (Heraeus, Megafuge 1.0R) und 4°C zentrifugiert und das
erhaltene Bakteriensediment in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und nach
Zugabe von DM SO zu einer Endkonzentration von 7 % (v/v) fur 10 min. auf Eisinkubiert.
Danach erfolgte die Aliquotierung der Zellen in 200 pl Portionen und, nach
Schockgefrieren in fllssigem Stickstoff, die Lagerung bei —80°C.
Losungen: LB-Medium 1% (w/v) NaCl

1% (w/v) Trypton - Applichem #A 1553

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt - Applichem #A 1552

inH,O

autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

SOB-Medium 2% (w/v) Trypton - Applichem # A1553

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt - Applichem # A1552

10 mM NacCl

2,5mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

pH 6-7-7

TB-Puffer 10 mM PIPES
55 mM MnCl,
15mM CaCl,

250 mM KCI
pH 6,7

2.8.2 Transformation

Zur Transformation wurden die bei -80°C gelagerten kompetenten Bakterien zigig
aufgetaut und zusammen mit der Plasmid-DNA (20-100 ng) fur 15 min. auf Eis inkubiert.
Darauf folgend wurden die Bakterien einem kurzen Hitzeschock (45 sec.; 42°C) ausgesetzt

Seite3s



Material und Methoden

und nach der Zugabe von 0,8 ml LB-Medium wurden die Zellen fir 30-45 min. bei 37°C
unter leichtem Schitteln inkubiert. Im Anschluf3 an die Inkubation wurden die
Bakterienzellen abzentrifugiert (3 min.; 6000 Upm; Eppendorf 5415D), das Sediment in
ungefdhr 100 pl LB-Medium resuspendiert und die Suspension in Abhéngigkeit von der
kodierten Antibiotikaresistenz des verwendeten Plasmids auf antibiotikahaltigen
Sel ektivndhrbdden ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die herangewachsenen Bakterienkolonien transformierter Zellklone konnte fur das
Animpfen von Flussigkulturen verwendet werden, die primar eine Analyse der Klone
ermaoglichten und schliefdlich der Gewinnung grof3erer Mengen von Plasmid-DNA dienten.

Losungen: LB-Medium 1% (w/v) NaCl
1% (w/v) Trypton - Applichem #A 1553
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt - Applichem #A 1552
inH,O
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

Nahrbéden 1,5% (w/v) Bacto-Agar - Applichem #A 0949

50 pg/ml Ampicillin oder - Applichem #A0839
25 pg/ml Kanamycin - Applichem #A 1493
80 pg/ml X-Gal - Applichem #A 1007
0,2mM IPTG - Applichem #A 1008
in LB-Medium

2.9 Préparation von Plasmid-DNA

Die beiden hier beschriebenen Methoden stellen Modifikationen der alkalischen Lyse-
Methode von BIRNBOIL, H. C. UND DoLY, J. (1979) und BIrNBOIL, H. C. (1983) dar.

2.9.1 Plasmid-Mini-lsolation

Jeweils 2 ml Selektionsmedium wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft und fur
minimal funf Stunden maximal Uber Nacht unter Schutteln bei 37°C inkubiert. 1,5 ml
dieser Kulturen wurden abgenommen, abzentrifugiert (3 min.; 6000 Upm; Eppendorf
5415D) und das Bakteriensediment in 100 pl kalter Losung | vollsténdig resuspendiert.
Nach Zugabe von Losung Il und erfolgter alkalischer Lyse wurden die Proben durch
Zugabe von 150 pl kalter Losung 111 neutralisiert. Die volumingsen Niederschlége wurden
sedimentiert (10 min.; 13200 Upm; Eppendorf 5415D) und die klaren plasmidhaltigen
Uberstande vollstandig in neue Gefalke tiberfuhrt. Die Nukleinsiuren wurde durch Zugabe
von 1 ml kaltem Ethanol (abs.) und erneuter wie zuvor beschriebener Zentrifugation
prézipitiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und der Nukleinsiure-Niederschlag wurde mit
500 ul Ethanol (70%) gewaschen, erneut zentrifugiert (2 min.; 13200 Upm; Eppendorf
5415D), der Uberstand vollstandig abgesaugt und das kurz an der Luft getrocknete
Zentrifugat in 25 yl TE aufgenommen.

Seite34



Material und Methoden

5 yl der resuspendierten DNA wurden fir eine analytische restriktionsenzymatische

Spaltung eingesetzt und die Restriktionsfragmente gelel ektrophoretisch aufgetrennt.
Losungen: LB-Medium 1% (w/v) NaCl

1% (w/v) Trypton - Applichem #A 1553

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt - Applichem #A 1552

inH,O

autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin oder - Applichem #A0839
25 pg/ml Kanamycin - Applichem #A 1493
in LB-Medium

Losung | 25 mM Tris/HCI
10 mM EDTA
100 mg/ml RNase A
pH 8,0

Losung 11 0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS

Lésung 1 294,5 g Kaliumacetat
110 ml Eisessig
auf 11 H,0O
pH 5,5

Ethanol abs.

70% Ethanol

TE 10 mM TrigHCI
1mM EDTA
pH 8,0

2.9.2 Plasmid-Maxi-lsolation

Plasmid-DNA mit hoher Reinheit und im gréfReren Mal3stab (100 pg bis zu 1 mg) wurde
unter Verwendung des ,,QIAGEN Plasmid Kit* (,Midi* bis 100 pg - QIAGEN GmbH
#12145; ,Maxi* bis 500 pg - QIAGEN GmbH #12163) isoliert.

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden je nach bendtigter Plasmid-Menge 50 oder 100
ml Selektionsmedium mit einem Teil der aufbewahrten Bakteriensuspension der zuvor
analysierten Plasmid-Mini-Isolation angeimpft. Nach erfolgter Inkubation auf einem
Plattformschittler (120Upm) dber Nacht bei 37°C wurde entsprechend den
Herstellerangaben verfahren. Die an der Luft vollstandig getrocknete Plasmid-DNA wurde
in einem angemessenen Volumen TE oder H,O aufgenommen und die gel6ste DNA wurde
spektral photometrisch quantifiziert (siehe 2.11) und zur Uberprifung der DNA-Qualitét
restriktionsenzymatisch (siehe 2.1) und gelelektrophoretisch (siehe 2.5) analysiert.

Losungen: LB-Medium 1% (w/v) NaCl
1% (w/v) Trypton - Applichem #A 1553
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt - Applichem #A 1552
inH,O
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin oder - Applichem #A0839
25 pg/ml Kanamycin - Applichem #A 1493
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in LB-Medium
70% Ethanol
TE 10 mM Trig/HCI
1mM EDTA
pH 8,0

2.10 Isolierung von Nukleinsduren aus eukaryontischen Zellen und Geweben

2.10.1 Isolierung von DNA aus Schwanzgewebe und extraembryonalen Membranen

Hierzu wurden ca. 0,2-0,5 cm Schwanzgewebe erwachsener Tiere bzw. die
extraembryonalen Membranen isolierter Embryonen mit 750 pl Lyse-Puffer und 50 pl
Proteinase K versetzt und Uber Nacht bei 56°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Zur
Fallung der Proteine wurden 250 pl gesattigter Kochsalzlésung zugegeben, kurz
geschittelt und 10 min. bei 13200 Upm (Eppendorf 5415D) zentrifugiert. Anschlief3end
wurde 1 ml des Uberstandes vorsichtig abgenommen und mit 500 ul Isopropanol zur
DNA-Préazipitation vermischt. Nach kurzem Schutteln wurde 5 min. bei 13200 Upm
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, der Niederschlag mit 500 pl Ethanol (70%)
gewaschen und nach Lufttrocknung in 50-100 pl H,O resuspendiert. Die erhaltene
genomische DNA konnte direkt in den weiterfiihrenden Analysen eingesetzt werden.

Losungen: Lyse-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8
100 mM EDTA, pH 8
100 mM NaCl
1% (wiv) SDS
Proteinase K 10 mg/ml — Roche #1000144
geséttige Kochsal zl sung
Isopropanol
70% Ethanol

2.10.2 DNA Mikroextraktion aus 96-Loch Platten

Hierzu wurde eine Modifikation des Protokolles von RAMIRES-SOLIS, R. ET AL. 1992
verwendet. Die in 96-Loch Platten kultivierten ES-Zellen (siehe 2.20.5) konnten fur die
DNA-Isolation verwendet werden, wenn sie das Kulturmedium durch ihre
Stoffwechsel aktivitét Uber Nacht verfarbten. Das Medium wurde von den Mehrloch-
Platten abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und es wurden 50 pl Lysis-
Puffer in jede Vertiefung gegeben. Die Platten wurden Gber Nacht bei 65°C in einer
verschlossenen Schale mit feuchten Papiertiichern inkubiert und am nachsten Tag mit
100 pl eiskalter NaCl/Ethanol-L 6sung pro Vertiefung versetzt. Nach erfolgter Prézipitation
der DNA (ca. 30 min. bei Raumtemperatur) wurde der Uberstand abgeschiittet, die DNA
dreimal mit jeweils 150 pl Ethanol (70%) gewaschen, fir 10 min. luftgetrocknet und in 20
Ml H,O pro Vertiefung aufgenommen. Um das L6sen der DNA zu unterstiitzen wurden die
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Platten fir 10 min. bei 60°C inkubiert. Anschlief?end wurde die gel6ste DNA komplett fr
die sich anschlief3enden Filterhybridisierungen (siehe 2.14.2) eingesetzt.

— Ethanol Prazipitation = 3x 70% Ethanol — L&sen der DNA

Expansion der Zellen, 2x Waschen mit PBS, l
Lyse der ES-Zellen bei 65°C (iber Nacht

Restriktionsenzymatische Spaltung,
Filterhybridisierung

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der DNA Mikroextraktion (modifiziert nach RAMIRES-

SOLIS, R. ET AL. 1992).

Losungen: PBS

Lysis-Puffer

NaCl/Ethanol

70% Ethanol

4 mM NaH,PO,*H,0

16 mM Na,HPO,*2H,0

150 mM NaCl

pH 7,3

autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
10 mM Trig/HCI, pH 8

10 mM EDTA, pH 8

10 mM NaCl
0,5% (w/v) Sarcosyl - Fluka#61743
Proteinase K (1 mg/ml) — Roche #1000144

10 ml Ethanol abs.
+150 yl 5 M NaCl

2.10.3 Isolierung von RNA aus embryonalen Geweben

Frisches oder nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff bei -80°C gelagertes Material
wurde gewogen und mit 1 ml TRIZOL-Reagenz pro 100 mg Gewebe versetzt. Die
einzelnen Proben wurden im Polytron (Stufe 4; Kinematica AG, Luzern) homogenisiert
und entsprechend den Angaben des Herstellers weiter verarbeitet. Das RNA-Sediment
wurde nach Lufttrocknung in 500 pl DEPC- H,0 aufgenommen und bei —-80°C gelagert.

Ldsungen : TRIZOL Reagenz

Chloroform
Isopropanol
70% Ethanol
DEPC-H,0

- GibcoBRL #15596

H,O
+0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonate (DEPC) - Sigma#D5758
Uber Nacht inkubiert; autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
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2.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Der gemessene Absorptionswert von 1 bei einer Wellenlange von 260 nm und einer
Schichtdicke von 1 cm einer Nukleinsaureldsung gegen das entsprechende L dsungsmittel
entspricht ungefahr einer Konzentration von :

dsDNA = 50 pg/ml

RNA = 35 pg/ml
Die Messungen wurden in einem Spektralphotometer (Pharmacia; Ultrospec2000) mit
verdinnten Nukleinsdurel 6sungen (1:100 oder 1:300 (v/v)) in Quarzglaskiivetten unter den
oben beschriebenen Bedingungen durchgeftihrt. Der Grad der Verunreinigung der
Nukleinsdurepraparation konnte durch Bestimmung des Quotienten der bei 260 nm und
280 nm gemessenen Absorptionskoeffizienten bestimmt werden; gering verunreinigte
Proben sollten hierbel Werte von 1,8 bis 2,0 ergeben.

2.12 Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

2.12.1 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5'->3")
ZF-F2 GGTTGCACAAAAGCCTACTCAAGAC
ZF-B4 AAATGCTCCCTGAGTTGGCC
hGLI3-F1 CAAAATCCCAGGCTGCACTAAG
mPHS F1 BamHI GAGGATCCCTACCTCAAAGCGGGAAGAGTGCC
mPHS B1 BamHI GTAGGGATCCTCAGCTCCTTCTGCTACCAAATGC
mPAP-A F1 BamHI CAGGGATCCAATGGATGGAGCACATCAAACTTG
mPAP-A B1 BamH| CCATTGGATCCCTGCCGGGTTTCTCCTGGCTGCAAAGCAAGGGC
ZF-B5 GACCACCAGGGCTTGGCTGAGATGTCATTG
ZF-B8 CCTATGAGAGGAGATACCGCAG
3 52 AGCAACTATTCCAACAGTGG
Seq2403-F1 GATGAAACCCCAATCATGGACTC
Seg-Intron-B1 TGAGCAGACAGACACATGGTCTAGG
Gli3-B2507 TTGATGTGCTCCATCCATTTGGTCCCTGCC
Seq3142-3121 GACGCCCTCTGTATGTGTGACC
3 F4 GGGTGAACAGCATCAAAATGGAG
3' Bl TATCGGTACAACCACCACGGGTAC
Neo-F2 TACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTG
Neo-B2 AGAGGCTATTCGGCTATGACTGG
5" HPRT CACAGGACTAGAACACCTGC
3 HPRT GCTGGTGAAAAGGACCTCT
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2.12.2 PCR-Amplifikation

PCR-Reaktionen wurden in Eppendorf- (Mastercycle Gradient) oder MWG- (Primus 25)
Maschinen unter Verwendung von diinnwandigen 0,2 ml-Reaktionsgeféfen durchgefiihrt.
Alle Reaktionen wurden auf Eis angesetzt und als Enzym wurde die Tag-Polymerase und
das zugehdrige Puffersystem von Roche (#1146165) eingesetzt. Der 20 pl-Standardansatz
enthielt 0,2 Wl Tag-Polymerase (2U), 2 yl 10x Reaktionspuffer, 25 pmol dNTP-Gemisch
und jeweils 10 pmol der spezifischen Oligonukleotide. Standardmé&fdig wurden folgende

Reaktionsbedingungen fur die Amplifikation der DNA-Fragmente gewahit :
1x 30x 1x
2min. 45 sec.; 94°C

15 sec.; 94°C
30 sec.; 56°-58°C
45 sec.; 72°C
7 min.; 72°C
Anschlief?end wurden die PCR-Reaktionen bis zur gelelektrophoretischen Auftrennung bei
4°C gelagert.
Losungen: dNTP-Gemisch ~ 10mM dATP - Roche #1969064
10mM dCTP
10mM dGTP
10mM dTTP
Oligonukleotide  100pmol/pl in H,O - MWG-Biotech
H,O autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

2.12.3 Reverse Transkription

Fir die reverse Transkription wurde das ,, Expand Reverse Transcriptase”-System (Roche
#1785834) verwendet. Es wurden in der Regel 2 ug Gesamt-RNA und 25 pmol Oligo(dT)-
bzw. sequenzspezifischer Oligonukleotide eingesetzt und nach den Angaben des
Herstellers verfahren. Alle Inkubationsschritte wurden in PCR-Maschinen durchgefihrt
und die Reaktionen anschlieffend bel 4°C gelagert. Fur die anschlief3ende Amplifikation
(siehe 2.12.2) der cDNA wurden 2 pl des 20 pl Ansatzes verwendet.

2.13 DNA-Sequenzierungen

Die Sequenzierung von klonierten DNA-Fragmenten oder PCR-Produkten erfolgte als
Auftragssequenzierung. Diese wurden an der Heinrich-Heine Universitét im Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) mittels ,, ABI Prism*®-Sequenzierautomat oder
in Gemeinschaft mit der Abteilung fir Molekulare Parasitologie unter Verwendung eines
» Licor*-Sequenzierautomaten durchgefihrt.

Die Sequenzierungen wurden mit spezifischen oder Standard-Oligonukleotiden unter den
vom Hersteller des jeweiligen Gerétes angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die zu
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sequenzierende DNA aus Plasmid-Maxi-Isolationen (siehe 2.9.2) wurde hierzu lediglich in
Wasser aufgenommen.

2.14 Hybridisierungstechniken

2.14.1 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der DNA-Fragmente wurde unter Verwendung des ,, Prime-It
Il Random Primer Labeling Kit* (Stratagene #300385) durchgefihrt.

Zur Markierung wurden 25-50 ng DNA-Fragment sowie 50 pCi [0-32P]dCTP in einem
den Herstellerangaben entsprechenden Reaktionsansatz eingesetzt. Nach der Inkubation
der Markierungsreaktion wurden zur Abtrennung der nicht eingebauten radioaktiven
Nukleotide 5 pl Glykogen, 0,5 Volumen Ammoniumacetat und 500 pl Ethanol (abs.) zu
dem Ansatz gegeben und fur 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde
zentrifugiert (10 min.; 13000 Upm; Heraeus Biofuge 13), mit Ethanol (70%) gewaschen
und die Sonde in 100 yl TE aufgenommen. Die Quantifizierung der eingebauten
Radioaktivitat wurde durch Messung der Cerenkov-Strahlung im Szintillationszahler
(Beckmann L S6000SE) bestimmt.

Lésungen :  [o-32P|dCTP 10 mCi/ml - Amersham #PB10205
Glykogen 2mg/mi - Roche #901393
Ammoniumacetat 3 M
70% Ethanol
Ethanol abs.

TE 10 mM Trig/HCI
1mM EDTA
pH 8,0

2.14.2 Filterhybridisierung von DNA

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Methode ist eine Modifikation der Verfahren
nach SOUTHERN, E.M. 1975 und CHURCH, G.M. UND GILBERT, W. 1984.

Die zu analysierende DNA wurde zunéchst bel 37°C tber Nacht restriktionsenzymatisch
gespalten (siehe 2.1) und auf einem Agarosegel (siehe 2.5) aufgetrennt. Anschlief3end
wurde das Gel dokumentiert, fir 15 min. in HCI geschwenkt, um die DNA in leichter
transferierbare Fragmente zu spalten und kurz in Wasser gespuilt. Danach wurde das Gel 20
min. in Denaturierungslésung inkubiert und schliefdlich die DNA durch folgenden, von
unten nach oben beschriebenen, Aufbau auf eine Nylonmembran (Genescreen; DuPont
#NEF-972) Ubertragen: Glasplatte; drei Whatman-Filter, Agarosegel mit der Oberseite
nach unten, Nylonmembran, wieder drei Whatman-Filter, auf Gelgrol3e gefaltete Zellstoff-
Lagen, Glasplatte und ein beschwerendes Gewicht von ca. 500 g. Die Whatman-Filter und
die Nylonmembran wurden zuvor in Denaturierungslésung aquilibriert. Der alkalische
Kapillartransfer erfolgte Gber Nacht bei Raumtemperatur. Im Anschluld wurde die
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Membran in 50 mM NapHPOy; pH 7,2 fur 20 min. neutralisiert, zur Fixierung der DNA 30

min. bel 80°C in einem Ofen gebacken und schliefdlich mit UV-Licht bestrahlt (, Auto-
Crosslink“-Modus; Stratalinker; Stratagene). lhrer Grolie entsprechend wurde die
Membran mit 5-10 ml CHURCH-Puffer (Hybridisierungslésung) in eine Plastikfolie
eingeschweif3t und fir 30 min. in einem Wasserbad bei 65°C prahybridisiert. Anschlief3end
wurde die radioaktiv markierte Sonde durch Zugabe von 5 yl NaOH denaturiert und es

wurde frische Hybridisierungslésung mit 2x106 cpm/ml der markierten Sonde zu dem
Filter gegeben. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei 65°C in einem Wasserbad unter
leichtem Schiitteln. Im Anschluf? wurde die Membran zur Entfernung der nicht- oder
unspezifisch gebundenen Sonde mit Waschpuffer nach folgendem Schema behandelt :

5 min.; 0,25 | Waschpuffer; Raumtemperatur

2x 20 min; 0,51 Waschpuffer; 65°C

1 h; 0,51 Waschpuffer; 65°C
Um ein Austrocknen zu verhindern wurde die feuchte Membran erneut in eine Plastikfolie
eingeschweif3t und auf einer Bildplatte (BAS-111s; Fuji) bei Raumtemperatur exponiert.
AnschliefRend erfolgte die Auswertung mit Hilfe eines computergestiitzen Lesegerétes
(Fujix Bas 1000 Imagereader; Fuji).

Losungen: HCI 025M

Denaturierungsésung 1,5 M NaCl
0,5M NaOH

Na,HPO,*2H,0 50 mM, pH 7,2

CHURCH-Puffer 250 mM Na,HPO,*2H,0, pH 7,2
7% (w/v) SDS
1mM EDTA, pH 8,0

NaOH 2N

Waschpuffer 50 mM Na,HPO,*2H,0, pH 7,2

0,5% (w/v) SDS
2.15 , Whole mount” in situ Hybridisierung

Die im folgenden beschriebene Methode ermdglicht es, mRNA-Transkripte im gesamten
Embryo (, Whole mount*) durch Hybridisierung mit einer markierten Antisense-RNA
nachzuweisen. Die markierte Sonde kann mittels spezifischer enzymgekoppelter
Antikdrper nach Umsetzung eines Farbsubstrates detektiert werden.

Probe Linearisierung fur RNA-Polymerase fur Referenz / Quelle
Antisense-RNA Antisense-RNA
Bmp4 EcoRl Sp6 Hogan, B.
dHAND EcoRI T7 Olson, E.N.
Dkk1 Sall T7 Niehrs, C.
Hoxd-13 Pwull T7 Duboule, D.
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Fgf-8 Pstl T7 Martin, G.R.
GDF-5 Soel T7 Grotewold, L.
Glil EcoRV T3 Buischer, D.
Lmx1b HindllI T3 Johnson, R.
Msx2 HindllI T7 Robert, B.
Noggin Notl T7 Harland, R.
Pax1 Xbal T3 Imai, K.

Ptc Ncol Sp6 Buscher, D.

Shh Hindlll T3 McMahon, A.P.
Sox9 EcoRV T3 Lovell-Badge, R.

2.15.1 Synthese der Antisense-RNA-Sonde

In einem 20 pl-Ansatz wurde ca. 1 pg des linearisierten Plasmids mit 2 pl 10x
Transkriptionspuffer (Roche #1465384), 2 pl 10x DIG-Nukleotidmix (Roche #1277073),
1 yl RNase Block (40U), 2 yl RNA-Polymerase (T3 - Roche #1031163; T7 — Roche
#881767) und DEPC-H,O vermischt und 2 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden zur
Falung der in vitro transkribierten RNA 2 yl EDTA, 2,5 ul LiCl und 75 pl Ethanol (abs.)
hinzugegeben und nach Durchmischung fir 30 min. bei —20°C inkubiert. Nach
anschlief3ender Zentrifugation (10 min.; 13200 Upm; 4°C; Heraeus Biofuge 13) wurde der
Niederschlag zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen und nach kurzer Lufttrocknung in 60
M 50% Formamid aufgenommen. Ein Aliquot der Probe wurde gelelektrophoretisch (siehe
2.5) Uberpruft und der Rest bei —20°C gelagert.

Losungen: DEPC-H,0 H,O
+0,1% ( v/v ) Diethylpyrocarbonate (DEPC) - Sigma#
Uber Nacht inkubiert; autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
EDTA 0,5M, pH 8,0
LiCl 4M
Ethanol abs
70% Ethanol

50% Formamid  50% (v/v) Formamid
50% (v/v) DEPC-H,O

2.15.2 Vorbehandlung und Hybridisierung

Die Embryonen des zu analysierenden Entwicklungsstadiums wurden nach der Préparation
Uber Nacht bei 4°C in Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Anschlief3end wurden sie fir jeweils
15 min. zweimal in PBT, zweimal in 50 % Methanol und zweimal in Methanol inkubiert.
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Danach konnten die Embryonen bei —20°C gelagert werden oder fir die ,, Whole mount* in
situ Hybridisierung eingesetzt werden.

Hierzu wurden die Embryonen zunéchst durch Inkubation in 75 %, 50 %, 25 % Methanol
fur jeweils 10 min. rehydriert und in PBT gewaschen. Danach wurden die Embryonen bei
Bedarf in H,O, gebleicht und in PBT gewaschen oder je nach Alter der Embryonen mit
Proteinase K behandelt. Im Anschluf3 an die Proteinase K-Behandlung erfolgte fir 5 min.
die Inkubation in Glycin, um die Proteinase K zu inaktivieren. Nach dem darauf folgenden
Waschschritt in PBT (5 min.) wurden die Embryonen auf Eis in PFA/Glutaraldehyd fir
20 min. postfixiert. Nach kurzem Waschen in PBT erfolgte die Préhybridisierung in
Hybridisierungsmix fur 3 h bel 65°C. Hiernach wurde die Prahybridisierungslésung durch

die RNA-Sonde (1 pg/ml) in Hybmix ersetzt und tber Nacht bel 65°C inkubiert.

Losungen : Paraformaldehyd 4% (w/v)
PBT PBS
+ 1% (v/v) Tween 20
25% Methanol 25% (v/v) Methanol

in PBT

50% Methanol 50% (v/v) Methanol
inPBT

75% Methanol 75% (v/v) Methanol
inPBT

H,0, 6% (v/v) H,O,
inPBT

Proteinase K 5 pg/ml
in PBT

Glycin 2mg/ml
in PBT

PFA/Glutaraldehyd 4% ( wiv ) PFA
0,1% ( v/v ) Glutaraldehyd
Hybbridisierungs-
mix 50% Formamid
5x SSC, pH 4,5
0,1% (v/v) Triton X-100
50 ug/ml Heparin - Sigma#H9399
0,5 mg/ml tRNA - Roche #109525
5mM EDTA, pH 8,0
in DEPC-H,0

2.15.3 Entfernung unspezifisch gebundener Sonde und Antikorperinkubation

Nach der Hybridisierung wurden die Embryonen mit vorgewarmten L osungen fur zweimal
30 min. mit Hybridisierungsmix, zweimal 30 min. mit Losung |, einmal 20 min. mit
Losung I/MABT bei 65°C und schliefdlich fir zweimal 10 min. mit MABT bei
Raumtemperatur gewaschen.

Zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindestellen wurden die Embryonen in
Blocklésung Uberfihrt und 3-4 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
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Blockl6sung durch den AP-gekoppelten anti-DIG Antikorper (Roche #1093274; 1:1000

Verdunnung in Blockldsung) ersetzt und tUber Nacht bel 4°C inkubiert.
Losungen :  Hybridisierungs-

mix 50% Formamid
5x SSC, pH 4,5
0,1% (v/v) Triton X-100
50 ug/ml Heparin - Sigma#H9399
0,5 mg/ml tRNA - Roche #109525
5mM EDTA, pH 8,0
in DEPC-H,0

Losung | 50% Formamid
1x SSC, pH 4,5
0,1% (v/v) Triton X-100
in DEPC-H,0

Lésung I’IMABT  50% (v/v) Lésung |
50% (v/v) MABT

MABT 100 MM Maleinsaure, pH 7,5
150 mM NaCl
0,1% (v/v) Triton X-100

Blockldsung 2% (w/v) Blockierreagenz - Roche #1096176
20% Schafserum —hitzeinaktiviert- - Sigma#
in MABT

2.15.4 Entfernung unspezifisch gebundener Antikorper und Histochemie

Die Embryonen wurden 6-8x fur je 1 h bei Raumtemperatur und schlief3ich tiber Nacht bei
4°C in MABT inkubiert. Danach folgte zweimaliges Waschen mit NTMT fir jeweils
30 min. und schliefdlich die Inkubation in Farbel6sung im Dunkeln bei Raumtemperatur.
Nach Abschlul? der Farbreaktion wurden die Embryonen mehrmals in PBT gewaschen, in

Paraformaldehyd (PFA) fixiert und bei 4°C gelagert.

Losungen: MABT 100 mM Maleinsaure, pH 7,5
150 mM NaCl
0,1% (v/v) Triton X-100
NTMT 100 mM NaCl
100 mM Tris/HCI, pH 9,5
50 mM Mg Cl,
0,5% (v/v) Tween-20
0,2 mg/ml Levamisol - Sigma#L.9756
Farbel 6sung 2% (viv) NBT/BCIP - Roche #1681451
inNTMT
PBT PBS
+ 1% (v/v) Tween 20

Paraformaldehyd 4% (w/v)
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2.15.5 Modifizierte Prozedur fir in situ Hybridisierung auf Paraffindiinnschnitten

Die hier eingesetzte Methode erméglicht den Nachweis der mRNA-Transkripte in
einzelnen Geweben und Organen auf Paraffindinnschnitte. Hierzu wurden zunéchst die
Paraffindinnschnitte wie unter 2.18.1 beschrieben hergestellt. Nach Entfernung des

Paraffins durch die Inkubation der Praparate in:
Xylol
Xylol/Ethanol
Ethanol abs.
96% Ethanol
90% Ethanol
70% Ethanal
50% Ethanol
PBS

3X 7 min.
2min.
2X 2 min.
1 min.
1 min.
1 min.
1 min.
2min.

wurde nach dem von MoorRMAN, A.F.M. ET AL. 2001 beschriebenen Protokoll verfahren.
Nach der Farbreaktion wurden die Prgparate zunachst durch die Inkubation in:

H,O bidest.
50% Ethanol
70% Ethanol
90% Ethanol
96% Ethanol
Ethanol abs.
Xylol/Ethanol
Xylol

2x 10 sec.
10 sec.
10 sec.
10 sec.
10 sec.
2x 10 sec.
1 min.
3x 5 min.

entwassert und anschlief3end eingedeckelt. Hierzu wurden die einzelnen Objekttréger aus
dem Xylol genommen, mit Entellan-Eindeckelmedium versehen und mit einem zuvor in
Xylol geschwenkten Deckglaschen bedeckt. Zum Trocknen wurden sie dann auf einen

ebenen Untergrund gelegt.

Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3

autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

Xylol/Ethanol 50% (v/v) Ethanol abs.
50% (v/v) Xylol
Entellan

- Merck #1.07961.0500
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2.16 , Whole mount” |mmunohistochemie

Der Nachweis der Expression der zu untersuchenden Proteine erfolgte unter Verwendung
der spezifischen monoklonalen Antikorper bzw. der polyklonalen Antiseren.

Name | Antigen Verdinnung | Sekundarer Antikorper Referenz Quelle
4Cc7 Hnf3P 1:25 Kanninchen-anti-Maus-1gG-HRP | Jessel, T.M. | (1)
2H3 Neurofilament 165kDa | 1:100 Kanninchen-anti-Maus-1gG-HRP | Jessel, T.M. | (1)

Developmental Studies Hybridoma Bank — University of lowa

Hierzu wurde eine Kombination der Protokolle von DENT, JA. ET AL., 1989, LEMOTTE,
P.K. ET AL., 1989 und des unter folgendem URL : http://www.mshri.on.ca/nagy/
Protocols’wmimmun.htm erhaltlichen Protokolles benutzt. Alle Inkubationen wurden,
soweit nicht anders erwahnt, unter leichtem Schitteln in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalien
bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Die Embryonen des erforderlichen Entwicklungsstadiums wurden nach Préparation in
Paraformaldehyd (PFA) Uber Nacht bel 4°C fixiert. In einer aufsteigenden Methanol-Reihe
(PBS, 50%, 100%) wurden sie jeweils 20 min. dehydriert und entweder bei —20°C gelagert
oder zum Bleichen und zur Blockade endogener Peroxidasen in Methanol : DM SO : 30%
H,0, (4:1:1) fur mindestens 5 h inkubiert. Danach wurden die Embryonen durch 50%
Methanol (20 min.), PBS (zweimal 15 min.) und eiskaltes PBSMT (zweimal 15 min.,
einmal 2 h) rehydriert. Anschlief3end erfolgt die Inkubation mit dem Primérantikorper in
PBSMT bei 4°C tber Nacht. Nach zweimaligem Waschen fur je 15 min. und funfmaligem
Waschen fir je 1 h in eiskaltem PBSMT erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundérantikorper in PBSMT bei 4°C Uber Nacht. Auf die sich anschlief3enden
Waschschritte wie nach der ersten Antikorperinkubation folgte eine finfzehnminttige
Inkubation in PBT. Die Farbreaktion wurde in 3,3 -Diaminobenzidine/Urea/H,0,
(SigmaFast TabletSet) ausgefihrt und in regelméaligen Abstanden unter dem Mikroskop
Uberpruft. Nach der Farbentwicklung (5-15 min.) wurden die Embryonen in
PBT/Formamid dberfuhrt. Nach Erreichen des gewinschten Grades an Transparenz

wurden die Embryonen in PFA Uberfuhrt und bei 4°C gelagert.
Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,0O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
Paraformaldehyd 4% (wi/v)
50% Methanol 50% (v/v) Methanol
50% (v/v) PBS
100% M ethanol
PBSMT PBS
+ 2% (w/v) Magermilchpulver
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+ 0,5% (v/v) Triton X-100
PBT PBS

+ 1% (v/v) Tween 20
PBT/Formamid  50% (v/v) PBT

50% (v/v) Formamid

2.17 Knochen-Knorpel-Férbung

Zur differentiellen Anfarbung der Knochen und des Knorpels in adulten Extremitéten oder
ganzen Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien (E 14.5-18.5) sowie von
Neugeborenen wurde die Methode von C. ARNOTT verwendet.

Die Embryonen bzw. die Extremitéten adulter Tiere wurden nach der Praparation fir
mindestens 24 h in 80% Ethanol fixiert, sorgféltig geh&utet und die Embryonen bzw.
Neugeborenen ausgeweidet. Danach erfolgte die Dehydrierung, zunéchst fir 24 h in 96%
Ethanol und anschlief3end fir 1-3 Tage in Aceton. Die Farbung erfolgte fir 6 h bei 37°C
unter leichtem Schitteln in Farbel6sung. Zur Sichtbarmachung der blaugefarbten
knorpeligen und der rotgeféarbten verknocherten Strukturen wurden die Préparate zunachst
fur eine Stunde in 96% Ethanol und anschlief3end bis die Skelettstrukturen vollsténdig
sichtbar waren in 1% KOH inkubiert. Darauf folgte eine aufsteigende Glycerin-Reihe
(20%, 50% und 80%; jeweils 1-2 Tage) und die Lagerung in 100% Glycerin.

LOsungen :  saurer Alkohol Ethanol abs.
+ 1% (v/v) Essigsdure konz.

AlizarinRed S 0,1% (w/v) Alizarin Red Sin 95% Ethanol - Sigma #A5533
Alcian Blue8GX 0,3% (w/v) Alcian Bluein 95% Ethanol - Sigma #A5268
Férbel 6sung 98 ml saurer Alkohol

+1ml 0,1% (w/v) Alizarin Red S
+ 1 ml 0,3% (w/v) Alcian Blue
Glycerin-Reihe  20%, 50%, 80% (v/v) Glycerinin 1% KOH

2.18 Histologische Techniken

2.18.1 Paraffindinnschnitte

Es wurden in der Regel 14 ym dinne Gewebeschnitte von ganzen Embryonen bzw.
einzelnen Geweben und Organen verschiedener Entwicklungsstadien nach Fixierung in
Paraformaldehyd (PFA) hergestellt. Hierzu wurden die Praparate zunadchst durch
Inkubation in dem 50-fachen Volumen von 70%, 80%, 90%, 96% und 100% Ethanol fur
jeweils 2 h unter leichtem Schitteln entwéassert. Danach wurden sie in 1-Butanol Uberfuhrt,
Uber Nacht inkubiert und nach mindestens 4 h in flussigem Paraplast (Sherwood Medical
Co., #8889-502005) schliefflich fur 2 h unter Vakuum inkubiert. Nach Ausrichtung,
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Einbettung und Aushértung der Préparate Uber Nacht wurden die Dunnschnitte an einem
Microtom (Leica RM 2035) hergestellt.

Nach Streckung der Schnitte im Wasserbad ( 45°C; GFL 1052 ) wurden diese auf
Objekttrager gezogen, fur 30-60 min. bei 45°C (Streckbank; OMNILAB Jirgens)
inkubiert, Uber Nacht bei 37°C vollstandig getrocknet und bis zur weiteren Verwendung
bei Raumtemperatur gelagert.

2.18.2 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Zur Hamatoxylin/Eosin-Ubersichtsfarbung wurden die zu farbenden Paraffindiinnschnitte
in Glasgondeln gestellt und durchliefen folgende I nkubationsschritte :

Xylol 3X 7 min.
Xylol/Ethanol 2min.
Ethanol abs. 2x 2 min.
96% Ethanal 1 min.
90% Ethanal 1 min.
70% Ethanol 1 min.
50% Ethanol 1 min.
H,O bidest. 2min.
Hamalaun 1,5min.
H,O 10 min.
H,O bidest. 10 sec.
Eosin 30 sec.
H,O bidest. 10 sec.
50% Ethanol 10 sec.
70% Ethanol 10 sec.
90% Ethanal 10 sec.
96% Ethanol 10 sec.
Ethanol abs. 2x 10 sec.
Xylol/Ethanol 1 min.
Xylol 3x 5 min.

Zum Eindeckeln wurden die einzelnen Objekttrager aus dem Xylol genommen, mit
Entellan-Eindeckelmedium versehen und mit einem zuvor in Xylol geschwenkten
Deckglaschen bedeckt. Zum Trocknen wurden sie dann auf einen ebenen Untergrund
gelegt. Nach der Hamatoxylin/Eosin-Farbung erschienen die basophilen Zell- und

Gewebeanteile der Praparate blau-violett und die azidophilen Bestandteile rosa-rot.
Losungen :  Xylol/Ethanol 50% (v/v) Ethanol abs.

50% (v/v) Xylol
Hamalaun MAYER, Mayers Hdmalaun L6sung (1:4) - Merck #1.09249.2500
Eosin 96% (v/v) Ethanol
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2% (w/v) Eosin G - Merck #1.15935.0100
1% (v/v) Essigsédure
nach dem L&sen filtriert

Entellan - Merck #1.07961.0500

2.18.3 Vibratomschnitte

Es wurden in der Regel 75-100 pm dicke Gewebeschnitte von ganzen Embryonen bzw.
einzelnen Geweben und Organen verschiedener Entwicklungsstadien nach ,, Whole mount®
in situ Hybridisierung oder Immunohistochemie hergestellt. Hierzu wurden die geférbten
Préparate zunachst in 2% Agarose ausgerichtet, eingebettet und nach Aushartung wurden
die Schnitte unter PBS an einem Vibratom (Leica VT1000S) hergestellt. Die Schnitte
wurden auf Objekttrager gezogen und sofort fotografiert.

Losungen: Agarose 2% (w/v) in Wasser - Applichem #A 1152
PBS 4 mM NaH,PO,*H,0
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3

autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

2.19 Nachweis des programmierten Zelltods ( Apoptose)

Die Grundlage fur den hier eingesetzten Nachweis des programmierten Zelltods ist die
Sichtbarmachung der DNA-Fragmentierung im Zellkern und apoptotischen Kdrperchen
durch die TUNEL-Methode (GAVRIELI, Y. ET AL. 1992). Hierbei werden chemisch
modifizierte Nukleotide durch das Emzym terminale Transferase auf die freien 3'-OH-
Gruppen der DNA-Einzel- und -Doppelstrangbriiche Ubertragen, die wahrend des
programmierten Zelltods vermehrt entstehen. Diese Nukleotide kénnen anschliefl3end
mittels spezifischer enzymgekoppelter Antikorper nach Umsetzung eines Farbsubstrates
detektiert werden und ermdglichen die Identifikation der apoptotischen Zellen.

2.19.1 Apoptose-Detektion auf Paraffindiinnschnitten

In der vorliegenden Arbeit wurde der ,, APOPDETECT Plus Peroxidase In Stu Apoptosis
Detection Kit* (Q-BIOgene #APOD7401) eingesetzt. Die Préparate wurden hierzu
zunéchst folgendermal3en behandelt :

Xylol 3X 7 min.
Xylol/Ethanol 2 min.
Ethanol abs. 2x 2 min.
96% Ethanol 1 min.
90% Ethanal 1 min.
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70% Ethanol 1 min.
50% Ethanol 1 min.
PBS 5 min.

Danach wurde weiter nach den Angaben des Herstellers verfahren und nach der
Farbentwicklung im Peroxidase-Substrat und der Gegenféarbung mit Methylgrin
durchliefen die Schnitte folgende Inkubationsschritte :

50% Ethanol 10 sec.
70% Ethanol 10 sec.
90% Ethanal 10 sec.
96% Ethanal 10 sec.
Ethanol abs. 2x 10 sec.
Xylol/Ethanol 1 min.
Xylol 3x 5 min.

Abschliefiend wurden die einzelnen Objekttrager aus dem Xylol genommen, mit Entellan-
Eindeckelmedium betropft und mit einem zuvor in Xylol geschwenkten Deckglaschen

bedeckt. Zum Trocknen wurden sie auf einen ebenen Untergrund gelegt.
Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,0O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
Methylgriin 0,5% (w/v) — Sigma#M5015
in 0,1 M Natriumacetat, pH 4,0
Xylol/Ethanol 50% (v/v) Ethanol abs.
50% (v/v) Xylol
Entellan - Merck #1.07961.0500

2.19.2 ,Whole mount” Apoptose-Detektion

Die im folgenden beschriebene Methode erméglicht es, apoptotische Zellen im gesamten
Embryo bzw. in einzelnen Organsystemen (,Whole mount“) nachzuweisen. Das
eingesetzte Protokoll ist ein Modifikation des unter folgendem URL : http://
www.mshri.on.ca/devel op/rossant/Protocol SWHOLEMOUNTTUNEL-1.pdf erhéltlichen
Protokolles.

Nach der Praparation wurden die Embryonen Uber Nacht bei 4°C in Paraformaldehyd
(PFA) fixiert. Anschlief3end wurden sie fur jeweils 10 min. zweimal in PBT, zweimal in
50 % Methanol und zweimal in Methanol inkubiert. Zur Detektion der apoptotischen
Zellen im Embryo wurden diese zunéchst in Methanol/H,O, fir 2-4 h gebleicht und in
75 %, 50 %, 25 % Methanol (jeweils 10 min.) rehydriert. Anschlief3end wurden die
Embryonen mehrmalsin PBT gewaschen, fir 3 min. mit Proteinase K behandelt und diese
durch zweimalige Inkubation in PBT inaktiviert. Danach erfolgte die Postfixierung in
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PFA/Glutaraldehyd fur 20 min. bei Raumtemperatur und die Zugabe von
Natriumborohydrid. Nach dreimaligem Waschen in PBT (jeweils 20 min.) wurden die
Embryonen in Aquilibrierungspuffer (,APOPDETECT Plus Peroxidase In Stu Apoptosis
Detection Kit"; Q-BIOgene #APOD7401) uberfuhrt und schlie¥lich fir 2 h bei 37°C
zusammen mit dem TdT Enzym (,APOPDETECT Plus Peroxidase In Stu Apoptosis
Detection Kit“; Q-BIOgene #APOD7401) inkubiert. Hiernach wurde 3-5x mit PBT
gewaschen und wéhrend des letzten Waschschritts fur 20 min. auf 70°C erhitzt. Die
Embryonen wurden fir eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockldsung gegeben und
anschlieffend zusammen mit dem praabsorbierten AP-gekoppelten Anti-DIG-Antikorper
(Roche #1093274; 1:5000 Verdinnung in Blockldsung) tber Nacht inkubiert. Danach
wurden sie 3x fur je 10 min. und 6-8x fir je 1 h bei Raumtemperatur und schlief3lich tber
Nacht bei 4°C in PBT/Levamisol gewaschen. Schlief3lich folgte zweimaliges Inkubieren in
NTMT fir jeweils 20 min. und schlie3lich wurden die Embryonen in Féarbel6sung
Uberfuhrt. Nach Abschlul3 der Farbreaktion wurden die Embryonen mehrmals in PBT

gewaschen, in Paraformaldehyd (PFA) fixiert und bei 4°C gelagert.
Losungen : Paraformaldehyd 4% (w/v)
PBT PBS
+ 1% (v/v) Tween 20
25% Methanol 25% (v/v) Methanol

in PBT
50% Methanol 50% (v/v) Methanol
inPBT
75% Methanol 75% (v/v) Methanol
in PBT
Methanol/H,O,  Methanol:30% H,0O,
51
Proteinase K 5 pg/ml
in PBT
Natriumborohydrid 0,1% (w/v) - Fluka #71320

PFA/Glutaraldehyd 4% (w/v) PFA
0,2% (v/v) Glutaraldehyd
Blockldsung 0,5% (w/v) Blockierreagenz - Roche #1096176
2mM Levamisol - Sigma #9756
in PBT
PBT/Levamisol 2 mM Levamisol - Sigma #9756
inPBT
NTMT 100 mM NaCl
100 mM Tris/HCI, pH 9,5
50 mM Mg Cl,
0,5% (v/v) Tween-20
0,2 mg/ml Levamisol - Sigma#L.9756
Farbel 6sung 2% (viv) NBT/BCIP - Roche #1681451
inNTMT
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2.20 Zdllkulturtechniken

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Kulturgefai3en der Firmen Falcon, Nunc und TPPin
einem begasten Brutschrank (Heraeus HeraCell; 7,5% (v/v) CO,) bei 37°C. Die
Zellkulturarbeiten wurden in einer Sterilwerkbank (Heraeus HeraSafe 12) durchgefiihrt.

2.20.1 Zdlinien

2.20.1.1 MEF (embryonale Mausfibrobl asten)

Embryonale Mausfibroblasten ( MEF — Mouse Embryonic Fibroblast ) wurden verwendet,
um eine spontane Differenzierung von kultivierten embryonalen Stammzellen der Maus
(ES-Zellen) zu verhindern. Bei diesen MEF-Zellen handelt es sich um fibroblastenartige
primére Zellen, die nur eine begrenzte wachstumsfordernde Aktivitat und Lebensdauer
besitzen. Diese Eigenschaften erforderten eine erneute Isolierung dieser Zellen in
regelmaldigen Abstéanden bzw. die Verwendung von jungen Kulturen.

Gewinnung von embryonalen Mausfibroblasten :

Die Gewinnung von MEF-Zellen erfolgte aus Mauseembryonen am Tag 12,5 der
Embryogenese. Hierzu wurde ein transgenes Mannchen der Linie Tg8H, das homozygot
das Neomycin-Resistenzgen unter Kontrolle des TK-Promoters tragt, mit Wildtyp-
Weibchen des Stammes NMRI verpaart. Die Embryonen wurden, nach Entnahme des
Uterus, unter der Sterilwerkbank vorsichtig in PBSisoliert.

Danach wurden die Embryonen mehrmals in PBS geschwenkt und mit einer sterilen
Pinzette und Schere in kleine Stiicke zerkleinert. Diese wurden in einen sterilen 250ml-
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt, der bereits zwei Lagen steriler Glasperlen (& 2,85-3,3mm;
Roth #A557.1) und einen magnetischen Ruhrstab enthielt. Nach Zugabe von 10 ml
Trypsin/EDTA und einigen Tropfen DNAse I-L 6sung wurde unter leichtem Rihren fir 30
min. bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden weitere 10 ml Trypsin/EDTA zugegeben
und erneut fur 30 min. bei 37°C leicht geriihrt. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal
durchgefihrt.

Nach der letzten Inkubation wurde die Suspension in ein 50 ml Falcon-Rohrchen
Uberfihrt, mit MEF-Medium auf 50 ml aufgefillt, zentrifugiert (7 min.; 800 Upm; Heraeus
Megafuge 1.0) und das Zellzentrifugat in 50 ml MEF-Medium resuspendiert. Anschlief3end
wurde die Zellsuspension in 150 mm Zellkulturschalen Gberfuhrt (2,5 Embryonen pro
Schale). Nach 24 h wurde das Medium gegen frisches Medium ausgetauscht und nach
Erreichen der Konfluenz, in der Regel nach weiteren 24 h, erfolgte die erste Passage der
embryonalen Mausfibroblasten. Hierbei wurde jede Platte auf funf neue Platten aufgeteilt
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und weiter inkubiert. Nach einer weiteren Passage wurden alle Zellen vereinigt und fur ihre
spétere Verwendung in Aliquots eingefroren (eine Schale pro Aliquot).

Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
Trypsin/EDTA — GibcoBRL #45300-027
DNAsel 10 mg/ml — Roche #1284932
MEF-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+5ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 50 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115
(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S

Herstellung von Nahrzellen aus embryonalen Mausfibroblasten :

Die Kokultivierung von MEF-Zellen und ES-Zellen erforderte die Herstellung von
mitotisch inaktiven Nahrzellen. Dieses wurde in der vorliegenden Arbeit durch die
Behandlung der MEF-Zellen mit Mitomycin C, das Verknupfungen zwischen der DNA
hervorruft und somit die Zellproliferation verhindert, erreicht.

Es wurde ein Aliquot der embryonalen Mausfibroblasten aufgetaut, auf drei 150 mm
Zellkulturschalen verteilt und unter normalen Kulturbedingungen bis zum Erreichen der
Konfluenz inkubiert. Hiernach konnten die Zellen ein weiteres Mal 1:3 bis 1:5 passagiert
werden oder direkt fur die Herstellung der Nahrzellen verwendet werden. Hierzu wurde
das zur Kultivierung verwendete MEF-Medium mit Mitomycin C versetzt (final 10 pg/ml)
und die Zellen fur 2,5 — 3 h unter normalen Kulturbedingungen weiter inkubiert. Danach
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal grindlich mit PBS gesplilt, trypsiniert,
in MEF-Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden anschlief3end
nach Bedarf mit einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen/cm? in die unterschiedlichen
Kulturgefél3e ausgesdt, in der Regel Uber Nacht kultiviert und vor der Kokultur mit den
embryonalen Stammzellen der Maus grindlich mit PBS gesplilt.

Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O

16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

MEF-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 50 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115

(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
Mitomycin C 1 mg/ml — Sigma#M-0503
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2.20.1.2 ES 14-1 (embryonae Stammzellen der Maus)

Fir die Mutagenese-Ansatze in embryonalen Stammzellen der Maus wurde in der
vorliegenden Arbeit die ES-Zellinie ES 14-1 (KUHN, R. ET AL. 1991) verwendet, die eine
Sublinie der ES-Zellinie ES 14 (HOOPER, M. ET AL. 1987) darstellt. Um eine spontane
Differenzierung der pluripotenten embryonalen Stammzellen der Maus zu verhindern,
erfolgte die Kultivierung auf einer Schicht von Nahrzellen aus MEF-Zellen (siehe
2.20.1.1). Zusétzlich wurde die Kultivierung in ES-Medium durchgefuhrt, das bei Bedarf
durch ESGRO™ (final 10° U/ml; leucemia inhibitory factor) supplementiert wurde, was
ebenfalls der Differenzierung entgegenwirken sollte.

Losungen: ES-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 600 pl B-Mercaptoethanol (100 mM) - Sigma#M 7522
+ 75 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115
(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
ESGRO™ 10" U/ml — Chemicon #ESG1107

2.20.2 Passagieren von Zellen

MEF-Zéellen :

Die Zellen wurden durch Trypsin/EDTA-Behandlung passagiert; hierzu wurde nach
Erreichen der Konfluenz das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespuilt und in
Abhéngigkeit von der Grof3e des Kulturgeféies mit 0,5 - 5 ml Trypsin/EDTA-LAsung fur
5 min. im Brutschrank inkubiert. Die vom Gefal3boden abgel dsten Zellen wurden durch
grundliches Resuspendieren in frischem MEF-Medium vereinzelt und eine entsprechende
Zellzahl oder Verdiinnung wurde in neue Kulturgefalie ausgesét.

Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
Trypsin/EDTA — GibcoBRL #45300-027
MEF-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 50 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115
(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
ES-Zdlen:

Die Passage der ES-Zellen erfolgte nicht unter dem Gesichtspunkt der Konfluenz, sondern
die Erhaltung eines undifferenzierten Zustandes war entscheidend; als Hauptkriterium
diente hierbei die Morphologie der einzelnen Kolonien einer Kultur. Die einzelnen
Kolonien durften nicht zu dicht wachsen, nicht zu grof3 werden und sie durften nicht ihre
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charakteristische Morphologie verlieren, so dal3 eine Passage in der Regel jeden zweiten
Tag erforderlich war.

Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit PBS gespult und wie
bereits beschrieben trypsiniert. Anschlief3end wurden die abgeldsten Zellen in frischem
ES-Medium grundlich resuspendiert, um die Zellaggregate vollstandig aufzuldsen. Die
Zellen wurden in neue Kulturgefal3e ausgesdt, in denen zuvor mitomycinbehandelte MEF-
Zéellen in der erforderlichen Dichte ausgesét und kultiviert worden waren (siehe 2.20.1.1).
Die ES-Zellen mui3ten in der Regel 1:5 oder 1:10 verdinnt werden, wenn sie in
Kulturgefénie der selben Groélde umgesetzt wurden. Bel Grélenzunahme des Kulturgefalies
wurde die Zellsuspension vollsténdig oder 1:2 verdinnt auf die MEF-Zellen gegeben.

Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O

16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

Trypsin/EDTA — GibcoBRL #45300-027

ES-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 600 pl B-Mercaptoethanol (100 mM) - Sigma#M 7522
+ 75 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115

(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
ESGRO™ 10" U/ml — Chemicon #ESG1107

2.20.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension erfolgte durch einfaches Auszahlen der
Zellen in einer NEUBAUER-Z&hlkammer. Hierfir wurden die Zellen grindlich
resuspendiert und ihre Anzahl innerhalb der 8 Grof3quadrate der Z&hlkammer bestimmt;

aus diesem Wert wurde mit Hilfe der folgenden Formel die Zellzahl berechnet :
Zellzahl [ mi = Anzahl der Zellen 4
Anzahl der Grofl3quadrate

2.20.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie bereits beschrieben trypsiniert und in Medium
resuspendiert. Die erhaltene Suspension wurde in Falcon-Rohrchen abzentrifugiert (7 min.;
800 Upm; Heraeus Megafuge 1.0), das tiberstehende Medium abgesaugt, die Zellen zlgig
in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und die Zellen in ein Kryo-Rohrchen (Nunc
#375353) Uberfuhrt. Anschlief3end wurden die Zellen bei -80°C eingefroren und bis zu
sechs Monate gelagert. Fur die Langzeitlagerung wurden die Zellen nach 1-3 Tagen bei
—80°C in flUussigen Stickstoff transferiert.
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Das Auftauen der zuvor bei —80°C oder unter Stickstoff gelagerten Zellen erfolgte
moglichst zugig, indem die Geféf3e bei 37°C inkubiert wurden bis die Suspension
vollstandig aufgetaut war. Die Zellsuspension wurde vorsichtig in 9 ml kaltes Medium
Uberfuhrt, die Zellen wie zuvor abzentrifugiert, erneut in einem angemessenen Volumen
Medium aufgenommen und ausgesét; hierbel war zu beachten, dal3 die Zellen stets auf

Kulturgefal3e der Ausgangsgrof3e oder kleiner ausgebracht wurden.
Losungen : Einfriermedium 45 % (v/v) Kulturmedium (MEF oder ES)

45 % (v/v) Foetales K& berserum (FCS) - Biochrom KG #S0115
(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
10 % (v/v) DMSO — Merck #1.02950.0500

2.20.5 Mutagenese-Ansatz in embryonalen Stammzellen der Maus

Fur die gezielte Mutagenese des Gli3 Gens der Maus wurde ein vielstufiger Prozef3 von der
in vitro manipulierten DNA-Sequenz bis hin zu einem in vivo System beschritten, der die
Verwendung von embryonalen Stammzellen erfordert, in denen die Wildtyp- und die
mutierten Sequenzen durch homologe Rekombination gegeneinander ausgetauscht werden
konnen.

Stabile Transfektion von ES-Zellen durch Elektroporation
Den kultivierten und expandierten ES-Zellen wurde zwel Stunden vor der Elektroporation
frisches ES-Medium gegeben; danach wurden sie trypsiniert und gezahlt. Fir die

Elektroporation mit dem jeweiligen Mutagenese-Konstrukt wurden 5 x 106 Zellen und fur
die Positivkontrolle (Ausgangsvektor; neo’) und fur die Negativkontrolle (keine Plasmid-

DNA) jeweils 5 x 10° Zellen abzentrifugiert, in je 700 pul PBS resuspendiert und in die
Elektroporationskiivetten tberfihrt. Von den eingesetzten Plasmiden wurden jeweils 50 pg
durch restriktionsenzymatische Spaltung linearisiert (siehe 2.1) und nach Phenol-
Chloroform-Extraktion und anschlief3ender Ethanol-Féllung (siehe 2.4) in 200pl PBS
aufgenommen. Ein Aliquot der Plasmide wurde gelelektrophoretisch (siehe 2.5) Uberprift
und die Konzentration photometrisch bestimmt (siehe 2.11).

M utagenesevektor Ausgangsvektor Linearisierung Referenz

pGli3-neo/tk Sall 31

pPGKneoNTRtkpA Xba | (1)
pGli3-mPHS Sall 31
pGli3-mPAP-A Sall 31
pGli3-mPHS-neoflox Sall 31
pGli3-mPAP-A-neoflox Sl 31

pM M neoflox-08 Xba | (2

(1) Wu, H., Liu, X. UND JAENISCH, R. 1994
(2) TORRES, R.M. UND KUHN, R. 1997

Seites6



Material und Methoden

Fir die Elektroporation wurden 25 pg DNA der Mutagenese-Konstrukte und 5 pg DNA
der Ausgangsvektoren eingesetzt. Die Elektroporation erfolgte bei einer Kapazitét von 500
MF und einer Spannung von 220 V (Biorad; Gene Pulser). Nach der Elektroporation
wurden die Zellen fur 10 min. bei Raumtemperatur in den Elektroporationskivetten
belassen, anschlieffend in 10 ml (pos. und neg. Kontrolle) bzw. 50 ml (Mutagenesevektor)
nichtselektives ES-Medium Uberfihrt und vorsichtig resuspendiert. Schlief3lich wurden

jeweils 5 x 10° Zellen in eine 10cm-K ulturschale mit mitomycinbehandelten MEF-Zellen
ausgesét und unter Standardbedingungen kultiviert.

Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O

16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

Trypsin/EDTA — GibcoBRL #45300-027

ES-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 600 pl B-Mercaptoethanol (100 mM) - Sigma#M 7522
+ 75 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115

(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S

Selektion, Isolierung und Vermehrung von ES-Zellen

Nach zwel bzw. finf Tagen wurde das nichtselektive ES-Medium gegen selektives ES-
Medium (ES-Medium + 350 pg/ml G418 bzw. ES-Medium + 0,2 uM Ganciclovir)
ausgetauscht. Das Medium wurde in der Regel jeden zweiten Tag gewechselt bis keine
toten Zellen im Uberstand mehr zu sehen waren und die resistenten Kolonien
auszuwachsen begannen. Nach neun Tagen waren die resistenten Klone soweit
herangewachsen, dal3 sie mit einer feinen Glaskapillare von den MEF-Zellen abgel 6st und
alsindividueller Klon isoliert werden konnten.

Isolation der
418" Kione
Erreichen der Konfluenz
50%

Trypsin/EDTA-Behandlung Wachstum der isolierten Klone

Wachstum, Einfrieren und Lagerung
der Zellen bei -80°C

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Isolierung und Vermehrung der selektionierten ES-
Zéellen (modifiziert nach RAMIRES-SOLIS, R. ET AL. 1992)
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Die einzelnen Klone wurden in 50 gl Trypsin/EDTA inkubiert und nach der Zugabe von
100 pl selektivem ES-Medium grundlich resuspendiert. Danach wurde diese
Zéellsuspension vollstandig in 96-Loch-Zellkulturgefél3e mit mitomycinbehandelten MEF-
Zellen ausgesédt und kultiviert (siehe 2.20.1.1). Nach Erreichen einer gewissen Dichte und
Koloniegrolle wurden alle Zellen auf der 96-Loch Platte mit PBS gewaschen und
trypsiniert (siehe 2.20.2). Mit einer 12-Kanal-Pipette wurden die Zellen 1:2 auf ein 96-
Loch-Zellkulturgef&d mit mitomycinbehandelten MEF-Zellen (siehe 20.1.1) und auf ein
mit Gelatine beschichtetes 96-Loch-Zellkulturgefald verteilt. Die auf MEF-Zellen
wachsenden ES-Zellen wurden nach Erreichen der erforderlichen Koloniegrof3e und
—dichte nach untenstehendem Protokoll eingefroren, wohingegen die auf Gelatine
kultivierten Zellen im Zustand der Konfluenz fur die DNA Mikroextraktion aus 96-Loch
Platten eingesetzt wurden (siehe 2.10.2).

Losungen: G418 Geneticin-Sulfat - GibcoBRL #11811-031

Ganciclovir Ganciclovir-Natrium; Cymeveni.v. - Roche

Trypsin/EDTA — GibcoBRL #45300-027

Gelatine 0,2% (w/v) - Sigma#G1890
inH,O

ES-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 600 pl B-Mercaptoethanol (100 mM) - Sigma#M 7522
+ 75 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115

(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S

Einfrieren und Auftauen von ES-Zellen auf 96-Loch Platten

Die Zellen wurden 4 h vor dem Einfrieren mit frischem ES-Medium versorgt, anschlief3end
zweimal mit PBS gewaschen und mit 50 pl Trypsin/EDTA fir 10 min. im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden 50 pl 2x Einfriermedium hinzugegeben und sorgféltig
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit sterilem Paraffindl Gberschichtet und bei
-80°C eingefroren und gelagert.

Zum Auftauen und der anschliel3enden Vermehrung der als homolog rekombinant
identifizierten ES-Zellklone wurde die 96-Loch Platte aus dem —80°C-Tiefkihlschrank
direkt in den Brutschrank tberfihrt und fur 10-15 min. inkubiert. Nach dem Auftauen der
Zellsuspensionen wurden die benétigten Klone vorsichtig in eine 24-Loch Platte mit
mitomycinbehandelten MEF-Zellen (siehe 2.20.1.1) gegeben. Nach Kultivierung tber
Nacht wurde das Medium durch frisches ES-Medium ersetzt und die ES-Zellklone unter

Standardbedingungen weiter kultiviert.
Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.
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Trypsin/EDTA — GibcoBRL #45300-027
ES-Medium 500 ml DMEM - GibcoBRL #41965-039
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (10° U/ml) - GibcoBRL #14140-114
+ 5 ml L-Glutamin (200 mM) - GibcoBRL #15140-114
+ 600 pl B-Mercaptoethanol (100 mM) - Sigma#M 7522
+ 75 ml Foetales Kalberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115
(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
2x Einfriermedium 60% (v/v) ES-Medium
20% (v/v) Foetales Kélberserum (FCS) - Biochrom KG #S0115
(Hitze-inaktiviert 30 min.;56°C) Charge 244S
20 % (v/v) DMSO — Merck #1.02950.0500
Paraffindl dinnflussig, steril - Apotheke d. MHH

2.21 Tierexperimentelle Verfahren
2.21.1 Erzeugung von ES-Zell Chiméaren

In der vorliegenden Arbeit wurden zum Einem chimare Méause durch Blastozysten-
Injektion erzeugt; dies geschah in Kooperation mit dem Institut fir Genetik (AG
Rajewsky), Universitdt zu KoIn. Zum Anderen wurde versucht chiméare Mause sowohl
durch Injektion von homolog rekombinanten genetisch veranderten ES-Zellklonen in
Blastozysten als auch durch Aggregation dieser mit Embryonen des Morulastadiums zu
erzeugen. Als Spendertiere wurden Méause des Stammes C57BI/6 verwendet. Als
Ammentiere dienten C3H x C57BI/6 F1 Weibchen, die mit vasektomierten M&nnchen
verpaart wurden, um eine Scheinschwangerschaft hervorzurufen.

2.21.1.1 Blastozysten-Injektion

Zur Erzeugung von ES-Zell Chiméaren mittels Blastozysten-Injektion wurden die
allgemeinen Standardmethoden eingesetzt (Ubersicht bei HOGAN, B. ET AL. 1994; JOYNER,
A.L. 1999). Die Spendertiere wurden nach erfolgreicher Anpaarung am Tag (E) 3,5 der
Embryonalentwicklung durch Strecken getotet. Die isolierten Uteri wurden in M2-Medium
gelagert und die enthaltenen Embryonen mit M2-Medium (Sigma #M7167) ausgespilt (ca.
300 pl/Uterus), indem unmittelbar unterhalb des Ovidukts mit einer Kantle der Uterus
penetriert und die Embryonen mit der FlUssigkeit ausgespult wurden. Danach wurden die
Blastozysten mit einer feinen Glaskapillare eingesammelt, durch Uberfiihren in mehrere
Tropfen M2-Medium gewaschen und schliefdlich bis zur Injektion in M16-Medium (Sigma
#M7292) unter Ol (Merck #1.7161.0500) gelagert. Die Injektion erfolgte mit einer
ublichen Mikromanipulator-1njektionsmikroskop-Kombination. Hierzu wurden die
Blastozysten und die ES-Zellen in einen Injektionsobjekttrager mit M2-Medium und Ol
gegeben. Es wurden jeweils 10-12 ES-Zellen in eine Blastocyste eingebracht und die
Embryonen anschlieRend in M16-Medium unter Ol bei 37°C und 5% CO, bis zum
Transfer (siehe 2.21.1.3) inkubiert (Ubersicht bei HOGAN, B. ET AL. 1994; TORRES, R.M.
UND KUHN, R. 1997; JOYNER, A.L. 1999).
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A B Basocyse =T Abbildung 2.3:  Blastozysten-
T = Injektion (A) Schematische Dar-

Haltekapillare Injektionskapillare
innere Zemasse Zona pellucida stellung des Ausspllens der

Blastozysten aus dem Uterus. (B)

Ovidukt w Schematische Darstellung einer zur

Injektion positionierten Blastozyste

% und einer mit ES-Zellen beladenen

Injektionskanile. Die Injektions-

Y ekl % kanule wird zwischen zwei
— | Trophoblastzellen hindurchgefiihrt
und die ES-Zellen auf der inneren Zellmasse der Blastozyste abgelegt. (modifiziert nach TORRES, R.M.
UND KUHN, R. 1997)

2.21.1.2 Embryo (Morula)-Aggregation

Zur Erzeugung von ES-Zell Chiméren wurde die Methode der Kokultivierung von
homolog rekonbinanten ES-Zellen mit Embryonen des 8-Zell- oder Morulastadiums
eingesetzt. Die Durchfihrung erfolgte im Wesentlichen nach dem Protokoll von TORRES,
R.M. uUND KUHN, R. 1997.

Die Spendertiere wurden nach erfolgreicher Anpaarung am Tag (E) 2,5 der
Embryonalentwicklung durch Strecken getttet. Die Uteri wurden entnommen und in M2-
Medium gelagert. Anschlief3end konnten die Embryonen mit M2-Medium ausgespult (300
pl/Uterus) werden, indem mit einer feinen Kanule (Hamilton #90033) vom Infundibulum
aus ein Flussigkeitsstrom durch den Uterus erzeugt wurde. Danach wurden die 8-Zell- und
Morulastadien mit einer feinen Glaskapillare eingesammelt, durch Uberfiihren in mehrere
Tropfen M2-Medium gewaschen und schliefdlich bis zu weiteren Verwendung in M16-
Medium unter Ol gelagert.

Abbildung 2.4: Morula-Aggregation.

(A) Schematische Darstellung des
Ausspilens der 8-Zell- und
Morulastadien aus dem Uterus. (B)
Schematische Darstellung einer
typischen Anordnung zur Aggregation
Kulivierung eines 8-Zell- bzw. Morulastadium-

Embryos mit einem durch kontrollierte
Trypsin/EDTA-Behandlung erzeugten
Klumpen von ES-Zellen. Die
erforderlichen Vertiefungen konnten
unter leichtem Druck mit einer Stopfnadel in den verwendeten Zellkulturschalen erzeugt werden.
(modifiziert nach TORRES, R.M. UND KUHN, R. 1997).

Uterus
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Bevor eine Kokultivierung der Embryonen mit den ES-Zellen erfolgen konnte, muf3te die
Zona pellucida entfernt werden. Hierzu wurden die Embryonen fir 5 min. bei 37°C in
Protease (Sigma #P8811; 0,5% (w/v) in M2-Medium) inkubiert, durch 2 Tropfen M2- und
durch einen Tropfen M16-Medium gewaschen. Schliefdlich wurden die Embryonen in die
sog. Aggregationsplatte, die eine Vielzahl von kleinen Vertiefungen zur Aufnahme jeweils
eines Embryos hat, gegeben und es wurden die durch kontrollierte unvollstéandige
Trypsin/EDTA-Behandlung erzeugten ES-Zellklumpen von je 5-10 Zellen zu den
Embryonen gegeben. Nach dem Zusammenbringen von Embryo und ES-Zellen erfolgte
die Kultivierung im Brutschrank Uber Nacht (37°C; 7,5% (v/v) CO,). Am nachsten Tag
wurden die Blastozysten in die Ammentiere Ubertragen (siehe 2.21.1.3).

2.21.1.3 Blastozysten-Transfer

Die Ammentiere fur die injizierten bzw. nach Embryo-Aggregation erhaltenen
Blastozysten wurden am Tag (E) 2,5 der Schwangerschaft verwendet. Nach Anésthesie mit
Xylazin/Ketamin durch intraperitoneale Injektion wurden unter Anwendung allgemein
etablierter Techniken (Ubersicht bei HOGAN, B. ET AL. 1994; JOYNER, A.L. 1999) bis zu 10
Blastozysten pro Uterushorn tbertragen. Nach der Wundversorgung wurden die Mause in
ihren K&fig zurtickgegeben, zur Minimierung des Wéarmeverlustes wahrend der Narkose
mit Zellstoff und Ké&figeinstreu bedeckt und im Verlauf der Schwangerschaft beobachtet.
Die geborenen Jungtiere wurden auf ihre Fellfarbe hin untersucht. Schwarze Jungtiere
wurden als Wildtyp aussortiert. Die gemischtfarbigen Jungtiere wurden als genetisch
veranderte Tiere (Chimére) in die Zucht aufgenommen, um zu Uberprifen inwieweit die
homolog rekombinanten ES-Zellen zur Bildung der Keimbahnzellen beigetragen haben
und ob die genetischen Veranderungen an die Nachkommen weitergeben werden
(Ubersicht bei HoGAN, B. ET AL. 1994; JOYNER, A.L. 1999).

2.21.2 Tierhaltung
Die Tierhaltung und —zucht erfolgte in der Tierversuchsanlage der Medizinischen
Einrichtungen der Heinrich-Heine Universitét Disseldorf.

2.21.3 Isolierung definierter Embryonal stadien

Die Méuse wurden paarweise in einen K&fig gesetzt und am nachsten Morgen wurden die
Weibchen auf einen Vaginapfropf hin untersucht. 12 Uhr mittags des Tages des
Vaginalpfropfes wurde als Tag (E) 0,5 der Embryonal entwicklung definiert.
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Nach Erreichen des gewtinschten Alters wurden die Multtertiere durch Strecken getttet, die
Uteri prapariert und die Embryonen und die embryonalen Membranen in PBS unter dem

Stereomikroskop isoliert.
Losungen: PBS 4 mM NaH,PO,*H,O
16 mM Na,HPO,*2H,0
150 mM NaCl
pH 7,3
autoklaviert, 121°C; 2 bar; 30 min.

2.21.4 |dentifikation genetisch veranderter Tiere und Embryonen

Zusétzlich zur phanotypischen Identifikation der verwendeten genetisch veranderten Tiere
bzw. Embryonen wurde eine PCR-basierende Genotypisierung vorgenommen, um
zwischen Wildtypen und hetero-, bzw. homozygoten Merkmalstrdgern zu unterscheiden.
Hierzu wurde entweder aus Schwanzbiopsien oder aus embryonalen Membranen isolierte
genomische DNA (siehe 2.10.1) in den diagnostischen PCR-Amplifikationen (siehe
2.12.2) oder Filterhybridisierungen (siehe 2.14.2) verwendet.

2.22 Fotodokumentation

Die Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe einer digitalen Kamera (Fuji HC-300Z) auf
einem Zeiss ,, StemiSV 11" Stereomikroskop bzw. einem Zeiss Axioplan-Mikroskop. Die
anschlief3ende Bildverarbeitung erfolgte mit Photoshop 6.0 auf einem PowerMac G4.
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3 Ergebnisse

3.1 Konstruktion der Mutagenese-V ektoren

Die Konstruktion der einzelnen Mutagenese-Vektoren erforderte zunéchst einige
vorausgehende Analysen, die fur die nachfolgenden Klonierungsexperimente, vorallem
aber fUr die gezielte Mutagenese des Gli3-Gens von zentraler Bedeutung waren.

3.1.1 Isolierung genomischer Fragmente

Zu Beginn dieser Arbeit lag bereits ein grof3es genomisches Fragment des Maus Gli3-Gens
in Form eines BAC (, bacterial artificial chromosome*)-Klons (#46H4) vor, das durch
Filterhybridisierung einer Maus ES-129/SvJ-Bibliothek (Incyte #FBAC-4432) mit einer
Gli3 spezifischen Sonde erhalten worden war. Dieses Fragment enthélt die Zink-Finger
Region, den gesamten distalen Bereich und einen Tell des proximalen Bereich des Gli3-
Gens. Es erstreckt sich tber ungefahr 200 kb genomischer Sequenzen und wurde unter
Berticksichtigung der vorausgegangenen Analysen (BOsk, J. 1997) verwendet, um eine
Mini-Bibliothek kleiner genomischer Fragmente zu erzeugen. Aus dieser Mini-Bibliothek
konnte durch GroRRenvergleich, PCR-Analyse und Filterhybridisierung ein Klon isoliert
werden, der, flankiert durch die Erkennungs-sequenzen fir die Restriktionsendonuklease
BamHI, 18 kb genomischer Gli3-Sequenzen enthielt. Dieses Fragment wurde fur die
weiteren Analysen verwendet und konnte zur Konstruktion der Mutagenesevektoren
eingesetzt werden, da der benttigte Bereich des Gli3-Gens in diesem Fragment enthalten
ist. Ferner handelt es sich hierbei, im Vergleich zu den im weiteren Verlauf der Arbeit
verwendeten ES-Zellen, um isogene DNA, deren Verwendung eine Voraussetzung fir die
erfolgreich ablaufende homologe Rekombination in ES-Zellenist (siehe 1.3.1).

3.1.2 Partielle Restriktionskartierung des Gli3-Lokus

Unter Verwendung des zuvor isolierten genomischen Gli3-Fragments konnte durch
wiederholte Spaltung der DNA mit einzelnen und Kombinationen verschiedener
Restriktionsendonukleasen eine grobe Kartierung vorgenommen werden (Abb. 3.1). Es
wurden hierbei besonders Restriktionsendonukleasen verwendet, deren Erkennungs-
sequenzen auch in der Gli3 cDNA (THIEN, H. ET AL. 1996) zu finden waren. Diese
Restriktionskartierung war notwendig und ausreichend fur die nachfolgende Isolierung
weiterer kleinerer genomischer Fragmente des Gli3-Gens und die Bestimmung der Intron-
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Exon-Struktur im distalen Bereich des Gens. Die weitergehende Analyse der 3' der Zink-
Finger gelegenen Region war erforderlich, da hier die gezielte Manipulation durch
homologe Rekombination in ES-Zellen durchgefihrt werden sollte, um die im Menschen
gefundenen GLI3-Mutationen in das Genom der Maus einzubringen.

1kb

BSp BgBg P K KSl X Nd C
L1 | L T — | --- Gli3
X

Bg Sm E S B
[ 1 I
T T

——
6 kb | NIX NINI

Bg SI NI

Abbildung 3.1: Partielle Restriktionskartierung des Gli3 Gens unter Verwendung des genomischen
18kb Klons aus BAC 46H4. B — BamHI; Bg — Bglll; BX —BstXl; C— Clal; E — EcoRV; K —Kpnl; NI —
Ncol; Nd — Ndel; P—Pacl; S— Sacll; SI — Sacl; Sm — Smal; Sp— Spel; X — Xbal; XI - Xhol

3.1.3 Intron-Exon-Struktur des Maus Gli3-Gen

Einzelne kleinerer genomische Fragmente des Gli3-Gens, die aus dem 18 kb DNA-
Fragment (siehe 3.1.1) isoliert worden sind, und dieses 18kb DNA-Fragment wurden zur
DNA-Sequenzierung verwendet (siehe 2.13). Die erhaltenen Sequenzinformationen
konnten zur Bestimmung der Intron-Exon-Struktur des Gli3-Gens genutzt werden. Hieraus
ergab sich, dal? sich ein Teil der Zink-Finger Region (Zink-Finger 111-V) und die fir die
gezielte Mutagenese des Gli3-Gens relevante Region distal der Zink-Finger tUber einen
Bereich von 11,5 kb genomischer Sequenz erstreckt und auf 4 Exons aufgeteilt ist (Abb.
3.2). Die Zusammenfassung der Analyseist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Exon Position (bp) Aminosiure
n-3 1819-1981 549-603
n-2 1982-2270 604-699
n-1 2271-2603 700-810

n 2604-5563 811-1596

Tabelle 2: Intron-Exon-Struktur des Gli3-Gens. Die Nummerierung der gefundenen Exons ist
ausgehend vom letzten Exon, in dem sich das Stop-Codon befindet. Die Positionsangaben beziehen sich
auf die cDNA-Sequenz nach THIEN, H. ET AL. 1996.

@

o4 -—
& ~

Abbildung 3.2: Intron-Exon-Struktur des Gli3-Gens. Die schwarzen Boxen reprasentieren die
einzelnen Exons. Die Nummerierung erfolgte entsprechend der Tabelle 2.
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Aul¥erdem zeigte sich durch vergleichende Anayse mit der fir GLI3 beschriebenen Intron-
Exon-Struktur (KANG, S. ET AL. 1997; WILD, A. ET AL. 1997) eine Ubereinstimmung der
Aufteilung der kodierenden Sequenz auf die einzelnen Exons und deren Grof3e sowie des
relativen Abstands zwischen den einzelnen Exons.

3.1.4 Sequenzvergleich zwischen dem humanen GLI3 und murinen Gli3

Das beabsichtigte Einbringen der im Menschen identifizierten GLI3-Mutationen (C-
terminal der Zink-Finger Region; PHS - KANG, S. ET AL. 1997; PAP-A - RADHAKRISHNA,
U. ET AL. 19978) und einer intermediér gelegenen Mutation (Position 2402) durch
homologe Rekombination in das Gli3-Gen der Maus erforderte zunichst die Ubertragung
der im Menschen identifizierten Mutationen (PHS — 2023delG; PAP-A — 2358delA) auf
die Maussequenz. Hierzu erfolgte ein Vergleich der humanen (NM_000168) und der
murinen (NM_008130) Gli3-Sequenzen in der relevanten Region distal der Zink-Finger
unter Verwendung des Programmes ,,BLAST 2 sequences* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/bl2seq/bl2.html; TATUSOVA, T.A. UND MADDEN, T.L. 1999). Hierbei zeigte sich, dal3
an Position 2194 der Maussequenz ein Guanin und an Position 2463 ein Adenin deletiert
werden mufite, um die entsprechenden in PHS- bzw. PAP-A-Patienten gefundenen
Veranderungen der mRNA in der Maus nachzustellen.

3.1.5 Herstellung der einzelnen Mutagenese-V ektoren

Die Konstruktion der einzelnen Mutagenese-V ektoren erfolgte unter Einsatz der unter 2.1-
2.9 beschriebenen Standardtechniken. Als Ausgangsmaterial diente das zuvor isolierte
genomische 18kb grof3e Gli3-Fragment, verschiedene handel siibliche Klonierungsvektoren
(pBluescript - Stratagene, pSP73 - Promega, pSL1180 - Pharmacia, pGEM-T - Promega)
und die die verwendeten Selektionsmarker-Kassetten tragenden Vektoren
(PPGKNneoNTRtkpA — Wu, H. ET AL 1994; pMMneoflox-08 — TORRES, R.M. UND KUHN,
R. 1997).

pGli3me«

Durch den Vektor pGli3™* sollte eine Mutation in das Gli3-Gen eingebracht werden, die
zwischen den beiden fur PHS und PAP-A beschriebenen Mutationen lokalisiert ist (siehe
3.1.4). Hierzu sollte die Selektionsmarker-Kassette (neo/tk) in das Exon n-1 (siehe 3.1.3)
an Position 2402 der kodierenden Sequenz von Gli3 eingebracht werden. Hierdurch kommt
es zu einem Abbruch des Proteins an Aminosaure 744. Zur Konstruktion des M utagenese-
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Vektors sollte die Selektionsmarker-Kassette von Abschnitten der genomischen Gli3-
Sequenz flankiert werden, die die homologe Rekombination in ES-Zellen vermitteln
kénnen und die gezielte Manipulation des Gli3-Gens ermdglichen (Abb 3.5). Hierzu wurde
zunéchst die PGKneoNTRtkpA-Kassette mit dem durch restriktionsenzymatische Spaltung
des genomischen 18 kb-Klons mit Bglll und Clal erhaltenen DNA-Fragment (siehe 3.1.1;
3.1.2) kombiniert. Anschlief3end wurde dieses neu entstandene Fragment mit dem durch
Clal und Sacll aus dem genomischen Gli3-Klon isolierten Fragment verbunden. Der
daraus resultierende Mutagenese-Vektor (siehe 3.2.1 und Abb. 3.5) stellt sich somit aus 7,5
kb homologer Sequenz (Bglll;Clal) 5 der PGKneoNTRtkpA-Kassette und 3,5 kb
homologer Gli3-Sequenz (Clal;Sacll) 3' der Selektionsmarker-Kassette dar. Die fir die
Transfektion der ES-Zellen erforderliche Linearisierung des Mutagenese-V ektors konnte
durch Spaltung mit der Restriktionsendonuklease Sall erzielt werden.

pGli3m™s

Durch die Transfektion von ES-Zellen mit dem Vektor pGli3™* sollte die
Leserastermutation 2194delG in die kodierende Sequenz des Gli3-Gens eingebracht
werden (siehe 3.1.4). Zusammen mit dieser Minideletion war es erforderlich die
Erkennungssequenz fir eine diagnostische Restriktionsendonuklease (BamHI) in das Exon
n-2 (siehe 3.1.3) einzufiigen, um die nachfolgende Analyse der transfizierten ES-Zellen zu
ermdglichen. Zunachst wurde ein DNA-Fragment durch Spaltung mit Ncol aus dem zuvor
isolierten Bglll;Clal Fragment (siehe oben) isoliert. Hieraus wurde ein kleineres Fragment
durch Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen EcoRV und Ncol isoliert. Dieses
Fragment wurde in einem PCR-vermittelten Ansatz eingesetzt, um unter Verwendung der
Oligonukleotide MPHS-F1 und mPHS-B1 (siehe 2.12) sowohl die Minideletion als auch
die Erkennungssequenz fir die diagnostische Restriktionsendonuklease (BamHI)
einzufiigen. Das nach der PCR-Amplifikation schliefdlich erhaltene modifizierte
EcoRV;Ncol DNA-Fragment wurde zum Austausch gegen das Wildtyp-Fragment in dem
grofkeren Ncol Fragment verwendet. Danach wurde das neu entstandene, die Mutation-
tragende Fragment zum Austausch des entsprechenden Wildtyp-Fragments in den durch
Spaltung des 18 kb-Klons mit Bglll und Clal erhaltenen Abschnitt des Gli3-Gens
eingesetzt. Dieser DNA-Abschnitt wurde mit dem durch Clal und Sacll aus dem
genomischen Gli3-Klon isolierten Fragment verbunden und ergab den endgiltigen
Mutagenese-Vektor (siehe 3.2.2 und Abb. 3.8). Die Analyse des eingebrachten nach PCR-
Amplifikation erhaltenen Fragments durch DNA-Sequenzierung ergab, daf3 sowohl die
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Minideletion als auch die Erkennnungssequenz der Restriktionsendonuklease wie
beabsichtig eingefiigt werden konnte (Abb. 3.3)

G A F G E 0 K E L S N T T S K
GGAGCATTTGGTGAGCAGAAGGAGCTGAGCAACACTACCTCAAAG
LEEEEEEEEEE s FEEEEEEEE TR = T= = TEEEETEET T
GGAGCATTTGGT AGCAGAAGGAGCTGAGGATCCCTACCTCAAAG ...
G A F G S R R S *» - - - - - -

Abbildung 3.3: Vergleich der Sequenzen von Wildtyp-Gli3 und dem gezielt mutierten Gli3, das
zur Erzeugung des Gli3™™"S-Allels verwendet werden soll. In der oberen Reihe ist die Wildtyp-
Sequenz von Position 2182-2227 und die davon abgeleitete Aminosauresequenz dargestellt. Im
Vergleich dazu ist in der unteren Reihe die Sequenz des gezielt veranderten Gli3 und die abgeleitete
Aminosauresequenz dargestellt. Im Fettdruck hervorgehoben ist die Leserastermutation 2194delG. Die
eingefligte Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease BamHI ist fett und kursiv dargestellt. Das
durch die Mutation entstehende Stop-Codon an Aminosdure-Position 679 ist durch einen Stern (*)
markiert.

Der pGli3™*-Mutagenese-Vektor (siehe 3.2.2 und Abb. 3.8) setzt sich somit aus
insgesamt 11 kb homologer Gli3-Sequenzen (Bglll;Clal und Clal;Sacll) zusammen, die
sowohl durch die eingebrachte Minideletion, als auch die Erkennungssequenz fur die
diagnostische Restriktionsendonuklease unterbrochen sind. Die fur die Transfektion der
ES-Zellen erforderliche Linearisierung des Mutagenese-V ektors konnte durch Spaltung mit
der Restriktionsendonuklease Sall vorgenommen werden.

pGIiSmPAP-A

Unter Verwendung des Vektors pGli3™*"* sollte die Leserastermutation 2463delA in die
kodierende Sequenz des Gli3-Gens eingebracht werden (siehe 3.1.4). Zusammen mit dieser
Minideletion sollte die Erkennungssequenz fur eine diagnostische Restriktions-
endonuklease (BamHI) in das Exon n-1 (siehe 3.1.3) eingefigt werden, um die
nachfolgende Analyse der transfizierten ES-Zellen zu ermdglichen. Zunéchst wurde ein
DNA-Fragment durch Spaltung mit Bglll und Clal aus dem zuvor isolierten Clal;Sacll
Fragment (siehe oben) isoliert. Dieses Fragment wurde in einem PCR-vermittelten Ansatz
eingesetzt, um unter Verwendung der Oligonukleotide mPAP-A-F1 und mPAP-A-B1
(siehe 2.12) sowohl die Minideletion als auch die Erkennungssequenz fiir die diagnostische
Restriktionsendonuklease (BamHI) einzufigen. Das schliefdlich erhaltene modifizierte
Bglll;Clal DNA-Fragment wurde zum Austausch gegen das Wildtyp-Fragment in dem
groflkeren Clal;Sacll Fragment verwendet. Das neu entstandene, die Mutation tragende
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Clal;Sacll Fragment wurde mit dem durch Spaltung des 18 kb-Klons mit Bglll und Clal
erhaltenen Abschnitt des Gli3-Gens zum endgultigen Mutagenese-Vektor kombiniert
(siehe 3.2.2 und Abb. 3.8). Die Analyse des eingebrachten nach PCR-Amplifikation
erhaltenen Fragments durch DNA-Sequenzierung ergab, dal3 sowohl die Minideletion als
auch die Erkennnungssequenz der Restriktionsendonuklease wie beabsichtig eingefigt
werden konnte (Abb. 3.4)

A L A L Q A R RN P A G T K
GCCCTTGCTTTGCAAGCCAGGAGAAACCCGGCAGGGACCAAA
CETEEETEEEEEE T LT EEE T r e f=1-11
GCCCTTGCTTTGCA GCCAGGAGAAACCCGGCAGGGATCCAA
A L AL Q P G ETU R QD P

WMEHIKLERLKQV
GATGGAGCACA

TGGATGGAGCACATCAAACTTGAAAGGCTAAAACAAGTG
M D G A H Q T * - - - - -

Abbildung 3.4: Vergleich der Sequenzen von Wildtyp-Gli3 und dem gezielt mutierten Gli3, das
zur Erzeugung des Gli3™PAPA-Allels verwendet werden soll. In der oberen Reihe ist die Wildtyp-
Sequenz von Position 2499-2580 und die davon abgeleitete Aminosduresequenz dargestellt. Im
Vergleich dazu ist in der unteren Reihe die Sequenz des gezielt veranderten Gli3 und die abgeleitete
Aminosauresequenz dargestellt. Im Fettdruck hervorgehoben ist die Leserastermutation 2463delA. Die
eingefligte Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease BamHI ist fett und kursiv dargestellt. Das
durch die Mutation entstehende Stop-Codon an Aminoséure-Position 780 ist durch einen Stern (*)
markiert.

Der endgultige Mutagenese-V ektor (siehe 3.2.2 und Abb. 3.8) stellt sich somit, wie bereits
die vorherigen Vektoren auch, aus insgesamt 11 kb homologer Gli3-Sequenzen (Bglll;Clal
und Clal;Sacll) dar, die durch die eingebrachte Minideletion und die Erkennungssequenz
fur die Restriktionsendonuklease unterbrochen sind. Die fur die Transfektion der ES-
Zellen erforderliche Linearisierung des Mutagenese-Vektors erfolgte ebenfalls durch
Spaltung mit der Restriktionsendonuklease Sall.

pGli gmPHSneoflox

Der Vektor pGli3m™™"smefiox gef|t eine Modifikation des Vektors pGli3™* dar. Er dient
ebenfalls dem Einbringen der Leserastermutation 2194delG und der Erkennungssequenz
fur die diagnostische Restriktionsendonuklease in das Gli3-Gen (siehe oben). Weiterhin
kann er aber nicht nur im Zusammenhang mit einer , Double Replacement”-Strategie
(siehe 3.2.1) verwendet werden, sondern tragt eine eigenstandige aus pM M neoflox-08
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isolierte Selektionsmarker-Kassette. Diese konnte nach restriktionsenzymatischer Spaltung
mit EcoRV in das Intron zwischen den Exons n-3 und n-2 des Gli3-Gens eingefigt
werden. Nach der erfolgreichen homologen Rekombination in den ES-Zellen kann die
Kassette durch die transiente Expression der Cre-Rekombinase entfernt werden. Dieses
kann entweder direkt in den ES-Zellen oder spater in der Mauslinie durchgefihrt werden
und wird durch die Flankierung der Selektionsmarker-Kassette durch zwei 10xP-Sequenzen
ermdglicht (Ubersicht bei TORRES, R.M. UND KUHN, R. 1997). Der Mutagenese-V ektor
(siehe 3.2.3 und Abb. 3.9) setzt sich somit aus den bereits in pGli3™* enthaltenen Gli3-
Sequenzen (Bglll;Clal und Clal;Sacll) zusammen, die hier nicht nur durch die
eingebrachte Minideletion und die Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease
unterbrochen werden, sondern zusétzlich noch durch die eingebrachte Selektionsmarker-
Kassette. Eine Linearisierung konnte ebenfalls durch Spaltung mit der
Restriktionsendonuklease Sall durchgefiihrt werden.

pGli gmPAP-A-neoflox

Durch Modifikation des Vektors pGli3™™™* konnte der Vektor pGli3™™ Al ergtel It
werden. Nach Transfektion des Vektors und erfolgreicher homologer Rekombination in
ES-Zellen befindet sich die Leserastermutation 2463del A sowie die Erkennungssequenz
der diagnostischen Restriktionsendonuklease im Gli3-Gen (siehe oben). Aul3erdem kann
der Vektor entsprechend dem Vektor pGli3™™ S nicht nur im Zusammenhang mit einer
,Double Replacement”-Strategie verwendet werden, sondern tragt ebenfalls die
Selektionsmarker-K assette aus pMMneoflox-08, die nach Cre-Expression, vermittelt durch
die flankierenden loxP-Sequenzen, aus dem Gli3-Lokus entfernt werden kann (Ubersicht
bel TOrRRES, R.M. UND KUHN, R. 1997). Die Selektionsmarker-Kassette wurde nach
Spaltung des Vektors pGli3™*™* mit der Restriktionsendonuklease Bglll in das Intron
zwischen den Exons n-1 und n des Gli3-Gens integriert. Der Mutagenese-Vektor (siehe
3.2.4 und Abb. 3.12) setzt sich somit aus den bereits in pGli3™™"* enthaltenen Gli3-
Sequenzen (Bglll;Clal und Clal;Sacll) zusammen, die durch die eingebrachte Minideletion
und die Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease und zusétzlich noch durch
die eingebrachte Selektionsmarker-Kassette unterbrochen werden. Eine Linearisierung
konnte durch Spaltung mit der Restriktionsendonuklease Sall durchgefihrt werden.

3.2 Stabile Transfektion und Selektion embryonaler Stammzellen und
| dentifizierung homolog rekombinanter Klone

Nach der Konstruktion der Mutagenesevektoren, die die gezielte Manipulation des Gli3-
Gens durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen der Maus
ermoglichen, wurden die einzelnen Vektoren fir die Transfektion der ES14-1 Zellinie
verwendet (siehe 2.20.5).
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3.2.1 Verwendung des Vektors pGli3™*

Fir die Transfektion der embryonalen Stammzellen wurde der Vektor pGli3™®
verwendet, der nach homologer Rekombination mit dem Gli3-Gen zur Integration der
Selektionsmarker-K assette (neo/tk) in das Genom der ES-Zellen fihrt. Gleichzeitig wurde
hierdurch eine Mutation in das Gli3-Gen eingefihrt, die zu einer Unterbrechung der
kodierenden Sequenz an der Position 2402 (Nummerierung nach THIEN, H. ET AL. 1996)
und somit zu einem Abbruch des Proteins an Aminoséure 744 fihrt. Die Einzelheiten der
Mutagenese-Strategie sind in Abbildung 3.5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.5: Darstellung der beabsichtigten Manipulation des Gli3-Gens durch homologe
Rekombination in ES-Zellen unter Verwendung des Vektors pGli3"™tk | der Analyse-Strategie
zum Nachweis der erfolgreichen Mutagenese und des erwarteten mutierten Gli3"™*-Allels. Die
schwarzen Boxen reprasentieren die identifizierten Exons des Gli3-Gens (siehe 3.1.3). Die Abschnitte
homologer Sequenzen innerhalb des Mutagenese-V ektors erstrecken sich zwischen den Erkennungs-
sequenzen fur die Restriktionsendonuklease Bglll und Clal bzw. Clal und Sacll. Die Pfeilkdpfe geben
die relative Lage der in Abschnitt 3.5 und 3.7 verwendeten Oligonukleotid-Kombinationen an. 1 —
3'52;Seg-Intron-B1 / 2 — neo-F2;neo-B2 Die Doppel pfeile markieren die Fragmente genomischer DNA
und die zugehdrigen Fragmentgrofien, die nach Spaltung mit BamHI und Filterhybridisierung mit den
angegebenen Proben 5 gen (Bglll-Fragment) und 3' out (Sacll;BamHI-Fragment) erhalten werden. Die
Abkirzungen der verwendeten Restriktionsendonukleasen entsprechen Abb. 3.1.
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Zusétzlich hierzu kann durch die Verwendung und Integration der neo/tk-Kassette in das
Gli3-Gen eine sog ,, Double replacement” -Strategie angewendet werde. Hierbei besteht die
Moglichkeit, nach der Markierung des fur die jeweilige Fragestellung interessanten Gens
oder einer Region dieses Gens durch einen positiven und negativen Selektionsmarker (neo
bzw. tk) eine vielfache Manipulation durch sequentiell aufeinanderfolgende homologe
Rekombinationen durchzufihren. Auf diese Weise konnen nach der Etablierung der G418-
resistenten homolog rekombinanten Klone diese verwendet werden, um nachfolgend
mehrere Mutationen in dieselbe oder benachbarte Regionen eines Lokus einzubringen.
Hierdurch besteht die Mdglichkeit schnell und effizient mehrere Mutationen in ein Gen
einzubringen und gleichzeitig nach der zweiten homologen Rekombination séamtliche
heterologen Sequenzen aus dem endogenen Lokus zu entfernen (Wu, H. ET AL. 1994).
Nach der Transfektion von ES14-1 ES-Zellen mit dem pGli3™*~Vektor durch
Elektroporation und nachfolgender Selektion der Zellen wurden insgesamt 576 G418-
resistente Klone isoliert. Hiervon wurden 276 Klone nach DNA-Mikroextraktion aus 96-
Loch-Platten und restriktionsenzymatischer Spaltung mit BamHI durch Filter-
hybridisierung (siehe 2.10.2; 2.14) mit der Probe 3' out analysiert (Abb. 3.6).

#36
* % *  kk * ok k *
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i 5 3 — 4kb
#216 *
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Abbildung 3.6: Identifizierung der homolog rekombinanten Gli3" -ES-Zellklone. Dargestellt ist
das Ergebnis einer Filterhybridisierung mit der Probe 3'out nach restriktionsenzymatischer Spaltung der
nach Mikroextraktion erhaltenen DNA mit BamHI. In den mit * gekennzeichneten Spuren ist zusétzlich
zu dem 18 kb Wildtyp-Fragment ein fir die homologe Rekombination indikatives 4 kb DNA-Fragment
zu erkennen. Die vierte positive Spur in | représentiert Klon #36 und die erste in |1 den Klon #216.

— 4kb

Unter diesen 276 Klonen konnten 34 (12%) gefunden werden, die einen fir eine
erfolgreiche homol oge Rekombination indikativen Langen-Polymorphismus zeigten. Diese
Klone wurden in einem Titrationsversuch verschiedenen Konzentration von Ganciclovir
ausgesetzt, um die Funktionstiichtigkeit der Selektionsmarker-Kassette zu Uberprifen
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(Daten nicht gezeigt). Von diesen 34 homolog rekombinanten Klonen hatten 22 eine
funktionsfahige (G418 /GANC®) Selektionsmarker-K assette (siehe unten).

Anzahl
G418 Kloneisoliert 576
Klone analysiert 276
Homol og rekombinante 34 (12,3%)
G418/GANC®Klone 22

Tabelle 3: Zusammenfassung der Transfektion mit dem pGli3"™"™ -V ektor

Von den 22 G418/GANC® Klonen wurden zwei Klone (#36 und #216), die keine
Aufféligkeiten in ihrem Wachstumsverhalten zeigten und aufgrund ihrer Morphologie
undifferenziert und somit pluripotent erschienen, durch restriktionsenzymatische Spaltung
und Filterhybridisierung im Detail untersucht. Hierdurch sollte die erfolgreiche homologe
Rekombination erneut Uberprift werden und die Integritét des Gli3-Lokus im Bereich der
eingebrachten Mutation untersucht werden. Ferner sollte auf eine mdgliche weitere
Integration des Mutagenese-Vektors an einer anderen Stelle des Genoms oder eine
Mehrfachintegration in das Gli3-Gen untersucht werden (Abb.3.7). Hierbel zeigte sich, dal3
die beiden analysierten Klone das erwartete Fragment-Muster aufweisen und nur die
beabsi chtigte Mutation im Gli3-Gen tragen.

A B
36 | Wt ,"213 #36 Wt #216
B Spl B Spl B Sp B K SISp|B K Sl Sp| B K Sl Sp
vt -
< X > X
*
~ “

Abbildung 3.7: Charakterisierung der Klone #36 und #216 durch Filterhybridisierung. (A)
Filterhybridisierung von genomischer DNA der Klone #36 und #216 sowie von Wildtyp-ES-Zellen
nach restriktionsenzymatischer Spaltung mit BamHI (B) und Spel (Sp) unter Verwendung der Probe
5'gen. In den beiden untersuchten Klonen zeigt sich zusétzlich zu dem Wildtyp- (22 kb) ein fur die
homologe Rekombination indikatives (11 kb) Fragment (*) nach Spaltung mit Spel. (B)
Filterhybridisierung der DNA-Proben aus (A) nach Spaltung mit BamHI (B), Kpnl (K), Sacl (SI) und
Spel (Sp) und Verwendung der Probe 3‘out. In den beiden Klonen kann zusétzlich zu den Wildtyp-
(18kb; 11kb; 12kb; 22kb) ein jeweils durch die erfolgreiche homologe Rekombination entstehendes
(4kb; 7,5kb; 8,5kb; 15kb) DNA-Fragment nachgewiesen werden.
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Zusétzlich wurde eine Filterhybridisierung nach Spaltung mit BamHI und der Verwendung
der kodierenden Sequenz des Neo-Gens als Probe durchgefuihrt (Daten nicht gezeigt).
Hierbel konnte nur das erwartete DNA-Fragment nachgewiesen werden, so dal3 zusammen
mit den anderen Filterhybridisierungen aus Abb. 3.7 davon ausgegangen werden kann, dal3
in den untersuchten Klonen keine Mehrfachintegrationen des Mutagenesevektors
vorliegen. Die zwei Klone #36 und #216 wurden fur die weitergehenden Experimente
verwendet (siehe 3.2.2 und 3.3.1).

3.2.2 Verwendung des Vektors pGli3™* und pGli3m™F*

Aufgrund der unmittelbaren Nachbarschaft der beiden Mutationen, die in das Gli3-Gen
eingebracht werden sollten (MPHS - 2194delG und mPAP-A — 2463delA) und der
Etablierung der Gli3"™™-ES-Zellinie (siehe 3.2.1), die die Selektionsmarker-K assette an
Position 2402 des kodierenden Bereiches von Gli3 enthdlt, sollte hier die ,Double
replacement” -Strategie eingesetzt werden. Die einzelnen Schritte der Manipulation des
Gli3-Gens sind in Abbildung 3.8 schematisch dargestellt.

Als ES-Zellen fur die stabile Transfektion mit den Vektoren pGli3™* und pGli3™™"*
wurden sowohl der Klon #36 as auch der Klon #216 der Gli3™-ES-Zellinie (sehe 3.2.1)
verwendet. Beide Klone waren entsprechend den Anforderungen der ,Double
replacement”-Strategie resistent gegeniiber G418 und sensitiv gegentiber Ganciclovir. In
jeweils zwei unabhangigen Elektroporationen mit jedem der beiden Vektoren konnten
einmal nur 284 Klone (mMPHS) und einmal 288 Klone (mPAP-A) auf eine erfolgreiche
homologe Rekombination untersucht werden. In keinem der untersuchten Ansétze konnte
ein homolog rekombinanter Zellklon identifiziert werden. Auf3erdem waren die nach der
Selektionsprozedur (siehe 2.20.5) erhaltenen ES-Zellen in ihrer Morphologie so stark
verandert, dal ihr Differenzierungsstatus nicht mehr eingeschétzt werden konnte. Im
weiteren Verlauf konnten keine verladlichen Selektionsbedingungen (Konzentration der
Droge, Beginn der Selektion nach der Elektroporation, Dauer der Selektion) etabliert
werden, die einen erneuten effizienten Versuch ermoglicht hatten.
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Abbildung 3.8: Manipulation des Gli3-Gens durch homologe Rekombination in Gli3"™"-ES-
Zellen unter Verwendung der Vektoren pGli3™""S (A) bzw. pGli3m™PAPA (B). Dargestellt ist die
Analyse-Strategie zum Nachweis der erfolgreichen Mutagenese und die erwarteten mutierten Gli3™™=-
bzw. Gli3"™PA-Allele. Die schwarzen Boxen repréasentieren die identifizierten Exons des Gli3-Gens
(siehe 3.1.3). Die Abschnitte homologer Sequenzen innerhalb des Mutagenese-V ektors erstrecken sich
zwischen den Erkennungssegquenzen fir die Restriktionsendonuklease Bglll und Sacll. Unterbrochen
werden die homologen Bereiche nur durch die eingebrachten Leseraster-Mutationen (mPHS — 2194 und
MPAP-A — 2463; schwarzer *) und die eingebrachten diagnostischen Restriktionsendonukleasen-
Erkennungssequenzen (BamHI). Die Doppelpfeile markieren die Fragmente genomischer DNA und die
zugehdrigen Fragmentgréf3en, die nach Spaltung mit BamHI und Filterhybridisierung mit den
angegebenen Proben 5°'gen (Bglll-Fragment) und 3 out (Sacll;BamHI-Fragment) erhalten werden. Die
Abkirzungen der verwendeten Restriktionsendonukleasen entsprechen Abb. 3.1.
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3.2.3 Verwendung des Vektors pGli3m™s o

Die Transfektion der ES-Zellen erfolgte unter Verwendung des Vektors pGli3msneofiox
Nach erfolgreicher homologer Rekombination des Vektors mit dem Gli3-Lokus kommt es
zur Integration der durch loxP-Erkennungssequenzen flankierten Selektionsmarker-
Kasssette (neo) in ein Intron des Gli3-Gens und gleichzeitig wird die Leserastermutation
(2194delG) und die Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease BamHI in die
kodierende Sequenz von Gli3 eingefiigt (Nummerierung nach THIEN, H. ET AL. 1996).
Hierdurch kommt es zu einem Abbruch des Gli3-Proteins an Aminosaure 675 (+4 nicht-
Gli3 Aminosauren bis zum Stop-Codon). Die Einzelheiten der Mutagenese-Strategie sind
in Abbildung 3.9 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.9: Darstellung der beabsichtigten Manipulation des Gli3-Gens durch homologe
Rekombination in ES-Zellen unter Verwendung des Vektors pGli3mPHSneoflox = der Analyse-
Strategie zum Nachweis der erfolgreichen Mutagenese und des erwarteten mutierten Gli3™™"s
neoflox_A || els. Die schwarzen Boxen reprasentieren die identifizierten Exons des Gli3-Gens (siehe 3.1.3).
Die Abschnitte homologer Sequenzen innerhalb des Mutagenese-V ektors erstrecken sich zwischen den
Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonuklease Bglll und Sacll. Unterbrochen werden die
homologen Bereiche nur durch die eingebrachte Leseraster-Mutation (MPHS — 2194delG), die
eingebrachten diagnostischen Restriktionsendonukleasen-Erkennungssequenzen (BamHIl) und die
Selektionsmarker-K assette, die von zwei loxP-Erkennungssequenzen (Dreiecke) flankiert wird. Die
Doppelpfeile markieren die Fragmente genomischer DNA und die zugehdrigen FragmentgrofRen, die
nach Spaltung mit BamHIl und Filterhybridisierung mit den angegebenen Proben 5'gen (Bglll-
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Fragment) und 3‘'out (Sacll;BamHI-Fragment) erhalten werden. Die Abkirzungen der verwendeten
Restriktions-endonukleasen entsprechen Abb. 3.1.

Nach der Transfektion von ES14-1 ES-Zellen mit dem pGli3™™s™>_v/ektor durch
Elektroporation und nachfolgender Selektion der Zellen wurden insgesamt 384 G418-
resistente Klone isoliert. Diese Klone wurden nach DNA-Mikroextraktion aus 96-L och-
Platten und restriktionsenzymatischer Spaltung mit BamHI durch Filterhybridisierung
(siehe 2.10.2; 2.14) mit der Probe 3'out analysiert (Abb. 3.10).

18kb —tésdwimiw s T - MF LG L el
7kh = : g

Abbildung 3.10: Identifizierung der homolog rekombinanten Gli3mPHS®lx_ES 7¢l|klone.
Dargestellt ist das Ergebnis einer Filterhybridisierung mit der Probe 3'out nach
restriktionsenzymatischer Spaltung der nach Mikroextraktion erhaltenen DNA mit BamHI. In der mit *
gekennzeichneten Spuren ist zusétzlich zu dem 18 kb Wildtyp-Fragment ein fir die homologe
Rekombination indikatives 7 kb grofRes DNA-Fragment zu erkennen. Bei dem hier identifizierten
positiven ES-Zellklon handelt es sich um Klon #3.

Unter diesen 384 Klonen konnten 3 (0,8%) gefunden werden, die einen fir eine
erfolgreiche homologe Rekombination indikativen L &ngen-Polymorphismus zeigten.

Anzahl
G418 Kloneisoliert 384
Klone analysiert 384
homol og rekombinante 3(0,8%)

Tabelle 4: Zusammenfassung der Transfektion mit dem pGli3mPHSeflox _v/ektor

Diese drei Klone (#3; #80 und #320), die keine Auffalligkeiten in ihrem
Wachstumsverhalten zeigten und aufgrund ihrer Morphologie undifferenziert und somit
pluripotent erschienen, wurden durch restriktionsenzymatische Spaltung und
Filterhybridisierung im Detail untersucht. Hierdurch konnte die erfolgreiche homologe
Rekombination ein weiteres Ma Uberpruft werden und die Integritét des Gli3-Lokus im
Bereich der eingebrachten Mutation untersucht werden. Auf3erdem sollte eine mdgliche
weitere Integration des Mutagenese-Vektors an einer anderen Stelle des Genoms oder eine
Mehrfachintegration in das Gli3-Gen ausgeschlossen werden (Abb.3.11). Hierbei zeigte
sich, dal? die analysierten Klone das erwartete Fragment-Muster aufwiesen und nur die
beabsichtigte Mutation im Gli3-Gen tragen. Auf3erdem wurde eine Filterhybridisierung
nach Spaltung mit EcoRV und der Verwendung der kodierenden Sequenz des Neo-Gens
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als Probe durchgefiihrt. Hierbel konnte nur das erwartete DNA-Fragment nachgewiesen
werden, so dal3 zusammen mit den anderen Filterhybridisierungen aus Abb. 3.11 davon
ausgegangen werden kann, dal3 in den untersuchten Klonen keine Mehrfachintegrationen
des Mutagenesevektors vorliegen (Daten nicht gezeigt). Fir die weiteren Experimente
wurde der Klon #80 verwendet (siehe 3.3.2).

A #3 Wt B #3 Wt ¢ #3 Wt
B * e
a i Skl s

Abbildung 3.11: Die Charakterisierung der Klone #3; #80 und #320 durch Filterhybridisierung ist
exemplarisch fur den Klon #80 dargestellt.. (A) Filterhybridisierung von genomischer DNA des
Klones #80 sowie von Wildtyp-ES-Zellen mit der Probe 5 gen nach restriktionsenzymatischer Spaltung
mit BamHI (B). In dem untersuchten Klon zeigt sich zusétzlich zu dem Wildtyp- (18 kb) ein fir die
homologe Rekombination indikatives (11 kb) Fragment (*) nach Spaltung mit BamHI. (B)
Filterhybridisierung der DNA-Proben aus (A) nach Spaltung mit Sacl (SI) und Hybridisierung mit der
Probe 5'gen.. Zusétzlich zu dem Wildtyp- (4,5kb) kann ein durch die erfolgreiche homologe
Rekombination entstehendes (5,7kb) DNA-Fragment nachgewiesen werden. (C) Filterhybridisierung
der DNA-Proben aus (A) nach Spaltung mit BamHI (B) und Hybridisierung mit der Probe 3*out.. Neben
dem Wildtyp- (18kb) kann ein durch die erfolgreiche homologe Rekombination entstehendes (7kb)
DNA-Fragment detektiert werden

3.2.4 Verwendung des Vektors pGli3m™PA-nedfiox

Durch die homologe Rekombination des Vektors pGli3™™ ™A™ mit dem Gli3-Lokus
nach Transfektion der ES-Zellen kommt es zur Integration der durch loxP-
Erkennungssequenzen flankierten Selektionsmarker-K asssette (neo) in ein Intron des Gli3-
Gens und gleichzeitig wird die L eserastermutation (2463del A) und die Erkennungssequenz
fur die Restriktionsendonuklease BamHI in die kodierende Sequenz von Gli3 eingefiigt
(Nummerierung nach THIEN, H. ET AL. 1996). Hierdurch kommt es zu einem Abbruch des
Gli3-Proteins an Aminosaure 764 (+16 nicht-Gli3 Aminosduren bis zum Stop-Codon). Die
Einzelheiten der Mutagenese-Strategie sind in Abbildung 3.12 schematisch dargestellt.
Nach der Transfektion von ES14-1 ES-Zellen mit dem pGli3m™™PArlo_\/ektor durch
Elektroporation und nachfolgender Selektion der Zellen wurden insgesamt 384 G418-
resistente Klone isoliert. Diese wurden nach DNA-Mikroextraktion aus 96-L och-Platten
und restriktionsenzymatischer Spaltung mit BamHI durch Filterhybridisierung (siehe
2.10.2; 2.14) mit der Probe 3'out analysiert (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.12: Darstellung der beabsichtigten Manipulation des Gli3-Gens durch homologe
Rekombination in ES-Zellen unter Verwendung des Vektors pGli3mPAP-A-neoflox “qer Analyse-
Strategie zum Nachweis der erfolgreichen Mutagenese und des erwarteten mutierten Gli3mPAPA-
neoflox_A | el's. Die schwarzen Boxen représentieren die identifizierten Exons des Gli3-Gens (siehe 3.1.3).
Die Abschnitte homologer Sequenzen innerhalb des Mutagenese-V ektors erstrecken sich zwischen den
Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendonuklease Bglll und Sacll. Unterbrochen werden die
homologen Bereiche nur durch die eingebrachte Leseraster-Mutation (MPAP-A — 2463delA), die
eingebrachten diagnostischen Restriktionsendonukleasen-Erkennungssequenzen (BamHIl) und die
Selektionsmarker-K assette, die von zwei loxP-Erkennungssequenzen (Dreiecke) flankiert wird. Die
Doppelpfeile markieren die Fragmente genomischer DNA und die zugehérigen Fragmentgrélzen, die
nach Spaltung mit BamHI und Filterhybridisierung mit den angegebenen Proben 5'gen (Bglll-
Fragment) und 3‘'out (Sacll;BamHI-Fragment) erhalten werden. Die Abkirzungen der verwendeten
Restriktionsendonukleasen entsprechen Abb. 3.1.
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Abbildung 3.13: Identifizierung der homolog rekombinanten Gli3mPAP-ANlX ES 76l|k|one.
Dargestellt ist das Ergebnis einer Filterhybridisierung mit der Probe 3'out nach restriktions-
enzymatischer Spaltung der nach Mikroextraktion erhaltenen DNA mit BamHI. In den mit * gekenn-
zeichneten Spuren ist zusétzlich zu dem 18 kb Wildtyp-Fragment ein fir die homologe Rekombination
indikatives 4 kb grofl3es DNA-Fragment zu erkennen. Der identifizierte Klon ist der Klon #170.
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Unter den analysierten Klonen konnten 2 (0,5%) gefunden werden, die einen fir eine
erfolgreiche homologe Rekombination indikativen L &ngen-Polymorphismus zeigten.

Anzahl
G418 Kloneisoliert 384
Klone analysiert 384
Homol og rekombinante 2 (0,5%)

Tabelle 5: Zusammenfassung der Transfektion mit dem pGli3mPAP-A-neoflox _\/ektor

Diese zwei Klone (#54 und #170), die keine Auffélligkeiten in ihrem Wachstumsverhalten
zeigten und aufgrund ihrer Morphologie undifferenziert und somit pluripotent erschienen,
wurden durch restriktionsenzymatische Spaltung und Filterhybridisierung im Detail
untersucht. Es wurde die erfolgreiche homologe Rekombination erneut Uberprift und die
Integritét des Gli3-Lokus im Bereich der eingebrachten Mutation untersucht. Ferner sollte
eine maogliche weitere Integration des Mutagenese-Vektors an einer anderen Stelle des
Genoms oder eine Mehrfachintegration in das Gli3-Gen ausgeschlossen werden
(Abb.3.14). Hierbei zeigte sich, dal’ die beiden analysierten Klone das erwartete Fragment-
Muster aufweisen und nur die beabsichtigte Mutation im Gli3-Gen tragen.

Abbildung 3.14: Die Charakterisierung der Klone #54 und #170 durch Filterhybridisierung ist am
Beispiel der Analysen des Klones #54 dar gestellt. (A) Filterhybridisierung von genomischer DNA des
Klones #54 sowie von Wildtyp-ES-Zellen nach restriktionsenzymatischer Spaltung mit BamHI (B)
unter Verwendung der Probe 5'gen. In dem untersuchten Klon zeigt sich zusétzlich zu dem Wildtyp-
(18 kb) ein fur die homologe Rekombination indikatives (14 kb) Fragment (*) nach der Spaltung mit
BamHI. (B) Filterhybridisierung der DNA-Proben aus (A) nach Spaltung mit BamHI (B) mit der Probe
3'out. Es kann zusétzlich zu dem Wildtyp- (18kb) ein durch die erfolgreiche homologe Rekombination
entstehendes (4kb) DNA-Fragment nachgewiesen werden. (C) Durch Filterhybridisierung der DNA-
Proben aus (A) nach Spaltung mit Bglll (Bg) unter Verwendung der Probe 3'out kann zusétzlich zu
einem Wildtyp- (6kb) ein fur die erfolgreiche homologe Rekombination indikatives (13,5kb) DNA-
Fragment nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurde auch hier eine Filterhybridisierung nach Spaltung mit ECoRV und der
Verwendung der kodierenden Sequenz des Neo-Gens als Probe durchgefihrt. Hierbei

Seite 79



Ergebnisse

konnte ebenfalls nur das erwartete DNA-Fragment nachgewiesen werden, so dal3
zusammen mit den anderen Filterhybridisierungen aus Abb. 3.14 davon ausgegangen
werden kann, daf in dem untersuchten Klon keine Mehrfachintegrationen des
Mutagenesevektors vorliegen. Der Klon #54 wurde fur die weiteren Experimente
eingesetzt (siehe 3.3.3).

3.3 Generierung von chiméren Mausen

Nach der Isolierung und Charakterisierung der homolog rekombinaten ES-Zellklone
konnten diese fur die Erzeugung von chimdren Mausen verwendet werden, die die
Grundlage fur die Etablierung und Analyse einer Mauslinie darstellen, die die gezielte
Veranderung des Gli3-Gens trégt.

3.3.1 Verwendung der Gli3™"*-ES-Zellinie zur Herstellung chimérer Méuse

Die Herstellung der chimaren Mause durch Blastozysten-Injektion der Gli3™*-ES-Zéllinie
wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Genetik; Arbeitsgruppe Rajewsky;
Universitat Koln durchgefihrt. Es wurden zwel unabhéngige homolog rekombinante
Gli3"™*-ES-Zellklone (#36 und #216) fiur die Injektionen in Blastozysten des
Mausstammes C57BI/6 verwendet.

ES-Zellklon Anzahl Anzahl Anzahl Geschlecht
transferierter Blastocysten | Neugeborene Chiméren
#36 10 3 2 m
#36 10 6 6 2Xm; 4x w
#36 10 - - -
#36 10 - - -
#216 10 1 (1) — gestorben
#216 10 1 -
#216 10 - - -
#216 9 7 (1) — gestorben
#216 16 6 2 m
Summe 95 24 10 (12) 6m; 4w

Tabelle 6: Darstellung der Ergebnisse der Blastozysten-Injektionen der Gli3"**-ES-Zellklone. (m,
mannlich; w, weiblich)

Seite 80



Ergebnisse

Nach der Injektion von insgesamt 95 Blastozysten mit den beiden ausgewdahlten ES-
Zellklonen wurden 24 Tiere geboren. Unter diesen waren 12 chimére Tiere, von denen 10
Uberlebten. Hierunter waren 4 weibliche und 6 ménnliche Tiere.

3.3.2 Verwendung der Gli3™"s™*.ES 7dlinie zur Herstellung chimarer M&use

Die Herstellung chimérer Mause wurde sowohl durch Blastozysten-Injektion der GIi3™
nofloc.ES-Zellinie, als auch durch Aggregation mit Embryonen des Morula-Stadiums
versucht. Hierzu wurde primar der homolog rekombinante Gli3™™s™"**_ES 7 ¢l Iklon #80
und Blastozysten bzw. Embryonen des Morula-Stadiums des Mausstammes C57BI/6
verwendet. Hierbei wurden allerdings entweder keine transferierbaren Blastozysten
erhalten oder es wurden keine Tiere nach dem Transfer geboren.

3.3.3 Verwendung der Gli3"™FA"*_ES 7dllinie zur Herstellung chimérer Méuse

Zur Herstellung chimarer Mause unter Verwendung der Gli3m™™PA*.ES Zdllinie
wurden ebenfalls Blastozysten-Injektionen und Aggregationen mit Embryonen des
Morula-Stadiums eingesetzt. Hierfir wurde der homolog rekombinante Gli3"™PAflo_ES.
Zellklon #54 verwendet. Entsprechend den Ansétzen unter 3.3.2 konnten auch hier
entweder keine transferierbaren Blastozysten erhalten werden oder es wurden keine
Jungtiere geboren.

3.4 Phéanotypische Untersuchung der chiméaren Tiere

Die nach der Blastozysten-Injektion der homolog rekombinanten Gli3™*-ES-Zellklone
#36 und #216 erhaltenen chiméren Tiere (siehe 3.3.1) wurden zunéchst auf den Grad der
Chiméritét untersucht. Diese wurde anhand der Fellfarbe, die das offensichtlichste und am
einfachsten zu bestimmende Merkmal darstellt, bestimmt (Ubersicht bei JOYNER, A.L.
1999). Ausgehend vom Anteil einzelner Fellfarben am Gesamtfell wurde ein Grad der
Chiméritét von Uber 70% bei 4 von 10 Tieren festgestellt. Zusétzlich wurden die Tiere
einer auferlichen phanotypischen Untersuchung unterzogen. Hierbei zeigte sich bei den
vier Tieren mit dem hdchsten Grad der Chimaéritét eine morphologische Veranderung der
Gliedmal3en. Es handelte sich um eine zusétzliche Finger-dhnliche Struktur an der
postaxialen (posterioren) Seite der Vordergliedmal3en (Abb. 3.15). Die néhere
Untersuchung zeigte, dal3 einige dieser zusétzlichen Finger sogar eine Krallen-ahnliche
Struktur an ihrer Spitze besal3en. Dieser zusétzliche postaxiale Finger schien jedoch nicht
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beweglich und somit funktionstiichtig zu sein und war sowohl in den einzelnen Tieren
(rechts/links) als auch in der Gruppe der betroffenen Tiere unterschiedlich gut ausgebildet.

Abbildung 3.15: GliedmaRenphanotyp der Gli3"*-ES-Zell-Chiméren. Gezeigt sind die rechten
Vordergliedmal3en von zwei verschiedenen Chiméren. Die Finger-dhnliche Struktur (VI1*) und die im
Ansatz ausgebildete Kralle (Pfeil) sind auf der posterioren Seite der Gliedmalie deutlich zu erkennen.
Anterior - links; posterior — rechts; I-V — Finger der Vordergliedmal3e von anterior nach posterior; VI* -
zusétzlich ausgebildeter Finger.

3.5 Testkreuzung auf Kembahntransmission

Die Fahigkeit der Chiméren, die genetischen Informationen und damit die eingefligte
Mutation der ES-Zellen an ihre Nachkommen weiterzugeben, wurde durch Testkreuzungen
untersucht. Diese sind die einfachste und zuverlassigste Methode, um sicherzustellen, dal3
die gezielt veranderten ES-Zellen einen Beitrag zur Bildung der Keimbahnzellen wéhrend
der Embryonalentwicklung der Chimére geleistet haben. Nur dann sind diese in der Lage,
die gezidlt in die ES-Zellen eingebrachte Verdnderung zu vererben (Ubersicht bei HOGAN,
B. ET AL. 1994; TORRES, R.M. UND KUHN, R. 1997; JOYNER, A.L. 1999). Die durch
Blastozysten-Injektion der Klone #36 und #216 der Gli3"™*-ES-Zellinie erhaltenen
chiméren Tiere wurden mit Mausen des Stammes C57BI/6 verpaart. Diese Art der
Verpaarung ermoglichte aufgrund der Unterschiede in den fiir die Fellfarbe kodierenden
Allelen ,Agouti“, ,Albino* und , Pink-eyed dilution* der beiden Ausgangsmaustamme,
C57BI/6 als Blastozysten-Spender und 129/0laHsd als ES-Zell-Ursprung, eine schnelle
und zuverlassige Unterscheidung zwischen Gameten mit ES-Zell- oder Blastozysten-
Ursprung, so dal3 der Nachwuchs bereits wenige Tage nach der Geburt entsprechend
selektioniert werden kann (Ubersicht bei JOYNER, A.L. 1999).
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Nr. | Klon | Geschlecht Anzahl Anzahl Transmission der
Nachkommen | Agouti / Keimbahntransmission Multation

1 #36 W 65 2 -

2 #36 w 5 2 -

3 #36 w 71 9 Ixm; 2x w
4 #36 W 70 - -

5 #36 m 83 73 -

6 #36 m 58 - -

7 #216 m 33 - -

8 #216 m 39 - -

9 #36 m 142 - -

10 #36 m 101 9 -

)Y 667 95 3

Tabelle 7: Testkreuzung der nach Blastozysten-Injektion von Klon #36 und #216 der Gli3"-ES-
Zéellinie erhaltenen Chiméren mit M &usen des Stammes C57BI/6. (m: mannlich; w: weiblich)

Aus den Testkreuzungen konnten insgesamt 667 Nachkommen erhalten werden. Diese
wurden aufgrund der Fellfarbe (schwarz versus agouti) sortiert und es konnten 95
»Agouti“-Tiere isoliert werden. Diese Tiere deuten auf eine Keimbahntransmission des
genetischen Materials der ES-Zellinie hin und die Halfte dieser Tiere sollte das veranderte
Gli3-Allel der ES-Zellinie tragen. Da bereits ein Teil (40%) der chiméren Tiere einen
deutlich sichtbaren Gliedmalien-Phanotyp zeigten (siehe 3.4) wurden die ,, Agouti“-
farbigen Nachkommen zunéchst phénotypisch auf Veranderungen der Gliedmal3en hin
untersucht. Hierbei konnten weder die Ausbildung einer Finger-&hnlichen Struktur an der
postaxialen Seite der Vordergliedmalen (siehe 3.4) noch eine andere Gliedmal3en-
Verénderung gefunden werden. Auch die weiteren phanotypischen Untersuchungen
zeigten keine offensichtlichen Verénderungen der Tiere. Durch die sich anschlief3ende
DNA-basierende Analyse der Tiere durch Schwanzbiopsie, Polymerase-K etten-Reaktion
und Filterhybridisierung (siehe 2.10.1; 2.12; 2.14; 3.6) konnten schliefdich drei Tiere unter
den Nachkommen der Chimére #3 identifiziert werden, die Tréger des gezielt veranderten
Gli3™"*-Allels waren (Abb. 3.16). Unter den restlichen Tieren konnten keine gefunden
werden, die das mutierte Gli3-Allel anstelle des Wildtyp-Gli3-Allel der urspriinglichen ES-
Zéelle trugen.
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A Abbildung 3.16: Identifizierung der
M M2 W1 W2 HaO Nachkommen der F1-Generation, die nach
T — St K eimbahntransmission des ES-Zellgenoms

die eingebrachte Gli3"*-Mutation tragen.

(A) PCR-basierende Anayse der Nachkommen

#36 M-1 Mm-2 w-1 W-2 der Chimére #3. Fir die PCR-Amplifikation

18 Kb - . S i o wurde die Oligonukleotid-Kombination neo-

F2;neo-B2 verwendet. Die Amplifikation eines

DNA-Fragments mit diesen Oligonukleotiden

ist indikativ fur das Vorhandensein des

mutierten Gli3-Allels in den F1 Nachkommen

(siehe 3.2). Zusétzlich wurde die Kombination

3'52;Seg-Intron-B1 zum Nachweis des Wildtyp

Gli3-Allels verwendet. (B) Analyse der Tiere

durch Filterhybridisierung. Als radioaktiv

2 markierte Sonde wurde die in Abb. 3.5 als 3‘out

4 kb - _ E o * bezeichnete Probe verwendet. Das

nachweisbare DNA-Fragment von 4 kb in den

F1 Tieren ist charakteristisch fur die erfolgreiche homologe Rekombination in ES-Zellen und somit fir

das Vorhandensein des Gli3"-Allels. #36 — parentaler ES-Zellklon #36, der zur Generierung der

Chimére verwendet worden ist; M-1 — ménnliches Geschwistertier; M-2 — mannliches Gli3™™-Tier; W-
1 und W-2 —weibliche Gli3"™*-Tiere.

Die als Trager der gezielten Gli3-Mutation identifizierten Tiere (M-2; W-1; W-2) der F1-
Generation wurden im Nachfolgenden zur Etablierung einer neuen Mauslinie verwendet.

3.6 Phanotypische Analyse der heterozygoten Gli3™"*-Tiere

Die als Trager der gezielt in das Genom eingebrachten Gli3™"™-Mutation identifizierten
zwei Weibchen und ein Mannchen wurden nach Erreichen der Geschlechtsreife zundchst
mit Mausen des Stammes C57BI/6 und spater auch mit Mé&usen des Stammes 129P2
verpaart. Hierdurch sollte die eingebrachte Gli3-Mutation an die Nachkommen
weitervererbt und eine neue Mauslinie etabliert werden, die die Analyse der Auswirkungen
dieser Gli3-Mutation auf die normale Entwicklung der Maus ermoglicht. Die aus diesen
Verpaarungen erhaltenen fir die Mutation heterozygoten Jungtiere wurden durch die
bereits beschriebene PCR-basierende Analyse von genomischer DNA aus Schwanzbiopsie-
Material identifiziert (siehe 3.5). Bei diesen lebensféhigen und nach Erreichen der
Geschlechtsreife fruchtbaren Tieren konnten keine offensichtlichen Fehlbildungen oder
Storungen der normalen Mausentwicklung festgestellt werden. Auch die genauere
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Untersuchung der inneren Organe ergab keine morphologischen Veranderungen. Der bei
den chiméren Mausen beobachtete Gliedmalien-Phanotyp konnte in diesen Tieren wie auch
bereitsin den Tieren der F1-Generation (siehe 3.5) zunéchst nicht wiedergefunden werden.
Erst nach der Riuckkreuzung der Nachkommen der Chimére #3 mit Mausen des Stammes
129P2, der den Ursprungsstamm der verwendeten ES-Zellinie (ES 14-1) darstellt, konnte
der zuvor beobachtete Gliedmalien-Phanotyp wiedergefunden werden. Die in diesen
heterozygoten Tieren beobachtete postaxiale Polydaktylie zeigte jedoch eine wesentlich
schwéchere Auspragung als in den chiméren Tieren und es kam zu einem deutlichen
Absinken der Frequenz mit der die phanotypische Veranderung beobachtet werden konnte.
So konnten wahrend der anhaltenden Verpaarungen mit Tieren des Mausstammes 129P2
nur 5 von insgesamt 86 heterozygoten Nachkommen (6%) gefunden werden, die eine
postaxial e Polydaktylie zeigten (Abb. 3.17).

Abbildung 3.17: Postaxiale Polydaktylie in
I m heter ozygoten Gli3"*“-Embryonen (E 16,5).
v Zusétzlich zu den normalen Fingeranlagen (I-V)
in den Vordergliedmal3en zeigt sich bei diesem
/ Embryo eine postaxiale Polydaktylie (Pfeil).
Vv Die zusétzliche Struktur (V1*) ist nur schwach
ausgebildet und nur an einer der beiden
Vordergliedmaf3en zu finden.

Vi

r

LS .

Bel diesen 5 Tieren kam es auf3erdem teilweise noch zu einer nur unilateralen Auspragung
der Veranderung an den Vordergliedmal3en (n=2). Aufgrund der geringeren Fruchtbarkeit
des Stammes 129P2 und der damit verbundenen insgesamt geringen Anzahl an
Nachkommen, wurden die nachfolgenden Kreuzungen zur Generierung weiterer
heterozygoter aber vorallem homozygoter Nachkommen mit Mausen des Stammes
C57BI/6 durchgefihrt. Hierbei kam es zu einem drastischen Einbruch der Frequenz mit der
die postaxiale Polydaktylie der Vordergliedmal3en beobachtet werden konnte. Es konnten
zusammen mit den bereits erwahnten Merkmalstragern aus den Rickkreuzungen mit den
129P2-Mé&usen nur insgesamt 8 von in der Summe 237 heterozygoten Tieren (3%)
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gefunden werden, die eine Veranderung der Gliedmalien an der postaxialen Seite zeigten.
Zusétzlich zu der schwachen uni- oder bilateralen Ausbildung der Finger-formigen
Struktur an der postaxialen Seite der Vordergliedmal3en, konnte in diesen keinerlei
knorpelige oder verknocherte Strukturen durch Anférbung der Knochen- und Knorpel-
Strukturen (siehe 2.17) nachgewiesen werden (Abb. 3.18).

Abbildung 3.18: Knochen-Knorpel-Férbung
der Extremitaten von heterozygoten
Gli3"**-Embryonen (E 16,5). In der
zusétzlich zu den normalen Fingeranlagen (I-V)
in den VordergliedmalBen schwach
ausgebildeten Struktur (V1*) lassen sich keine
verknorpelten oder verkndcherten Elemente
zeigen (Pfeil).

3.7 Charakterisierung des Gli3™™-Transkripts

Nach der Etablierung der Gli3"™*-Mauslinie und der Beobachtung des nur mit sehr
geringer Fregquenz in heterozygoten Tieren auftretenden Gliedmalien-Phanotyps wurde die
Isolierung und Charakterisierung des Transkripts vom Gli3™*-Allel durchgefihrt.
Hierdurch sollte Uberprift werden, ob der beobachtete Phanotyp der heterozygoten Tiere
und die nachfolgend zu analysierenden Veranderungen der homozygoten Tiere mit der
gezielt in das Gli3-Gen eingefihrten Mutation korreliert werden kann bzw. ob durch diese
Manipulation ein Transkript/Protein entsteht, das fir die phanotypischen Veranderungen
urséchlich sein kann. Zunéchst wurden nach Verpaarung heterozygoter Tiere Embryonen
verschiedener Entwicklungsstadien (E 11,5 und 14,5) isoliert. Diese wurden anschlief3end
verwendet um Gesamt-RNA zu isolieren (siehe 2.10.3). Die gleichzeitig praparierten
embryonalen Membranen wurden zur Isolierung genomischer DNA (siehe 2.10.1)
verwendet. Diese wurden anschlielend in einem PCR-basierenden Ansatz, der im
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Wesentlichen dem bereits beschriebenen gleicht (siehe 3.5) verwendet, um die zur Gesamt-
RNA-Préparation verwendeten Embryonen dem jeweiligen Genotypen zuordnen zu
konnen (Abb. 3.19).

12z 3 HO Abbildung 3.19: PCR-Analyse zur Genotypisierung von Wildtyp-,

- :_""'" - :‘:" hetero- und homozygoten Embryonen. Aufgrund der fir die PCR-
Amplifikation ausgewé&hlten Bedingungen konnte in homozygoten
Tieren kein DNA-Fragment mit der Oligonukleotid-Kombination 3'52;Seg-Intron-B1 amplifiziert
werden. Hier konnte nur das fur das mutierte Allel indikative Fragment mit der Oligonukleotid-
Kombination neo-F2;neo-B2 erhalten werden. In heterozygoten Tieren konnten hingegen beide
Fragmente, indikativ fir das mutierte (mut) bzw. Wildtyp (wt)-Allel des Gli3-Gens erhalten werden. In
Wildtyp-Embryonen konnte durch das Fehlen des Neomycin Phosphotransferase-Gens kein DNA-
Fragment mit der Oligonukleotid-Kombination neo-F2;neo-B2, sondern nur mit der Kombination
3'52;Seg-Intron-B1 amplifiziert werden. Auf der Grundlage der unterschiedlichen DNA-Fragmente
bzw. Fragment-Muster war somit eine eindeutige Unterscheidung zwischen den drei Genotypen
gewdhrleistet. 1 -Wildtyp; 2 — heterozygot; 3 —homozygot

Hiernach wurden jeweils die Gesamt-RNA-Praparationen eines Wildtyp-, hetero- bzw.
homozygoten Embryos nach photometrischem Konzentrationsabgleich fur die reverse
Transkription und nachfolgende PCR-Amplifikation einzelner cONA-Fragmente eingesetzt
(Siehe 2.12.2.; 2.12.3). Hierbei wurden die in Abbildung 3.20 (A) schematisch
dargestellten Oligonukleotid-Kombinationen verwendet. Die PCR-Analyse ergab, dal3 die
Integration der Selektionsmarker-Kassette in das Gli3-Gen keine Auswirkungen auf die
Gli3-mRNA im untersuchten Bereich 5° und 3‘ der Integrationsstelle hat. Im Gegensatz
dazu kommt es in unmittelbarer Nahe der Integrationsstelle zu einer Umstrukturierung der
Gli3-mRNA und zur Bildung eines artifiziellen Transkripts (Abb. 3.20 B), das scheinbar
durch eine kryptische Splice-Akzeptoren-Stelle im 3*-Bereich des TK-Gens ermoglicht
wird. Hierdurch kommt es zum Verlust von 131 bp Gli3-kodierender Sequenz und der
gleichzeitigen Insertion von 59 bp Sequenz aus der Selektionsmarker-Kassette. Dieser
Austausch der Sequenzen und der damit verbundene Verlust von 72 bp verursacht
aullerdem eine Leseraster-Mutation (Abb. 3.20, C), die eine vorzeitige Termination des
Gli3-Proteins zur Folge hat und zur Verlangerung des Proteins um 22 nicht Gli3-
spezifischen Aminoséuren fuhrt (Abb 3.20, D).
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Abbildung 3.20: Charakterisierung des Gli3"*-Transkripts. (A) Schematische Darstellung der
Intron-Exon-Struktur des Gli3-Gens in der fir die eingebrachte Mutation relevanten Region 3' der
Zink-Finger. Die Positionen der verwendeten Oligonukleotid-Kombinationen 1-6 sind durch
verschiedenfarbige Pfeile dargestellt. 1 — ZF-F2;ZF-B4 / 2 — hGL13-F1;ZF-B5/ 3 - hGLI3-F1;ZF-B8/ 4
—3'52;Gli3-B2507 / 5 — Seq2403-F1;Seq3142-3121 / 6 - 3'F4;3'F1 (B) PCR-Amplifikation indikativer
cDNA-Fragmente mit den in (A) dargestellten Oligonukleotid-Kombinationen nach reverser
Transkription der mengenméaRig gegeneinander abgeglichenen Gesamt-RNAs mit einem oligodT-
Oligonukleotid. Die mit den Oligonukleotid-Kombinationen 1; 2; 5 und 6 erhaltenen DNA-Fragmente
zeigten keinen Unterschied in der Lange oder der Intensitét zwischen den drei analysierten Genotypen,
so dal3 davon ausgegangen werden kann, dal die Integration der Selektionsmarker-Kassette in das Gli3-
Gen keine Auswirkungen auf die gebildete mRNA im untersuchten Bereich 5° bzw. 3 der
Integrationsstelle hat. Im Gegensatz dazu ergaben die PCR-Amplifikationen mit den Oligonukleotid-
Kombinationen 3 und 4 ein unerwartetes Fragmentmuster. So zeigte sich mit der Kombination 4 in
heterozygoten Embryonen eine Halbierung der Intensitét des amplifizierten Fragments im Vergleich
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zum Wildtyp und ein vollstandiger Verlust des Fragments in dem verwendeten Material des
homozygoten Embryos. Mit der Kombination 3 kam es im heterozygoten Zustand ebenfalls zur
Mengenabnahme des amplifizierten Fragments (@) auf die Halfte. Im homozygoten Zustand kam es
sogar zu einem vollsténdigen Verlust des Fragments (a). Zusétzlich hierzu trat in den heterozygoten
Embryonen ein kleineres Fragment (b) von annéhernd gleicher Intensitét wie das Wildtyp-Fragment (a)
auf. Dieses fir das mutierte Allel spezifische Fragment (b) konnte in doppelter Menge in homozygoten
Tieren erhalten werden. Hier liegt somit eine Verénderung der Gli3-mRNA im Bereich der
Integrationsstelle vor, die im Nachfolgenden durch Sequenzanalyse des amplifizierten Fragments
Uberpruft wurde. Mit anderen zusétzlichen Oligonukleotid-Kombinationen, die die Amplifikation eines
Fusionstranskripts aus Gli3- und dem neo-Gen bzw. dem TK- und dem Gli3-Gen ermdglichen, konnten
keinerlei Fragmente in den drei Genotypen erhalten werden. Zum Abgleich der einzelnen Proben wurde
zusétzlich die PCR-Amplifikation des ubiquitdren Hprt-Transkripts mit der Kombination 5 Hprt; 3 Hprt
durchgefiihrt. -RT — keine reverse Transkriptase; +/+ - Wildtyp; +/- - heterozygoter Embryo; -/- -
homozygoter Embryo (C) Sequenzanalyse des durch PCR-Amplifikation mit der Oligonukleotid-
Kombination 3 erhaltenen Fragments des Gli3™™-Transkripts. Dargestellt ist die Nukleinsiure-Sequenz
und die abgeleitete Aminosdure-Sequenz im Ein-Buchstaben-Code. Die Sequenzanalyse des PCR-
Fragments 3 zeigt, dal’ esin den Mutanten zur Bildung eines artifiziellen Transkripts kommt. Die nicht
zu Gli3 gehodrenden Nukleotide sind kursiv und fett dargestellt. Der Index gibt die Nummerierung der
einzelnen Aminosaure an. Die Bildung dieses Transkripts wird scheinbar durch eine kryptische Splice-
Akzeptoren-Stelle im 3'-Bereich des eingebrachten Thymidin-Kinase-Gens ermdglicht. AulRerdem
kommt es hierdurch zu einer Verschiebung des Leserasters, die eine vorzeitige Termination (*) des
Proteins zur Folge hat. (D) Schematische Darstellung des Wildtyp- und des mutierten Transkripts
basierend auf (B) und (C).

Basierend auf dem in Gli3"™"™-Mutanten identifizierten Transkripts, das entgegen den
Erwartungen (siehe 3.1) nicht bei dem Kodon fir Aminosaure 744 des Gli3-Proteins
sondern bei dem Kodon fur Aminosdure 699 zu einem vorzeitigen Abbruch der fur Gli3
kodierenden Sequenzen fiihrt, wurde die Gli3™-Mutation als Gli3***° bezeichnet.

3.8 Analyse der homozygoten Gli3***-Tiere

Nach der Verpaarung von heterozygoten Tieren konnten zunéchst keine homozygoten
Nachkommen unter den Absatztieren gefunden werden. Dieses Fehlen von homozygoten
Mutanten und einem erhohten Anteil von heterozygoten Tieren in den einzelnen Wiirfen
(Abweichung vom erwarteten Mendelschen 1:2:1-Verhdltnis der einzelnen Genotypen)
deutete auf eine embryonale oder frihe neonatale Letalitat hin. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurden definierte Embryonalstadien zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung isoliert und die aus den extraembryonalen Membranen gewonnene DNA der
bereits beschriebenen PCR-Analyse (siehe 3.7) zur ldentifizierung der einzelnen
Genotypen unterzogen. Hierbei zeigte sich, dal3 zu den untersuchten Zeitpunkten E8,5;
E12,5; E16,5 und E18,5 der Mausentwicklung sowohl Wildtyp-, und heterozygote als auch

Seite 89



Ergebnisse

homozygote Embryonen in einer normalen Mendelschen Verteilung gefunden werden
konnten. Es konnte somit nicht von einer embryonalen Letalitét ausgegangen werden, so
dal? ein frihes neonatales Sterben der Nachkommen angenommen werden mufite. Eine
genaue Beobachtung tréchtiger Weibchen am Wurftag zeigte, dal3 die homozygoten Tiere
zunéchst |ebend geboren werden, atmen und in der Lage sind sich zu bewegen, dann aber
im Verlauf der ersten 12 Stunden nach der Geburt sterben.

3.8.1 Das duRere Erscheinungsbild der Gli3**¥**_Tiere

Eine erste grobe, duRerliche Betrachtung der homozygoten Gli3*®¥**_Tiere lied keine
offensichtlichen Abnormalitaten erkennen. Die Neugeborenen atmeten und zeigten keine
AuReren Anzeichen einer Sauerstoffunterversorgung, es waren keine Odeme oder sonstige
Veranderungen der Haut zu erkennen, sie bewegten sich entsprechend ihrer Fahigkeiten
und wurden zusammen mit ihren Geschwister von der Mutter im Nest versorgt und lagen
nicht isoliert im K&fig. Bei genauer vergleichender Betrachtung fiel jedoch auf, dal? die
homozygoten Tiere im Gegensatz zu ihren heterozygoten oder Wildtyp-Geschwistern
keinen sog. Milchbauch zeigten (Abb.3.21). Aullerdem erschienen die Vorder- sowie
Hinterextremitéten der homozygoten Tiere im Vergleich zu ihren Geschwistern verkirzt
und verdickt.

o -
G1i3/699/A699

Abbildung 3.21: Vergleich eines Wildtyp- mit einen homozygoten Tier wenige Stunden nach der
Geburt. Das homozygote Tier zeigt eine im Vergleich zum Wildtyp normale &ufere Erscheinung. Als
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Tieren &3t sich das Fehlen des sog. Milchbauches im
homozygoten Tier erkennen, der im Gegensatz dazu im Wildtyp gut erkennbar ausgebildet ist (Pfeil).
Eine Verénderung der Gliedmalien (Verkirzung) ist nur andeutungswei se zu erkennen.
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Die Untersuchung von verschiedenen Embryonalstadien ergab aufl’erdem, dal3 die
homozygoten Tiere eine intrauterine Wachstumsverzégerung aufweisen. Das heifdt, dal3 in
der Regel die homozygoten Tiere kleiner sind als ihre hetrozygoten oder Wildtyp-
Geschwister (Abb. 3.22). Die Wachstumsverzégerung ist besonders auffallig zwischen
E10.5 und E12.5 der Entwicklung. Zu spéteren Zeitpunkten der Embryonal entwicklung
lassen sich meist keine so deutlichen Unterschiede in der Grof3e der Embryonen mehr
erkennen.

Abbildung 3.22: Wachstums-
verzogerung von Glj3A699A6%,
Embryonen wahrend der
Embryonalentwicklung.
Dargestellt sind ein Wildtyp- und
ein homozygoter Embryo am Tag
11,5 der Embryonalentwicklung.
Das verzogerte Wachstum des
homozygoten Embryos ist
deutlich zu erkennen.

Wit G 135699115699

Nach dieser ersten groben, rein auf3erlichen Untersuchung von Neugeborenen und
Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien, ergaben die detaillierten Analysen der
Gli3**¥**"_Mutante eine Vielzahl von teilweise schweren Entwicklungsstérungen. Alle
beobachteten und im nachfolgenden beschriebenen Veradnderungen konnten in mindestens
drei voneinander unabhangigen Analysen mit Nicht-Geschwister-Tieren gezeigt werden.

3.8.2 Untersuchung des Skeletts von Gli3*®¥**-Embryonen

Zur Untersuchung des Skeletts von Gli3**¥4%°-Embryonen auf mogliche V eranderungen
wurden Knochen-Knorpel-Farbungen (siehe 2.17) von Wildtyp- und homozygoten
Embryonen angefertigt. Die erste vergleichende Untersuchung dieser angeférbten Skelette
(Abb. 3.23) zeigte keine schweren Mif3bildungen oder das Fehlen einzelner Elemente des
Skeletts. Es zeigten sich jedoch Verénderungen des Extremitatenskel etts sowohl in den
Vorder- wie auch Hintergliedmaf3en. Die Untersuchung der beobachteten Veranderungen
der Gliedmal3en werden unter 3.8.3 ausfuhrlich dargestellt.
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Abbildung 3.23: Vergleich eines Wildtyp-Skeletts mit dem eines homozygoten Embryos (E 18,5).
In den homozygoten Tieren zeigen sich keine offensichtlichen schwerwiegenden Veranderungen
auRerhalb des Extremitatenskeletts, das u.a. deutliche Verkiirzungen der einzelnen Rohrenknochen
aufweist.

Die ndhere Analyse der einzelnen angefarbten Skelettstrukturen ergab jedoch, daf in
einigen Strukturen Stérungen der Entwicklung erkennbar sind. So lassen sich milde
Defekte des Schéadelskeletts der homozygoten Tiere feststellen. Der Schédel erscheint
insgesamt leicht vergrof3ert. Dieses ist an dem gréf3eren Abstand zwischen der anterioren
Spitze der Nasenkapsel und dem Foramen magnum deutlich zu erkennen. Aul3erdem zeigt
der Frontalknochen insgesamt eine stéarkere Wa6lbung ausgehend von der koronalen Naht
zwischen Frontal- und Parietalknochen hin zum Nasenknochen (Abb 3.24). Zusétzlich zu
diesen milden Verénderungen der Schadelknochen treten aber weitere deutliche und
schwerwiegende Veradnderungen des kranialen Skeletts auf. Besonders hiervon betroffen
sind die Sché&delbasisknochen. Der Basisphenoid-Knochen wird in den homozygoten
Tieren wahrend der Entwicklung gebildet, zeigt aber Veré&nderungen in seiner
Morphologie und weist ein Loch auf, das unterschiedlich stark ausgepragt aber immer
vorhanden ist (Abb. 3.25). Ferner zeigt der Presphenoid-Knochen eine Verzogerung der
Verschmelzung seiner beiden Halften, so dal? ein dinner nicht-verknocherter Spalt in den
homozygoten Tieren zu erkennen ist (Abb. 3.24). Dieser Spalt bzw. das Ausbleiben der
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Verkndcherung ist ein Anzeichen fir die Ausbildung einer leichten Kiefer-Kaumen-Spalte
in den homozygoten Tieren.

Wt G1i31699/A699

Abbildung 3.24: Milde kraniale Defekte in GIi326%45%_Mytanten (E 18,5). In den homozygoten
Tieren ist eine Vergrolerung des Schadels festzustellen, die am deutlichsten an dem gréfReren Abstand
zwischen anteriorer Spitze der Nasenkapsel und dem Foramen magnum zu erkennen ist (schwarze
Linie). AulRerdem ist der Frontalknochen in der Mutante stérker gewolbt und der Abstand zwischen der
Grenze von nasalem und frontalem Knochen und der Grenze zwischen frontalem und parietalem
Knochen ist vergrof3ert (weif3e Linie). F—frontaler Knochen; P — parietaler Knochen

Wt G1i31699/4699

Abbildung 3.25: Veranderungen der Schadelbasisknochen in Gli3*®®¥4*®.Empryonen (E 18,5).
Homozygote Embryonen zeigen eine deutliche morphologische Veranderung des Basisphenoid-
Knochens (BS), der zusédtzlich noch ein Loch aufweist (Pfeil). Zusétzlich hierzu zeigt sich eine
verzogerte Verkndcherung des Presphenoid-Knochens (PS) in diesen Embryonen (Pfeil), die deutlich an
dem vorhandenen nicht-verknocherten Spalt zwischen den beiden Halften des Knochens zu erkennen
ist. Der Basioccipital-Knochen (BO) weist jedoch keinerlei Verénderungen auf.
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Im weiteren Verlauf der Skelett-Analysen wurden die Anzahl der Rippen, ihre Ausbildung
und ihre Fusion mit den Wirbelkorpern und dem Sternum sowie das Sternum selbst
untersucht. Hierbel konnten keinerlei Abnormalitéten der Ausbildung des Brustkorbes und
des Sternums gefunden werden (Abb. 3.22). In diesem Zusammenhang wurde auch die
Entwicklung der Wirbelsiule (Ubersicht bei FAVIER, B. UND DOLLE, P. 1997) in Wildtyp-
und homozygoten Embryonen untersucht. Im Gegensatz zu den zervikalen (C1-C7) und
den thorakalen (T1-T13) Wirbeln, die keinerlei Veranderungen oder Verschmelzungen
aufweisen, zeigten sowohl die lumbalen (L1-L6) as auch die sakralen (S1-$4) Wirbel
Verénderungen auf. Hier konnte eine vorzeitige Verknocherung und Verbindung der
dorsalen (neuralen) Bogen mit den Wirbelkorpern beobachtet werden. Ferner konnte eine
verkndcherte Verbindung zwischen benachbarten Wirbeln gefunden werden. Diese
Fehlbildungen erstrecken sich von kranial nach kaudal im Bereich der Wirbel L2 bis S3
(Abb. 3.26).

’. (_"
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Abbildung 3.26: Vorzeitige Verkndcherung und Verschmelzung benachbarter Wirbelkorper in
Gli328%946°_Empryonen (E 18,5). Im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen (Wt) des gleichen
Entwicklungsstadiums &3t sich in homozygoten Embryonen eine vorzeitige Verkndcherung der Wirbel
erkennen. Hierbei wird die Verbindung zwischen den dorsalen (neuralen) Bdgen und den
Wirbelkorpern vorzeitig mineralisiert und es kommt zusétzlich zu einer verknocherten Verbindung
zwischen benachbarten Wirbeln. Die beobachteten Veranderungen treten nur kaudal von L1 auf und
erstrecken sich von L2 bis L6 (schwarzer Pfeil) und von S1 bis S3 (gelber Pfeil).

Aufgrund der phénotypischen Ahnlichkeiten zu Tieren mit einer das Pax1-Gen
inaktivierenden Mutation (WALLIN, J. ET AL. 1994; WiLM, B. ET AL. 1998) wurden erste
molekulare Analysen des Wirbelsaulenphanotyps durchgefihrt. Die Analyse auf eine
maoglicherweise veranderte Expression von Pax1 in sklerotomalen Zellen ergab jedoch
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keinerlei Hinweise auf eine Stérung der normalen Paxl-Expression in homozygoten
Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen am Tag 10,5 der Entwicklung (Abb.
3.27).

Wit Gi31699/1699

Abbildung 3.27: Expressionsanalyse des Pax1-Gens in Wildtyp und Gli3***¥45.Empbryonen (E
10,5). Die Analyse der Pax1-Expression durch ,Whole mount® in situ-Hybridisierung zeigt keine
Verénderungen zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung in homozygoten Embryonen.

3.8.3 Gliedmalien-Phanotyp

Bei der ersten Betrachtung der Gliedmaf3en im Zusammenhang mit der vergleichenden
Analyse des Skeletts von Wildtyp- und homozygoten Embryonen (siehe 3.8.2) bestétigte
sich der bereits zuvor gewonnene Eindruck (siehe 3.8.1), dal3 das Extremitatenskelett der
Vorder- und besonders der Hintergliedmal3en insgesamt unsymmetrisch erschien. Die
nahere Untersuchung (Abb. 3.28) ergab, dal? die Rohrenknochen der Vordergliedmalien
(Femur, Radius und Ulna) verkirzt und verdickt sind und das Radius und Ulna leicht
gebogen sind. Die Rohrenknochen der Hinterextremitéten (Humerus, Tibia, Fibula) weisen
eine deutlich starkere Verkirzung und Verdickung auf und die Tibia zeigt eine sehr starke
fast einen rechten Winkel erreichende, Verbiegung. Hiermit verbunden ist eine deutliche
Fehlstellung der hinteren Extremitéten. Zusatzlich zu den Fehlbildungen von Stylopod und
Zeugopod konnten auch im Autopod deutliche Veranderungen der normalen
GliedmaRenentwicklung erkannt werden. In den homozygoten Gli3**¥***.Embryonen
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kann sowohl in den Vorder- als auch in den Hinterextremitéaten eine zentrale Polydaktylie
gefunden werden. Diese ist unterschiedlich stark ausgeprégt zwischen unterschiedlichen
Tieren aber auch innerhalb eines Tieres (Vorder-, Hinterbein). AulRerdem kann es sich um
eine bi- oder unilaterale Form der Polydaktylie handeln und der zusétzlich ausgebildete
Finger muf3 nicht immer auf3erlich erkennbar sein. Im Detail zeigt sich zun&chst, dal3 die
ausgebildeten Knochenelemente, die die zusatzlichen Finger bzw. Fingeranlagen
darstellen, den Metacarpalen bzw. —tarsalen entspringen. In einer Vielzahl von Féallen
kommt es danach aber nicht zu einem Auswachsen und der Ausbildung eines vollstandig
ausgeformten Fingers, so dal3 in diesen Fallen die zentrale Polydaktylie nicht sofort
erkennbar ist. Der neu ausgebildete Finger bzw. die verknorpelte und verknocherte
zusétzliche finger-artige Struktur kann in den betroffenen Gliedmal3en entweder in einer
Ebene mit den anderen Fingern entstehen, oder es kommt zu einer Positionierung unterhalb
des Fingers 3 (Abb.3.28), so dal? hier die ektopisch ausgebildete Struktur in der dorso-
ventralen und nicht in der anterior-posterioren Achse zu finden ist. Haufig weisen die
zentral eingefligten Knochenelemente keine Gliederung auf, da die Gelenkstrukturen
fehlen. Zusétzlich kann es zu einer Aufspaltung des Fingers 4 im Bereich der Metacarpalen
bzw. —tarsalen kommen, so dal3 zwei Reihen von Phalangen einem carpalen bzw. tarsalen
Knochen entspringen.Weiterhin aufféllig ist eine verzogerte Mineralisierung und
Verknocherung im Autopod der homozygoten Gli3*®**-Embryonen, die sich deutlich an
den Verkndcherungszentren der Phalangen der Vorder- sowie Hinterextremitéten erkennen
[&r’t (Abb 3.28).

A o~
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Wt GIi3AB99/4699
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Abbildung 3.28: GliedmaRen-Phanotyp der homozygoten Gli3***-Mutanten. (A) Knochen-
K norpel-Farbungen des Gliedmalen-Skeletts von Gli325%94%®.Embryonen (E 18,5). Die proximo-distale
Verkirzung der Gliedmal3en sowie die leichte Verbiegung von Radius und Ulna sowie Fibula und die
besonders stark ausgepragte Krimmung der Tibia sind deutlich zu erkennen. Der Vergleich von
Wildtyp- und Mutanten-Autopod zeigt ferner eine deutliche Verzogerung der Mineralisierung bzw.
Verknocherung der tarsalen bzw. carpalen Knochen sowie der Phalangen. AulRerdem zeigt sich die
Ausbildung einer zentralen Polydaktylie, bei der der zusétzlich ausgebildete Finger einem carpalen bzw.
tarsalen Knochenelement entspringt und entweder mit den anderen Fingern in einer Ebene liegt oder
ventral versetzt ausgebildet wird (schwarzer Pfeil). Zusétzlich hierzu kann es zu einer Aufspaltung der
Fingeranlagen kommen, so dal3 an einem Metacarpalen bzw. Metatarsalen zwei Reihen von Phalangen
entspringen (blauer Pfeil). VE — Vorderextremitdt; HE — Hinterextremitéat (B) Hamatoxylin/Eosin-
geférbte transverse Paraffin-Dinnschnitte der VordergliedmalRen von Wildtyp- und homozygoten
Embryonen im Bereich der Phalangen (E 16,5). Die Schnitte zeigen eine normale Morphologie der
homozygoten Mutanten-Gliedmaf3en im Vergleich zum Wildtyp. Hiervon weicht jedoch der zusétzlich
ausgebildete Finger ab, der wie hier deutlich zu erkennen ist aus der normalen Ebene der anderen Finger
nach ventral verschoben sein kann (Pfeil). Die einzelnen Schnitte sind von distal nach proximal
angeordnet. AuRRerdem sind die einzelnen Bilder so orientiert, dald anterior links und dorsal obenist.

Die in Neugeborenen und fortgeschrittenen Embryonalstadien (E 18,5) beobachteten
Verénderungen lassen sich auch bereits wahrend der Entwicklung erkennen.

Wt G1i3A699/A699

Abbildung 3.29: Zentrale Polydaktylie sowie proximo-distale Verkirzung der Gliedmalien von
Gli3#®45%9Embryonen (E14,5). Der GliedmaRen-Phanotyp ist aufgrund der morphologischen
Verénderungen bereits friih zu erkennen. Neben der proximo-distalen Verkirzung ist die Ausbildung
der zentralen Polydaktylie (weif3er Pfeil) deutlich sichtbar. Auferdem kommt es in den homozygoten
Embryonen zu einer Erhaltung des interdigitalen Gewebes zwischen den einzelnen Fingeranlagen, so
dal eine Gewebe-Syndaktylie auftritt (gelber Pfeil). Zusétzlich wird beim Vergleich der einzelnen
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abgebildeten Mutanten-Gliedmal3en die Variabilitédt des Phénotyps sowie die teilweise nur unilaterale
Auspragung deutlich. VE — Vorderextremitét; HE — Hinterextremitét; anterior - oben; distal - rechts

Es kann anhand der veranderten Morphologie bereits am Tag 14,5 der Entwicklung die
proximo-distale Verkirzung der GliedmalRen (bes. des Autopods) und die zentrale
Polydaktylie in den homozygoten Gli3***-Embryonen deutlich erkannt werden. (Abb.
3.29). Zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung |&3t sich ebenfalls die Ausbildung eines
Syndaktylie-Phénotyps in den homozygoten Embryonen erkennen (siehe unten).

Zusétzlich zu den rein morphol ogischen V eranderungen lassen sich bereits friher wahrend
der Gliedmal3enentwicklungen (E 13,5) molekulare Verdnderungen erkennen. So zeigte die
Expressionsanalyse von Sox9, einem essentiellen Transkriptionsfaktor in der
Chondrogenese dessen Funktionsverlust zu einer vollstandigen Blockade der
Chondrozyten-Differenzierung fuhrt (B, W. ET AL. 1999), dal3 in homozygoten Tieren
offensichtliche Veranderungen in der Knorpel-spezifischen Matrix der sich entwickelnden
Gliedmal3en vorliegen. Aufgrund seiner Expression in chondrogenen Vorléauferzellen und
Chondrozyten (WRIGHT, E. ET AL. 1995) zeigt sich in den homozygoten Tieren nicht nur
die Verklrzung der Fingeranlagen, sondern auch die Ausbildung von zusétzlichen Anlagen
in dem Bereich der Gliedmalien, in dem im spéteren Verlauf der Entwicklung die zentrale
Polydaktylie gefunden werden kann (Abb. 3.30 A). Neben den Veranderungen der Sox9-
Expression konnten auch Veranderungen im Expressionsmuster von Noggin festgestellt
werden. Noggin ist ein Bmp (bone morphogenetic protein)-Antagonist, der im
kondensierenden Knorpel und unreifen Chondrozyten exprimiert wird (BRUNET, L.J. ET
AL. 1998). Es zeigte sich in homozygoten Embryonen neben einer Verkirzung und
Verdickung der normalen Expressionsdomanen eine weitere ektopische Expression von
Noggin (Abb. 3.30 B), die wie die Sox9-Expression mit den spéter beobachteten
Veranderungen in den Gliedmal3en korreliert werden kann. Zusétzlich zu den beiden fir
Chondrogenese bzw. Chondrozyten spezifischen Genen wurde die Expression von Gdf-5
untersucht. Gdf-5 (Growth and differentiation factor-5) ist ein Mitglied der Bmp-Familie
und ist durch seine Expression in den Gelenken wichtig fur deren Spezifizierung (STORM,
E.E. ET AL. 1994; STORM, E.E. UND KINGSLEY, D.M. 1999). Die Expressionsanalyse von
Gdf-5 in homozygoten Gli3***-Embryonen ergab, eine ektopische Expression von Gdf-5
im interdigitalen Mesenchym im Bereich der Anlage des Fingers 3. Zusétzlich konnte eine
Duplikation der Expressionsdoméane und somit des sich bildenden Gelenks im Finger 4
gefunden werden (Abb. 3.30 C).
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Abbildung 3.30: Expressionsanalyse von Sox9, Noggin und Gdf-5 im sich entwickelnden
GliedmaRen-Skelett der Vorderextremitaten (E 13,5). (A) Neben der Verkirzung der
Expressionsdomane von Sox9, die mit der spéter beobachteten proximo-distalen Verkirzung der
einzelnen Finder zu korrelieren ist, kann eine veranderte sowie ektopische Expression von Sox9
gefunden werden (Pfeil). Dieses l&R3t sich mit den gefundenen zusétzlichen Fingeranlagen in
Verbindung bringen.(B) Das Expressionsmuster von Noggin zeigt vergleichbare Abweichungen (Pfeil)
vom Wildtyp-Muster wie das Expressionsmuster von Sox9. (C) Die Untersuchung der Gdf-5 Expression
zeigt ebenfalls deutliche Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp. Hierbei 183t sich eine ektopische
Expression von Gdf-5 im interdigalen Mesenchym erkennen. Weiterhin tritt eine raumlich dicht
nebeneinander liegende Expression von Gdf-5 in den untersuchten Gliedmaf3en auf (Pfeil). Diese
Expression 1af}t auf eine Gelenkduplikation bzw. Aufspaltung der Fingeranlagen schlieflen, die bereits
in Abb. 3.29 A zu erkennen war. anterior — oben; distal - rechts

Ausgehend von den gefundenen Veranderungen der Gliedmal3en, die mit ihrer
Differenzierung (bes. der Knorpel-spezifischen Matrix) verbunden werden kdnnen, wurde
die fruhe Gliedmal3en-Entwicklung in homozygoten Embryonen untersucht. Hierzu wurde
die Expression verschiedener fur die Musterbildung der Gliedmal3en wichtiger Gene
untersucht (Ubersicht bei CoHN, M.J. UND TICKLE, C. 1996; JOHNSON, R.L. UND TABIN,
C.J. 1997; ScHwWABE, JW.R. ET AL. 1998; VoGT, T.F. uND DuBOULE, D. 1999 sowie
PizETTE, S. UND NISWANDER, L. 1999; ZUNIGA, A. ET AL. 1999; DROSsoPOULOU, G. ET AL.
2000; CHARITE, J. ET AL. 2000; FERNANDEZ-TERAN, M. ET AL. 2000).

Zunéchst wurde die Expression von Fgf-8, das ausreichend ist das gesamte genetische
Programm der Gliedmal3eninitiation und nachfolgenden Musterbildung zu induzieren,
untersucht. Nach der Ausbildung der Gliedmal3enknospe ist die Fgf-8 Expression auf die
so0g. ,, apikale ektodermale Leiste” (eng.:apical ectodermal ridge; AER) beschrankt. Diese
ist von entscheidender Bedeutung fur die anhaltende Proliferation der Zellen der
Gliedmal3enknospe und das Auswachsen der spédteren Extremitdten und somit wichtig fur
die Differenzierung entlang der proximal-distalen (P/D) Achse. Stérungen der AER-
Funktion, die haufig mit einer veranderten Fgf-8 Expression verbunden sind, fihren zu
distalen Verkurzungen der Extremitéten. Die vergleichende Analyse der Fgf-8 Expression
in Wildtyp- und homozygoten Gli3***-Embryonen zeigte keine Unterschiede (Abb. 3.31
A). Nicht nur die anhaltende Funktion der AER ist von zentraler Bedeutung fur das
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Auswachsen der Gliedmal3enknospe und die Musterbildung. Auch die Positionierung der
AER ist von entscheidender Wichtigkeit. Die Positionierung der AER ist eng verknipft mit
der Spezifizierung der dorsal-ventralen (D/V) Achse der sich entwickelnden Extremitét.
Die Festlegung dorsal-ventraler Zellschicksale erfolgt durch das Zusammenspiel
verschiedener Faktoren, die ausschlief3lich in dorsalen (Wnt-7a; R-fng; Lmx-1 bzw. Lmx-
1b) oder ventralen (En-1) mesodermalen bzw. ektodermalen Zellen der Gliedmal3enknospe
exprimiert werden. In Mausmutanten, die eine Stérung der Spezifizierung der D/V-Achse
zeigen, wie z.B. En-1- oder Wnt-7a-Mutanten konnte eine gemeinsame Veranderung der
Expression der aufgeftihrten D/V-Markergene gezeigt werden. Aus diesem Grund wurde,
von diesen fur die Spezifizierung der D/V-Achse wichtigen Genen, exemplarisch die
Expression von Lmx-1b, das ausschliefdlich im dorsalen Mesoderm exprimiert wird,
analysiert. Hierbei konnten allerdings keine Unterschiede in der Expression zwischen
Wildtyp und homozygoten Gli3***-Embryonen gefunden werden (Abb. 3.31 B). Neben der
Spezifizierung entlang der P/D- und D/V-Achse der Gliedmal3enknospe ist auch die
Differenzierung entlang der anterior-posterioren Achse von zentraler Bedeutung. Wichtig
fur die Ausbildung der korrekten Anzahl und Morphologie der spateren Finger ist die
Signalwirkung, die von der sog. ,,Zone polarisierender Aktivitat* (eng.: zone of polarizing
activity; ZPA) im posterioren Mesenchym der Gliedmal3enknospe ausgeht. Das fur diese
morphogenen Eigenschaften der ZPA verantwortliche Molekdl ist Shh. Die Expression
von Shh kolokalisiert mit der ZPA-Aktivitat und ektopische Expression von Shh fihrt zu
einer Reorganisation der Musterbildung entlang der A/P-Achse der Gliedmal3enknospe und
zur Polydaktylie. Die Analyse der Shh Expression in Gli3**¥***-Embryonen ergab keine
auffalligen Verénderungen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen (Abb. 3.31 C). Im
Zusammenhang mit der Musterbildung entlang der A/P-Achse wurde ebenfalls die
Expression von dHAND untersucht. dHAND scheint fir die Etablierung der A/P-Achse von
grofer Bedeutung zu sein und wirkt oberhalb von Shh aktivierend auf die Expression von
Shh, 5'Hoxd-Genen und Bmp2. Die Expressionsanalyse in Gli3**¥***-Embryonen ergab
jedoch keine Hinweise auf eine verénderte Expression von dHAND im Vergleich zu
Wildtyp-Embryonen (Abb. 3.31 D). Zuséizlich zu der Analyse der Expression eines
wahrend der Musterbildung oberhalb von Shh wirkenden Gens wurde auch die Expression
des as Vermittler der Shh-Signalaktivitét geltenden Gli-Familienmitgliedes Glil (siehe
1.2.4) untersucht. Hier zeigte sich in den Vordergliedmafen von Gli3***¥**®-Embryonen (E
11,5) eine Verringerung der Expression im Vergleich zu Vordergliedmal3en von Wildtyp-
Embryonen. In den hinteren Gliedmal3en konnten keine Veranderungen zum untersuchten
Zeitpunkt festgestellt werden (Abb. 3.31 E). Weiterhin wurde die Expression von Bmp4
untersucht. Bmp4 ist ein Mitglied der TGFR3-Superfamilie und ist genau wie Bmp2 und
Bmp7 sehr dynamisch wéahrend der Gliedmal3enentwicklung exprimiert. Die Bmp4
Expression ist in frihen Stadien in der AER und dem Mesenchym und spéter im sich
entwickelnden Knorpel und dem interdigitalen Mesenchym zu finden. Neben einer
Funktion wahrend der Musterbildung kann auch von einer weiteren Funktion wahrend der
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Chondrogenese und dem programmierten Zelltod (Apoptose) ausgegangen werden. In
homozygoten Gli3***-Embryonen konnten im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen keine
offensichtlichen Veranderungen in der Expression zu allen untersuchten Zeitpunkten
gefunden werden (Abb. 3.31 F und Daten nicht gezeigt)

Abbildung 3.31:
Fng ‘ Lmx1b Expressionsanalyse ver-

schiedener fur die Muster-
bildung der Gliedmallen
wichtiger Gene (E 11,5).
Gezeigt sind in den einzelnen
Bildern entweder die VVorder-
bein-Anlagen oder die An-
lagen fur Vorder- (oben) und
Hinterbein (unten) (A) Die
Expressionsanalyse von Fgf-8
zeigt keine Veranderungen
der Genexpression in den
Anlagen der Vorderbeine im
Wildtyp- und G| i3699/46%.
Embryonen. (B) Die
Expression von Lmx-1b zeigt
sowohl in Wildtyp- wie auch
homozygoten Embryonen
(Vorderbein-Anlage) eine
scharfe Grenze entlang der
D/V-Achse. dorsal — oben;
ventral — unten (C) Die
Expression von Shh
(Vorderbein-Anlage) zeigt
keine Unterschiede in der
Intensitét und ist in beiden Genotypen auf die ZPA-Region beschrankt. anterior — oben; distal - rechts
(D) Die Untersuchung der dHAND Expression |&f3 entsprechend der Shh Expression keine Unterschiede
zwischen Wildtyp- und homozygoten Embryoen erkennen, die mit einer gestdrten Musterbildung der
A/P-Achse korreliert werden kénnten. anterior — oben; distal - rechts (E) Die Analyse der Expression
von Glil ergab eine Veranderung in den Vordergliedmal3en von homozygoten Embryonen im Vergleich
zu Wildtyp-Geschwistern. In den Hintergliedmal3en konnten keine Verénderungen beobachtet werden.
(F) Die Expression von Bmp4 zeigte keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und homozygoten
Embryonen. anterior — oben; distal - rechts (G) Die Analyse der Msx2-Expression als Zielgen und
Mediator der Bmp4 Aktivitét ergab ebenfalls keine erkennbaren Veranderungen. Es zeigt sich eine
leichte zeitliche Verzdgerung der Expression aufgrund von Wachstumsunterschieden. anterior — oben;
distal - rechts (H) Die Untersuchung der Expression des 5'HoxD-Gens Hoxd13 ergab auch keine
Unterschiede in der Expression zwischen Wildtyp- und homozygoten Gli3*®°-Embryonen. anterior —
oben; dista - rechts
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Zusétzlich zu Bmp4 wurde auch die Expression von Msx2 untersucht, das ein Zielgen und
Signalvermittler von Bmp4 darstellt und an der Aktivierung des interdigitalen Zelltods
beteiligt sein soll. Hierbei konnten jedoch keinerlel Expressionsunterschiede zwischen den
beiden Genotypen erkannt werden (Abb. 3.31 G). Neben der frihen Musterbildung in der
Gliedmalienknospe ist auch das Wachstum und die Differenzierung einer mit ihrer
positionellen Information versehenen Zelle von zentraler Wichtigkeit fur die
Gliedmal3enmorphogenese. Um dieses zu erreichen werden eine Reihe von wichtigen
regulatorisch wirkenden Genen aktiviert. Hierzu gehdren besonders die 5 -Mitglieder des
HoxD-Clusters sowie die Hox-13 Paralogen, die eine ausgepragte Expression im spéteren
Zeugopod und Autopod zeigen und in der distalen Extremitét fur die Spezifizierung des
Autopods entscheidend sind. Die Untersuchung der Hoxd-13 Expression in Gli3*¢%46%.
Embryonen ergab keine Verénderungen der Expression im Vergleich zu Wildtyp-
Embryonen (Abb. 3.31 H).

Eine weitere Auffélligkeit der homzygoten Embryonen ist die bereits erwdhnte und in

Abbildung 3.29 erkennbare Syndaktylie der VVorder- und Hintergliedmalien. Hierbei bildet
sich das interdigitale Gewebe wahrend der Gliedmal3enentwicklung nicht oder nicht
vollsténdig zurtick. Diese Ruckbildung des interdigitalen Gewebes durch Apoptose und
somit die Separation der einzelnen Finger ist jedoch von zentralen Bedeutung fir die
Morphologie der sich entwickelnden Gliedmalien (Ubersicht bei CHEN, Y. UND ZHAO, X.
1998) In den homozygoten Gli3***-Embryonen ist die verminderte Rickbildung des
interdigitalen Gewebes und das damit verbundene Auftreten der Syndaktylie deutlich zu
erkennen. Neben den morphologischen Veréanderungen konnte in den betroffenen
homozygoten Embryonen eine deutliche Verringerung des interdigitalen programmierten

Zelltods gezeigt werden (Abb. 3.32).

Abbildung 3.32: Verringerte Apoptose
f N wahrend der GliedmaRenentwicklung
; , in den VordergliedmalRen von
Gli3#®48%9_Embryonen (E 13,5). Die
selektive Anférbung apoptotischer Zellen
durch die TUNEL-Methode (siehe 2.19)
zeigt eine Verringerung des
programmierten Zelltods in den sich
entwickelnden Gliedmallen. Es kommt
zu einer deutlichen Abnahme der
Apoptose in den interdigitalen Bereichen (z.B. blaue Pfeile) bei einem konstanten Mal3 an Apoptose in
den anterioren und posterioren Bereichen (z.B. schwarze Pfeile) der Extremitét, so dal3 von einer klaren
Korrelation der verringerten Apoptose mit dem Auftreten der Syndaktylie ausgegangen werden kann.
Wildtyp — links; Gli3*%%¥46% _ rechts; anterior — oben; distal - rechts
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Die Untersuchung des Gliedmalien-Phanotyps zeigte weiter, dal3 die Entwicklung der ganz
distalen Strukturen in den homozygoten Embryonen betroffen ist. Dies ist besonders
auffalig bel der Ausbildung der N&agel. Die gestorte Nagelentwicklung (Abb. 3.33) betrifft
sowohl die Vorder- as auch die Hintergliedmal3en der homozygoten Tiere, variiert aber
stark in ihrer Aussprégung. Die Nagel sind meist tberhaupt nicht ausgebildet bzw. nicht an
den Fingerspitzen zu erkennen. In einigen wenigen Fallen sind die Nagel angelegt, zeigen
dann aber nur eine sehr schwache und stark verkirzte Ausformung.

Abbildung 3.33: Nagel-
Dysplasie in G| i346%/a6%.
Embryonen (E 16,5). Gezeigt
sind die Vordergliedmalien
eines Wildtyp- und eines
homozygoten Embryos. Im
Wildtyp sind die Finger (I-V)
normal angelegt und haben
deutlich erkennbare gut ausge-
bildete N&gel. In homozygoten
Embryonen sind die Négel
Uberwiegend nicht ausgebildet

AB99/AB99 (Pfeil; Finger V). In einigen

Wt Gl

sehr schwach und stark verkirzt (Pfeil; Finger 11). anterior — links; distal - oben

wenigen Féllen sind sie jedoch

3.8.4 Untersuchung der inneren Organe

Wahrend der auRRerlichen phanotypischen Untersuchung von Neugeborenen und
Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien, die homozygot fur das Gli3***-Allel sind,
fiel auf, dal3 diese unter einem imperforierten Anus leiden (Abb. 3.34). In diesen Tieren
konnte zu keinem untersuchten Zeitpunkt (E 14,5-18,5 und Neugeborene) der Entwicklung
die Ausbildung eines normalen perforierten Anus beobachtet werden. Unter den
betroffenen Tieren konnten in 25% der Falle eine Ausbildung des Anus gefunden werden.
Hier war aber die Analmembran nicht durchbrochen und der Anus war somit verschlossen
(Abb. 3.34 B). In den restlichen 75% der Tiere konnte weder die Ausbildung des Anus
noch eine Perforation der Korperwand gefunden werden (Abb 3.34 C).
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Wit G ”3A699IA699 GIi3 AB99/A699

Abbildung 3.34: Imperforierter Anus in Gli3*®¥4®.Mytanten (E 18,5). Im Gegensatz zu dem im
Wildtyp (A) ausgebildeten perforierten Anus (Pfeil) konnte in 25% der homozygoten Tiere nur eine
Ausbildung ohne Perforation (B) und in 75% der homozygoten Tiere keinerlei Ausbildung eines Anus
(C) gefunden werden.

Der Befund des imperforierten Anus deutete auf mogliche Probleme der Entwicklung des
Gastrointestinaltrakts in Gli3**¥***-Tieren hin, da ein dhnlicher Zusammenhang in Shh-
und Ihh-Mutanten beschrieben worden ist (RAMALHO-SANTOS, M. ET AL. 2000). Zur
naheren Untersuchung der Anus-Fehlbildung und der mdglichen Fehlbildungen des
Gastrointestinaltrakts wurden zunachst die Eingeweide von Wildtyp- und Gli326946%.
Neugeborenen untersucht. Hierbei zeigte sich als erstes, dal? der Magen der homozygoten
Tiere im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren nicht mit Milch, sondern mit Luftblasen gefullt
war (Abb. 3.35).

Wit Gi3A699/A699

Abbildung 3.35: Vergleich der Magen von Wildtyp- und Gli3*®48%_Neugebor enen. Der Wildtyp-
Magen (A) ist mit Milch gefillt, wohingegen in dem Magen des Gli3***¥2%°-Neugeborenen (B) nur
Luftblasen zu finden sind.

Die nahere morphologische Untersuchung des Magen-Darm-Trakts von Neugeborenen
und Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien (E 14.5-18,5) ergab, daf3 die
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Gesamtmorphologie des Magen-Darm-Trakts der homozygoten Mutanten gestort ist. Es
fallt auf, dald der Darm insgesamt weniger stark gewunden ist als in Wildtyp-Tieren, die
Oberflache nicht glatt und gleichméfig, sondern rauh erscheint und daf? das Kolon und
Rektum stark erweitert ist und blind in der Bauchhohle endet. Hierbei wird keine
Verbindung zu der Kérperwand hergestellt und das Kolon bzw. Rektum ist verschlossen
(Abb. 3.36).

Wit GIBAB99/A699

Abbildung 3.36: Morphologische Veranderungen des Gastrointestinaltrakts in Gli326%94%°.Tieren
(E 17.5). Die aufféligste Veranderung in den homozygoten Mutanten ist das, in den Ausschnitten
vergrofRert gezeigte, verdickte Kolon und Rektum, das am Ende verschlossen in der Bauchhdhle endet
und nicht wie in Wildtyp-Tieren mit dem Oberflachen-Ektoderm und dem Anus verbunden ist (Pfeile).
D —Darm; K —Kolon; M — Magen; Mi —Milz; R - Rektum

Die nachfolgenden histologischen Untersuchungen konnte die ersten Befunde der
Fehlbildungen des Gastrointestinaltraktes bestétigen und weitere Details der einzelnen
Stérungen aufzeigen. Die homozygoten Tiere zeigen ein verringertes Wachstum des
Magenepithels, das somit dinner ist as in Wildtyp-Tieren (Abb 3.37 A). Aul3erdem
kommt es zu einer massiven Erweiterung des Kolons und Rektums und einer
gleichzeitigen Reduktion der Villi sowohl im Kolon und Rektum als auch im Darm (Abb
3.37 A und B). Weiterhin lief3 sich die Verkirzung und die damit verbundene verringerte
Anzahl der Windungen und die gestérte Anordnung in der Bauchhthle des gesamten
Gastrointestinaltrakts von M utanten-Embryonen zeigen (Abb. 3.37B).
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Wit G 1316994699

Abbildung 3.37: Histologische Untersuchung des Gastrointestinaltrakt-Phéanotyps von
Gli325%946%_Tieren. Gezeigt sind Hamatoxylin/Eosin-gefarbte transverse Paraffin-Diinnschnitte eines
isolierten Gastrointestinaltrakts (A) bzw. Schnitte durch die Bauchhohle (B) eines Embryos. (A) Die
homozygoten Mutanten (E 17,5) zeigen eine massive Erweiterung des Kolons bzw. des Rektums
(Doppelpfeil) verbunden mit einem Verlust der auskleidenden Villi und einer abnormal diinnen
Wandung. Ein Reduktion der Villi ist auRerdem deutlich in weiten Teilen des Darms zu erkennen (blaue
Pfeile). Zusétlich hierzu zeigt sich eine Verdiinnung des Magenepithels in homozygoten Tieren (Pfeil).
(B) Transverse Schnitte von Wildtyp- und Mutanten-Embryonen (E 15,5) zeigen neben den bereits
beschriebenen Verédnderungen des Magen, Darms und des Kolons und Rektums eine deutliche
Abnahme der Windungsanzahl des Darms sowie eine gestérte Anordnung des Gastrointestinaltrakts in
der Bauchhothle der homozygoten Tiere. D - Darm; K — Kolon/Rektum; L — Leber; M — Magen

Aufgrund der bereits erwahnten phanotypischen Ahnlichkeiten zu Shh- und Ihh-
Mausmutanten (RAMALHO-SANTOS, M. ET AL. 2000) und der beschriebenen zentralen
Rolle von Shh wahrend der Spezifizierung des Gastrointestinaltrakts im Huhn und in der
Maus (APELQVIST, A. ET AL. 1997; ROBERTS, D.J. ET AL. 1998; SUKEGAWA, A. ET AL.
2000) wurde die Shh-Expression untersucht (Daten nicht gezeigt). Hierbel ergaben sich
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zum untersuchten Zeitpunkt (E 9,5) keine Unterschiede in Gli3******_-Embryonen zum
beschriebenen Wildtyp-Expressionsmuster (ECHELARD, Y. ET AL. 1993).

Die weitere systematische Untersuchung der inneren Organe an histologischen Préparaten
ergab, daB in den homozygoten Gli3**¥***_Tieren eine Fehlbildung des Kehlkopfes
vorliegt. In diesen Tieren wird der Kehldeckel im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren nicht
ausgebildet und es kommt zu pathologischen Veréanderungen des Kehlkopfes. Hierzu zahit
vorallem die Ausbildung eines Durchbruches zwischen Osophagus und Larynx in den
Mutanten sowie der vollstandige Verlust der normalen Kehlkopf-Morphologie im Bereich
des Larynx bzw. im Bereich der Stimmbéander (Abb. 3.38).

Abbildung 3.38: K ehlkopf-Fehlbildungen in homozygoten Gli3*®*°*-Mutanten (E 15,5). Neben dem
Fehlen des im Wildtyp deutlich zu erkennenden Kehldeckels (schwarzer Pfeil) ist besonders die
pathol ogische Morphologie des Kehlkopfes aufféllig. Neben den Verénderungen im Bereich des Larynx
ist weiterhin die Ausbildung eines Spalts (blauer Pfeil) zwischen Osophagus und Larynx in den
homozygoten Tieren zu finden. L — Larynx; O — Osophagus; SK — Schildknorpel; ZB - Zungenbein
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In den tieferen Bereichen (kaudal) ist die normale Trennung zwischen Trachea und
Osophagus jedoch erhalten. Im Gegensatz zu den gefundenen Fehlbildungen der oberen
Atemwege und des Verdauungstraktes konnten im Bereich des Brustkorbes keine
offensichtlichen morphologischen Veranderungen in der Mutante festgestellt werden. Die
Lunge zeigt eine normale Grof3e und Aufteilung und der ventrikul&re Bereich des Herzen
zeigt keine offensichtlichen Auffélligkeiten. Aul3erdem kommt es zu einer normalen
Ausbildung des Thymus in den homozygoten Tieren (Daten nicht gezeigt).

Zusétzlich zu den deutlichen Verédnderungen des Gastrointestinaltrakts zeigt auch das
Urogenitalsystem schwere Storungen der normalen Entwicklung in homozygoten Gli3*%%-
Tieren. In den untersuchten histologischen Préparaten zeigte sich, dal3 in diesen Tieren im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren die Entwicklung der Nieren und der mit ihnen assoziierten
Nebennieren schwer betroffen ist. Wahrend der Embryonal entwicklung kommt esin den
homozygoten Embryonen zu einem unilateralen Verlust der Niere und zu einem uni- oder
bilateralen Verlust der Nebenniere. Wenn vorhanden, ist die Nebenniere in ihrer Grof3e
stark verringert und die einseitig ausgebildete Niere weist neben einer deutlichen
Verkleinerung auch morphologische Veranderungen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen
auf (Abb. 3.39).

Um zu untersuchen, ob die in den spaten Embryonal stadien gefundenen Fehlbildungen des
Urogenitalsystems auf eine gestorte Spezifizierung und Entwicklung (Dysplasie) oder auf
ein vollstandiges Fehlen der Anlage der Struktur (Agenesie) zurtickzufihren sind, wurden
weitergehende molekulare und histologische Untersuchungen durchgefihrt. Durch
» Whole-mount“- in situ Hybridisierungen mit Dkk1, das zum untersuchten Zeitpunkt (E
10,5) unter anderem in den mesonephrischen Tubuli und den mesonephrischen Gangen
exprimiert ist, und durch die vergleichende Untersuchung von Hamatoxylin/Eosin-
gefarbten Paraffin-Dinnschnitten von Wildtyp- und homozygoten Gli3***-Embryonen (E
11,5) konnte gezeigt werden, dal? die mesonephrischen Tubuli und sowohl die meso- wie
auch die metanephrischen Gange wahrend der Embryonalentwicklung paarig angelegt
werden (Abb.3.40). Die paarige Anlage der metanephrischen Génge und des
metanephrischen Blastems, das fur die normale Entwicklung der Nieren von zentraler
Bedeutung ist, 1&3t somit auf eine Stérung der Spezifizierung und Entwicklung der Nieren
schlieRen (Dysplasie), die zu den beobachteten Veranderungen in den Gli3***-
homozygoten Embryonen fihrt.
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Abbildung 3.39: Stérungen der Nieren- und Nebennieren-Entwicklung in Gli32%¥45%_Empryonen
(E 15,5). (A) Die unvollstandige Aushildung der paarig angelegten Nieren und Nebennieren ist in den
Gli326%926%_Empryonen deutlich zu erkennen. (B) Die mit der gleichen VergroRerung aufgenommenen
Bilder zeigen die Groflenreduktion der Niere homozygoter Tiere. Neben der GroRenreduktuion sind
deutlich die morphologischenV erdnderungen zu erkennen. So ist z.B die Trennung in Rinde und Mark
undeutlicher as in Wildtyp-Embryonen und das Nierenbecken weicht in seiner Ausbildung und Position
deutlich vom Wildtyp ab. AuRBerdem ist die Nebenniere verkleinert und ebenfalls falsch positioniert. Nb
— Nierenbecken; Ni — Niere; NN — Nebenniere; M — Mark; R —Rinde
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Abbildung 3.40: Paarige Ausbildung der mesonephrischen Tubuli und der mesonephrischen und
metanephrischen Gange wahrend der Embryonalentwicklung von Gli3*%®4¢°.Empryonen. (A) In
situ-Hybridisierungen mit Dkk1 und 100 pm Vibratomschnitte (die Schnittfiihrung in den Embryonen
ist durch die Linie angedeutet) dieser Embryonen zeigen, dal3 sowohl die mesonephrischen Tubuli
(schwarzer Pfeil) als auch die mesonephrischen Gange (weiler Pfeil) paarig angelegt werden (E 10,5).
(B) Vergleichende histologische Analysen transverser Hamatoxylin/Eosin-geféarbter Paraffin-
Diinnschnitte im Bereich des sich entwickelnden Urogenitalsystems von Wildtyp- und Gli3269%/46%.
Embryonen (E 11,5) zeigen die paarige Anlage des metanephrischen Blastems (Pfeile) wahrend der
Entwicklung. MB — metanephrisches Blastem; MG — mesonephrischer Gang; MT — mesonephrische
Tubuli; NR — Neurarohr
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Beim Menschen gibt es einen haufig gefundenen Zusammenhang zwischen Entwicklungs-
und Differenzierungsstérungen der Nebennieren und Fehlbildungen der Hypophyse
(OPITZ, JM. UND HOWE, J.J. 1967; RIMOIN, D. UND SCHIMKE, R. 1971; LANES, R. ET AL.
1978; SIPPONEN, P. ET AL. 1978). Deshalb wurde in homozygoten Embryonen die
Hypophyse auf morphologische Verdnderungen untersucht. Hierbei konnten jedoch keine
offensichtlichen morphol ogischen Veranderungen festgestellt werden, die auf eine Stérung
der normalen Entwicklung der Hypophyse hingedeutet hdtten (Abb. 3.41).

RP PT
o \FiF’
Wit G1i3A699/A699

Abbildung 3.41: Morphologische Untersuchung der Hypophyse in homozygoten GIi346%-
Embryonen (E 15,5). Trotz der beobachteten schweren Fehlbildungen bzw. der Abwesenheit der
Niebennieren konnten keine morphologischen Verdnderungen der Hypophyse festgestellt werden. IN —
Infundibulum der Hypophyse; PT — Pars Tuberalis, RP — Rathkes's Pouch

3.8.5 Entwicklung des zentralen und peripheren Nervensystems

Aufgrund der beobachteten Stérungen der Entwicklung des ZNS in Xt-M&ausen (siehe
1.2.3; THEIL, T. ET AL. 1999) wurden homozygote Gli3***-Embryonen einer ersten
morphologischen Untersuchung unterzogen. Hierbei konnten in den analysierten
Embryonalstadien (E 12,5 und 15,5) keine aufféalligen Veranderungen des Gehirns
gefunden werden. Im Gegensatz zu den beschriebenen Veranderungen in Xt-Mausen sind
sowohl die Hippocampus-Anlage als auch die Anlage des Choroid plexus (Abb 3.42) in
Gli3**945°_Embryonen vorhanden. Die Untersuchung des programmierten Zelltods im
ZNS (E 11,5; 12,5; 15,5) zeigte ebenfalls keinerlei Verénderungen zwischen Wildtyp- und
homozygoten Embryonen
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Wi G ;‘?35.599!&699

Abbildung 3.42: Ausbildung des Choroid plexus in Gli3**4¢°.Empryonen (E 15,5). Die
vergleichende morphologische Untersuchung zeigt, daR in Wildtyp- und Gli3*%*¥26%_Embryonen der
Choroid plexus (Pfeil) normal angelegt wird.

Die Neurogenese des ventralen Neuralrohres ist in hohem Mal3e von der Aktivitat von
sekretierten Shh abhangig. Es wird vom Notochord- und Grundplatten-Zellen produziert
und sekretiert (CHIANG, C. ET AL. 1996; ERICSON, J. ET AL. 1996; 1997). Nach seiner
Sekretion wirkt Shh schliefdlich in einem Gradient Uber weite Entfernungen al's Morphogen
auf die Musterbildung des Neuralrohres ein (BRISCOE, J. ET AL. 2001). Um einen ersten
Eindruck Uber mdgliche Storungen der Entwicklung des ventralen Neuralrohres in
homozygoten Gli3***-Embryonen zu bekommen wurde die MRNA-Expression von Shhim
Notochord und der Grundplatte untersucht (Abb. 3.43). Hierbei konnten jedoch keine
Verénderungen der mRNA-Expression festgestellt werden. Die weitere detaillierte Analyse
des ventralen Neuralrohres von homozygoten Gli3***-Embryonen auf mogliche Stérungen
der Entwicklung und Differenzierung einzelner Zellpopulationen werden in Kooperation
mit Dr. James Briscoe; Div. of Developmental Neurobiology; NIMR; London
durchgefuhrt.

N -
Wi | G 11'35699.’&699

Abbildung 3.43: Expressionsanalyse von Shh in Wildtyp- und Gli3*%®%°-Embryonen (E 11,5). Es
lassen sich keine Unterschiede in der Expression von Shh im Notochord oder der Grundplatte zwischen
den beiden Genotypen erkennen. N — Notochord; G - Grundplatte

Seite112



Ergebnisse

Zusétzlich wurde die Expression der mittleren Untereinheit (165 kDa) des Neurofilaments
untersucht. Das Neurofilament stellt den groften Anteil des Zytoskeletts von grof3en
Neuronen und myelinierten Axonen, besonders der unteren und oberen motorischen und
sensorischen Neurone, dar. Im Menschen sind abnormale Ansammlungen des
Neurofilaments mit einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen verbunden. Hier
und auch in der Maus zeigt sich, dal3 diese Abnormalitaten des Neurofilaments zur
selektiven Degenerierung und zum Absterben von Motorneuronen fulhren kann (Ubersicht
bei CapanoO, C.P. ET AL. 2001). Die Untersuchung der Expression der mittleren
Untereinheit des Neurofilaments (siehe 2.16) in Embryonalstadien (E10,5-11,5) ergab
keine offensichtlichen Veranderungen in den homozygoten Gli3***-Embryonen (Abb.
3.44).
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Abbildung 3.44: Anfarbung der Neurone in Wildtyp- und Gli3*®*¥28%_Empbryonen (E 10,5). Nach
der Sichtbarmachung der Neurone durch ,, Whole Mount® -Immonuhistochemie mit dem Antikorper 2H3
(siehe 2.16) lassen sich keine Abnormalitdten der Anordung der Neurone in homozygoten Tieren
erkennen. V — trigeminal Ganglien; VII/VIII — facialer und vestibulocochlearer Nerv; IX —
glossopharyngealer Nerv; X - Vagus, * - dorsale Wurzelganglien
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3.9 Vergleichende phanotypische Untersuchung von Gli3*%946%. ynd
Gli3*4%%°-Embryonen

Zusétzlich zu der Analyse der homozygoten Gli3***-Tiere wurden auch die Auswirkungen
der Koexistenz des Gli3***- und des GIli3*"-Allels auf die Entwicklung untersucht.
Hierdurch sollte zum Einen untersucht werden, ob es fur die Manifestation der nur in
homozygoten Gli3***-Embryonen gefundenen schweren Entwicklungsstérungen
ausreichend ist, im heterozygoten Zustand des Gli3***-Allels die Menge an gleichzeitig
vorhandenem Gli3"' —Protein zu reduzieren bzw. dieses zu entfernen. Zum Anderen sollte
die Frage untersucht werden, ob es nicht das Verhédltnis zum Wildtyp-Protein, sondern die
absolute Menge an gebildetem GIli3***-Protein ist, die fir die Ausbildung des
phanotypischen Spektrums verantwortlich ist. Hierzu wurden heterozygote Gli3***-Tiere
und heterozygote Gli3*"“-Tiere verpaart und die erhaltenen Neugeborenen bzw.
Embryonalstadien entsprechend der fur das Gli3***-Allel (siehe 3.5) und das Gli3*"-Allel
(BUSCHER, D. ET AL. 1998) beschriebenen PCR-basierenden Strategie genotypisiert.

Es zeigte sich, daR der Gli3****"-Genotyp neonatal letal war und die Tiere innerhalb der
ersten 12 Stunden nach der Geburt gestorben sind. Die phénotypische Analyse der
Neugeborenen und verschiedener Embryonalstadien ergab, dai die Gli3****“-Embryonen
einen imperforierten Anus aufweisen. Die Auspragung des imperforierten Anus entsprach
der in Abbildung 3.34 (B) dargestellten, die in 25% der homozygoten Gli3***-Tiere
gefunden werden konnte. Eine weitere Auffalligkeit der sonst normal erscheinenden
Gli3**¥*“.Tiere war das Auftreten einer praaxialen Polydaktylie, die in ihrer Auspragung
der in heterozygoten Xt-Ma&usen (siehe 1.2.3) beobachteten entsprach. Die detaillierte
Analyse des Extremitatenskel etts der Gli3****“-Tiere ergab, daR die zusitzlichen Finger in
diesen Tieren nur préaxial ausgebildet werden und es keine weiteren Veranderungen im
Bereich des zentralen Autopods wie in Gli3***-Tieren gibt. AuRerdem konnte keine
proximo-distale Verkirzung oder eine Verbiegung der Rohrenknochen des
Extremitétenskel etts der Gli3****“-Tiere beobachtet werden (Vergleich Abb. 3.28 und
Abb. 3.45). In diesem Zusammenhang fiel auf, dal3 einige der aus den durchgefihrten
K reuzungen erhaltenen heterozygoten Xt’-Tiere eine postaxiale Polydaktylie aufwiesen, die
der in Abbildung 3.17 fur heterozygote Gli3***-Tiere dargestellten entsprach. Eine
weitergehende Untersuchung konnte zeigen, daf3 das Auftreten einer postaxialen
Polydaktylie nicht nur in diesen beiden Tiergruppen, sondern auch in homozygoten Xt
Tieren (n=7/8) beobachtet werden kann (Abb. 3.46).
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Abbildung 3.45: Gliedmalen-
Phanotyp der GI(346%X%u

Mutanten. Knochen-Knorpel-
Farbungen des Gliedmalien-
Skeletts von G| i326%%u

Embryonen (E 17,5). Die
Extremitéten zeigen aul3er einer
deutlich ausgepragten praaxialen

Polydaktylie (Pfeil) keine weiteren
auffalligen Verdnderungen.

Die weitere Untersuchung des Skeletts von Gli3****“-Tieren ergab keine auffalligen
Veranderungen. So konnte in diesen Tieren auch nicht die in homozygoten Gli3***-
Embryonen beobachtete vorzeitige Verknocherung der Wirbelkérper und die
Verschmelzung benachbarter Wirbel beobachtet werden (Vergleich Abb. 3.26 und Abb.

3.47).

Abbildung 3.46: Postaxiale Polydaktylie in
homozygoten Xt-Embryonen (E 17,5). Die zusétzlich
ausgebildete Struktur ist deutlich auf der posterioren Seite
der Vorderextremitét zu erkennen (Pfeil).

Aufgrund der beobachteten Stérungen der Kehlkopfentwicklung, des Gastrointestinaltrakts
und der Nieren sowie Nebennieren in homozygoten Gli3***-Mutanten, wurden die
Gli3***“.Embryonen einer detaillierten histologischen Analyse unterzogen. Hierbei
zeigte sich, daR die in homozygoten GIi3***-Embryonen gefundenen schwere
Entwicklungsstérungen dieser Strukturen in Gli3****“-Embryonen nicht vorliegen
(Vergleich Abb. 3.37; 3.38; 3.39 und Abb. 3.48).
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Abbildung 3.47: Untersuchung der Wirbelsiule von Gli326%9%4 .
Mutanten (E 17,5). Die einzelnen Wirbel zeigen eine normale

Morphologie und Entwicklung. Die in homozygoten Gli3*%® -

Embryonen beobachteten Verénderungen im Bereich der lumbalen

und sakralen Wirbel sind hier nicht zu erkennen.

Abbildung 3.48: Histologische
Untersuchung von GIi336%9Xt.
Embryonen (E 15,5). Die
vergleichende Untersuchung der
Hamatoxylin / Eosin - geférbten
Paraffindinnschnitte a3t keine
morphologischen Verénderungen
des Kehldeckels (Pfeil) (A), der
Nieren und Nebennieren; NN —
Nebenniere; R — Rinde; M —
Mark; Nb - Nierenbecken (B)
oder des Gastrointestinaltrakts, D
— Darm; M - Magen;, K —
Kolon/Rektum (C) erkennen. In
den GIli32%%¥XY.Empryonen zeigen
die entsprechenden Strukturen
eine Wildtyp-Embryonen ent-
sprechende Morphologie.

Zusatzlich hierzu konnte gezeigt werden, daRR in homozygoten Xt-Embryonen ebenfalls
keine Storungen der Entwicklung der Niere, der Nebenniere, des Gastrointestinaltrakts

sowie des Kehlkopfes vorliegen (Daten nicht gezeigt).
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Glj31699/46% Gli38e99xu Gligxxv
Polydaktylie zentral praaxial praaxial
Syndaktylie + - (+)
Dysplasie der Nagel + - -
Fehlbildungen der Wirbelsdule + - (-)
imperforierter Anus + + -
Fehlbildungen des Gastrointestinaltrakts + - -
Fehlbildungen des Kehlkopfes + - -
Fehlbildungen der Nieren und Nebennieren + - -
Letalitat + + +

Tabelle 8: Vergleich der phanotypischen Veranderungen von homozygoten Gli346%-  G|j3469%u.
und Gli3*W*Y_Tieren.

3.10 Zusammenfassung der beobachteten phanotypischen Veranderungen und
vergleichende Betrachtung der beschriebenen Veranderungen in
Gli3***-M&usen und Pallister-Hall Syndrom-Patienten

Die heterozygoten Gli3*****-Tiere zeigten aulRer einer mit sehr geringer Frequenz (3%)
auftretender postaxialer Polydaktylie keine weiteren auf3erlichen Verénderungen oder
Auffélligkeiten der inneren Organe. Ferner sind sie fertil, haben eine normale
L ebenserwartung und zeigen keine Verhaltensauffaligkeiten. Im Gegensatz dazu konnen
in den homozygoten Tieren eine Vielzahl von zum Teil schwerwiegenden Stérungen der
normalen Mausentwicklung gefunden werden. Diese Fehlbildungen fuhren zu einer
neonatalen Letalitdt der homozygoten Tiere innerhalb der ersten 12 Stunden nach ihrer
Geburt. Hierbei zeigen sich neben einer Vielzahl von schwerwiegenden Veranderungen
der inneren Organe auch Veranderungen des Skeletts. Hierunter sind Veranderungen des
kranialen und axialen Skeletts sowie starke Veradnderungen des Extremitatenskel etts zu
finden. Bei den inneren Organen sind sowohl der Gastrointestinaltrakt, der Anus, die
Nieren und Nebennieren sowie die oberen Atemwege (Kehlkopf) von der Mutation
betroffen. Die einzelnen Phanotypen sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefalit.
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Genotyp Phéanotyp n
Gli3 oo postaxiale Polydaktylie 8/237
Glj 310997469 neonatale L etalitét 717
intrauterine Wachstumsverzégerung 48/53
zentrale Polydaktylie 23/23
proximo-distale Verkiirzung der Extremitéten 23/23
Verbiegung der Réhrenknochen 9/9
verzogerte Mineralisierung der distalen Extremitdten 9/9
Syndaktylie 23/23
Dysplasie der Nagel 21/23
vorzeitige Verkndcherung der Wirbelsaule und 4/4
V erschmel zung benachbarter Wirbel
Fehlbildungen der Schédel basisknochen 3/4
Ansatz einer Kiefer-Gaumen Spalte 3/4
imperforierter Anus 28/28
Fehlbildungen des Gastrointestinaltraktes 117/11
fehlender Kehldeckel 4/4
Kehlkopffehlbildungen 4/4
Hypoplasie und Dysplasie der Nieren 77
Hypoplasie und Dysplasie der Nebennieren 4/4

Tabelle 9: Zusammenfassung der in Gli3***-Tieren beobachteten phanotypischen Veranderungen
und die Haufigkeit ihres Auftretens.

Die in den homozygoten Tieren beschriebenen Verénderungen finden in weiten Bereichen
eine Entsprechung unter den in PHS-Patienten gefundenen klinischen Stérungen. Die
Gegenuberstellung der in den Patienten als Hauptmerkmale (BIESECKER, L.G. UND
GRAHAM, JM. JR. 1996) des Pallister-Hall Syndroms beschriebenen Stérungen (siehe
1.2.4) und den in den homozygoten Méausen gefundenen Stérungen der normalen
Entwicklung deuten darauf hin, dai die homozygoten Gli3***-Tieren eine Phanokopie des
Pallister-Hall Syndroms darstellen (Tab. 10). Somit konnen diese Tiere als ein Mausmodel|
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fur die menschliche Fehlbildungserkrankung angesehen werden und ermdglichen eine
detailierte phanotypische sowie molekulare Untersuchung der Konsequenzen der
eingebrachten Gli3-Mutation.

GI | 3A699/A699 PH S
Gliedmalien Polydaktylie + +
Syndaktylie + +
Dysplasie der Nagel + +
obere Atemwege gespaltener/fehlender Kehldeckel + +
Kehlkopffehlbildungen + +
endokrine Strukturen Hypophysenriickbildung/ ? +
-unterfunktion
Eingeweide imperforierter Anus + +
Fehlbildungen des + (+)
Gastrointestinaltrakts
Nierenanomalien + +
Nebennierenanomalien + +
ZNS Hypothal amische Hamartoma - +
L etalitat + +)

Tabelle 10: Vergleich der Phanotypen zwischen Pallister-Hall Syndrom Patienten und und
G| i 3A699/A699_ M ausen.

Neben diesen hier nur dargestellten Hauptmerkmalen, unter denen ein hohes Mal3 an
Ubereinstimmung gefunden werden konnte zwischen PHS-Patienten und Gli3*¢%94%%-
Mé&usen, gibt es noch eine Vielzahl weiterer kleinerer Ubereinstimmungen wie z.B. der
verzogerten Verknocherung der distalen Gliedmal3enelemente oder den Verdnderungen der
Schadelform, die hier nicht im Einzelnen aufgelistet sind, sich aber aus dem Vergleich von
Abschnitt 1.2.4 und 3.8 bzw. Tabelle 9 ergeben.
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4 Diskussion

Zum Verstandnis der Pathomechanismen menschlicher Fehlbildungserkrankungen sind
tierische Modellsysteme von entscheidender Wichtigkeit. Eine besondere Stellung nimmt
hierbei die Maus ein, da die gerichtete Veranderung des Mausgenoms und das Einbringen
von gezielten Mutationen durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen
eine Vielzahl von Manipulationen erméglicht. Durch die Techniken der reversen Genetik
ist es somit moglich, im Menschen identifizierte Veranderungen eines Gens oder
Chromosomenabschnitts nachzustellen. In einer Vielzahl von Fallen kann dadurch eine
Kopie des im Menschen beobachteten Phanotyps in der Maus erreicht werden und eine
detaillierte morphologische aber vorallem molekulare Untersuchung der einzelnen
beobachteten phanotypischen Veranderungen durchgefiihrt werden (Ubersicht bei BEDELL,
M.A., ET AL. 19978). Diese Analysen kdnnen sowohl im adulten Tier als auch wahrend der
Embryonal entwicklung vorgenommen werden. Hierdurch konnen die einzelnen wahrend
der Entwicklung der Erkrankung ablaufenden Prozesse besser verstanden werden und die
Untersuchung der molekularen Veradnderungen in den Mutanten kann zum Verstandnis der
molekularen Mechanismen und genetischen Netzwerke beitragen, die der Entwicklung der
einzelnen betroffenen Organe und Strukturen zu Grunde liegen.

Im Menschen sind zur Zeit 25 verschiedene GLI3-Mutationen (ohne Transl okationen)
bekannt, die zu vier verschiedenen phanotypischen Ausprégungen fihren. Unter diesen
sind zwei Syndrome mit einer Vielzahl von verschiedenen Entwicklungsstérungen und
zwei Fehlbildungserkrankungen, die sich nur auf die Gliedmalien begrenzen. Neben den
schwerwiegenden Stérungen in den beiden Syndromen, ist in der Gesamtheit der mit GLI3
verbundenen Phéanotypen auffallig, daf3 qualitativ unterschiedliche Formen der
Polydaktylie in den einzelnen Patientengruppen zu beobachten sind. Hier finden sich neben
einer préaxialen auch eine zentrale, sowie eine postaxiale Polydaktylie. Im deutlichen
Gegensatz hierzu finden sich in den unterschiedlichen Gli3-Mutanten der Maus (Xt™, Xt’,
Pdn, add), die zu einer Reduktion der Gli3-Expression oder zu einem Verlust der DNA-
bindenden Domane fiihren, nur préaxiale Polydaktylien (Ubersicht bei THEIL, T ET AL.
19998). Weiterhin aufféllig ist, dal3 sich die Mutationen, die im Menschen zu einer
zentralen oder postaxialen Polydaktylie fuhren, auf die Region 3' der Zink-Finger des
GLI3-Gens begrenzen lassen. Hier wirft sich die Frage nach einer potentiellen Struktur-
Funktionsbeziehung des GLI3-Proteins auf und zusétzlich hierzu eine mogliche
Korrelation des jeweils beobachteten Phanotyps mit einem zugrundeliegenden Genotyp. In
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diesem Zusammenhang sollten die im Menschen identifizierten PHS (KANG, S. ET AL.
1997) und PAP-A (RADHAKRISHNA, U. ET AL. 19978) Mutationen in das Gli3-Gen der
Maus eingebracht werden. Zusétzlich hierzu sollte eine zwischen diesen beiden liegende
Mutation eingefugt werden. Hierbei handelte es sich nicht wie bei den beiden anderen
Mutationen um das Einbringen einer Leserastermutation in das Gli3-Gen, sondern um die
Insertion einer Selektionsmarker-Kassette in das Exon n-1. Hierdurch sollte die kodierende
Sequenz unterbrochen werden und ein Proteinabbruch herbeigefuhrt werden. Die
Durchfihrung dieses Ansatzes als Vorexperiment erschien angebracht, da wie bereits
erwahnt bis zu diesem Zeitpunkt nur Gli3-Mutationen in der Maus bekannt waren, die zu
einer préaxialen Polydaktylie fuhren, so dal? sich die Frage stellte, ob eine andere Form der
Polydaktylie in der Maus hervorgerufen werden kann.

Neben der Etablierung der ES-Zellinien, die die im Menschen gefundenen
L eserastermutationen an Position 2194 (delG — PHS) und 2463 (delA — PAP-A) tragen,
konnten die Zellen mit inserierter Selektionsmarker-Kassette (neo/tk) an Position 2402
isoliert werden. Diese Gli3™™-ES-Zellen konnten weiterhin erfolgreich zur Generierung
von chiméren Mausen und schliefdlich zur Etablierung einer Mauslinie verwendet werden,
die die gezielte Verénderung stabil in das Genom integriert hat und weitervererbt. In den
Tieren kommt es zu einem Proteinabbruch an Aminosdure 699, der somit 24 Aminosauren
C-terminal der in PHS-Patienten beschriebenen Mutation und 64 Aminosauren N-terminal
der in PAP-A-Patienten gefundenen Mutation lokalisiert ist. Die phanotypische
Untersuchung dieser Mutanten ergab, dal? die Mutation 3' der Zink-Finger Region einen
neuen bisher nicht in Gli3-Mutanten beobachteten Phanotyp hervorruft. Zundchst kommt
es weder in den heterozygoten noch in den homozygoten Gli3***-M&usen zur Auspragung
einer préaxialen Polydaktylie, wie sie in den anderen bisher bekannten Gli3-Mausmutanten
auftritt. Diese Tiere zeigen im heterozygoten Zustand mit geringer Frequenz (3%) die
Bildung einer postaxialen Polydaktylie. In homozygoten Tieren bzw. Embryonen zeigt sich
mit voller Penetranz ein deutlich starkerer Phanotyp. Die homozygoten Gli3***-Tiere sind
neonatal letal und weisen neben einer zentralen Polydaktylie eine Syndaktylie und eine
deutliche proximo-distale Verktirzung der Gliedmal3en sowie eine Dysplasie der Nagel auf.
Die weiterfuhrenden Untersuchungen der homozygoten Tiere bzw. Embryonen konnten
zeigen, dal es in diesen Mausen nicht nur zu Fehlbildungen des Extremitdtenskel etts
kommt, sondern weitere schwere Entwicklungsstérungen auftreten. So ist in diesen Tieren
die Entwicklung der Wirbelsaule, der Schadelbasis, des Kehlkopfes, des Anus und des
Gastrointestinaltrakts sowie der Nieren und Nebennieren betroffen (siehe Tab. 9). Die
Vergleiche der in den homozygoten Gli3***-Tieren beobachteten phanotypischen
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Veranderungen mit humanen Patienten ergab, dal3 es sich hier um eine Phanokopie des
Pallister-Hall Syndroms handelt.

Die in dieser neuen Mausmutante gefundenen, durch die gezielte Mutation in Gli3
hervorgerufenen, Verdnderungen zeigen weitreichende neue Funktionen von Gli3 wahrend
der Entwicklung verschiedener Organe bzw. Organsysteme auf.

4.1 Die Etablierung der ES-Zédllinien

Die beiden Leseraster-Mutationen (Position 2194delG — PHS und 2463delA — PAP-A)
sollten in das Maus Gli3-Gen eingebracht werden, um im Falle einer Phénokopie die
zugrundeliegenden molekularen Verénderungen der beobachtenen Phanotypen zu
analysieren. Zusétzlich hierzu sollte die Insertion einer Selektionsmarker-Kassette an
Position 2402 durch homologe Rekombination in ES-Zellen durchgefihrt werden. Als
Selektionsmarker-Kassette wurde eine Kombination aus neo- und tk-Gen verwendet, die
neben der beabsichtigten gezielten Manipulation des Gli3-Gens die Verwendung der
etablierten Gli3™™-Klone in der , Double-Replacment”-Strategie (Wu, H. ET AL. 1994)
erlaubt. Es konnten insgesamt 34 Klone isoliert werden von denen 22 G418-resistent und
Ganciclovir-sensitiv waren. Die Ubertragung der im Menschen identifizierten Mutationen
(PHS — 2023delG; PAP-A — 2358delA) auf die Maus konnte problemlos erfolgen, dain
diesem Bereich des Gli3-Gens (Position (bp) 2100-2600 des Maus Gli3-Gens) auf DNA-
Ebene eine hohe Homologie (94%) zwischen den beiden Spezies vorliegt. Die beiden
L eserastermutationen wurden ebenfalls durch homologe Rekombination in das Gli3-Gen
eingefugt und die entsprechenden ES-Zellinien etabliert. Diese Zellinien konnten aber
nicht wie zuvor beabsichtigt durch die , Double Replacement”-Strategie etabliert werden.
Als grolte Schwierigkeit hierbei stellte sich heraus, dal3 keine zuverlassigen
Selektionsbedingungen etabliert werden konnten, die die effiziente Anreicherung homolog
rekombinanter Klone erlaubt hétten. Trotz eines zuvor durchgefihrten Titrationsversuches,
der sicherstellen sollte, daB die beiden verwendeten Klone Gli3"™™ #36 und #216
Ganciclovir-sensitiv sind und ein Absterben bei der wahrend der Selektion der
transfizierten ES-Zellen eingesetzten Konzentration von 0,2uM gewahrleistet ist (Daten
nicht gezeigt), konnte keine effiziente Anreicherung beobachtet werden. Dieser Befund
wird durch die Ergebnisse von Wu, H. ET AL. 1994 unterstitzt. Hier konnten zwar
homolog rekombinante Klone isoliert werden, aber es wurde ebenfalls ein héufiges
Auftreten von GANC' Zellklonen nach der Selektion beobachtet. Diese Klone hatten nicht
homolog rekombiniert und die neo/tk-Sel ektionsmarker-K assette war noch in dem Col1-
al-Gen integriert. Als weiterer erschwerender Faktor kam hinzu, dai3 die transfizierten
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Gli3"™*-ES-Zellen wahrend der Selektionsprozedur ihre Morphologie sehr stark
veranderten und als Konsequenz hiervon, die Verwendbarkeit moglicher homolog
rekombinanter Klone fir die Generierung von chiméaren Mé&usen fraglich erschien. Ein
Grund hierfiir lag in der Uberschreitung der optimalen Kulturdichte durch die fehlende
Reduktion der Zell- bzw. Kolonieanzahl durch die Entfernung der nicht homolog
rekombinanten Klone wahrend der Selektion. Eine Reduktion der Zellzahl, die nach der
Transfektion der ES-Zellen auf die einzelnen Zellkulturschalen ausgebracht wurde, konnte
keine Verbesserung der Selektion oder Morphologie der Zellen bewirken (Daten nicht
gezeigt). Neben der Uberschrittenen optimalen Kulturdichte kann zusatzlich die
Kombination der verwendeten Selektionsdroge und der eingesetzten ES-Zellen als
mogliche Ursache fir die beobachteten Veranderungen in Betracht gezogen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden, im Gegesatz zu der initialen Publikation der Methode, ES14-
1 und nicht J1 ES-Zellen verwendet. Hier konnte eine mogliche Erklarung fur das
beobachtete Verhalten der verwendeten ES-Zellen liegen. Einzelne ES-Zellinien, die aus
unterschiedlichen Mausstammen (meist 129P- oder 129S-Stamme; Ubersicht bei SIMPSON,
E.M. ET AL. 1997; THREADGILL, D.W. ET AL. 1997; FESTING, M.F.W. ET AL. 1999) isoliert
worden sind, weisen unterschiedliches Wachstumsverhalten und unterschiedliche
Anspriche an die Kulturbedingungen auf. Dieses wird z.B. deutlich an der absoluten
Abhangigkeit einzelner Linien auf MEF-N&hrzellen (z.B. ES14-1) kultiviert zu werden,
wohingegen andere Linien unabhéngig hiervon auf Gelatine-beschichteten Kulturschalen
in einem undifferenzierten Zustand gehalten werden kénnen (z.B. D3 und R1). Weiterhin
wird dieses deutlich an der Notwendigkeit, die einzelnen optimalen Kulturbedingungen
(Medium-Zusammensetzung, Serum-Charge) und die effizientesten Bedingungen fur die
Selektion transfizierter Zellen mit der erforderlichen Droge fur die einzelnen ES-Zellinien
auszutesten (Ubersicht bei ROBERTSON, E. 1989; TORRES, R.M. UND KUHN, R. 1997;
JOYNER, A.L. 1999). Zusammenfassend kann also ein negativer Einfluld der verwendeten
Droge (Ganciclovir) bzw. der angewendeten Selektionsbedingungen auf die in dieser
Arbeit verwendeten ES-Zellen (ES 14-1) nicht ausgeschlossen werden.

Zusétzlich zu den in diesem Zusammenhang beobachteten experimentellen
Schwierigkeiten scheint die hier eingesetzte Methode im Vergleich zu anderen
problematischer zu sein, da nur die bereits erwahnte Publikation gefunden werden kann, in
der eine gezielte Mutation mit dieser Technik in ein Gen eingefiihrt worden ist. Der
Grofiteil der sog. "Double replacement”-Ansédtize wird entweder durch die ,tag-and-
exchange” -Methode (Askew, G.R. ET AL. 1993) und ,, hit-and-run®-Strategie durchgefihrt,
oder aber unter Verwendung von Hprt-defizienten ES-Zellinien, in denen zwei sequentielle
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Mutagenese-Schritte durchgeftihrt werden (STACEY, A. ET AL. 1994; HORMUZDI, S.G. ET
AL. 1998). Zusdtzlich hierzu findet das Cre/loxP-System immer stérkere Anwendung fir
derartige Mutagenese-Ansitze (Ubersicht bei MULLER, U. 1999; NAGY, A. 2000).

Die Etablierung der Zellinien mit den Leserastermutationen konnte jedoch durch die in
Abb. 3.9 bzw. 3.12 dargestellte Vorgehensweise erreicht werden. Dies fuhrte zur
Etablierung von drei ES-Zellklonen (#3; #80; #320), die die Leserastermutation 2194del G
(PHS) und von zwei Klonen (#54; #170), die die Leserastermutation 2463delA (PAP-A)
jeweils zusammen mit der Erkennungssequenz der diagnostischen Restriktions-
endonuklease BamHI tragen. Zusétzlich hierzu enthalten die ES-Zellklone eine von |oxP-
Erkennungssequenzen flankierte Selektionsmarker-Kassette (neo), die durch die transiente
Expression der Cre-Rekombinase entfernt werden kann.

4.2 Generierung von chiméaren Mausen mit den etablierten ES-Zellklonen

Mit den etablierten ES-Zellklonen Gli3™™Smeflox yng G|i3™APAflox konnten im Verlauf
dieser Arbeit keine chiméren Mause erzeugt werden. Es erfolgte sowohl der Einsatz von
Blastozysten-1njektionen als auch von Aggregationen der ES-Zellen mit Embryonen des
Morula-Stadiums. In keinem der gewahlten Ansétze konnten transferierbare Blastozysten
erhalten werden. Die Ursache hierfur liegt in einer Vielzahl von Schwierigkeiten, die bel
der Etablierung und Durchfihrung einer relativ komplexen Technik auftreten kénnen
(Donor-Tiere, Medium, Kulturbedingungen, Handhabung der Zellen und Embryonen,
Handhabung der Geréte, tierexperimentelle Vorgehensweisen), so dal3 eine Festlegung auf
eine einzelne Ursache oder mehrere sehr schwer erfolgen kann. Es koénnte jedoch auch
davon ausgegangen werden, dald die verwendeten ES-Zellklone sich nach der
durchgefihrten stabilen Transfektion nicht mehr in einem Zustand befinden, der es ihnen
erlaubt an der Entwicklung aller Gewebe und Organe einer chiméren Maus teilzunehmen
(Pluripotenz). Dieses ist jedoch nicht wahrscheinlich, dain den jeweiligen Experimenten
auch keine Nachkommen aus Kontroll-Injektionen bzw. Aggregationen erhalten wurden,
bei denen die Embryonen nicht mit den verwendeten ES-Zellen in Kontakt gekommen
sind. AuRerdem konnten aus den Gli3™"™-Zellen, die auf entsprechende Art und Weise der
Mutagenese unterzogen worden sind wie die anderen Zellen und die in ihrer Morphologie
und dem Wachstumsverhalten den hier eingesetzten entsprachen, in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Rajewsky, Institut fur Genetik, Universitat Koln chimére Mause erzeugt
werden. Diese chimaren Mause konnten mit den ES-Zellklonen Gli3™™ #36 und #216
generiert werden. Hierbei wurden insgesamt 10 Chiméaren (4 mannliche/6 weibliche)
erhalten. Diese wurden auf mdogliche phanotypische Verénderungen hin untersucht, da
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bereitsin einer Vielzahl von Féllen die Analyse von in chiméren Mé&usen oder Embryonen
aufgetretenen phanotypischen Veranderungen zur funktionellen Charakteresierung von
Genen verwendet werden konnten (Ubersicht bei WEsT, J.D. 1999). Aufgrund ihrer
Fellfarbe hatten vier dieser Tiere einen Grad der Chiméritat von Gber 70% und zeigten
zusétzlich hierzu eine Veranderung der Vordergliedmal3en. Bei dieser Verénderung
handelte es sich um die Ausbildung einer postaxialen Polydaktylie. Es kann davon
ausgegangen werden, dal3 diese Polydaktylie durch die in die ES-Zellen eingebrachten
Mutation verursacht wird. Durch den hohen Grad der Chiméritdt kommt es wahrend der
Embryonalentwicklung zu einem erhohten Anteil der ES-Zellen in der Gliedmal3enknospe
und somit zur Ausbildung der postaxialen Polydaktylie. Hier deutete sich somit eine erste
Konsequenz der gezielt eingefiihrten Gli3-Mutation (C-terminale Verkirzung des Proteins)
fur die Gliedmal3enentwicklung in den chiméren Tieren an. Der beobachtete Phanotyp
zeigte ebenfalls, dal® in der Maus durch Mutationen die 3' der Zink-Finger Region
lokalisiert sind, eine postaxiale Polydaktylie hervorgerufen werden kann. Die erhaltenen
Chiméren wurden im Nachfolgenden fir Testkreuzungen auf Keimbahntransmission
eingesetzt. Hierbei konnte gefunden werden, dal3 vier der sechs mannlichen Chiméren
keinerlel Keimbahntransmission des durch die ES-Zellen eingebrachten genetischen
Materials zeigten. Eine Chimére zeigte eine Transferrate von 9% und die andere von 88%.
Unter den erhaltenen Nachkommen, die (aufgrund der Fellfarbe) aus Gameten mit ES-Zell-
Ursprung hervorgegangen waren, konnte jedoch keine gefunden werden, die das mutierte
Gli3-Allel trugen.

Das Ausbleiben der Keimbahntransmission des mutierten Allels durch die Ménnchen hat
seinen Ursprung in dem gewdahlten experimentellen Ansatz. Durch das Einbringen der
neo/tk-K assettte und der damit verbundenen Expression des tk-Gens unter der Kontrolle
des PGK-Promoters kommt es in den mannlichen Chiméren zu einer Reduktion der
Fruchtbarkeit (ELLISON, A.R. ET AL. 2000). In diesen Tieren kommt es sehr wahrscheinlich
zu einem spezifischen Verlust der Spermien, die das mutierte Gli3-Allel tragen oder zur
Bildung von, im Vergleich zu den Wildtyp-Spermien, in ihrer normalen Funktion stark
beeintréchtigten und nicht konkurrenzfdhigen Spermien (ELLISON, A.R. ET AL. 2000).
Gleichzeitig wurde versucht, durch die weiblichen Chiméren eine Keimbahn-Transmission
des mutierten Allels zu erhalten, da keine negative Beeinflussung der Oogenese
beschrieben worden ist (ELLISON, A.R. ET AL. 2000). Drei der vier weiblichen Chiméren
zeigten eine Transmission der ES-Genoms durch die Keimbahn (3%; 40%; 13%). Die
Keimbahntransmission des ES-Zellmaterials durch weibliche Chiméaren ist jedoch
insgesamt schwierig und in der Regel ineffizient, da hier haufig Schwierigkeiten wahrend

Seite 125



Diskussion

der Differenzierung der Geschlechtsorgane und der Gametogenese auftreten, da die
verwendeten ES-Zellen einen XY -Karyotyp aufweisen (Ubersicht bei PAPAIOANNOU, V.
UND JOHNSON, R.L. 1999). Dennoch konnten unter den insgesamt 13 Nachkommen mit
ES-Zell-Ursprung der weiblichen Chiméren drei (1 Mannchen/2 Weibchen) identifiziert
werden, die die gezielte Mutation trugen.

4.3 DieGli3****-Maudlinie

Die aus den Testkreuzungen erhaltenen Tiere, die das gezielt manipulierte Gli3-Allel
trugen, wurden im Nachfolgenden eingesetzt, um die Gli3***-Linie zu etablieren.

4.3.1 Die Auswirkungen der gezielten Mutagenese auf das Gli3-Transkript

Die Analyse des nach der Insertion der neo/tk-Kassette in das Exon n-1 des Gli3-Gens
gebildeten Transkripts ergab, dal? eine artifizielle mMRNA gebildet wird. Durch verandertes
Splicing kommt es zum Verlust von 131 bp Gli3-kodierender Sequenz und der
gleichzeitigen Insertion von 59 bp Sequenz aus der Selektionsmarker-Kassette. Dieser
Austausch der Sequenzen und der damit verbundene Verlust von 72 bp verursacht
zusétzlich eine Leseraster-Mutation, die eine vorzeitige Termination des kodierten Gli3-
Proteins mit einer Fusion von 22 nicht fur Gli3-kodierenden Aminosduren zur Folge hat.
Die Ursache fur das beobachtete veranderte Splicing im mutierten Gli3-Allel scheint eine
kryptische Splice-Akzeptoren-Stelle im 3'-Bereich des tk-Gens zu sein. Die Verwendung
dieser Splice-Stelle wéhrend der Bildung der reifen mRNA fihrt zur Bildung des
beschriebenen Transkripts in Gli3***-Tieren. Die Veranderung des erwarteten Transkripts
durch die in das Gen eingeflgte Selektionsmarker-Kassette konnte auch im
Zusammenhang mit anderen Mutagenese-Ansédtzen beobachtet werden. So kann es z.B.
durch die Verwendung einer kryptischen Splice-Akzeptoren-Stelle in der
Selektionsmarker-Kassette (neo), die in einem Intron plaziert und in der selben
Transkriptionsrichtung wie das manipulierte Gen orientiert ist, zur Auspragung eines sog.
hypomorphen Allels kommen (MEYERS, E.N. ET AL. 1998 und Ubersicht bei NAGY, A.
2000). Durch die Insertion der Selektionsmarker-Kassette in ein Exon kann es zusétzlich
zu der Moglichkeit der Verwendung einer kryptischen Splice-Akzeptoren-Stelle aber auch
zu einer Entfernung des gesamten Exons zusammen mit der inserierten Selektionsmarker-
Kassette kommen, so dal? ebenfalls ein neues Transkript entsteht (PARK, H. ET AL. 2000).

Aufgrund der beobachteten Abweichungen vom erwarteten Splicing und dem gebildeten
Transkript in den Gli3***-Tieren wurde zusétzlich versucht, das gebildete Protein
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nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Hierzu wurden zum Einen der von WANG, B. ET AL.
2000 publizierte Gli3-Antikorper benutzt, der jedoch keinerlei Proteinnachwels in einem
» Western-blot* unter Verwendung von Proteinextrakten verschiedener Embryonal stadien
der einzelnen Genotypen (Gli3™; Gli3*%%*; G394, G|i3*"*¥) erlaubte. Zum Anderen
wurde ein Antikorper gegen den N- bzw. C-Terminus von GLI3 verwendet, der von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. K.-H. Grzeschik; Institut fur Humangenetik; Philipps
Universitét; Marburg zur Verfiigung gestellt worden ist. Hiermit konnten jedoch keine
spezifischen Signale in den verwendeten Proteinextrakten erhalten werden, so daf3 keine
Aussagen Uber das in den Gli3***-Tieren gebildete Gli3-Protein gemacht werden kénnen.

4.3.2 Die heterozygoten Gli3***-Tiere

Die in den chiméren Tieren gefundene postaxiale Polydaktylie der Vordergliedmal3en
konnte in den heterozygoten Gli3***-Tieren zun&chst nicht beobachtet werden. Durch
Ruckkreuzung der Tiere mit M&usen des Stammes 129P2, dem Ausgangsstamm der ES-
Zellen, konnte das Auftreten der postaxialen Polydaktylie in 6% der Tiere beobachtet
werden. Im Verlauf der weiteren Kreuzungen mit Mausen des Stammes C57BI/6 sank die
Frequenz jedoch auf 3% ab. Ferner zeigte die insgesamt schwach ausgebildet finger-artige
Struktur an der postaxialen Seite keinerlei verknorpelte oder verkndcherte Strukturen.
Aufgrund der geringen Penetranz und der Abhangigkeit des Phanotyps vom verwendeten
Mausstamm muf’3 von einem modifizierenden Einflufd des genetischen Hintergrundes auf
den beobachteten Gliedmal3en-Phéanotyp ausgegangen werden. Ein dhnlicher Befund
konnte fur die postaxiale Polydaktylie der Vordergliedmaf3en in CRABP-II mutanten
Mé&usen gemacht werden (FAWCETT, D. ET AL. 1995). Auch hier zeigte sich eine
unterschiedliche Penetranz des Phanotyps in Abhéngigkeit vom verwendeten Mausstamm
(129Sv 50%; C57BI/6 30%; CD1 10%). Der Einflufd des genetischen Hintergrundes auf
den Phanotyp kann in einer Vielzahl von Mausmutanten beobachtet werden. Er spielt eine
wichtige Rolle in der Suszeptibilitét der Mause gegentiber verschiedenen Fehlbildungen.
Der Einfluld des genetischen Hintergrundes erlangt somit in der Untersuchung der
phanotypischen wie molekularen Veranderungen, die durch Mutationen in einem Gen
hervorgerufen werden, immer grofRere Bedeutung. Die Verwendung verschiedener
Mausstamme ermoglicht es nicht nur, die Auswirkung einer Mutation in einem definierten
genetischen Hintergrund (Inzuchtstdmme) zu untersuchen, sondern auch die Auswirkungen
in verschiedenen Stammen und Kombinationen verschiedener Stdmme zu analysieren.
Hierdurch kann die Heterogenitat eines Phanotyps, der durch dieselbe Mutation
hervorgerufen wird, in seiner Gesamtheit dargestellt werden und der Einflu3 bzw. die
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Existenz von modifizierenden Genen untersucht werden. Durch den Einfluf
modifizierender Gene konnen vollstandig unaufféllige Tiere auftreten oder es kann zu
einer Verstarkung des Phénotyps kommen (Ubersicht bei ERICKSON, R.P. 1996; ESTIVILL,
X. 1996; DOETSCHMAN, T. 1999; MONTAGUTELLI, X. 2000; LINDER, C.C. 2001; NADEAU,
J.H. 2001; SANFORD, L.P. ET AL. 2001 sowie ASHER Jr, J.H. ET AL. 1996; MASUYA, H. ET
AL. 1997; NGUYEN, P.V. ET AL. 2000). Der Einfluf3 kann sogar soweit gehen, dal3 die
Letalitét der einzelnen Mutanten durch den genetischen Hintergrund beeinfluf3t wird. Dies
wurde bereits eindruckvoll z.B anhand des Tgfbl-Mutanten gezeigt, die eine 50 bzw.
99%ige Letalitat im Pramplantationsstadium in Abhangigkeit vom genetischen
Hintergrund zeigen. AulRerdem kommt es noch zu einer deutlichen Veranderung der
beobachteten Phénotypen in den einzelnen verwendeten Mausstammen (SIBILIA, M. UND
WAGNER, E.F. 1995; THREADGILL, D.W. ET AL. 1995). Die Hypothese, daf3 der
beobachtete Gliedmalen-Phanotyp in heterozygoten Gli3***-Tieren durch den genetischen
Hintergrund beeinfluf3t wird und Gli3 somit das Ziel der modifizierenden Aktivitét eines
oder mehrerer bisher unbekannter Gene ist, wird unterstiitzt durch die in hetero- und
homozygoten Xt’-Embryonen gemachten Beobachtungen. So konnte in heterozygoten Xt’-
Embryonen, die aus Kreuzungen von Xt-Tieren (C57BI/6 x C3H-Hintergrund) mit
Gli3***-Tieren (C57BI/6 x 129P2-Hintergrund) hervorgegangen waren, das Auftreten einer
postaxialen Polydaktylie beobachtet werden, diein ihrer Auspragung der in Gli3***-Tieren
beobachteten entsprach (Daten nicht gezeigt). Weiterhin konnte eine postaxiale
Polydaktylie in homozygoten Xt-Embryonen beobachtet werden, wenn hier der Anteil des
C3H-Stammes am genetischen Hintergrund zunahm. Zusétzlich hierzu kann das Auftreten
eines sog. Postminimus auf der postaxialen Seite der Extremitdten in einzelnen Patienten
mit GCPS als weiterer Hinwels fir den Einflufld des genetischen Hintergrundes auf den
durch Mutationen in Gli3 hervorgerufenen Gliedmalien-Phanotyp gewertet werden.
Derartige Modifikationen des Gliedmal3en-Phénotyps sind nicht nur fir Gli3 beschrieben
sondern auch fur Mausmutanten, die Mutationen in den anderen beiden Gli-Genen tragen.
So kann mit sehr geringer Frequenz das Auftreten einer postaxialen Polydaktylie ebenfalls
in Gli/Gli2-Doppel mutanten beobachtet werden (PARK, H. ET AL 2000).

Hieraus ergibt sich, dal3 das Auftreten einer postaxialen Polydaktylie sehr stark vom
genetischen Hintergrund abhangig ist. Gleichzeitig stellt sich die Frage inwiewelt die
Mutationen in den einzelnen Mutanten verantwortlich sind fur die Ausbildung der
postaxialen Polydaktylie.
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4.3.3 Die homozygoten Gli3***-Tiere

Im Gegensatz zu den heterozygoten Tieren sind die homozygoten Gli3***-Tiere neonatal
letal. Aul3er an einer veranderten Gliedmalien-Morphologie sind die Neugeborenen
zunéchst nicht von Wildtyp- oder heterozygoten Geschwistertieren zu unterscheiden. Im
Verlauf der ersten 12 Stunden nach der Geburt sterben die homozygoten Tiere. In dieser
Zeit falt jedoch auf, dal3 sie im Vergleich zu ihren Geschwistern keinen sog. Milchbauch
zeigen. Das heil, dal3 die Tiere im Verlauf dieser Stunden keine oder nur sehr wenig
Nahrung aufnehmen. Eine entsprechende Beobachtung konnte in Hmgl”-Tieren
(CALOGERO, S. ET AL. 1999) und vorallem in C/EBPo-Tieren (WANG, N-D, ET AL. 1995)
gemacht werden. In letzteren kommt es ebenfalls nicht zu einer effizienten
Nahrungsaufnahme in den ersten Stunden nach der Geburt und aufgrund des bestehenden
Energiebedarfs des Neugeborenen zu einem Aufbrauchen der geringen prenatal angelegten
Glykogen-Reserven der Leber. Verbunden damit kommt es zu einer zunehmenden
Schwéchung der homozygoten Tiere, die hierdurch nicht in der Lage sind, unter den
bestehenden Konkurrenzbedingungen innerhalb eines Wurfes weitere Nahrung
aufzunehmen. Es kommt zur Entwicklung einer Hypoglykamie, die schliefdlich zum Tod
fuhrt. Die in C/EBPo;"-Tieren gemachten Beobachtungen kénnten auch ursschlich fiir die
Letalitdt der homozygoten Gli3***-Tiere sein. Unterstiitzt wird dieses noch durch die im
Zusammenhang mit der neonatalen Letalitdt diagnostizierten Hypoglykamie in einigen
PHS-Patienten (HALL, J.G. ET AL. 1980).

Die weitere Untersuchung zeigte eine massive Ansammlung von Luft im Magen. Dies
konnte ein Hinweis auf eine Art Schluckatmung sein, die auch in neonatal letalen Sox9”-
Tieren gefunden wurde (BI, W. ET AL. 2001). In diesen Tieren konnte als Ursache hierfiir
eine stark ausgepréagte Kiefer-Gaumen-Spalte verantwortlich gemacht werden. In
homozygoten Gli3***-Tieren konnten der fehlende Kehldeckel und die Fehlbildungen des
Kehlkopfes, die zur Ausbildung einer Spalte zwischen Larynx und Osophagus fiihren, fir
die starke Ansammlung von Luft im Magen verantwortlich sein. Es kann in diesem
Zusammenhang davon ausgegangen werden, dal3 sich diese Entwicklungsstérung des
Kehlkopfes ebenfalls negativ auf die Nahrungsaufnahme auswirkt und zu einer
Verstarkung einer eventuell auftretenden Hypoglykamie beitragt.

Die weitere Untersuchung des Gastrointestinaltrakts zeigte in den homozygoten Gli3*%*-
Tieren die Ausbildung eines imperforierten Anus sowie die Verkirzung des Darms und
eine Verringerung der Windungen. Zusétzlich konnte die Reduktion bzw. der Verlust der
die Oberflache vergrofernden Villi im Darm und im Kolon gefunden werden und eine nur
sehr diinn ausgebildete Wandung des Kolons und Rektums. Weiterhin kommt es zu einem
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Verschlufd sowie einer massiven Erweiterung des Kolons, das blind in der Bauchhohle
endet. Die in den Gli3***-Tieren beobachtete Erweiterung des Kolons in Verbindung mit
der deutlichen Verringerung der Wandungsstérke erinnert sehr stark an das klinische
Erscheinungsbild der Hirschsprung's Krankheit (GRAY, S.W. UND SKANDALAKIS, J.E.
1972; RIDDELSBERGER JrR, M.M. 1989). Zusétzlich hierzu entsprechen die in homozygoten
Gli3***-Tieren gefundenen Veranderungen den in Shh’-Tieren und in besonderem MaRe
den in Ihh"-Tieren gefundenen Veranderungen des Gastrointestinaltrakts (RAMALHO-
SANTOS, M. ET AL. 2001). Die Shh'-Tiere zeigen ebenfalls einen imperforierten Anus und
ein verschlossenes blind in der Korperhdhle endendes Kolon. In Ihh"-Tieren kénnen die
anderen in Gli3***-Tieren gefundenen Veranderungen beobachtet werden. Auch hier
kommt es zu einer Veranderung des Magenepithels, einer Reduktion der Villi im Darm
und im Kolon und einer massiven Erweiterung des Kolons verbunden mit einer starken
Reduktion der Wandungsstérke. Die Entwicklung des Gastrointestinaltrakts ist in hohem
Mal3 von epithelial-mesenchymalen Interaktionen abhéngig. Wahrend der Entwicklung
bildet sich zunéchst aus dem endodermalen Epithel eine Rohre, die von mesodermalen
Zellen umgeben wird. Im weiteren Verlauf der Entwicklung kommt es zur Differenzierung
dieser einfachen Struktur zum Gastrointestinaltrakt. Hieran sind eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen beteiligt. Zu diesen gehoren, vorallem fur die
Entwicklung und Differenzierung des hinteren Darmabschnittes (Dinndarm, Blinddarm,
Enddarm, Analkanal), Shh, Bmp4 und die Hox Gene der 5° paralogen Gruppen 9-13
(Ubersicht bei YAsual, S. 1993; MONTGOMERY, R.K. ET AL 1999; WELLS, J.M. UND
MELTON, D.A. 1999; GRAPIN-BOTTON, A. UND MELTON, D.A. 2000; ROBERTS, D.J. 2000).
Neben einer Vielzahl von moglichen Interaktionspunkten der Gli3****-Mutation mit den
oben aufgefiihrten Signalwegen ist, aufgrund der beobachteten Entsprechung der
Phanotypen von Gli3**¥4#%.  ghh”- und Ihh™-Tieren, eine negativen Beeinflussung der
Ubermittlung des Ihh-Signals (und auch in geringem Umfang des Shh-Signals) als
Ausl6ser fur die beobachteten Entwicklungsstérungen sehr wahrscheinlich.

Die weitere Untersuchung der inneren Organe zeigte, dal es in Gli3**¥***-Tieren auch zu
einer Storung der Entwicklung und Differenzierung der Niere kommt. In den homozygoten
Tieren ist im Gegensatz zum Wildtyp nur eine Niere ausgebildet und dieseist zusétzlich in
ihrer Differenzierung gestort und zeigt eine veranderte Morphologie.

Die Entwicklung des Urogenitalsystems und damit der Niere ist von einer Vielzahl von
Gewebeinteraktionen wahrend der Organogenese abhangig. Es entwickelt sich aus dem
intermediéren Mesoderm, das eine Reihe von epithelialen Transformationen durchl&uft,
um die Kandle und Tubuli zu bilden, die schliefdlich die urogenitalen Gange und die Nieren

Seite 130



Diskussion

formen (Ubersicht bei SAXEN, L. 1987). Die Differenzierung verlauft in einem dreistufigen
zeitlich und raumlich koordinierten Prozef3 von rostral nach caudal, der Gber Pronephros,
Mesonephros und Metanephros schlief3dlich zur Ausbildung der Niere und der ableitenden
Harnwege fuhrt (Ubersicht bei GRoBsTEIN, C. 1953;1955). Dieser koordinierte, eine
Vielzahl von Gewebeinteraktionen erfordernde, Prozeld ist in einer Reihe von
Mausmutanten gestort, so dal? es zum Verlust der Nieren oder der ableitenden Harnwege
kommt, oder diese Strukturen schwere morphologische Verdnderungen aufweisen, die ihre
normale Funktionsfahigkeit stark einschrénken oder verhindern. In diesen Mausmutanten,
zu denen z.B. Emx2-, Pax2-, Wnt4-, Wt1-, c-Ret- und GDNF-defiziente Tiere z&hlen,
konnen eine Vielzahl von Storungen der Nierenentwicklung beobachtet werden, die mit
dem Verlust der Anlage, der Initiation der Entwicklung oder mit der terminalen
Differenzierung der einzelnen Strukturen (Agenesie/Dysplasie) korreliert werden konnen
(KREIDBERG, JA. ET AL. 1993; SCHUCHARDT, A. ET AL. 1994; TORRES, M. ET AL. 1995;
SCHUCHARDT, A. ET AL. 1996; MOORE, M.M. ET AL. 1996; SANCHEZ, M.P. ET AL. 1996;
PICHEL, J.G. ET AL. 1996; MIYAMOTO, N. ET AL. 1997). In keiner der beobachteten
Mutanten kommt es aber zu der Kombination von Verlust nur einer Niere nach der
paarigen Anlage des metanephrischen Blastems und Stdrungen der Differenzierung der
verbleibenden Niere. Eine detaillierte histologische und molekulare Untersuchung der
Nierenentwicklung in Gli3**¥**"_Tieren kann somit weitere Einblicke in die zugrunde
liegenden Prozesse geben, da der hier beobachtete Phanotyp im Vergleich zu den anderen
Mutanten etwas schwéacher zu sein scheint. Als moégliche Ansatzpunkte fir eine
molekulare Analyse bieten sich hier die Gene der Wnt-Familie, die von zentraler
Bedeutung fir die Differenzierung der Niere sind (Ubersicht bei VAINIO, S.J. UND
UusITALO, M.S. 2000), da hier in neuerer Zeit eine zunehmende Anzahl von Experimenten
auf eine mogliche Wechselwirkung zwischen Gli3 und Wnt-Proteinen hinweisen. Von
besonderem Interesse kdnnte aber auch die Untersuchung von Emx2 und der detaillierte
Vergleich der in den beiden Mausmutanten beobachteten phanotypischen Veranderungen
sein, da eine Abhangigkeit der Emx-Expression von Gli3 wéahrend der Entwicklung des
dorsalen Telenzephalons gezeigt werden konnte (THEIL, T. ET AL. 1999A). Neben den
beobachteten Stérungen der Nierenentwicklung kann auch eine Beeintrachtigung der
Entwicklung der Nebennieren in Gli3*%%“%*°-Embryonen beobachtet werden. Es kommt zu
einem Verlust einer Nebenniere und einer deutlichen Verkleinerung der verbleibenden.
Der Verlust und die Veranderung der Morphologie der Nebenniere kann durch den Verlust
oder die gestdrte Differenzierung von Vorlauferzellen hervorgerufen werden. Zur ndheren
Untersuchung wére ein detaillierter Vergleich von Gli3*****-Embryonen mit Wt1-
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Mutanten erforderlich, sowie die Analyse der Wt1-Expression in der sich entwickelnden
Nebenniere (MOORE, A.W. ET AL. 1999) sowie der Expressionanalyse von SF-1
(steroidogenic factor 1), das die gemeinsamen Vorlauferzellen von Nebenniere und
Gonaden markiert (HATANO, O. ET AL. 1996).

Aufgrund eines beim Menschen héufig gefundenen Zusammenhangs zwischen
Entwicklungs- und Differenzierungsstorungen der Nebennieren und Fehlbildungen der
Hypophyse (OrPITz, J.M. UND HOWE, J.J. 1967; RIMOIN, D. UND SCHIMKE, R. 1971; LANES,
R. ET AL. 1978; SIPPONEN, P. ET AL. 1978) wurde in homozygoten Gli3***-Embryonen die
Hypophyse auf morphologische Verdnderungen untersucht. Hierbei konnten jedoch keine
offensichtlichen morphol ogischen Veranderungen festgestellt werden, die auf eine Stérung
der normalen Entwicklung der Hypophyse hingedeutet hatten. Die Entwicklung der
anterioren (Adeno-) Hypophyse beginnt mit einer Einstilpung des Oberflachenendoderms
des Pharynx und bildet die sog. ,, Rathke's pouch”. Die posteriore (Neuro-) Hypophyse ist
eine Erweiterung des Neuroektoderms des Dienzephalons. Durch eine fortschreitende
Differenzierung und Ausbildung der verknorpelten Strukturen (endochondrale
Verkntcherung) des Chondrocraniums, das sich von Neuralleisten-Zellen ableitet, kommt
es zu einem Verlust der Verbindung zwischen Pharynx und ,, Rathke’ s pouch® und zu einer
Einbettung der Hypophyse in der knorpeligen Sella turcica, die sich vom Basisphenoid-
Knorpel ableitet (NEMzEK, W.R. ET AL. 2000). In homozygoten Gli3***-Tieren konnte im
Zusammenhang mit der morphologischen Untersuchung der Hypophyse eine Stérung der
Verknbcherung des Basisphenoid gefunden werden. In Neugeborenen ist ein deutliches
Loch zu erkennen und es kommt somit nicht zum vollstandigen Verschluf3 der foetal
vorhandenen Verbindung der Hypophyse zum Pharynx. Ob es im Zusammenhang mit den
hier gefundenen Veranderungen der Verkndcherung des Chondrocramiums zu Stérungen
der Hypophysenentwicklung oder —funktion kommt, kann nicht ausgeschlossen werden, so
dai3 die molekulare Analyse der fir die Proliferation und Differenzierung der Hypophyse
wichtigen Mitglieder der Shh-, Bmp- und Fgf-Signalwege in homozygoten Gli3***-
Embryonen erfolgen mifte (TREIER, M. ET AL. 2001). Zusétzlich hierzu kénnte eine
endokrinologische Untersuchung an Neugeborenen durchgefihrt werden, um mdgliche
Funktionsstorungen der Hypophyse zu identifizieren. Derartige Storungen konnten auch in
Neugeborenen PHS-Patienten gefunden werden (HALL, J.G. ET AL. 1980) und fuhren dort
zu einem verringerten Wachstum. Die mit der Fehlfunktion der Hypophyse verbundenen
Stérungen (vorallem das Wachstum) konnen jedoch durch die anhaltende Gabe von
Wachstumshormonen ausgeglichen werden (GALASSO, C. ET AL. 2001). Zusétzlich zu den
bereits beschriebenen Stérungen des Chondrocranimus kann in homozygoten Gli3*%%*-
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Embryonen eine verzogerte Verschmelzung und -knécherung des Presphenoid-Knochens
gefunden werden. Dies deutet auf einen verzogerten Verschlufd des Pharynx hin und kann
als Ansatz einer Kiefer-Gaumen-Spalte gewertet werden, die auch in Gli2-Mutanten
auftritt (Mo, R. ET AL. 1997).

Neben den beobachteten Veranderungen der Schadelbasis zeigen auch andere Teile des
Skelettes Entwicklungsstorungen. Hierzu gehdrt unter anderem die Wirbelsdule, die eine
vorzeitige Mineralisierung der Wirbelkdrper und dorsalen (neuralen) Bogen sowie eine
Verschmel zung benachbarter Wirbel zeigt. Die Veranderungen erstrecken sich nicht tber
die gesamte Wirbelsiule, sondern sind auf die lumbalen Wirbel L2-L6 und sakralen S1-S3
beschrankt. Es konnten keine Verénderungen bzw. Verschmelzungen der zervikalen
Wirbel C1-C7 in homozygoten Gli3***-Tieren gefunden werden, wie sie z.B. in Zicl-
Mutanten oder homozygoten Xt>-Tieren gefunden werden konnen (ARUGA, J. ET AL.1999).
Aulerdem zeigten sich keinerlei Abnormalitéten der Ausbildung des Brustkorbes oder des
Sternums, die in Gli2”-Tieren auftreten (M 0, R. ET AL. 1997). Die in homozygoten
Gli3***-Tieren auftretenden Veranderungen gleichen sehr stark den in Pax1-Mutanten
(WALLIN, J. ET AL. 1994; WiLM, B. ET AL. 1998) beobachteten. Die Expressionsanalyse
von Paxl ergab jedoch keine Veranderung der Expression in den homozygoten
Embryonen. Weiterhin kann eine Ubereinstimmung des Phénotyps mit Gli2"- (Mo, R. ET
AL. 1997) und Bapx1™”- (LETTICE, L.A. ET AL. 1999) Méausen gefunden werden, die
zusétzlich zu dem Wirbel sdulen-Phénotyp auch Veranderungen der Schadel basisknochen
zeigen. Fur ale drei Gene wird, wéhrend der Differenzierung der sklerotomalen Zellen,
von einer Abhangigkeit ihrer Funktion von Shh, das vom Notochord sekretiert wird,
ausgegangen. Hierbei ist Bapx1 entweder in einem zu Pax1 parallelen Signalweg oder
unterhalb von Pax1 anzuordnen. Insgesamt scheint somit in homozygoten Gli3***-Tieren
die Differenzierung der sklerotomalen Zellen gestort zu sein. Diese Storung kann entweder
durch eine direkte Unterbrechung der Weiterleitung des Shh-Signals entstehen oder aber
auch erst Uber andere zwischengeschaltete Signalwege verlaufen. Als Konsequenz dieses
eventuell veranderten Signals kann es zu einer beschleunigten Differenzierung der
hypertrophen Chondrozyten und schlief3dlich zu einer vorzeitigen Mineralisierung der
Skelettelemente kommen. Eine derartige beschleunigte terminale Differenzierung der
Chondrozyten konnte auch in Sox9"-Embryonen gefunden werden, die ebenfalls eine
vorzeitige Mineralisierung des Wirbelsulen- und zusétzlich des Schadel skeletts zeigen
(BI, W. ET AL. 2001).

Neben dieser Vielzahl von kleineren Veranderungen ist die deutlichste Veranderung des
Skeletts das Auftreten einer zentralen Polydaktylie, die verbunden ist mit einer Verbiegung
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der Rohrenknochen des Zeugopods (Radius und bes. Tibia) und einer proximo-distalen
Verkirzung des gesamten Extremiatenskeletts in homozygoten Tieren. Zusétzlich zeigen
die distalen Elemente der Extremitdten im Gegensatz zur Wirbelsdule eine verzogerte
Verknocherung bzw. Mineralisierung und die am weitesten distal gelegenen Strukturen,
die N&gel, zeigen eine drastische Differenzierungsstorung. Die beobachtete Verkiirzung
der Gliedmalien entlang der proximo-distalen Achsen kann durch unterschiedliche
Faktoren in homozygoten Gli3***-Tieren hervorgerufen werden. Zum Einen wére eine
Verringerung der AER-Funktion (bei unveranderter Fgf8-Expression) wéahrend der
GliedmalRenentwicklung denkbar, so dal3 es zu einer verringerten Proliferation der
mesenchymalen Zellen in der Gliedmalien-Knospe kommt. Zusétzlich kdnnte eine
Reduktion der Zellzahl in der Gliedmal3enknospe durch vermehrte Apoptose wahrend der
Entwicklung diesen Phanotyp erklaren. Neben diesen frihen Effekten in der
Gliedmal3enentwicklung koénnten aber auch spatere Stérungen zu dem beobachteten
Phanotyp fihren. Fur die Ausbildung und das L éangenwachstum der Rohrenknochen sind
die Wachstumszonen (Epiphysen) von zentraler Bedeutung. Fur ihre normale Entwicklung
ist eine koordinierte Proliferation und Differenzierung von Chondrozyten und Osteoblasten
von enormer Bedeutung. Diese Koordination wird durch einen
Ruickkopplungsmechanismus zwischen IThh und PTHrP (parathyroid hormone-related
protein) erreicht und fuhrt zu einem fein abgestimmten Mal} an Proliferation und
Differenzierung der Chondrozyten in der Wachstumszone der Knochen (KRONENBERG,
H.M. uND CHUNG, U.2001). An dieser Regulation sind eine Vielzahl weitere Faktoren, wie
z.B. Fgfr3, beteiligt. Eine gezielte Mutation in Fgfr3 fur zu einem neonatal letalen
Zwergwuchs in Mausen mit einer starken Reduktion der Rohrenknochen, der seine
Entsprechung in der thanatophoren Dysplasie Typ Il des Menschen hat (IWATA, T. ET AL.
2000). Es kann nicht ausgeschlossen werden, daR die in homozygoten Gli3***-Tieren
beobachtete proximo-distale Verkiirzung der Rohrenknochen, ihre Verbiegung und die
verzogerte Mineralisierung der distalen Elemente der Extremitét auf eine Stérung der
durch IThh und PTHrP aufrecht erhaltenen Koordination von Proliferation und
Differenzierung von Chondrozyten und Osteoblasten zuriickzufthren ist. Es konnte also
als Folge der in das Gli3-Gen eingefiigten Mutation zu einer Verringerung der Proliferation
und einer verzogerten Differenzierung der Chondrozyten und einer verminderten Aktivitét
der Osteoblasten kommen. Die beobachtete Verbiegung der Rohrenknochen konnte die
Folge einer asymmetrischen Proliferation der Chondrozyten sein oder die Folge sekundérer
Einflusse wahrend der Embryonalentwicklung (B, W. ET AL. 2001). Die in homzygoten
Gli3***-Tieren gefundene zentrale Polydaktylie stellt eine eher ungewohnliche Form der
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Gliedmaf3enverénderung dar. Die in der Maus am haufigsten beobachtete Form der
Polydaktylie ist die praaxiale, die mit einer ektopischen Expression von Shh in der
anterioren Gliedmal3enknospe korreliert werden kann (MASUYA, H. ET AL. 1995; MASUYA,;
H. ET AL. 1997; BUSCHER, D. ET AL. 1997). Im Menschen kommt es ebenfall zu einem
verstarkten Auftreten von préaxialen Polydaktylien und einem deutlich verringerten
Auftreten von postaxialen Polydaktylien. Aufgrund von ausgedehnten
Transplantationsexperimenten im Huhn und in der Maus hat man mittlerweile eine relativ
gute Vorstellung Uber die Mechanismen, die der Entstehung von préaxialen und
postaxialen Polydaktylien zugrunde liegen. Von zentraler Bedeutung scheinen hierbei
Nicht-Gliedmal3enzellen zu sein, die angelockt werden (z.B. von Fgf4) und in die
Gliedmalen aushildenden Regionen einwandern. Hier sind sie in der Lage, unter dem
Einflud der in den Gliedmal3en vorhandenen Signalmolekilen (bes. Shh), selbst
Signalzentren und Gliedmalienstrukturen auszubilden. Dieser Ablauf wé&hrend der
Entwicklung kann zur Ausprégung einer préaxialen oder postaxialen Polydaktylie fihren
(TANAKA, M. ET AL.2000). Im Menschen und in der Maus sind dagegen zentrale
Polydaktylien bisher nur in Synpolydaktylie (SPD)- und Pallister-Hall Syndrom-Patienten
bzw. in homozygoten spdh-Ma&usen beschrieben worden. Die in homozygoten spdh-
Méausen beobachtete zentrale Polydaktylie wird durch eine Insertion von 21 bp in die
kodierende Sequenz des Hoxd13-Gens verursacht, die zu einer Verléngerung einer Alanin-
Ansammlung im Protein von 15 auf 22 fuhrt (HALL, J.G. ET AL. 1980; MANOUVRIER-
HANU, S. ET AL. 1999; GOODMAN, F.R. ET AL. 2001; JOHNSON, K.R. ET AL. 2001). Diein
homozygoten Gli3***-Tieren beobachtete zentrale Polydaktylie wird durch die gezielt
eingebrachte Mutation des Gli3-Gens und den damit verbundenen vorzeitigen
Proteinabbruch C-terminal der Zink-Finger Region verursacht. Die molekularen
Veranderungen des genetischen Programmes der Gliedmal3enentwicklung, die zu diesem
Phanotyp fihren, sind vergleichbar denen der spdh-Maus unbekannt und lassen sich mit
den zuvor beschriebenen Mechanismen der Entwicklung von Polydaktylien (TANAKA, M.
ET AL. 2000) nicht erklaren. Die Analyse der Expression verschiedener an der
GliedmaRenentwicklung beteiligter Gene (Ubersicht bei CoHN, M.J. UND TICKLE, C. 1996;
JoHNSON, R.L. uND TABIN, C.J. 1997; ScHWABE, JW.R. ET AL. 1998; VoGT, T.F. UND
DuBOULE, D. 1999 sowie PIZETTE, S. UND NISWANDER, L. 1999; ZUNIGA, A. ET AL. 1999;
DRrossoPouLOU, G. ET AL. 2000; CHARITE, J. ET AL. 2000; FERNANDEZ-TERAN, M. ET AL.
2000) in homozygoten Gli3***-Embryonen konnte keinen AufschluB tber die molekularen
Veranderungen geben, die zu der zentralen Polydaktylie fiihren. So wurde zunéchst die
Musterbildung entlang der A/P-Achse der Gliedmal3enknospe untersucht, die fur die
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Ausbildung der korrekten Anzahl und Morphologie der spateren Finger entscheidend ist.
Die Analyse der Shh Expression, die mit der ZPA-Aktivitét kolokalisiert und bei
ektopischer Expression zu einer Reorganisation der Musterbildung und zur Polydaktylie
fuhrt, ergab keine Veranderungen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen. In diesem
Zusammenhang wurde ebenfalls die Expression von dHAND untersucht. dHAND scheint
fur die Etablierung der A/P-Achse von grof3er Bedeutung zu sein und wirkt oberhalb von
Shh aktivierend auf die Expression von Shh, 5‘Hoxd-Genen und Bmp2. Auch hier konnte
keine Verédnderung der Expression gefunden werden. Zusétzlich zu der Analyse der
Expression dieser beiden fur die Musterbildung entlang der A/P-Achse wichtigen Gene
wurde auch die Expression des als Vermittler der Shh-Signalaktivitdt geltenden Gli-
Familienmitgliedes Glil untersucht. Hier zeigte sich nur in den Vordergliedmalien von
Gli3*%%9*%°_Embryonen (E 11,5) eine Verringerung der Expression im Vergleich zu
Vordergliedmal3en von Wildtyp-Embryonen. Weiterhin wurde die Expression von Bmp4
untersucht, das dynamisch wahrend der Gliedmalienentwicklung exprimiert ist und in
frihen Stadien in der AER und dem Mesenchym und spéater besonders im interdigitalen
Mesenchym zu finden ist. Neben einer Funktion wahrend der Musterbildung kann von
einer weiteren Funktion wahrend der Chondrogenese und dem programmierten Zelltod
(Apoptose) ausgegangen werden. Zusétzlich wurde die Expression von Msx2 untersucht,
das ein Zielgen und Signalvermittler von Bmp4 darstellt. Diese Untersuchungen ergaben
jedoch keine offensichtlichen Verédnderungen in der Expression der beiden Gene in
homozygoten Gli3***-Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen. Neben der frihen
Musterbildung in der Gliedmal3enknospe wurde auch die Umsetzung der positionellen
Informationen wéhrend der Gliedmal3enmorphogenese (Differenzierung) untersucht.
Exemplarisch wurde die Expression von Hoxd-13 untersucht, das als 5'-Mitglied der
HoxD-Gene sowie als Hox-13 Paraloges in der distalen Extremitét an der Spezifizierung
des Autopods beteiligt sind. Es ergaben sich allerdings keine Veranderungen der Hoxd-13
Expression in Gli3**¥**®-Embryonen im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen.

Zusammenfassend muB festgestellt werden, daR in GIi3**¥***-Embryonen keine
Expressionsverdnderungen von Genen festgestellt werden kann, die wichtig sind fir die
Musterbildung entlang der A/P-Achse. Die beobachtete Verringerung der Glil-Expression
in den VordergliedmaRen von Gli3*****-Embryonen kann nur schwer mit der
auftretenden zentralen Polydaktylie korreliert werden. Ausgehend von der in
Mausmutanten mit einer prdaxialen Polydaktylie beschriebenen ektopischen Shh-
Expression, die mit einer ektopischen Expression von Glil und schliefdlich einer
Aktivierung des Shh-Signalwegs verbundenen ist (MASUYA; H. ET AL. 1997; BUSCHER, D.
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ET AL. 1997), mlf3te es hier somit zu einer Verringerung der Shh-Aktivitdt kommen. Da
das Auftreten einer Polydaktylie aber in der Regel mit einer Fehlexpression von Shh und
einer Zunahme der Shh-Aktivitét korreliert ist, ist die Relevanz der gefundenen
verringerten Glil-Expression unklar. Unterstitzt wird dieses noch durch die Befunde in
Gli1"-M&usen, die keinerlei GliedmaRen-Phénotyp aufweisen (PARK, H. ET AL. 2000), so
dal? Gli1 wahrscheinlich wahrend der Gliedmal3enentwicklung nicht fir die Weiterleitung
des morphogenen Shh-Signals notwendig ist. Weiterhin konnten keine Veranderungen in
der Expression anderer fr die Gliedmal3enentwicklung wichtiger Gene festgestellt werden.
Die auftretende zentrale Polydaktylie in Gli3*%9“**-Tieren kann somit entweder durch eine
so geringe Veranderung in der RNA-Expression einzelner oder mehrerer Gene verursacht
werden, dal3 diese nicht durch die hier eingesetzte ,, Whole mount” in situ-Hybridisierung
nachweisbar ist (die in Xt-Tieren auftretende ektopische Shh-Expression |8t sich nur in
homozygoten Embryonen nachweisen, jedoch nicht in heterozygoten, die ebenfalls eine
praaxiale Polydaktylie zeigen; MASUYA; H. ET AL. 1997; BUSCHER, D. ET AL. 1997), oder
es findet eine Beeinflussung der ablaufenden Signalwege auf der Ebene der Proteine statt.
Als weitere Moglichkeit konnen aber auch andere Faktoren der Fgf- (z.B. Fgf4), Bmp-
(z.B. Bmp2; 6 oder 7) oder Hh-Familie zur Ausbildung der zentralen Polydaktylie
beitragen. Besonders interessant ware hier Ihh, da bereits gezeigt worden ist, dal3 es
ahnlich Shh eine polarisierende Aktivitat besitzt und eine ektopische Expression zur
Ausbildung einer préaxialen Polydaktylie fuhren kann (HAYES, C. ET AL. 1998; YANG, Y.
ET AL. 1998). Ausgehend von den molekularen Analysen des Gliedmal3en-Phanotyps ist
somit die Auswirkung des C-terminal verkurtzten Gli3-Proteins auf das genetische
Netzwerk der Gliedmal3enentwicklung zur Zeit unklar.

Im Zusammenhang mit der in homozygoten Gli3***-Embryonen beobachteten Syndaktylie
konnte als Ursache eine Verringerung des interdigitalen Zelltods gefunden werden. Der
Ausldser fur die deutliche Reduktion der Apoptose, die im interdigitalen Mesenchym von
grofRer Wichtigkeit fur die Separation und Ausformung der sich entwickelnden Finger ist
(Ubersicht bei CHEN, Y. UND ZHAO, X. 1998), ist jedoch unklar. Bisher ist noch keine
Funktion von Gli3 in der Regulation von Apoptose und besonders des programmierten
Zelltods wahrend der Gliedmal3enentwicklung beschrieben worden. Eine erste Analyse der
Expression von Bmp4 und Msx2, die beide eine wichtige Funktion in der Induktion und
Regulation des programmierten Zelltods in der sich entwickelnden Extremitét haben, ergab
keine Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen.
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4.4 Die Untersuchung der Gli3**9*"-Tiere

Die Untersuchung der Gli3***¥*“-Tiere zeigte, daR diese einen imperforierten Anus und
eine praaxiale Polydaktylie aufweisen. Dartber hinausgehend konnten die in homozygoten
Gli3***-Tieren beobachteten schweren Entwicklungsstérungen weder in Gli3****“- noch
in Gli3*"*“-Tieren gefunden werden. Hieraus ergibt sich, daf? die beobachteten schweren
Entwicklungsstérungen spezifisch fur das Gli3***-Allel sind und dai? das Gli3*"-Allel
dominant tber das Gli3***-Allel ist. Diese Dominanz wird allerdings durch das Auftreten
des imperforierten Anus durchbrochen, der sonst nur in homozygoten Gli3***-Tieren
auftritt. Gleichzeitig kann aus diesen Analysen geschlossen werden, dal3 die Auspragung
der in homozygoten Gli3***-M&usen beobachteten Entwicklungsstérungen nur durch eine
Uber einem Schwellenwert liegende Menge an mutiertem Gli3-Protein hervorgerufen
werden konnen. Das heifdt, dai’ es nicht ausreichend ist das Verhaltnis zwischen Wildtyp-
und Gli3***-Protein zugunsten des mutierten Proteins zu verschieben, indem man ein
Gli3***-Allel mit einem Null (GIli3*")-Allel kombiniert, um die beobachteten
phanotypischen Verédnderungen hervorzurufen. Vielmehr darf zum Einen kein Wildtyp-
Protein mehr in den Zellen vorliegen und es muB von beiden Gli3***-Allelen das mutierte
Protein gebildet werden. Erst in dieser Situation ist gentigend Gli3***-Protein in den Zellen
vorhanden, um negativ auf die Entwicklung einzuwirken. Die Qualitét und die Quantitat
des gebildeten Gli3-Proteins sind somit entscheidend fur den beobachteten Phanotyp. Trotz
der Abhangigkeit des beobachteten Phanotyps vom Vorhandensein beider mutierter Gli3-
Allele in den Tieren, handelt es sich nicht um ein rezessives Gli3-Allel, da die
heterozygoten Gli3***-Tiere einen GliedmalRenphanotyp zeigen.

4.5 Die Gli3**®8%_Mausmutante als Modell fur das Pallister-Hall Syndrom

Die in homozygoten Gli3***-Mausen beobachteten phanotypischen Veranderungen, sowie
die Betrachtung des in Tabelle 10 dargestellten Vergleiches der in homozygoten Gli3***-
Tieren und Pallister-Hall Syndrom-Patienten gefundenen Entwicklungsstérungen
verdeutlichen, dal3 es sich bei diesen Tieren um ein Mausmodell (Phénokopie) des im
Menschen beschriebenen Syndroms handelt. Es finden sich in allen Hauptmerkmalen des
Pallister-Hall Syndromes Ubereinstimmungen zwischen den beschriebenen Patienten, die
haufig nur Teilaspekte oder stark abgeschwéachte Ausprdgungen des gesamten
phanotypischen Spektrums (Ubersicht bei Hall, J.G et al. 1980; BIESECKER, L.G. UND
GRAHAM, JM. JrR. 1996) zeigen, und der homozygoten Gli3**-Mausmutante. Eine
Ausnahme hiervon bildet allerdings das Auftreten von hypothalamischen Hamartomen, die
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in PHS-Patienten jedoch nicht in homozygoten Gli3***-Tieren gefunden werden konnen.
Der hier beobachtete Unterschied im Auftreten eines embryonalen Tumors zwischen
Mensch und Maus ist jedoch nicht ungewohnlich. Zwischen den zwei Spezies bestehen
deutliche Unterschiede in den der Tumorentwicklung zugrunde liegenden Mechanismen.
Neben den unterschiedlichen Eigenschaften und Fahigkeiten der embryonalen Tumor-
Stammzellen in den beiden Spezies spielt vorallem der genetische Hintergrund eine
entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung bzw. bel der —suszeptibilitét (PErRA, M.F. ET
AL. 1990; BALMAIN, A. UND NAGASE, H. 1998).

Eine weitere Auffaligkeit ist, dald die in der Maus beobachteten Entwicklungsstorungen
nur im homozygoten Zustand des Gli3***-Allels auftreten, wohingegen beim Menschen
aufgrund der Stammbaum-Analysen der familidren PHS-Féllen davon ausgegangen wird,
dal? es sich um ein autosomal dominat vererbtes Syndrom mit einer heterozygoten
Mutation in GLI3 handelt (KANG, S. ET AL. 1997; MIM 146510). Bisher konnte jedoch
nicht einwandfrei gezeigt werden, dal? in den untersuchten PHS-Patienten neben dem
GLI3™S-Allel ein Wildtyp-Allel vorliegt. Trotz dieser Unsicherheiten iber den Status der
GLI3-Mutationen im Menschen stellt die hier gemachte Beobachtung keine Besonderheit
dar. Derartige Unterschiede im Genotyp zwischen Mensch und Maus sind bereits fir eine
Vielzahl von Mausmutanten, die Tiermodelle fir menschliche Fehlbildungserkrankungen
darstellen, beschrieben worden. Derartige Dosis-Sensitivitdten, die eine Phanokopie der
jeweiligen im heterozygoten Zustand auftretenden menschlichen Fehlbildungserkrankung
nur im homozygoten Zustand der Mausmutation erlauben, konnten z.B. fir GATA3 (LiMm,
K.C. ET AL. 2000), Lmx1b (CHEN, H. ET AL. 1998), Msx2 (SATOKATA, |. ET AL. 2000),
Pax9 (PETERS, H. ET AL 1998; SCHUFFENHAUSER, S. ET AL. 1999) und Thx1 (JEROME, L.A.
UND PAPAIOANNOU, V.E. 2001) gefunden werden. Zusétzlich dazu sind aber auch
Mutationen beschrieben, die im heterozygoten bzw. homozygoten Zustand in der Maus zu
deutlich schwereren phanotypischen Veranderungen fiihren als im vergleichbaren Genotyp
des Menschen (z.B. HIbx9; HAGAN, D.M. ET AL. 2000 und Sox9; Bi, W. ET AL. 2001).
Derartige Befunde lassen sich zum Einen durch den Einfluf3 des genetischen Hintergrundes
in der Maus erklaren (siehe oben). Neben dem starken Einfluld des genetischen
Hintergrundes, missen aber auch noch andere Grunde fur die beobachteten Unterschiede
der Phanotypen zwischen Mensch und Maus in Betracht gezogen werden. Hierzu gehéren
z.B. die Redundanz oder Veranderungen biochemischer Synthese- oder Abbauwege, die
Veranderung oder sogar das Fehlen bestimmter wahrend der Embryonalentwicklung
ablaufender Prozesse oder Signalwege und die im Vergleich zum Menschen kurze
L ebenserwartung der Maus (Ubersicht bei WYNSHAW-BORIS, A. 1996). Zusitzlich kénnen
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noch Unterschiede im Expressionsmuster entwicklungsrelevanter Gene wahrend der
Entwicklung einen entscheidenden Einflul3 auf den im Menschen und der Maus
beobachteten Phénotyp haben. Hierbei kann es wie z.B. bei WNT7A/Wnt7a, das als
hochkonserviertes Gen mit entscheidenden Funktionen wahrend der friihen Entwicklung
angesehen wird, zu deutlichen zeitlichen wie auch rdaumlichen Unterschieden in der
Expression wahrend der Embryonal entwicklung kommen (FOUGEROUSSE, F. ET AL. 2000).
Neben den Unterschieden in der zeitlichen und, durch anatomische Unterschiede
verursachten, raumlichen Entwicklung der einzelnen betroffenen Strukturen kann dieses
beobachtete veranderte Expressionsverhalten aber auch auf eine funktionale Differenz der
Gene wahrend der Embryonalentwicklung zwischen Mensch und Maus hindeuten
(FOUGEROUSSE, F. ET AL. 2000). Aufgrund dieser Faktoren erscheint der in Gli3***-
Méausen und PHS-Patienten beobachtete Unterschied nicht von grofl3erer Bedeutung zu
sein. Insgesamt ist es eher positiv zu bewerten und von zunehmendem Interesse nicht nur
die Gemeinsamkeiten, sondern auch die Unterschiede zwischen Mensch und Maus zu
untersuchen. Hierdurch bietet sich die Mdglichkeit den evolutionaren Einfluld auf die
Genfunktion wahrend der normalen Entwicklung zu hinterfragen und modifizierende Gene
zu identifizieren und zu charakterisieren, um ihre Bedeutung fur die normale Entwicklung
zu analysieren.

In diesem Zusammenhang muR erwahnt werden, daR die in den homozygoten Gli3*%*-
Tieren auftretenden phanotypischen Veranderungen alle ihren Ursprung in einem ES-
Zellklon und einer davon abgeleiteten Keimbahn-Transmission aufweisenden chimaren
Maus haben. Es mul3 hier somit eingeraumt werden, daf die beobachteten
Entwicklungsstorungen spezifisch fur diesen verwendeten gezielt manipulierten Klon sein
konnen. Diese Klon-Spezifitdt kann aufgrund des Fehlens einer zweiten unabhéngigen
Mauslinie, die denselben Phanotyp zeigt, nicht ausgeschlossen werden. Als mogliche
Ursachen fiur die hier beobachteten Veranderungen koénnte eine zusétzliche zweite
unabhangige Mutation angefhrt werden oder eine Beeinflussung benachbarter Gene durch
die Mutation. Da der beobachtete Phanotyp in den homozygoten Tieren stabil auftritt, kann
nicht von einer zusétzlichen Mutation auf einem anderen Chromosom ausgegangen
werden, da diese Mutation im Verlauf der Analysen herausgekreuzt worden ware. Das
Vorhandensein einer eng gekoppelten Mutation kann jedoch nur durch weitere
Rickreuzungen ausgeschlossen werden (congener Stamm). Weiterhin wird die Etablierung
der GligmPHsneofiox. pzyy, GligmPA =l Mauslinien endgiltigen AufschluRR tiber die
Korrelation des hier beobachteten Phanotyps mit der vorliegenden Mutation im Gli3-Gen
geben.
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Dadie hier etablierte Gli3***-Mauslinie aber eine sehr gute Phanokopie des im Menschen
beobachteten Pallister-Hall Syndroms darstellt, kdnnen die Einwéande als nicht
schwerwiegend angesehen werden. Die Mauslinie kann als das Hilfsmittel angesehen
werden, dald erforderlich ist, um die molekularen Veranderungen verschiedener
Signalwege und genetischer Netzwerke, die zu den beobachteten Entwicklungsstérungen
fuhren zu analysieren und die normale Genfunktion von Gli3 wéahrend der Entwicklung zu
verstehen. AuRerdem stellt die Gli3***-Mausmutante ein wertvolles Werkzeug dar, das
zum Verstandnis der Pathomechanismen und der Pathophysiologie des Pallister-Hall
Syndroms beitragen kann.

4.6 Das Gli3***-Protein und seine Funktion

Aufgrund der durchgefiihrten Analysen der in homozygoten Gli3***-Tieren gefundenen
Entwicklungsstérungen, kann davon ausgegangen werden, dal3 es sich bei der gezielt
eingebrachten Mutation, die zu einer C-terminalen Verkirzung des Gli3-Proteins distal der
Zink-Finger Region fuhrt, um eine Zugewinn-Mutation handelt. Durch die Mutation wird
aus dem Wildtyp-Protein ein potenter Repressor, der im Gegensatz zum normalen Gli3-
Protein auf eine Vielzahl von Entwicklungsprozessen negativ einwirkt. Dieser Befund
stellt eine Ubereinstimmung mit der in Drosophila beschriebenen Prozessierung von Ci
dar, das ebenfalls als C-termina verkirztes Protein in der Zellen als Repressor fungiert
(siehe 1.1). Die Annahme, daR? es sich bei dem GIli3***-Protein um einen potenten
Repressor handelt wird durch die beobachteten Phanotypen, die vergleichende
Untersuchung der homozygoten Gli3**%-, GIli3**¥*Y- und Gli3*"**-Tiere und die bereitsin
der Literatur beschriebenen in vitro Daten unterstiitzt.

Die Untersuchung der phénotypischen Veranderungen in homozygoten Gli3***-Tieren
zeigt, daB Gli3*** einen deutlichen negativen EinfluR auf die Entwicklung der jeweils
betroffenen Struktur austibt. Am Beispiel des Gastrointestinaltrakts zeigt sich, dal3 die
gefundenen Veranderungen dem zuvor beschriebenen Phanotyp der 1hh"-Mutation, daid
zusammen oder parallel zu Shh wichtig ist fur die Musterbildung bzw. Differenzierung des
Gastrointestinaltrakts (RAMALHO-SANTOS, M. ET AL. 2001), entspricht. Das Gli3***-
Protein verursacht hier eine effiziente Unterbrechung der erforderlichen Signalwege und
fuhrt zur Entwicklung der beobachteten schweren Stérungen der Morphologie des
Gastrointestinaltrakts. Dal3 es sich hierbel nicht nur einfach um den Verlust der normalen
Gli3-Funktion handeln kann, die zur Auspragung der schweren Entwicklungsstérungen
fuhrt, sondern um eine Verstarkung einer vorhandenen (oder durch die Mutation neu
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hinzugekommenen) Gli3-Repressorfunktion handelt, wird durch die Untersuchung der
homozygoten Xt-Mause deutlich. In diesen kommt es durch die Gli3-Mutation zu einem
vollstandigen Funktionsverlust des Gli3-Proteins. Dennoch entwickeln diese Tiere im
Wesentlichen nur eine praaxiale Polydaktylie und Stérungen der Entwicklung des ZNS.
Dariiber hinausgehend koénnen keine der in homozygoten Gli3***-Tieren beobachteten
schwerwiegenden Entwicklungsstérungen gefunden werden.

Zusétzlich zu diesen in vivo Daten sprechen auch eine ganze Reihe von in vitro Daten fir
eine starke Repressoraktivitét des in Gli3***-Tieren gebildeten Proteins. Die Verwendung
von Grundplatten- und Neuronen-Induktionsexperimenten im Frosch konnte zeigen, dal3
C-terminal verkirzte Gli3-Formen als starke Antagonisten wirken und die C-terminalen
Sequenzen fir positive induzierende Eigenschaften und die zytoplasmatische Lokalisation
des Proteins benotigt werden. Im Gegensatz dazu sind N-terminale Sequenzen fir eine
nukleére Lokalisation und dominat-negative Funktionen verantwortlich (Ruiz 1 ALTABA,
A. 1999). Weiterhin zeigte diese Analyse eine Kontext-abhéngige Funktion von Gli3, die
teilweise in Abhangigkeit vom Gewebe aktivierend wie auch reprimierend sein kann.
Ansétze dieser Umgebungs-abhangigen Funktion von Gli3 konnen auch aufgrund der
Untersuchungen in Gli3***-Tieren vermutet werden. Weitere Experimente mit GLI3 im
Zellkultursystem (DAlI, P. ET AL. 1999; KALFF-SUSKE, M. ET AL. 1999) deuten auf eine
Repressor-Doméane N-terminal der Zink-Finger Region und eine transaktivierende und
CBP-bindende Region sowie zwei weitere transaktivierende Domanen distal der Zink-
Finger Region hin. Auf3erdem befindet sich in dieser Region des GL13-Proteins noch eine
fur die Proteinprozessierung erforderliche Region und die Konsensus-PKA-
Phosphorylierungsstellen, die fir eine eventuelle Prozessierung notwendig sind (WANG, B.
ET AL. 2000).

Durch die hier vorliegende gezielt in das Gli3-Gen eingefiigte Mutation kommt es
demnach zu einer Deletion der transaktivierenden Doménen und zu einem Verlust der
CBP-interagierenden Doméane, so da im Gli3***-Protein nur die Repressor-Doméane und
die Zink-Finger erhalten bleiben. Insgesamt kann somit davon ausgegangen werden, daf3
das Gli3***-Protein ein starker Repressor ist. Die weiteren morphologischen und
molekularen Untersuchungen der Gli3***-Méause kénnen zur Aufklarung der Funktion
eines unter normalen Bedingungen durch Prozessierung entstehenden C-terminal
verkurzten Gli3-Proteins wahrend der normalen Entwicklung beitragen. Die Gli3**®-
Mutante bietet sich hierfiir besonders an, da hier keine Uberlagerung der Funktion des C-
terminal verkurzten Proteins durch andere Gli3-Proteinformen (Gesamtlangenprotein)
vorliegt.
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5 Zusammenfassung

Gli-Proteine agieren als der letzte bekannte Schritt des Shh-Signalweges. Sie sind an der
Determinierung und Proliferation sowie der Musterbildung einer Vielzahl von Zellen und
Organen beteiligt. Ihre Fehlfunktion ist mit verschiedenen Erkrankungen einschlief3ich der
Tumorentstehung verbunden.

Gli3 nimmt unter den Mitglieder eine besondere Stellung ein. In der Maus sind vier
allelische phanotypisch &hnliche Mutanten beschrieben, die durch das Auftreten einer
préaxialen Polydaktylie und Stérungen der Entwicklung des ZNS charakterisiert sind. Im
Menschen sind 25 Mutationen in GLI3 bekannt, die zu vier verschiedenen phanotypischen
Auspragungen fuhren. Hierunter sind zwei schwere Fehlbildungssyndrome (GCPS, MIM
175700 und PHS, MIM 146510) und zwei Fehlbildungserkrankungen mit isolierten
Gliedmal3en-Phanotypen (PPDIV, MIM 174700 und PAP-A bzw -A/B, MIM 174200) zu
finden. In allen vier mit GLI3 assoziierten Erkrankungen kommt es zu einem Auftreten
einer Polydaktylie, diese zeigen jedoch deutliche qualitative Unterschiede (praaxial,
zentral, postaxial). Um die zugrunde liegenden molekularen Veranderungen , die durch
Mutationen in GIli3 zur Ausbildung von unterschiedlichen Polydaktylie-Formen in vier
verschiedenen Fehlbildungserkrankungen fihren, zu untersuchen, wurden zwei der im
Menschen identifizierten Mutationen und eine zwischen diesen liegende durch homologe
Rekombination in embryonale Stammzellen der Maus in das Gli3-Gen eingefiigt. Neben
der Etablierung der embryonalen Stammzellen, die die Leserastermutation 2194delA
(PHS) bzw. 2463delG (PAP-A) tragen, konnte eine Mausmutante mit einer gezielten
Veranderung des Gli3-Gens erhalten werden. In den Tieren dieser Mauslinie kommt es
durch die gezielte Manipulation von Gli3 (Pos. 2402) zur Ausbildung eines fir 699
Aminosauren kodierenden Transkripts. Das hieraus abgeleitete Protein weist eine distal der
Zink-Finger gelegene C-terminale Verkirzung auf, die zur Deletion der transaktivierenden
Domaénen und der CBP-interagierenden Domane fihrt und die Zink-Finger Region sowie
eine N-terminale Repressor-Doméne im Protein belalt. Durch die Gli3**-Mutation
kommt es zu schweren Stérungen der Embryonalentwicklung in den Mausen und zur
Manifestation einer Polyphanie. Die Tiere zeigen im heterozygoten Zustand mit geringer
Frequenz die Bildung einer postaxialen Polydaktylie. Die homozygoten Gli3***-Tiere sind
neonatal letal und weisen neben einer zentralen Polydaktylie eine Syndaktylie und eine
deutliche proximo-distale Verktirzung der Gliedmal3en sowie eine Dysplasie der Nagel auf.
Zusétzlich zu den Fehlbildungen des Extremitatenskeletts treten weitere schwere
Entwicklungsstérungen auf. So ist in diesen Tieren die Entwicklung der Wirbelsaule, der
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Schadelbasis, des Kehlkopfes, des Anus und des Gastrointestinaltrakts sowie der Nieren
und Nebennieren durch die Mutation betroffen.

Die genaue Betrachtung der in den homozygoten Gli3***-Tieren gefundenen
Entwicklungsstorungen verdeutlicht, dal3 es sich bei dieser Mutation um eine Zugewinn-
Mutation handelt und dal3 das entstehende Protein als ein potenter Repressor auf eine
Vielzahl von wichtigen Entwicklungsprozessen einwirkt. Weiterhin ergibt sich aus dem
Vergleich der beschriebenen Entwicklungsstérungen, daR die Gli3***-Mausmutante ein
Mausmodell fur das menschliche Pallister-Hall Syndrom darstellt.
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