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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Entwicklungsbiologie

Die Entwicklungsbiologie analysiert die Prozesse, durch die Organismen heranreifen und sich
fortlaufend entwickeln. Die Entwicklung eines Organismus beginnt mit der Befruchtung und
endet mit dem Tod. Ein groBes Teilgebiet der Entwicklungsbiologie ist die Embryologie, die
sich mit den Entwicklungvorgéngen von einer einzelnen befruchteten Eizelle bis zur Geburt
eines komplexen, multizelluldren Organismus befasst. Die genetischen und molekularen
Ereignisse, die den zahlreichen Entwicklungsprozessen zu Grunde liegen, kdnnen mit Hilfe
verschiedener Modellorganismen erforscht werden. Die Verwendung des einzelnen
Modellorganismus ist dabei abhdngig von der jeweiligen Fragestellung, da jeder
Modellorganismus seine eigenen Vorteile besitzt. Aufgrund ihres relativ kleinen Genoms und
der Verfiigbarkeit vieler Mutanten eignet sich fiir genetische Studien besonders die Taufliege
(Drosophila melanogaster). Sie besitzt aulerdem eine kurze Generationszeit und ist in der
Haltung unkompliziert. Die groBen Amphibieneier des glatten Krallenfrosches (Xenopus
laevis) sind fiir experimentelle Eingriffe bestens geeignet. Sie sind duflerst widerstandsfahig
und kaum anfillig fiir Infektionen nach mikrochirurgischen Eingriffen. Zudem ist es durch
den Einsatz des menschlichen Hormons Choriongonadotropin einfach an befruchtete Eier
heranzukommen, die sich darauthin in normalem Leitungswasser entwickeln. Weil das
Genom der Maus (Mus musculus) mit dem des Menschen zu 99% iibereinstimmt, wird die
Maus héufig als Modellorganismus zur Erforschung von humanen Entwicklungsvorgingen
eingesetzt. An der Maus konnen sowohl klassische genetische Experimente durchgefiihrt
werden, als auch durch genetische Verdnderungen bestimmte Mutanten generiert werden. Die
Embryonalentwicklung von Vogeln und Sdugern ist im Allgemeinen sehr &hnlich. Da die
Embryonen des Huhns (Gallus Gallus) durch die Verfiigbarkeit von Bruteiern leicht zu
beschaffen sind und durch die extrauterine Entwicklung mikrochirurgische Eingriffe gut
durchgefiihrt werden konnen, stellen sie eine wertvolle Ergdnzung zu Untersuchungen an
Maiuseembryonen dar (Capecchi, 1989 a, b; Wolpert, 1999; Pekarik, 2002; Stern, 2004;
Tickle, 2004).
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Anhand solcher Modellorganismen wird die genetische Kontrolle, der an der
Embryonalentwicklung beteiligten Prozesse, wie Proliferation, Differenzierung und
Spezifizierung zu verschiedenen Zelltypen und Organen, analysiert. Die Entwicklung ist ein
progressiver Prozess und das Schicksal einer jeden Zelle wird zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in der Entwicklung durch die Aktivierung verschiedener Gene determiniert. Eine
Zelle verdndert wihrend der Entwicklung ihr Genexpressionsmuster, ihre Form, ihre
Proliferationsgeschwindigkeit, das Wanderungsverhalten und die Signale, die sie erzeugt und
auf die sie reagiert (Wolpert, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige dieser

Entwicklungsprozesse in einer ausgewahlten Mausmutante analysiert.

1.2 Die murine Embryonalentwicklung

Die Embryonalentwicklung der Maus dauert von der Befruchtung der Eizelle bis zur Geburt
etwa 18 bis 19 Tage. Zu Beginn entsteht bei der Befruchtung eine diploide Zygote. Diese
Zygote durchlduft eine Reithe von Furchungsteilungen, wobei durch aufeinanderfolgende
Teilungen, ohne Grofenzunahme der Zygote, die Zellzahl erhoht wird. Die daraus
entstandene Blastozyste, besteht aus einer &uBleren Zellgruppe, aus der sich die
Plazentaanteile entwickeln (Trophoblast), und der inneren Zellmasse, aus der sich der Embryo
entwickeln wird. Am Embryonaltag 6.5 (E6.5) setzt mit der Bildung des Primitivstreifens die
Gastrulation ein. Wahrend der Gastrulation entstehen durch das Einwandern von Zellen die
drei Keimblatter, Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. Aus diesen gehen alle zukiinftigen
Gewebe des sich entwickelnden Embryos hervor. Etwa zeitgleich beginnt durch die
Neurulation die Entwicklung des Neuralrohres, die Anlage des spéteren
Zentralnervensystems. Parallel teilt sich das kiinftige Somitenmesoderm in block-artige
Strukturen auf, die schlieBlich paarig neben dem Neuralrohr liegen. Die Somiten bestehen aus
dem Myotom, aus dem spéiter die Skelettmuskulatur hervorgeht, dem Dermatom, aus dem
sich die Dermis entwickelt und dem Sklerotom, aus dem die Wirbelkérper und Rippen
entstehen. Neun Tage nach der Befruchtung ist die Gastrulation beendet, der Kopf zeichnet
sich deutlich ab, die VordergliedmalBBen beginnen sich zu entwickeln und die Organogenese

beginnt (Wolpert et al., 1999).
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Dabei ist die induzierende Wechselwirkung und Kommunikation zwischen den einzelnen
Zellen und Geweben ein wichtiger Prozess, der an der Bestimmung des Zellschicksals
beteiligt ist (Wolpert, 1999). Es existieren eine Reihe von Signalmolekiilen und
Transduktionskaskaden, welche die Wachstums- und Musterbildungsprozessen wéhrend der
Embryonalentwicklung der Maus regulieren.

In den folgenden Abschnitten werden bestimmte Signalmolekiile und deren Signalwege
ausfiihrlicher beschrieben. Im Anschluss daran werden anhand der spezifischen Entwicklung
des Skeletts, der GliedmaBlen und der Lunge die komplexen Funktionen dieser

Signalmolekiile wiahrend der Entwicklung verdeutlicht.

1.3 Essentielle Signalmolekiile fiir die Embryonalentwicklung

Die Wechselwirkungen und Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen und Geweben
zur Anlage eines dreidimensionalen Musters im Embryo werden u.a. durch sekretierte
Signalproteine reguliert. Es existiert eine Vielzahl an solchen Signalproteinen, die
verschiedenen evolutiondr konservierten Familien angehdren, wie zum Beispiel den
Hedgehogs (Hhs), den Fibroblast growth factors (Fgfs), der Superfamilie der Transforming
growth factors-f3 (Tgf-Bs), einschlieBlich der Bone morphogenic proteins (Bmps), den Wnt-
und den Hox-Proteinen (Dunn et al., 1997). Auf die Art und Weise, wie diese Signalproteine
die Embryonalentwicklung regulieren, wird in den ndchsten Abschnitten detaillierter

eingegangen.

1.3.1 Die Hedgehog (Hh)-Proteine

Sekretionsmolekiile, welche durch die Hh-Genfamilie kodiert werden, sind Schliisselsignale
in der Wachstumsregulation und Musterbildung der Embryonalentwicklung von Vertebraten
und Invertebraten (Ingham und McMahon, 2001; Lum und Beachy, 2004; Hooper und Scott,
2005). Entdeckt wurde hedgehog 1980 bei der Suche nach Segmentpolarititsgenen in
Drosophila (Nisslein-Volhard und Wieschaus, 1980). In den Vertebraten sind drei Homologe
des Drosophila hedgehog Gens bekannt: Sonic hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh) und
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Indian hedgehog (Ihh). Das Dhh-Protein wird in den Hoden exprimiert und spielt eine
wichtige Rolle in der Spermatogenese. Ihh wird im Darm und Knorpelgewebe exprimiert und
hat eine Funktion im postnatalen Knochenwachstum (Bitgood und McMahon, 1995; Bitgood
et al., 1996). Im Gegensatz dazu, wird das Shh-Protein {iberwiegend in embryonalen
Geweben exprimiert und Ubernimmt dort eine Vielzahl an Funktionen in der
Embryonalentwicklung. Es ist unter anderem verantwortlich fiir die Musterbildung des
Neuralrohrs, der Somiten und der GliedmaBlen (Yamada et al., 1993; Fan und Tessier-
Lavigne, 1994; Johnson et al., 1994; Johnson und Tabin, 1997; Tickle, 2003). Die Hh-
Proteine agieren wu.a. als Morphogen, eine Fahigkeit die besonders in der
GliedmaBenentwicklung der Vertebraten deutlich wird in der durch einen Shh-Gradienten die
Positionsinformation entlang der antero-posterioren Achse der GliedmaB3enknospe spezifiziert

wird (Johnson und Tabin, 1997; Tickle 2003).

1.3.1.1 Posttranslationale Modifikation von Shh

Bevor das Shh-Signalprotein in den diversen Prozessen der Embryonalentwicklung agieren
kann, ist eine Aktivierung des Proteins durch Lipid-Modifikationen notwendig (Cooper et al.,
1998; Incardona et al., 2000; Lewis et al., 2001; Porter et al., 1996b). Das aktive Shh-Protein
ist mit einem Cholesterolrest am C-Terminus und einem N-terminalen Palmitat doppelt Lipid-
modifiziert (Porter et al., 1996; Pepinsky et al., 1998).

Das Cholesterol wird wéhrend einer intramolekularen Spaltungsreaktion, die durch das
carboxy-terminale Ende des Shh-Vorlaufers katalysiert wird, an den C-Terminus gebunden
(Porter et al., 1996b) und ist an der Funktion, der Sekretion und der Rezeptorinteraktion des
Shh-Proteins beteiligt. Die Palmitoylierung des Shh-Proteins wird durch Skinny hedgehog
(Ski), eine Acetyltransferase, katalysiert (Chamoun et al., 2001; Lee und Treisman, 2001).
Dass diese Modifikationen fiir die Funktion des Shh-Proteins essentiell sind, konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden. Die Inhibition der Cholesterol-Biosynthese durch
chemische Inhibitoren fithrt zu  Stérungen des Shh-Signals und anomaler
Embryonalentwicklung (Gofflot et al., 2001, 2003). AuBBerdem weisen Mausembryonen, die
ausschlieBlich Shh mit fehlender Palmitoylierung exprimieren (Shh®**®), eine signifikant

reduzierte Musterbildung im Neuralrohr und den GliedmaBen auf (Chen et al., 2004).
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1.3.1.2 Der Shh-Signalweg

In Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass das aktive Shh-Protein durch die
Lipid-Modifikationen fest mit der Zellmembran verbunden ist (Porter et al., 1996b; Bumcrot
et al., 1995). Aufgrund der hydrophoben Natur der Cholesterol-Modifikation wird die
Funktion des Transmembranproteins Dispatched (Disp) bendtigt, um Shh vom Ort der
Synthese zu entlassen (Kawakami et al., 2002; Ma et al., 2002; Caspary et al., 2002).

Wenn Shh die Zielzelle erreicht hat, aktiviert es die Signaltransduktion durch die Bindung an
den Patchedl (Ptchl)-Rezeptor, ein Membranprotein mit 12 Transmembrandoménen. Ptchl
ist ein negativer Regulator des Shh-Signalweges, da er in Abwesenheit des Shh-Proteins den
Signalweg durch die Inhibition des Membranproteins Smoothened (Smo) unterdriickt. Durch
die Bindung des Shh an den Ptchl-Rezeptor wird diese Inhibition unterbrochen und die
sogenannten Gli-Transkriptionsfaktoren aktiviert. Diese wiederum gelangen darauthin in den
Zellkern und aktivieren die Transkription spezifischer Zielgene (Ingo et al., 2004). In Mensch
und Maus sind drei verwandte GLI Gene bekannt: GLII, GLI2 und GLI3 (Ruppert et al.,
1988; Hui et al, 1994). Sie kodieren fiir Zinkfinger-Proteine, welche signifikante
Sequenzhomologien zu dem Segmentpolarititsgen cubitus interruptus (ci) in Drosophila
aufweisen (Orenic et al., 1990). In Drosophila ist ci ein bifunktionaler Mediator von
extrazelluldren hedgehog (hh)-Signalen. In der Abwesenheit des hh-Signals wird ci in eine
verkiirtzte Isoform prozessiert, welche die hh-Zielgene reprimiert. Nach der Bindung von hh
an seinen Rezeptor patched (ptc) wird diese Prozessierung verhindert und die Volllange-
Isoform aktiviert als transkriptioneller Aktivator die hh-Zielgene (Aza-Blanc et al., 1997;
Ohlmeyer und Kalderon, 1998; Aza-Blanc und Kornberg, 1999; Wang und Holmgren, 1999).
In der Maus wird das Shh-Signal tiber die Transkriptionsfaktoren G/i2 und Gli3 vermittelt,
welche wiederum die Glil-Expression aktivieren (Bai et al., 2004, Lei et al., 2004). Glil
aktiviert im Zellkern die Transkription von Shh-Zielgene (Park et al., 2000), wohingegen Gli2
und Gli3 als positive oder negative Regulatoren des Shh-Signals fungieren (Sasaki et al.,
1999). In der Abwesenheit des Shh-Signals wird das Gli3-Protein in eine C-terminal
verkiirzte Repressorform (Gli3-R oder Gli3-83) prozessiert. In Anwesenheit von Shh wird
diese Prozessierung verhindert und Gli3 agiert als transkriptioneller Aktivator (Gli3-FL oder
Gli3-190) des Shh-Signals (Abb. 1.1; Wang et al., 2000).
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(A) nicht-stimuliert (B) Shh-stimuliert

Patched Patched
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Gli3 Gli3 Gli3 Gli3
(Aktivator) (Repressor) (Aktivator) (Repressor)

Abb. 1.1: Der Shh-Signalweg in Vertebraten.

Der Shh-Signalweg der Vertebraten in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) des Shh-Signals. (A) In
Abwesenheit des Shh unterdriickt der Rezeptor Patched (Ptchl) die Aktivierung von Smoothened (Smo).
Dadurch wird Gli3 in die verkiirzte Repressor-Isoform prozessiert. (B) Durch die Bindung des Shh-Protein an
Ptchl wird die Inhibition von Smo unterbrochen und Smo aktiviert den Gli3-Aktivator und inhibiert die
Produktion des Gli3-Repressors (Abb. ist modifiziert nach Goetz et al., 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass der Shh-Signalweg in Vertebraten an Zilien gekoppelt ist. So
resultiert der Verlust der Zilien oder Defekte in der Zilienstruktur in schweren Storungen, bis
hin zum Verlust, der Shh-Signalkaskade (Haycraft et al., 2005; Huangfu und Anderson, 2005;
Liu et al., 2005; May et al., 2005).

1.3.2 Bone morphogenic proteins (Bmps)

Die Bmp-Proteine sind Mitglieder der Tgf-B (transforming growth factor-f3) Superfamilie, zu
der auBlerdem die Tgf-Bs, die Aktivine und Inhibine, Nodal, Myostatin und das Anti-Miiller-
Hormon gehoren (Miyazawa et al., 2002). Mit mehr als 30 Bmp-dhnlichen Proteinen, die
aufgrund ihrer Struktur und Funktion in verschiedene Gruppen unterteilt werden koénnen, sind
die Bmps die grofite Untergruppe der Tgf-B Superfamilie. Sie sind wichtige Regulatoren fiir
verschiedenste Entwicklungsprozesse (z.B. im Herz, im Nervensystem, im Knorpel und in
den Knochen) und sind an vielen embryonalen Musterbildungs-Prozessen beteiligt (Hogan,
1996; Anderson und Darshan, 2008). Urspriinglich wurden die Bmp-Proteine aus den

Knochen aufgereinigt und benannt nach ihrer Fihigkeit, eine ektopische Knochenbildung zu
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induzieren, nachdem sie unter die Haut von Nagern implantiert wurden (Urist, 1965; Sampath
und Reddi 1981; Wozney et al., 1988). Es konnten jedoch auch Bmp-Homologe in der
Taufliege Drosophila melanogaster identifiziert werden, ein Organismus der kein
Knochenskelett besitzt (Ferguson und Anderson, 1992). AuBBerdem werden Bmp-2, Bmp-4,
Bmp-6 und Bmp-7 wihrend der friihen Mausentwicklung, lange bevor die Bildung des
Skeletts einsetzt, in Bereichen exprimiert die nicht Teil des Skeletts werden (Lyons et al.,
1989, 1990, 1995). Zusitzlich fiihrt die Inaktivierung von Bmp-2 oder Bmp-4 in Méusen zur
frithen embryonalen Letalitét, bevor die Skelettbildung iiberhaupt initiiert wurde (Winnier et
al., 1995). So konnte fiir BMP-2 und BMP-4 auch gezeigt werden, dass sie das Potential
besitzen mesenchymale Stammzellen zu nicht skelettalen Zelllinien (z.B. Adipozyten) zu
induzieren (Bowers et al., 2006; Bowers und Lane, 2007; Huang et al, 2009). Ahnlich wie das
Drosophila Homolog decapentaplegic (dpp), das ein Zielgen von hh in der antero-posterioren
Musterbildung der Organanlagen der Fliegenanhéngsel ist (Ingham and Fietz, 1995), sind die
Bmps Zielgene von Shh und spielen unter anderem eine Rolle in der Weiterleitung des Shh-
Signals in der antero-posterioren Musterbildung der Vertebratengliedmalle (Duprez et al.,

1996; Yang et al., 1997).

1.3.2.1 Der TGF-3- und BMP-Signalweg

Die Proteine der Tgf-B Superfamilie binden an Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren und
iibermitteln die Signale durch Smad-abhingige und Smad-unabhédngige (ERK-, INK- und p38
MAP-Kinase-Signalweg) Mechanismen (Derynck et al., 2001; Shi und Massague, 2003).

Die Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren, liber die auch das Bmp-Signal vermittelt wird,
werden in Typ I- und Typ II-Rezeptoren unterteilt. (Liu et al., 1995). Bisher konnten in der
Maus vier Typ I-Rezeptoren (Alk-1, Alk-2 (ActR-IA), Alk-3 (BmpR-IA) und Alk-6 (BmpR-
IB)) und drei Typ II-Rezeptoren (BmpR-II, ActR-II und ActR-IIB) identifiziert werden (ten
Dijke et al., 1994; Beppu et al., 1997; Kirsch et al., 2000 a,b; Greenwald et al., 2003; Sebald
und Mueller, 2003). Nach der Bindung des Bmp-Proteins wird der Typ II-Rezeptor
phosphoryliert und aktiviert den Typ I-Rezeptor (Wrana et al., 1992), welcher wiederum
intrazelluldre Signalkaskaden, einschlieflich der Expression der Smad-Proteine, aktiviert

(Kretzschmar und Massague, 1998). In Sdugetieren wurden acht Smads identifiziert, welche
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die priméren Signaliibermittler der Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren sind. Die R(receptor-
regulated)-Smads (Smad1/5/8) werden durch die Bmp Typ I-Rezeptoren phosphoryliert,
wihrend Smad2 und Smad3 durch Aktivin und Tgf-B-Typ I-Rezeptoren aktiviert werden.
Nach ihrer Phosphorylierung durch den Typ I-Rezeptor bilden die R-Smads einen Komplex
mit Smad4, dem einzigen bekannten Co (common-partner)-Smad in Sdugetieren, der von dem
Bmp- und Tgf-B-Signalwegen geteilt wird. Dieser Komplex wird in den Zellkern verlagert
und reguliert durch die Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren und
transkriptionellen Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren die Transkription von Bmp- und Tgf-
3-Zielgenen (Heldin et al., 1997). Die dritte Klasse der Smads sind die sogenannten I
(inhibitory)-Smads (Smad6 und Smad?7), die das Signal iiber die R-Smads und Co-Smads

negativ regulieren (Miyazono et al., 2005).

|— Smads

|— Smad7 —|

Transkription

vog Zielgenen

Abb. 1.2: Der Bmp- und Tgf-B-Signalweg.

Bmp-Proteine binden an die Bmp-Rezeptoren (BmpR-I und BmpR-II) und Tgf-B-Liganden an die Tgf-83-
Rezeptoren (Tgf-B-RI und Tgf-B-RII). Daraufhin werden Smad-Proteine phosphoryliert und bilden einen
Komplex mit Smad4. Dieser Komplex gelangt in den Zellkern und reguliert die Expression von Bmp- und Tgf-
B-Zielgenen. Diese beiden Signalwege kdnnen durch die variable Expression der Rezeptoren und inhibitorischen
Smads (Smad6/7) reguliert werden (Abb. ist modifiziert nach Internet-Quelle Nr.6).
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1.3.3 Der Wnt-Signalweg in der Embryonalentwicklung

Wnt-Gene kodieren fiir Cystein-reiche Glykoproteine, von denen in den Vetebraten insgesamt
19 identifiziert wurden und die in vielen entwicklungsbiologischen Prozessen als Morphogene
fungieren. Der Name Wnt ist zusammengesetzt aus dem Drosophila Segmentpolarititsgens
wingless (wg) und dem Homolog der Vertebraten integrated (Int) (Rijsewijk et al., 1987).

Der Wnt-Signalweg ist einer der wichtigsten Signalwege wiéhrend vieler embryonaler
Entwicklungsprozesse. Wnt-Signale kontrollieren die Proliferation, das Zellschicksal und die
Aufrechterhaltung der Stammzellen-Proliferation und organisieren Zellbewegungen und die
Entstehung von Gewebepolarititen (Croce und McClay, 2008).

Die Wnt-Signalkaskade wird durch die Bindung von Wnt an Vertreter der Frizzled (Fz)-
Transmembranrezeptoren oder der Low density Lipoprotein-Related-Rezeptoren (LDLR)
induziert. Die Rezeptoren iibermitteln daraufhin ein Signal an ein intrazelluldres Dishevelled-
Protein (Dsh), wodurch dieses phosphoryliert wird und verschiedene Signalereignisse auslost.
Bei dem Wnt-Signalweg wird zwischen dem kanonischen B-Catenin-abhingigen und dem
nicht-kanonischen B-Catenin-unabhidngigen Signalweg unterschieden. Der kanonische Wnt-
Signalweg ist durch die Stabilisierung und den darauffolgenden Kerntransport von B-Catenin
charakterisiert, worauf die Transkription spezifischer Zielgene im Zellkern veranlasst wird.
Der nicht-kanonische Wnt-Signalweg schliet mehrere verschiedene Signalarten ein, die das
Zellverhalten regulieren. Dazu gehdren der Phospholipase C-vermittelte Anstieg von Kalzium
in der Zelle, die Modifizierung des Aktin-Zytoskeletts durch die sogenannten kleinen G-
Proteine Rac und Rho und die Regulation der planaren Zell-Polaritit (engl.: planar cell
polarity, PCP) durch PCP-Kern-Proteine (Angers und Moon, 2009; van Amerongen und
Nusse, 2009).

Wie bereits erwdhnt sind die Wnt-Proteine an vielen verschiedenen Entwicklungsprozessen
beteiligt. Zum Beispiel spielen Wntl und Wnt3a unter anderem eine Rolle in der Entwicklung
des Gehirns, Wnt3 in der Spezifizierung der Korperachsen, Wnt4 in der Nierenentwicklung,
WntSa und Wnt7a in der GliedmaBenentwicklung und Wntl0b in der Entwicklung der
Adipozyten. Die verschiedenen Funktionen der einzelnen Wnt-Proteine konnten unter
anderem durch die Generierung von verschiedenen Wnt-defizienten Mausmodellen aufgeklért
werden. So besitzen Wnt3a-defiziente Méuse keinen Hippocampus und Wnt5a-defiziente

Maiuse weisen eine Verkiirzung der GliedmaBen auf (Stark et al., 1994; Ikeya et al., 1997; Liu
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et al., 1999; Yamaguchi et al., 1999; Ross et al., 2000; Adamska et al., 2004). Fiir Wnt5a konnte
auflerdem gezeigt werden, dass es eine wichtige Rolle wihrend der Lungenentwicklung spielt.
Der Verlust von Wnt5a fiihrt in den Lungen von Mausembryonen zu einer Uberexpression
von Fgfl0, das die Proliferation des Lungenepithels beeinfluBt (lozzo et al., 1995;
Masckauchan et al., 2006).

Nicht nur die Aktivierung, sondern auch die Inhibierung des Wnt-Signalweges ist fiir
bestimmte Entwicklungsprozesse essentiell. Einer von zahlreichen Wnt-Inhibitoren ist zum
Beispiel Dickkopf 1 (Dkk1). Es gehort zu der Familie der Cystein-reichen Dickkopf-Proteine
mit vier Mitgliedern (Dkk1-Dkk4), wobei Dkk2 sowohl als Wnt-Inhibitor als auch als Wnt-
Aktivator agieren kann (Glinka et al., 1998;). Dkkl inhibiert den Wnt-Signalweg durch seine
Bindung an das LDL-receptor-related protein 6 (Lrp6), wodurch die Bindung von Wnt-Proteinen
an die Frizzled-Rezeptoren und die darauffolgende Wnt Signaltransduktion blockiert wird (Mao et
al., 2001; Semenov et al., 2001). Diese Wnt-Inhibition durch Dkk1 ist zum Beispiel in der sich
entwickelnden Gliedmalle zu beobachten. Dkkl wird in der spiten Entwicklung in den
interdigitalen Regionen der GliedmalBle exprimiert, wo es den programmierten Zelltod reguliert,
der zur Separierung der einzelnen Zehen flihrt (Grotewald et al., 1999). Der Verlust von Dkk1 in
Mausembryonen fiihrt zur sogenanten Polysyndaktylie, charakterisiert durch eine vermehrte
Zehenanzahl mit zusitzlichen Verwachsungen der Zehen untereinander. Ubereinstimmend mit
diesen Erkenntnissen hat eine Uberexpression von DKkl in den GliedmaBenknospen von
Hiihnerembryonen eine Verkiirzung der GliedmaBen zur Folge, verursacht durch die ektopische
Induktion von programmiertem Zelltod (Grotewald et al., 2002; Adamska et al., 2004). Die Wnt-
Inhibition durch Dkkl1 spielt auch in vielen weiteren Entwicklungsprozessen eine bedeutende
Rolle. So ist Dkkl unter anderem auch an der Induktion des Kopfes, der Segmentierung der
Wirbel und der Entwicklung der Osteoblasten beteiligt (Mukhopadhyay et al., 2001; Morvan et
al., 2002; McDonald et al., 2004, Li et al., 2006D).

1.3.4 Hox-Gene

Hox-Gene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die zu der Familie der homootischen Gene
gehoren. Charakteristischer Bestandteil dieser Gene ist die Homdodoméne, die fiir die
sogenannte Homdobox kodiert. Diese besteht in der Regel aus 60 Aminosduren und besitzt
eine DNA-Bindedoméne. Hox-Gene sind Homologe der zuerst in Drosophila endeckten

homootischen  Selektorgene (Hom-C), dessen Funktion die Spezifizierung der
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Segmentidentitidten ist (Lewis, 1978; Krumlauf, 1994). Der Hom-C Komplex auf dem
Drosophila Chromosom 3 besteht aus zwei Gruppen von homootischen Genen, Antennapedia
und Bithorax, die jedoch als eine Einheit angesehen werden konnen (Casanova et al., 1987).
Das Genom der Maus und des Menschen besitzt vier Kopien des Hox-Komplexes auf vier
verschiedenen Chromosomen (in der Maus: Hoxa-Hoxd; im Mensch: HOXA-HOXD)
(Krumlauf, 1992; Scott, 1992). Die Hox-Gene liegen auf dem Chromosom in kollinearer
Anordnung. Das heisst die Reihenfolge auf dem Chromosom entspricht ihrer zeitlichen
Expression und der Position der von ihnen gesteuerten Korperabschnitte. So werden wéhrend
der Entwicklung zuerst Hoxa-1 bis Hoxd-1 und zuletzt Hoxa-13 bis Hoxd-13 exprimiert
(Kornak und Mundlos, 2003). Fiir die Hoxd-Gene konnte gezeigt werden, dass sie entlang der
antero-posterioren Achse exprimiert werden. So werden Hoxd Gene die 3" lokalisiert sind
(z.B Hoxd-1) mehr anterior exprimiert als die, welche weiter 5° auf dem Chromosom liegen
(z.B.Hoxd-13) und mehr posterior exprimiert werden. Auf diese Art und Weise spezifizieren
die Hox-Gene zum Beispiel die verschiedenen Wirbelsegmente und -strukturen und die
antero-posteriore Identitit der GliedmaBen (Nelson et al., 1996). Uberexpressions- und
Verluststudien zeigten, dass eine Fehlexpression der Hox-Gene zu einer sogenannten
homootischen Transformationen fiihrt. Dabei handelt es sich um schwere Missbildungen, bei
denen Organe oder Korperanhinge am falschen Ort gebildet werden und sich z.B. die
Identitdt ganzer Segmente im Korper verdndern kann (Krumlauf, 1994). So wachsen zum
Beispiel bei Drosophila Beine anstelle von Antennen am Kopf, wenn das Antennapedia-Gen
nicht nur im Thorax sondern auch ektopisch im Kopf exprimiert wird. Und durch die Deletion
des Ultrabithorax-Gens wird in Drosophila ein zweites Thorax-Segment anstelle des
abdominalen Segment gebildet (Struhl, 1981; Frischer et al., 1986; Schneuwly et al., 1987).

In Vertebraten fiihrt die gezielte Zerstorung von verschiedenen Hoxd- und Hoxa-Genen zu
komplexen GliedmaBenphinotypen, in denen viele Skelettelemente betroffen sind (z.B. Dolle
et al., 1993; Small und Potter, 1993; Davis und Capecchi, 1994, 1996; Favier et al., 1995;
Fromental-Ramain et al., 1996; Kondo et al., 1996). Zum Beispiel fiihrt die ektopische Hoxd-
11-Expression im Hithnerembryo zu einer posterioren Transformation (Morgan et al., 1992)

und eine Hoxa-13-Fehlexpression zu distalen Transformationen (Y okouchi et al., 1995).
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1.4 Die Entwicklung ausgewihlter Gewebe und Organe

1.4.1 Die Entwicklung des Skeletts

Das Skelett formt und stiitzt den Korper eines Lebewesens und Storungen in dessen
Entwicklung konnen schwere Missbildungen verursachen. Das Skelett der Vertebraten ist in
das axiale, das kraniale und das appendikuldre Skelett gegliedert. Das axiale Skelett besteht
aus der Wirbelsdule, den Rippen und dem Brustbein und das kraniale Skelett bezeichnet den
Schéadel. Die vorderen und hinteren GliedmalBlen, welche iiber den Schultergiirtel und die
Beckengiirtel mit dem axialen Skelett verbunden sind, bilden das appendikuldre Skelett
(Kornak und Mundlos, 2003).

Das Skelett der Vertebraten wird aus drei unterschiedlichen embryonalen Zellgruppen
gebildet. Zellen aus der Neuralleiste, die im Embryo voriibergehend Ieistenartig dem
Neuralrohr anliegt, wandern in unterschiedlichste Bereiche des Embryos und bilden neben
einer Reihe anderer Strukturen die Knochen des kranialen Skeletts. Dabei unterliegt die
Morphogenese des kranialen Skeletts der Kontrolle eines vielschrittigen Wechselspiels
zwischen Signalen aus dem Endo- und Ektoderm und den Neuralleistenzellen (Langille und
Hall, 1993; Le Douarin et al., 2004).

Die Knochen des appendikuldren Skeletts und des Brustbeins werden aus Zellen des lateralen
Plattenmesoderms gebildet. Auf die Entstehung der Vertebratengliedmalle und die daran
beteiligten Prozesse und Signale wird im Abschnitt 1.4.2 detailliert eingegangen.

Der grofite Teil des axialen Skeletts, die Wirbel und Rippen, werden aus Zellen des
Sklerotoms, dem ventralen Teil der Somiten, generiert. Das Shh-Signal aus der Chorda
dorsalis und der Bodenplatte des Neuralrohrs initiiert und kontrolliert die Bildung des
Sklerotoms (Christ und Ordahl, 1995). Eine Stérung dieses Prozesses fiihrt zu anomalen
Wirbelanlagen und somit zu Missbildungen der Wirbelelemente. Eine Anomalie der Rippen
und/oder Wirbel ist ein relativ hdufiger Befund in humanen Missbildungssyndromen. Solche,
die hauptsédchlich das axiale Skelett betreffen, werden unter der dem Begriff der autosomal-
rezessiven spondylokostalen Dysostose (ARSD) zusammengefasst. Die ARSD ist eine
seltene, unterschiedlich schwer ausgeprigte Krankheit, mit Segmentierungsdefekten in den

Rippen und Wirbeln. Héufige Fehlbildungen sind Wirbel- und Rippenfusionen, die zu
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Deformation von Thorax und Wirbelsdule filhren und u.a. ein zwergenartiges Aussehen
verursachen. AufBerdem leiden Patienten aufgrund des kleinen Thorax héufig unter
Atemwegsinfektionen und Ateminsuffizienz (Bulman et al. 2000; Kornak und Mundlos,
2003).

Die Knochen des kranialen, axialen und appendikuldren Skeletts entstehen durch zwei
verschiedene Arten der Knochenentwicklung. Die flachen Knochen des Schidels werden
durch intramembrandse Ossifikation gebildet, in der mesenchymale Vorlduferzellen direkt in
knochenbildende Osteoblasten differenzieren. Das iibrige Skelett wird durch endochondrale
Ossifikation gebildet. Dabei differenzieren kondensierte Mesenchymzellen zu Chondrozyten
und bilden ein knorpeliges Skelett, das anschlieBend in ein kalzifiziertes Skelett transformiert
wird (Erlebacher et al., 1995; Kornak und Mundlos, 2003).

Der Tgt-B-/Bmp-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Kondensierung
und Differenzierung der Vorlduferzellen zu Chondrozyten. Komponenten dieser Signalwege
sind an der transkriptionellen Regulation von Genen beteiligt, die fiir die Knorpel- und
Knochenbildung verantwortlich sind. So fiihrt die Uberexpression von Bmp2 und Bmp4 in
Hiithnerembryonen zu einer Zunahme der Gréf8e und Form von Skelettelementen (Kornak und
Mundlos, 2003). Ahnliche Effekte konnten nach der Uberexpression des konstitutiv aktiven
BmpR-IB-Rezeptors beobachtet werden. Dagegen fiihrt die Expression einer dominant
negativ verkiirzten Form des Rezeptors zum gegenteiligen Effekt (Zou et al. 1997).

Auch Fgf-Signale spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation der
Chondrozytenproliferation und —differenzierung. Auflerdem sind sie an der Knochenbildung

in vitro und in vivo beteiligt (Kornak und Mundlos, 2003).

1.4.2 Die GliedmafBienentwicklung

Die GliedmaBenentwicklung der Vertebraten ist ein hoch komplexer Prozess, an dem viele
verschiedene Signalwege in zeitlichen und rdumlichen (Riickkopplungs-) Netzwerken
beteiligt sind (Tickle, 2006; Zeller et al., 2009). Sie beginnt mit einer kontinuierlichen,
lokalen Proliferation des lateralen Plattenmesoderms an der Stelle des Embryos, an der sich
die spdtere GliedmaBBe befinden wird. Dadurch entsteht dort die sogenannte

GliedmaBenknospe. Die Expression von Fgf8 und Fgfl0 im intermedidren Mesoderm auf
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Hohe der sich entwickelnden GliedmaBen fithrt sowohl zur Initiation der
GliedmaBenknospung als auch zur Induktion der Fgf8 Expression in dem dariiberliegenden
Oberflachenektoderm, welches die AER (apikale Ektodermleiste) bildet (Crossley und
Martin, 1995; Crossley et al., 1996; Vogel et al., 1996; Ohuchi et al., 1997). Fgf Signale
(Fgf2, -4 und -8) aus der AER, an der distalen Spitze der GliedmalBenknospe, regulieren das
Auswachsen und die Musterbildung entlang der proximo-distalen Achse (Hinchliffe und
Johnson, 1982; Cohn und Tickle, 1996; Tickle, 2006; Zeller et al., 2009). In Experimenten, in
denen die AER entfernt und an dessen Stelle Fgf4 und Fgf8 beschichtete Kugeln
transplantiert wurden, konnten gezeigen, dass diese die Funktion der AER {ibernechmen
konnen (Niswander et al., 1993; Cohn et al., 1995; Makarenkova und Patel, 1999).

Auch Mitglieder der Bmp-Familie sind an der Kontrolle der Musterbildung, des Wachstums,
der Apoptose in den interdigitalen Regionen und der Knochenbildung der Gliedmalien
beteiligt. Zum Beispiel werden Bmp2, Bmp4 und Bmp7 in der AER exprimiert. Dort
kontrollieren sie wu.a. das Auswachsen der Gliedmale durch Proliferation von
Mesenchymzellen, mittels Antagonisierung der mitogenen Aktivitidt der Fgfs (Lyons et al.,
1990, 1995; Jones et al., 1991; Niswander und Martin, 1993; Francis et al., 1994; Hogan,
1996).

Die antero-posteriore Musterbildung der Vertebratengliedmafe wird durch die Shh-
Expression in der ZPA (Zone polarisierender Aktivitét), eine Gruppe von Mesenchymzellen
am posterioren Rand der GliedmaBlenknospe, kontrolliert (Chiang et al., 1996, 2001; Kraus et
al., 2001; Riddle et al., 1993). Shh iibernimmt dabei eine besonders wichtige Funktion in der
Spezifizierung der Anzahl und der Identitdt der Zehen (Tickle, 2006; Zeller et al., 2009). Shh
wird in der ZPA exprimiert und diffundiert in einem abnehmenden Gradienten nach anterior.
Untersuchungen in Maus- und Hiihnerembryonen konnten zeigen, dass die Bildung des
ersten, am meisten anterior gelegenen Zehs, unabhéngig von Shh ist. Wie in der Abbildung
1.3 schematisch dargestellt wird die Bildung des zweiten und teilweise des dritten Zehs auf
parakrine Art und Weise durch eine niedrige Shh-Konzentration spezifiziert. Zum Teil der
dritte, und der vierte und flinfte Zeh entstehen aus Abkommlingen der Zellen aus der ZPA

und sind abhédngig vom autokrinen Shh-Signal (Harfe et al., 2004; Scherz et al., 2007).
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anterior

Shh Diffusion

Shh Abkémmlinge Zeh | - Shh unabhéngig

Zeh Il - schwaches parakrines
Shh Signal

Zeh Il - parakrines und autokrines
Shh Signal

Zeh IV und V - autokrines Shh Signal

posterior

Abb. 1.3: Spezifizierung der Zehenidentitiiten.

Ein Shh-Gradient in der Gliedmafenknospe kontrolliert die Spezifizierung der Zehenidentitdten. Der vierte und
flinfte Zeh enstehen im Bereich der ZPA, wo die Shh-Konzentration am hochsten ist, abhéngig vom autokrinen
Shh-Signal. Die Bildung des dritten Zeh wird zu einem Teil von dem autokrinen und zum anderen Teil von dem
parakrinen Shh-Signal reguliert. Der zweite Zeh bildet sich dort, wo ein schwaches parakrines Shh-Signal
vorherrscht und die Entwicklung des ersten Zeh ist unabhéngig von Shh und ensteht in der anterioren
GliedmaBenknospe, wo kein Shh-Signal mehr vorhanden (Abb. ist modifiziert nach Harfe et al., 2004).

Die ektopische Expression von Shh in der anterioren GliedmaBenknospe resultiert in einer
Zehenduplikation (Riddle et al., 1993; Lopez-Martinez et al., 1995). Im Gegensatz dazu fiihrt
der vollstindige Verlust der Shh-Aktivitit in Shh”-Mausembryonen zu schweren
Entwicklungsdefekten in der gesamten GliedmalBle, einschlieBlich dem kompletten
Zehenverlust, bis auf eine einzelne erste Zehe in den Hintergliedmafen (Chiang et al., 2001;
Litingtung et al., 2002).

Genetische Interaktionsstudien zeigten, dass der Effekt, von Shh auf die Musterbildung der
GliedmafRe, durch die Regulation der Gli3-Aktivitit ausgeiibt wird (Litingtung et al., 2002; te
Welscher et al., 2002(b)). Wie in Abschnitt 1.3.1.2 bereits erlautert wird Gli3 in Abwesenheit
des Shh-Proteins in die verkiirzte Gli3-Repressor-Isoform prozessiert. Bedingt durch die Shh-
Expression in der ZPA entsteht in der GliedmaBenknospe ein Gli3-FL:Gli3-R Gradient mit
der hochsten Gli3-R-Konzentration in der anterioren Gliedmafenknospe und der niedrigsten
Konzentration in der posterioren Region (Wang et al., 2000, 2007; Litingtung et al., 2002;
Tickle, 2006; Zeller et al., 2009). In den GliedmaBenknospen von Shh”"-Méiusen ist in der
posterioren Region eine dhnliche Gli3-R-Konzentration zu beobachten wie in der anterioren

Region. Damit ldsst sich der Verlust der Zehen in den Shh”-Mausen durch einen Uberschuss
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an GLI3-R erklidren (Litingtung et al., 2002). Gli3-defiziente Méuse und Gli3” ;Shih™"-
Doppelmutanten weisen sechs bis acht Zehen ohne klare Identitdt an allen vier Gliedmalen
auf. Dies verdeutlicht eine der wichtigsten Aufgaben des Shh wihrend der
GliedmaBlenentwicklung, welche darin besteht die Prozessierung des Gli3-Proteins zu
inhibieren (Litingtung et al., 2002; te Welscher et al., 2002).

Neben den G/i-Genen sind auch die Hox-Gene, besonders die der Hoxd-Gruppe, Zielgene des
Shh-Signals aus der ZPA (Laufer et al., 1994; Masuya et al., 1995; Biischer und Riither, 1998;
Theil et al, 1999). Zudem sind bestimmte Hoxd-Gene an der positiven
Riickkopplungsreaktion in Verbindung mit dem Fgf-Signal aus der AER, zur Verstiarkung des
Shh-Signals in der ZPA beteiligt. Shh ist ein direktes Zielgen von Hoxd-12 und die
Fehlexpression von Hoxd-12 kann eine ektopische Shh-Expression und eine Finger- bzw.
Zehen-Duplikationen hervorbringen (Knezevic et al., 1997). AuBerdem fiihrt die
Transplantation einer ektopischen ZPA zu duplizierten Hoxd-Expressionsdomidnen und
Skelettduplikationen (Izpisua-Belmonte und Duboule, 1992).

Die Musterbildung der dorso-ventralen Achse der GliedmaBenknospe wird durch die
Expression des Transkriptionsfaktors Engrailed-1 (En-1) und dem Glykoprotein Wnt-7a
reguliert. En-1 wird im ventralen Mesoderm der GliedmaB3enknospe exprimiert und inhibiert
in diesem Bereich die Expression von Wnt-7a. Dadurch wird Wnt7a ausschlieBlich im
dorsalen Ektoderm exprimiert. Dort induziert es die darunterliegenden Mesenchymzellen zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors LmxI/bh, was die dorsale Polaritit der
GliedmaBenknospe bestimmt (Parr und McMahon, 1995; Yang und Niswander, 1995; Riddel
et al., 1995; Vogel et al., 1995).
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Abb. 1.4: Ubersicht der GliedmaBenentwicklung entlang der verschiedenen Achsen.

Die antero-posteriore Achse wird durch das Shh-Signal aus der ZPA, die proximo-distale Achse durch Fgf-
Signale aus der AER und die dorso-ventrale Achse durch das Wnt7a-Signal aus dem dorsalen Ektoderm
reguliert. Dabei spielen eine Reihe von positiven Riickkopplungsreaktionen eine wichtige Rolle. Die Etablierung
der ZPA (und der Shh-Expression) erfolgt durch Fgf-Signale aus der AER. Die Fgf-Expression in der AER wird
wiederum iiber die Shh-vermittelte Aktivierung von Gremlin induziert. Die Aktivierung von Gremlin resultiert
in der Inhibition der Bmp-Signale und Induktion der Fgf-Signale in der AER. Die Wnt7a-Expression ist fiir die
Aufrechterhaltung des Shh-Signals verantwortlich, welches die Prozessierung von Gli3 in die Repressorform
verhindert. Dadurch wird ein Gradient von Gli3-A und Gli3-R in der GliedmaBenknospe erzeugt.

Gli3-A

Zusammenfassend wird die GliedmaBenentwicklung entlang der verschiedenen Achsen durch
eine Reihe von Riickkopplungsreaktionen koordiniert (siche Abb. 1.4). Dazu zdhlen zum
Einen die Etablierung der ZPA (Shh-Expression) durch Fgf-Signale aus der AER und die
Induktion der Fgf-Expression in der AER durch das Shh-Signal aus der ZPA. Diese Induktion
geschieht durch die Shh-vermittelte Aktivierung von Gremlin, einem Bmp-Antagonisten.
Gremlin inhibiert die Bmp-Expression in der AER, wodurch die Fgf-Expression induziert
wird. Zum Anderen fiihrt die Wnt7a-Expression im dorsalen Ektoderm zur Aufrechterhaltung
der Shh-Expression in der ZPA, welche wiederum die Prozessierung der Gli3-Repressorform
verhindert. Dadurch wird ein Gradient von Gli3-Aktivator und Gli3-Repressor in der

GliedmaBenknospe erzeugt (Tickle, 2006; Zeller et al., 2009).
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1.4.2.1 Die priaaxiale Polydaktylie

Die Polydaktylie, oder Mehrfingrigkeit, resultiert aus einer fehlerhaften Musterbildung der
antero-posterioren Achse der sich entwickelnden GliedmaBle. Die Polydaktylie kann als
einzelne isolierte Missbildung oder als Teil eines Syndroms auftreten und wird in den meisten
Féllen als autosomal dominantes Merkmal vererbt (Biesecker, 2011). Entsprechend der
anatomischen Lokalisation, kann die Polydaktylie in die prd- und postaxiale Form unterteilt
werden (Zguricasa et al., 1998). Die prédaxiale Polydaktylie (PPD), gekennzeichnet durch
extra Finger oder Zehen an der anterioren Seite der Hinde bzw. Fiile, ist eine angeborene
Anomalie in der humanen Population und ist in etwa einer von 2000 Lebendgeburten zu
beobachten (Hill, 2007). Die PPD kann in vier Typen unterteilt werden. Die préaxiale
Polydaktylie Typ I (PPD-I), auch Daumenpolydaktylie genannt, bezeichnet die Duplikation
von einem oder mehreren Skelettelementen des biphalangealen ersten Fingers/Zehs. Die
praaxiale Polydaktylie Typ II (PPD-II) ist gekennzeichnet durch die Ausbildung eines
zusétzlichen triphalangealen Fingers/Zehs. Die priaxiale Polydaktylie Typ III (PPD-III)
bezeichnet die Polydaktylie des zweiten Fingers/Zehs und bei der prdaxialen Polydaktylie
Typ-IV (PPD-IV) handelt es sich um eine Polysyndaktylie, in der es zusétzlich zur
Mehrfingrigkeit auch zu Verwachsungen der Finger/Zehen kommt (Temtamy und McKusick,
1978). In der Maus sind Mutationen in verschiedenen Genen bekannt, die in einer PPD
resultieren. Ein gemeinsames Merkmal dieser Mutanten ist die Bildung eines anterioren
ektopischen Shh-Signalzentrums, das zur Expression von normal posterior begrenzten Genen
und dadurch zur Bildung von extra Zehen fiihrt (Hill, 2007). Unter den Genen, dessen
Mutation eine PPD ausbildet gehoren unter anderem G/i3 (Extra-toes), Alx4 (Strong's luxoid)
und Bmp4. Heterozygote Gli3-Méduse zeigen eine milde PPD, wihrend die Gliedmafen der
homozygoten Gli3-Embryonen eine schwere Polydaktylie mit totalem Verlust der Finger-
/Zehenidentititen aufweisen. Miuse, die homozygot fiir die Alx4 Mutation sind weisen an
allen vier GliedmaBBen eine PPD auf, wohingegen der Phidnotyp der heterozygoten Alx4-
Mause unauffillig ist. Der vollstindige Verlust von Bmp4 fiihrt in Mausen zur embryonalen
Letalitdt, schon bevor die Gliedmallen ausgebildet werden. Etwa ein Viertel der Bmp4
heterozygoten Maduse sterben kurz nach der Geburt, jedoch ist bei einem Teil der
Uberlebenden eine PPD, ausschlieBlich an der rechten HintergliedmaBe, zu beobachten (Hui

und Joyner, 1993; Dunn et al., 1997; Qu et al., 1997).

22



Einleitung

1.4.3 Die Lungenentwicklung

Obwohl sie letztendlich zwei sehr verschiedene Funktionen ausiiben, entsteht das
respiratorische System (Luftrohre und Lunge) und das anteriore Verdauungs-System
(Speiserdhre und Magen) aus einem gemeinsamen Darmrohr (Warburton et al., 2000;
Cardoso und Lu, 2006; Morrisey und Hogan, 2010; Qu et al., 2006). Die Lungenentwicklung
in der Maus beginnt am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung und ist erst 30 Tage nach der
Geburt (P30) beendet. Wie auch in der Abbildung 1.5 dargestellt, kann sie in fiinf
verschiedene Phasen unterteilt werden: die embryonale (E9.5-E12.5), die pseudoglandulére
(E12.5-E16.5), die kanalikuldre (E16.5-E17.5), die sakkuldre (E17.5-P5) und die alveolire
(P5-P30) Phase (Perl et al., 2002; Ten Have-Opbroek, 1991; Wert et al., 1993).

embryonal | pseudoglandular ” kanalikular |
A

Luftréhre

Lungen-

knospe

Speiserbhre

Abb. 1.5: Die Lungenentwicklung der Vertebraten.

Die Lungenentwicklung der Vertebraten ist in fiinf Entwicklungsphasen gegliedert. Die embryonale Phase, in
der aus dem Endoderm des Darmrohres zwei Lungenknospen auswachsen (A), die pseudoglandulédre Phase, in
der das Wachstum von stdndig wiederholenden Verzweigungen beginnt und zur Bildung des Lungenbaumes
fiihren (B), die kanalikuldre Phase, in der die Bronchioli respiratorii, die Alveolargénge und primitive Alveolen
gebildet werden (C), die sakkulédre Phase, in der die Bildung der Alveolarsdckchen (Sacculi) erfolgt (D) und die
alveolére Phase, in der sich die Alveolen ausbilden (E)(Abb. modifiziert nach Internet-Quellen Nr.2 und Nr.3).
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Die Lungenentwicklung beginnt, indem zwei Lungenknospen aus dem Endoderm des
Darmrohrs entspringen und sich in das umgebende Mesenchym ausdehnen. Am Tag E10.5
beginnen die Lungenknospen mit einer Serie von stindig wiederholenden Verzweigungen,
aus denen letztendlich der sogenannte Lungenbaum hervorgeht. In dieser Phase gibt es noch
keine Bronchioli respiratorii oder Alveolen. Wiahrend der kanalikuldren Phase werden die
azindsen Strukturen, wie Bronchioli respiratorii, die Alveolargéinge und primitive Alveolen,
gebildet. In der sakkuldren Phase bilden sich an den Enden des Lungenbaumes aus den
Alveolargingen glattwandige Alveolarsdckchen (Sacculi). Wie dem Namen zu entnehmen
enstehen in der alveoldren und letzten Phase der Lungenentwicklung die Alveolen

(Warburton et al., 2000; Zhang et al., 2010; Internet-Quelle Nr.1).

1.4.3.1 Signalmolekiile in der Lungenentwicklung

Die Lungenentwicklung ist ein komplexer Prozess, der die morphogenetische Verzweigung
des Epithels, die Vaskulogenese, die zelluldre Differenzierung, die biochemische Reifung und
das physikalische Wachstum einschliet. Alle diese Prozesse werden iiber verschiedenste
Signalkaskaden reguliert, an denen Mitglieder der Fgf-, Bmp-, Hedgehog-, Wnt- und Egf-
Proteine beteiligt sind (Warburton und Olver, 1997; Hogan, 1999; Warburton et al., 2000; Yu
et al., 2004). Die Morphogenese und Musterbildung der Lunge ist abhéngig von interaktiven
Signalen zwischen dem endodermalen Epithel und dem Mesenchym, das von dem
umgebenden Mesoderm gebildet wird. Das Lungenmesenchym bildet viele verschiedene
Zelltypen aus, wie zum Beispiel die glatten Muskelzellen der oberen Atemwege, und
produziert viele wichtige Wachstumsfaktoren und Signalmolekiile, wie Mitglieder der Fgf-
Familie, die flir die morphogenetischen Verzweigungen des Epithels und die Entwicklung der
Atemwege notwendig sind (Warburton et al., 2000, 2005; Morrisey und Hogan 2010). Das
Epithel widerum produziert Signalmolekiile, die fiir die mesenchymale Proliferation und
Differenzierung notwendig sind, einschlieBlich Shh und Bmp4 (Bellusci et al., 1996, 1997a,b;
Litingtung et al, 1998; Pepicelli et al., 1998). Die Uberexpression von Bmp4 fiihrt zu
Defekten in der morphogenetischen Entwicklung der Lunge, einschlieBlich der Bildung von
Zysten und der Inhibition der epithelialen Proliferation (Bellusci et al., 1996). Im Gegensatz

dazu, resultiert die Uberexpression des Bmp-Antagonisten Noggin oder des dominant
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negativen Bmp-Rezeptors Bmpr-IB zu einer Blockade des Bmp-Signals. Die Lungen dieser
transgenen Mduse weisen distal eine reduzierte Anzahl von Epithelzell auf und proximal eine
gesteigerte Anzahl von Zellen (Weaver et al., 1999). Aulerdem wurde gezeigt, dass die Bmp-
Rezeptoren ActR-IA, Bmpr-IA und Bmpr-IB eine essentielle Rolle in der Ubermittlung des
regulatorischen Bmp-Signals wihrend der prénatalen Lungenentwicklung in Mausen spielen
(Eblaghie et al., 2006; Sun et al., 2008; Xu et al, 2011).

Auch fiir die Shh-Signalkaskade konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass sie
eine zentrale Rolle in der Lungenentwicklung der Vertebraten iibernimmt (Pepicelli et al.,
1998; Miller et al., 2001; Bellusci et al., 1997a). Der Verlust der Shh-Funktion fiihrt zu
schweren Lungendefekten, wie Hypoplasie und Verlust der Lungenasymmetrie und der
morphogenetischen Verzweigungen (Litingtung et al., 1998; Ppepicelli et al., 1998).
Hingegen resultiert eine Uberexpression von Shh im distalen Lungenepithel zum Verlust von
funktionsfdhigen Alveolen und der Zunahme von interstitialen Gewebe durch gesteigerte
Proliferation von Epithel- und Mesenchymzellen. Die Embryonen sterben meist innerhalb der
ersten 24 Stunden nach der Geburt, vermutlich aufgrund von Atemnot (Bellusci et al., 1997a).
Wie auch in der GliedmaBlenentwicklung reguliert Shh wiahrend der Lungenentwicklung die
Transkription der Gli-Gene, insbesondere die von Glil und GIli3 (Litingtung et al., 1998;
Pepicelli et al., 1998; Ruiz, 1999). Alle drei G/i-Gene werden wihrend der pseudoglanduliren
Phase im Mesenchym der Lunge exprimiert und Mutationen in diesen fithren zu Lungen- und
Darmrohrdefekten (Grindley et al., 1997; van Tuyl und Post, 2000).

Wihrend Glil”-Miuse einen scheinbar unverinderten Phénotypen aufweisen (Park et al.,
2000), zeigen die Lungen der GI3”-Embryonen Wachstumsdefekte mit ausgeprigter
Langenreduktion des linken Fliigels (Grindley et al., 1997).

Im Vergleich zu den Sh#”"-Lungen sind die Lungen von Shi™”";Gli3""-Doppelmutanten grofer,
haben mehr Epithelknospen, jedoch mit kleineren Lumen, und ein dichteres Mesenchym. Li
und seine Kollegen begriinden das damit, dass durch die erhohte Gli3-Repressor
Konzentration in den Shh™ Lungen das Wachstum suppremiert wird. So ist in den Lungen,
denen sowohl die Shh- als auch die Gli3-Aktivitdt fehlt eine gesteigerte Proliferation zu
beobachten (Li et al., 2004).

Generell kann die Storung des normalen Prozesses der Lungenentwicklung bei starken

Verdnderungen zu neonatalen Defekten oder Luftnot fiihren oder bei milderen Verdanderungen
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zu einer erhdhten Anfalligkeit fiir Lungenerkrankungen im spéteren Leben (Warburton et al.,

2006).

1.5 Das Ftro-Gen

Das Fat mass and obesity associated (Fto)- Gen wurde in den neunziger Jahren wéhrend
Forschungsarbeiten an der sogenannten Fused-toes Mausmutante (Ff) entdeckt. Dieser Name
geht aus dem Ft/+-Phidnotyp hervor, der eine Fusion der Zehen 1-4 aufweist.
Mausembryonen, die homozygot fiir die F#-Mutation sind zeigen kraniofaziale
Missbildungen, Defekte in der Rechts-Links-Asymmetrie und sind embryonal letal (~E10.5)
(van der Hoeven et al., 1994). Die Ursache ist eine 1,6 Mb umfassende Deletion in der Region
D des Mauschromosoms 8. Ffo konnte als eins der insgesamt sechs von dieser Deletion
betroffenen Gene identifiziert werden. Die fiinf anderen Gene sind Fts, Ftm, Irx3, Irx5 und
Irx6 (Peters et al., 1999, 2002). Mit 250 Kb ist Fro das groBte dieser sechs Gene. Der
kodierende Bereich des Fto-Gens besteht aus 1506 Basenpaaren und kodiert fiir das 58 kDa
groBe Fto-Protein. Dieses besitzt eine zweiteilige Zellkernlokalisierungssequenz (NLS) und
zeigt ein ubiquitdres Expressionsmuster in Mausembryonen und adulten Miusen. Das murine
Fto-Gen ist zu 85% homolog mit dem humanen F70O-Gen auf dem Chromosom 16. Es ist
unter den Vertebraten und Algen hoch konserviert, aber nicht vorhanden in Invertebraten,
Pilzen und Griinpflanzen (Peters et al., 1999, Peters, 2002; Frayling et al., 2007, Gerken et al.,
2007, Robbens et al., 2008).

In verschiedenen, unabhidngigen genomweiten Assoziationsstudien (Genome-Wide
Association  Studies; GWAS) konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen
Polymorphismen im ersten Intron des humanen F70O-Gens und dem Body Mass Index (BMI)
identifiziert werden (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Scott et al., 2007; Scuteri et al.,
2007). Individuen, die homozygot fiir das Risikoallel sind wiegen durchschnittlich 3-4 kg
mehr und haben ein 1,67-fach erhohtes Risiko an Adipositas zu erkranken, verglichen mit
Individuen, die das Risikoallel nicht geerbt haben. Durch darauffolgende Studien konnte der
Zusammenhang von FTO, dem BMI und dem erhohten Risiko fiir Ubergewicht und
Adipositas verfestigt werden. F7O Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide

Polymorphism; SNPs) konnten mit verschiedenen Merkmalen der Adipositas assoziiert
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werden, wie dem Korpergewicht, dem Leptinspiegel, der subkutanen Fettleibigkeit, der
Fettmasse und dem Hiift- und Bauchumfang (Frayling et al., 2007; Scuteri et al., 2007,
Andreasen et al., 2008; Peeters et al., 2008). Der Einfluss von FTO auf den Kd&rperbau und
das Risiko von Ubergewicht und Adipositas ist bereits im Kindesalter zu beobachten. Zum
Zeitpunkt der Geburt ist das Gewicht noch unauffillig, aber bereits zwei Wochen spéter kann
eine Verbindung zwischen den F7O SNPs und einem erhdhten Korpergewicht festgestellt
werden (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Andreasen et al., 2008; Lopez-Bermejo et al.,
2008)

Es konnte gezeigt werden, dass die Transkription der Fro-mRNA abhingig ist vom
Futterstatus der Maus. Mit Hilfe von Expressionsstudien in Miusen wurde gezeigt, dass die
Fto mRNA im Nucleus arcuatus (ein Kern des Hypothalamus) nach dem Fressen
hochreguliert und nach dem Fasten reduziert ist (Gerken et al., 2007; Stratigopoulos et al.,
2008). Jedoch wurde in Ratten ein entgegengesetztes Expressionsmuster beobachtet
(Fredriksson et al., 2008). Andere Studien zeigten, dass FTO einen Effekt auf die
zerebrokortikale Insulinsensitivitit hat, weil Individuen, die homozygot fiir das Risikoallel
sind im Gehirn eine reduzierte Insulinantwort aufweisen (Tschritter et al., 2007). Wiederum
andere Analysen lieBen FTO eine periphere Rolle zukommen, dadurch dass die 70 mRNA
im Fettgewebe von gesunden Frauen mit dem BMI ansteigt und dass Tréger des Risikoallels,
unabhédngig vom BMI, eine reduzierte Lipolyse-Aktivitit zeigen (Wahlen et al., 2007). In
Minnern mittleren Alters mit dem AA Risikoallel wurde im Zuge von GWAS ein reduzierter
Plasma-HDL (High Density Lipoprotein)-Cholesterol-Spiegel beobachtet, verglichen mit
nicht Risikoallel-Tragern (TT) (Kring et al., 2008). Das HDL wird auch als ,,gutes
Cholesterol* bezeichnet, da es vor der Entstehung einer Arteriosklerose schiitzt, im Gegensatz
zum LDL (Low Density Lipoprotein)-Cholesterol, das die Entstehung einer Arteriosklerose
fordert.

1.5.1 Die Fro-Mausmutante

Die Fto-Mausmutante wurde durch die Inaktivierung des sogenannten Fat mass and obesity
associated Gens (Fto) generiert. Durch das Ersetzen von Exons 2 und 3 des Fro-Gens durch

eine Neomycinkasette wurde diese Gen-Inaktivierungs-Mutante im Institut fiir Entwicklungs-
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und Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf generiert und
charakterisiert (Fischer et al., 2009). Méuse, die homozygot fiir diese Mutation sind (Fto™)
zeigen ab dem zweiten Tag nach der Geburt eine signifikante Wachstumsretardation. Nach
sechs Wochen wiegen die Fro”-Miuse durchschnittlich 30-40% weniger als ihre
wildtypischen Geschwister (Fro™"), wihrend die Ffo-heterozygot mutanten Miuse (Fzo™)
keine signifikanten Verinderung, verglichen mit den Ffo™"-Miusen aufweisen. Mit Hilfe von
MRI (magnetic resonance imaging) Analysen wurde gezeigt, dass die Fro”-Miuse im
Vergleich zu den Wildtypen signifikant weniger Fettmasse besitzen. Ubereinstimmend mit
diesen Ergebnissen wurde in den Ffo”-Miusen eine Reduktion des weiBien Fettgewebes
(white adipose tissue; WAT) festgestellt, ein Merkmal, dass sich mit dem Alter immer
deutlicher ausprigt. Im Alter von etwa 15 Monaten ist in den Fto”-M&usen kein WAT mehr
vorzufinden. Zudem konnte eine Reduktion der Adipozytengrofle in den Fi to”"-Méusen
gezeigt werden. Nach einer zwolfwdochigen kalorienreichen Didt (high fat diet; HFD) konnte
sowohl in den Fro”- als auch in den Ffo™"-Minnchen im Vergleich zu den Fro™*-Minnchen
eine signifikant reduzierte Gewichtszunahme und signifikant weniger WAT-Anreicherung
beobachtet werden. Wie aufgrund der reduzierten Fettmenge zu erwarten, wurde in den Fi 10" -
Maiusen eine erniedrigte Serum-Leptin-Konzentration und erhohte Adiponektin-
Konzentration gemessen. Weitere Untersuchungen zur Futteraufnahme ergaben, dass die
Fto”"-Miuse die gleiche Futtermenge aufnehmen wie ihre wildtypischen Geschwister, aber
bezogen auf das Korpergewicht zeigen sie eine Hyperphagie. Durch kalorimetrische Analysen
wurde gezeigt, dass die Fro”-Miuse mehr Sauerstoff verbrauchen, mehr Kohlendioxid
produzieren und mehr Wirme erzeugen als ihre wildtypischen Geschwister. Daraus wurde
geschlossen, dass der schlanke Phanotyp der Fto”"-Miuse aus dem erhdhten Energieumsatz
resultiert. Allerdings wurde auch eine reduzierte Bewegungsaktivitdt und signifikant erhohte
Konzentration von zirkulierendem Plasma-Adrenalin und -Noradrenalin gemessen.

Allgemein lasst sich {liber die Fto-Mausmutante sagen, dass die Inaktivierung des Ffo-Gens
vor Fettleibigkeit schiitzt. Die Resultate der Charakterisierung der Fro-Mausmutante lassen
darauf schlie3en, dass Fto eine Rolle in der Wachstumsregulierung und dem Energiehaushalt
spielt. Die genaue Funktion von Fto, welche nach Inaktivierung zu dem hier beschriebenen
Phéanotypen fiihrt, bleibt jedoch unklar.

Es ist beschrieben, dass die Fro”-Embryonen im erwarteten Mendel-Verhiltnis geboren

werden und im Vergleich zu den wildtypischen Méusen keinen auffillig verdnderten
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embryonalen Phinotyp zeigen (Fischer et al., 2009). Jedoch gab es in den letzten Jahren
vermehrt Hinweise auf einen embryonal verdnderten Phdnotypen und eine erhohte Letalitdt
der Fto”-Miuse. Dieser Verdacht und aufklirende Analysen werden im Ergebnisteil dieser

Arbeit im Detail erldutert.

1.5.2 Die Funktion von FTO

FTO ist ein Mitglied der nicht-Him Eisen(II)- und a-Ketoglutarat-abhdngigen Dioxygenase-
Superfamilie und katalysiert oxidativ die Demethylierung von m’T (3-Methylthymin) und
m’U  (3-Methyluracil) in einzelstringiger DNA (ssDNA) und RNA (ssRNA). Die
Kristallstruktur des FTO weist eine Schleife auf, die als Basis fiir seine Prioritit fiir
einzelstrangige Nukleinsduren als Substrat dient. Neueste Studien konnten aufdecken, dass
das FTO eine m°’A (N°-Methyladenosin)-RNA-Demethylase ist. Die Reduktion der FTO-
Expression in HeLa und 293FT Zellen fiihrt zu einem Anstieg von m°A in der RNA, und die
Uberexpression zu einer Reduktion von m°A. Das FTO- Protein ist zum Teil in sogenannten
»Kernflecken (nuclear speckles) lokalisiert, in denen sich vermutlich auch eine
Methyltransferase befindet. Es wird vermutet, dass FTO und die Methyltransferase den
dynamischen Methylierungsstatus der mRNA koordinativ regulieren (Gerken et al., 2007,
Sanchez-Pulido und Andrade-Navarro, 2007; Jia et al., 2008,2011).

29



Einleitung

1.6 Ziel dieser Arbeit

Die bisherige Charakterisierung der Fro-Mausmutante hat ergeben, dass Fto an der Regulation
des Wachstums und des Energiehaushaltes beteiligt ist. Zuletzt konnten jedoch auch immer
hiufiger Beobachtungen gemacht werden, die auf einen verdnderten embryonalen Phénotyp
der Ffo”-Miuse hinweisen. Es bestand unter anderem der Verdacht, dass die Fto” -Miuse
zum Zeitpunkt des Absetzens, im Alter von etwa drei Wochen, unterreprisentiert sind. Diese
Vermutung sollte statistisch analysiert werden und durch Untersuchungen zu verschiedenen
embryonalen und postnatalen Stadien der Zeitpunkt ermittelt werden, an dem die Fro”-Miuse
versterben. AnschlieBend sollte durch verschiedene morphologische, histologische und
molekulare Analysen die Ursache fiir die Letalitéit der Fro”-Miuse Méuse untersucht werden.
Neben diesen Analysen sollten auBerdem, mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems,
Interaktionspartner des Fto Proteins identifiziert werden. Die Funktionen und Kenntnisse der
dadurch identifizierten Interaktionspartner sollten zur Aufklidrung der Funktion von Fto

beitragen.
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2 Material & Methoden

Fiir die, in dieser Arbeit durchgefiihrten, Methoden wurden, soweit nicht anders erwéhnt,
Chemikalien der Firmen Applichem GmbH (Darmstadt, Deutschland), Fluka (Buchs,
Schweiz), Merck (Darmstadt, Deutschland), New England Biolabs (NEB) (Schwalbach,
Deutschland), Promega (Heidelberg, Deutschland), Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland),
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland),
und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) verwendet. Zu jeder Methode ist eine Liste der

verwendeten Losungen angegeben.

2.1 Arbeiten mit Nukleinsiduren

2.1.1 Isolation von Nukleinsauren

2.1.1.1 DNA-Isolation aus Schwanzspitzen

Zur Bestimmung der Genotypen wurde den Miusen ein Stiick der Schwanzspitze abgetrennt
und aus dieser zundchst die DNA-isoliert. Dafiir wurden 750 pl Dottersackpuffer und 35 pl
Proteinase K zu der Schwanzspitze gegeben. Zur Zersetzung des Gewebes, wurde dieses
Gemisch iiber Nacht bei 56°C inkubiert. Die Féallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 250
ul gesittigte NaCl-Losung, kurzem Invertieren und einer 10 miniitigen Zentrifugation bei
13000 Upm (Eppendorf Centrifuge 5415). AnschlieBend wurden 750 ul des Uberstandes in
ein neues Eppendorfgefal iiberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt, gut gemischt und fiir 10
min. bei 13000 Upm zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde verworfen und die
sedimentierte ausgefillte DNA durch die Zugabe von 500 pl 70 % Ethanol und erneuter
Zentrifugation (5 min., 13000 Upm) gewaschen. AbschlieBend wurde der Uberstand
verworfen, das DNA-Pellet luftgetrocknet und die DNA in 100 pl dH,O riickgelost.
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Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in dH20
Dottersackpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM EDTA
100 mM NaCl
1% SDS (w/v)
Isopropanol abs.
NaCl-Lsg. gesittigt >6M
Proteinase K 10 mg/ml Roche #100014

2.1.1.2 Plasmid-Mini-Isolation (aus E.coli)

Mit autoklavierten  Pipettenspitzen = wurden auf  Selektionsplatten  gewachsene
Bakterienkolonien gepickt und in jeweils 5 ml Selektionsmedium gegeben. Es folgte eine
Inkubation tiber Nacht im Rundschiittler bei 37°C. Am folgenden Tag wurden 1,5 ml der
angeschiittelten Bakterienkulturen in ein Eppendorfgefal tiberfiihrt und fiir 3 min. bei 6000
Upm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415D). AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und das Bakterienpellet in 150 pl eiskaltem Puffer P1 resuspendiert. Durch die
Zugabe von 200 pl Puffer P2 und vorsichtigem Invertieren wurden die Bakterien alkalisch
lysiert. Die anschlieBende Neutralisation der Proben erfolgte durch die Zugabe von 175 pl
Puffer P3 und starkem schiitteln. Nach einer 5 miniitigen Inkubation auf Eis wurden die
Proben fiir 10 min. bei 13000 Upm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415D). Der
entstandene klare plasmidhaltige Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt.
Die Préazipitation der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe des 0,7-fachen Volumens (350 pl)
Isopropanol. Nach erneuter Zentrifugation (10 min., 13000 Upm, Eppendorf Centrifuge
5415D) wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen, der Niederschlag mit 500 ul Ethanol
(70%) gewaschen und nochmals zentrifugiert (5 min., 13000 Upm, Eppendorf Zentrifuge
5415D). AbschlieBend wurde der Uberstand gut abgesaugt, das Pellet an der Luft getrocknet
und in 30-50 pl dH,O riickgeldst. Zur Kontrolle, ob das gewiinschte spezifische Plasmid
isoliert wurde, wurde ein restriktionsenzymatischer Verdau (siche 2.1.3) und eine
anschliefende gelelektrophoretische Auftrennung (siehe 2.1.4) durchgefiihrt. Bei positivem
Ergebnis wurde die Bakterienkultur, von welcher die Mini-Priparation angefertigt worden
war, zur Animpfung einer Kultur fiir anschlieBende Midi- Prédparation (siehe 2.1.1.3)

verwendet.
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Verwendete Losungen:

70% Ethanol

70% (v/v) Ethanol in dH20

Isopropanol abs.
LB-Medium 1 % (w/v) NaCl
1 % (w/v) Trypton Applichem #A1553
in dH,0
autoklaviert
Puffer P1 50 mM Glucose
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
Puffer P2 0,2 N NaOH
1 % (w/v) SDS
Puffer P3 3 M Kaliumacetat
pH 4,8 mit Eisessig
Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin Applichem #A0839

in LB-Medium

2.1.1.3 Plasmid-Midi-Isolation (aus E.coli)

Zur Gewinnung groflerer und reinerer Plasmid-DNA-Mengen (bis 100 pg) wurde das
Plasmid-Midi-Kit der Qiagen GmbH (#12145) nach den Angaben des Herstellers verwendet.
Fiir die Plasmid-Midi-Isolation wurde mit etwa 2 ml der Bakteriensuspension der Plasmid-
Mini-Isolation eine 100 ml Kultur (Selektionsmedium) angeimpft und tiber Nacht auf dem
Plattformschiittler (170 Upm) bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die Kultur 15 min. bei
6000 Upm und 4°C abzentrifugiert (Heraeus, Megafuge 1.0R). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet entweder bei -20°C eingefroren, oder direkt weiterverarbeitet und in
4 ml eiskaltem Puffer P1 mit einer Glaspipette resuspendiert. Nach der Lyse durch Zugabe
von 4 ml Puffer P2 und vorsichtigem Invertieren wurde die Probe 5 min. bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Neutralisation erfolgte anschlieBend durch die Zugabe von 4 ml eiskaltem
Puffer P3, starkem Schiitteln und einer 15 miniitigen Inkubation auf Eis. Anschliefend wurde
die Losung 30 min. bei 6000 Upm und 4°C zentrifugiert (Heraecus, Megafuge 1.0R).
Wihrenddessen wurde eine Qiagen-tip-100-Sdule durch die Zugabe von 4 ml QBT-Puffer
Aquilibriert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand iiber einen Faltenfilter in ein neues
Reaktionsgefdll iiberfithrt und anschlieBend langsam auf die dquilibrierte Sdule gegeben.
Nachdem der gesamte Uberstand die Siule passiert hatte, wurde die sich nun in der
Sédulenmembran befindende DNA 2x mit 10 ml QC-Puffer gewaschen. Durch Zugabe von 5
ml QF-Puffer auf die Sdule erfolgte die Elution der DNA. Das Eluat wurde in einem 15 ml
Rohrchen aufgefangen und fiir die Préizipitation der Plasmid-DNA wurde das 0,7-fache
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Volumen (3,5 ml) Isopropanol zugegeben und gut gemischt. Es folgte eine 30 miniitige
Zentrifugation bei 6000 Upm und 4°C (Heraeus, Megafuge 1.0R). Anschlieend wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 2 ml Ethanol (70%) gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (10 min., 6000 Upm, 4°C) (Heraeus, Megafuge 1.0R) wurde der Uberstand gut
abgesaugt und das Pellet (Plasmid-DNA) nach dem Lufttrocknen in 30 pl dH,O riickgeldst.
Die Qualitdt der gewonnenen Plasmid-DNA wurde restriktionsenzymatisch (siehe 2.1.3) und
gelelektrophoretisch (siehe 2.1.4) analysiert und deren Konzentration spektralphotometrisch

(siehe 2.1.2) bestimmt.

Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in dH,O
Isopropanol abs.
LB-Medium 1 % (w/v) NaCl
1 % (w/v) Trypton
in dH,0
autoklaviert
Selektionsmedium 50 pg/ml Ampicillin Applichem #A0839

in LB-Medium

2.1.1.4 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde in dieser Arbeit, nach einem Restriktionsverdau,
zur Féllung des linearisierten Plasmids verwendet. Dafiir wurde der 30 pl Ansatz aus dem
Restriktionsverdau mit 100 pul dH,O und 100 pl Phenol/Chloroform zusammen gegeben und
griindlich gemischt. Dieses Gemisch wurde anschlieBend fiir 7 min. bei 13000 Upm
zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415D) und die wissrige (obere) Phase in ein neues
Eppendorfgefall tiberfiihrt. Dazu wurde 1 ml 100% EtOH gegeben, gut gemischt und fiir
mindesten 30 min. (kann auch iiber Nacht oder lianger) bei —20°C inkubiert. Nach der
Inkubation folgte eine 7 miniitige Zentrifugation bei 13000 Upm. Der Uberstand wurde
abgegossen und 50 pl 70% EtOH auf des Pellet gegeben. Nach kurzem Schiitteln, wurde
erneut zentrifugiert (6 min., 13000 Upm). AbschlieBend wurde das EtOH abgenommen, das
Pellet an der Luft getrocknet und in 30 ul dH,O resuspendiert.

Verwendete Losungen:

70% EtOH 70% (v/v) EtOH in dH,0
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EtOH abs.
Phenol/Chloroform 3 Teile Phenol
1 Teil Chloroform

2.1.1.5 RNA-Isolation aus embryonalem Mausgewebe

Fiir die RNA-Isolation aus embryonalem Mausgewebe wurde das RNeasy Mini Kit der Firma
Qiagen verwendet (#74104). Das Gewebe wurde zunédchst mit einem RNase freien Plastikstab
zerkleinert und das Lysat in 600 pl RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol (10 pl B-
Mercaptoethanol auf 1ml RLT-Puffer) homogenisiert. AnschlieBend wurde das Lysat 3 min.
bei 13000 Upm (Eppendorf Centrifuge 5415D) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorfgefal3 tiberfiihrt und mit einem Volumen 70 % Ethanol versetzt. 700 pl der
gut durchmischten Probe wurden anschlieBend auf eine RNeasy spin Sédule gegeben und fiir
15 sec. bei 13000 Upm (Eppendorf Centrifuge 5415D) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und zum Waschen der in der Sdulenmembran befindlichen RNA wurden 350 pl
RW1 Puffer auf die Sdule gegeben und erneut fiir 15 sec. (13000 Upm) zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. An dieser Stelle folgte als Zwischenschritt ein DNase-Verdau
(RNase-free DNase Set, Qiagen). Dafiir wurde ein Mix aus 10 ul DNase I Stocklésung und 70
ul RDD-Puffer direkt auf die Membran der Sdule gegeben. AnschlieBend wurde die Séule fiir
15 min. bei 25°C inkubiert. Durch die Zugabe von 350 ul RW1-Puffer auf die Siule und einer
Zentrifugation flir 15 sec. bei max. Geschwindigkeit wurde der DNase-Verdau beendet.
Darauf wurde die RNA, durch die Zugabe von 500 pl RPE Puffer und anschlieBender
Zentrifugation (15 sec., max.), gewaschen. Wiederholt wurde der Durchfluss verworfen und
die RNA durch die Zugabe von 500 pl RPE Puffer und einer anschlieBenden Zentrifugation
von 2 min. bei max. Geschwindigkeit ein weiteres Mal gewaschen. Anschlieend wurde die
Sédule in ein neues, sauberes 1,5 ml Eppendorfgefdl} iiberfiihrt. Fiir die RNA Elution wurden
30-50 pl RNase freies Wasser direkt auf die Membran der Séule gegeben und ein letztes Mal
fiir 1 min. bei max. Geschwindigkeit zentrifugiert. Die RNA wurde fiir zeitnahe Analysen auf
Eis aufbewahrt oder zur Lagerung in -80°C iiberfiihrt. Vor der Verwendung der RNA zur
Synthese von cDNA (siehe 2.1.7.4) wurde die Konzentration der RNA spektralphotometrisch
bestimmt (siche 2.1.2).

35



Material und Methoden

Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol
in DEPC-H,0
B-Mercaptoethanol Sigma #M7522
DEPC-H,0 H,0
+0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat Sigma #D5758
autoklaviert

2.1.1.6 RNA-Isolation aus priméiren MEFs

Fir die RNA-Isolation aus embryonalem Mausgewebe wurde das RNeasy Mini Kit
verwendet (Qiagen, #74104). Nachdem die Zellen in der gewiinschten Dichte auf der
Zellkulturschale gewachsen waren, wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit
Zellkultur-PBS gewaschen. Das PBS wurde bestmoglich entfernt und 600 pl RLT-Puffer mit
3-Mercaptoethanol (10 ul B-Mercaptoethanol auf 1ml RLT-Puffer) auf die Zellen gegeben.
Darauthin wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte gekratzt und in ein
Eppendorfgefal} tiberfithrt. Durch mehrmaliges Auf- und Abziehen des Zelllysates durch eine
diinne Kaniile, wurde dieses homogenisiert. AnschlieBend wurde ein Volumen 70% Ethanol
zu dem Homogenisat gegeben. Des Weiteren wurde verfahren wie bei der RNA-Isolation aus

embryonalem Mausgewebe (2.1.1.5).

Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol
in DEPC-H,0
B-Mercaptoethanol Sigma #M7522
DEPC-H,0O H,O
+0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat Sigma #D5758
autoklaviert
Zellkultur-PBS Biochrom #L.1820

2.1.2 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA

Sowohl die DNA- als auch die RNA-Konzentration wurde mit einem Spektrophotometer
(Eppendorf, BioPhotometer) gemessen. Es wurde das Programm ds(doppel-stringige)DNA
bzw. dsRNA ausgewdhlt. Als Leerwert-Kontrolle wurde dH,O verwendet. Die DNA/RNA
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wurde nach der Messung der Leerwert-Kontrolle, in der zuvor angegebenen Verdiinnung, in

eine Kiivette gegeben und die Konzentration bestimmt.

2.1.3 Sequenzspezifische Spaltung von DNA mittels

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzyme) sind bakteriellen Ursprungs und spalten die
DNA-Doppelhelix an spezifischen Stellen, die durch die lokale Nukleotidsequenz definiert
werden. Auf diese Weise ist es moglich ein langes, doppelstringiges DNA-Molekiil in
Fragmente von genau definierter Lédnge zu =zerlegen. In dieser Arbeit wurde die
sequenzspezifische Spaltung von DNA mithilfe verschiedener Restriktionsenzyme nach den
vom Hersteller (Roche, NEB) vorgegebenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Pro pg
DNA wurden 1-10 U Enzym in 1x Enzympuffer (vom Hersteller mitgeliefert) verwendet. Die
sequenzspezifischen Spaltungen hatten eine Inkubationsdauer von 2 Stunden bei einer
Inkubationstemperatur  von  37°C.  AnschlieBend wurde der Restriktionsansatz
gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.1.4). Die sequenzspezifischen Spaltungen durch
Restriktionsendonukleasen wurden durchgefiihrt um 1) Plasmide fiir die Klonierung zu
linearisieren, 2) die fiir die Klonierung erwiinschten Fragmente aus anderen Plasmiden zu
entfernen, 3) die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmide zu ermdglichen und 4) die
Richtigkeit bestimmter Vorgidnge, z. B. der Plasmid-Mini-Isolation oder der Plasmid-Midi-

Isolation, zu kontrollieren.

2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels der Agarosegel-Elektrophorese erfolgte die Auftrennung von DNA-Fragmenten. Als
Gel-und Laufpuffer wurde das TAE-Puffersystem eingesetzt. Die negativ geladene DNA
wanderte entsprechend ihrer Grofe und Form im elektrischen Feld zur Anode. Fiir die
Analysen in dieser Arbeit wurden 1%-ige Agarosegele verwendet. Dafiir wurde 1g Agarose in
100 ml TAE-Puffer durch Aufkochen geldst. Nach dem Ldsen der Agarose wurden 5 pl
GelRed zugefiigt, ein Fluoreszenzfarbstoff, der zwischen die doppel-stringige DNA
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interkaliert. Dadurch wird der Nachweis der DNA-Banden unter UV-Licht ermoglicht.
Nachdem das Gel etwas abgekiihlt war, wurde es in einen Gelschlitten gegossen und ein
Kamm zur Formung der Geltaschen eingelassen. Nach dem Aushérten des Gels, wurde dieses
in eine Gelkammer mit TAE-Ladepuffer iiberfiihrt und der Kamm vorsichtig entfernt.
AnschlieBend wurden die mit DNA-Ladepuffer versetzten Proben und ein
Grofenstandardmarker (1 Kb-Plus-DNA-Leiter) zum GroBenvergleich aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm bei Raumtemperatur. Die
DNA-Fragmente wurden mithilfe von UV-Licht (254 nm) durch die Fluoreszenz des
interkalierten =~ GelReds  sichtbar  gemacht und mit einer  PC-gestiitzten
Videodokumentationsanlage fotographiert. Sollten die DNA-Molekiile fiir eine Ligation
(siche 2.1.6) weiterverwendet werden, wurden die DNA-Banden mit energiedrmeren UV-
Licht aus einer Hand-UV-Lampe (Konrad Benda) bei 366 nm detektiert, um Briichen der

Nukleotidsequenz vorzubeugen.

Verwendete Losungen:

1 Kb-Plus-DNA-Leiter 12000; 5000; 2000; 1650;1000; 850;

650; 500; 400; 300; 200; 100 Bp Invitrogen #10787-018
5x Ladepuffer 50% (v/v) Glycerin

2% (w/v) Orange G Merck #14277
Agarose 1% in TAE-Puffer PeqGOLD #35-1020
GelRed 0,05 pl/ml Biotium #41003
TAE-Puffer 40 mM Tris-HCI

2 mM EDTA

pHS&,2

2.1.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente konnten durch das interkalierte GelRed unter UV-Licht
sichtbar gemacht werden und wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Extraktion der
DNA wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen #28704) entsprechend der Angaben
des Herstellers verwendet.

Die aus dem Gel herausgeschnittenen DNA-Fragmente wurden gewogen und mit dem 3-
fachen Volumen (z.B. 0,1 g — 300 ul) QG-Puffer versetzt. Zur Losung des Gelfragments in
dem Puffer, wurde die Probe fiir 10 min., 50°C und 1000 Upm in einen Thermomixer gestellt.

AnschlieBend wurde die Probe mit dem 1-fachen Volumen Isopropanol versetzt und auf eine
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Saule (QIAquick spin column) gegeben. Nach einer 1 miniitigen Zentrifugation bei 13000
Upm (Eppendorf Centrifuge 5415D) wurde der Durchfluss verworfen und 500 pl QG-Puffer
auf die Sdule gegeben. Darauf wurde erneut fiir 1 min. zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die DNA durch die Zugabe von 750 pl PE-Puffer und anschlieBender
Zentrifugation gewaschen (1 min. 13000 Upm). Anschlieend wurde die Sdule in ein neues
1,5 ml Eppendorfgefdl iiberfiihrt und die DNA mit 50 pul EB-Puffer eluiert. Dafiir wurde die
Probe erneut fiir 1 min. bei 13000 Upm zentrifugiert.

Zur Uberpriifung der Qualitit der isolierten DNA wurde ein Aliquot in die Gelelektrophorese
(siehe 2.1.4) eingesetzt.

Verwendete Losungen:

Isopropanol abs.

2.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA wurde die T4-DNA-Ligase
(Invitrogen #15224) eingesetzt. Dieses Enzym ist in der Lage, unter ATP-Verbrauch, die
Bindung einer 3'-OH-Gruppe mit einer 5 -Phosphatgruppe an den Enden eines jeweiligen
DNA-Stranges zu katalysieren, so dass eine Phosphodiesterbindung zwischen den beiden
Enden entsteht. Fiir die Ligation wurden Vektor- und Insert-DNA im Verhéltnis 1:4
eingesetzt. Fiir einen 30 pl Ansatz wurden 1 pl der Ligase und 3 pl des mitgelieferten 10x
Ligase-Puffer zu den DNA-Fragmenten gegeben und mit dH20 auf 30 pl aufgefiillt. Dieser
Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 16°C inkubiert und anschliefend vollstindig mittels

Hitzeschock in E.coli Zellen transformiert (siche 2.2.3).

2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro Methode zur Amplifikation von
Nukleinsduren. Durch das gezielte Einsetzen von spezifischen Primern (Oligonukleotide) ist
es moglich bestimmte DNA-Sequenzen zu amplifizieren. Dabei hybridisieren die beiden

Primer den flankierenden Bereiche der komplementdren DNA-Stringe. Eine entscheidende
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Komponente dieser Methode sind sogenannte hitzestabile DNA-Polymerasen, da sie eine
wichtige Rolle in der Replikation spielen. Fiir PCR-Analysen dieser Arbeit wurde die
sogenannte Tag-Polymerase aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus
verwendet. Die zwischen den Primern liegende Sequenz wird durch eine wiederholte,
zyklische Sequenz von Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Primer (Annealing) und
Sequenzverldngerung (Elongation) amplifiziert. Die Anzahl und die Dauer der Zyklen ist

abhingig von der Ausgangskonzentration und der Linge des DNA-Fragments.

2.1.7.1 Standard-PCR und verwendete Primer

Die Standard-PCR-Analyse wurde in dieser Arbeit fiir die Genotypisierung von Méusen
(siche 2.1.7.2) und zur semi-quantitativen Bestimmung bestimmter cDNA (sieche 2.1.7.3)
verwendet. Alle PCR-Reaktionen wurden in diinnwandigen 0,2 ml Reaktionsgefifien in
Eppendorf- (Mastercycle Gradient) oder MWG- (Primus 96) Maschinen durchgefiihrt. Als
Enzym wurde die Tag-Polymerase (im Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der
Tiere nach dem Protokoll von Pluthero et al., 1993 hergestellt) mit dem dazugehdrigen

Puffersystem (Roche #1146165) verwendet.

Der 20 ul Standard-PCR-Ansatz:

1 ul DNA-Template

4 ul 5X PCR-Puffer

0,5 ul dNTP-Mix (je 10 mM), Roche #1969064
Il Primer 1 (10 pmol/ul)

1 pul Primer 2 (10 pmol/ul)

0,1 pl Tag-Polymerase (5 U/pl)

12,4 ul H,O (autoklaviert)
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Es wurden folegende Bedingungen fiir die Standard-PCR-Reaktion festgelegt:

Schritt Zyklenanzahl Temperatur (°C) Zeit
1) Initiale Denaturierung Ix 95 5 min.
2) Denaturierung 95 30 sec.
3) Annealing 25-35x 5°C weniger als Primer-Tm | 15 sec.
4) Elongation 72 1 min./Kb
5) Abschlielende Elongation Ix 72 5 min.

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend gelelektrophoretischen aufgetrennt (siehe 2.1.4).

Fir diese Arbeit verwendete Primer:

Die komplementiren Sequenzen fiir die verwendeten Primer wurden anhand vorliegender

genomischer Sequenzdaten ermittelt. Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma MWG

Biotech.
Bezeichnung Sequenz (5" nach 3 )
Bmp4FOR GTAACCGAATGCTGATGGTCGT
Bmp4REV TAGTCTGGTGTCCAGTAGTCGT
Dkk1 for TTGCGTCCTTCGGAGATGATGG
Dkkl1 rev ACTCCTCATCTTCAGCGCAAGG
Fto-KO-for ACCCCTCTCCCCCATCTAAATCCT
Fto-KO-rev AAGCCAAGAACAAGTCCATACCTG
mHprt For GCTGGTGAAAAGGACCTCT
mHprt Rev CACAGGACTAGAACACCTGC
Msx1FOR TTTGCCACTCGGTGTCAAAGTG
Msx1REV GACGGTTCTGGAACCAGATCTT
Msx2FOR CGACTAAAGGCGGTGACTTGTT
Msx2REV TTTGACCTGGGTCTCTGTAAGG
Neo for CTGTGCTCGACGTTGTCACTG
Neo rev GATCCCCTCAGAAGAACTCGT
SYR for TTGTCTAGAGAGCATGGAGGGCCATGTCAA
SYR rev CCACTCCTCTGTGACACTTTAGCCCTCCGA

Tgl15 for (p163r Glob)

CTACATCCTGGTCATCATCCTG
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Tgl15 rev (mFto 171) | TTCAGCTGCCACTGCTGATAGA

Wnt5aFOR GGTGCCATGTCTTCCAAGTTCT

Wnt5aREV TCATAGGAACCCTTAGCGTGGA

2.1.7.2 Genotypisierung der Miuse

Nach der Isolation der DNA aus den Schwanzspitzen (sieche 2.1.1.1) der Miuse, wurden
mittels der PCR-Analyse der Genotyp und das Geschlecht der Miuse bestimmt. Das
Geschlecht wurde mit Hilfe der SYR-Primer (siche 2.1.7.1) analysiert. Diese erkennen eine
spezifische Sequenz auf dem Y-Chromosom. Dadurch wurde diese Sequenz in den
ménnlichen Mausen amplifiziert und konnte anschlieBend durch die Agarosegel-
Elektrophorese nachgewiesen werden. Bei den Weibchen fand mit diesen Primern keine
Amplifikation statt, da sie kein Y-Chromosom besitzen. Mit Hilfe der Fto-KO-Primer (siche
2.1.7.1) wurde untersucht, ob die Miuse ein intaktes oder nicht intaktes Ffo-Gen besallen.
Wenn mit diesen Primern DNA amplifiziert werden konnte, bedeutete dies, dass die Méuse
mindestens eine intakte Kopie des Fro-Gens besallen. Mit den Neo-Primern (siche 2.1.7.1)
wurde analysiert, ob die Méduse die Neomycinkassette besallen, die fiir die Inaktivierung des
Fto-Gens verwendet wurde. Konnte mit den Neo-Primern DNA amplifiziert werden handelte
es sich um homozygot oder heterozygot mutante Mause. Ob ein Fro-Transgen vorhanden war,
wurde mittels der Tgl15-Primer (siehe 2.1.7.1) untersucht. Die Zusammensetzung des PCR-

Ansatzes entsprach dem Standard, der im Abschnitt 2.1.7.1 aufgefiihrt ist.
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Das PCR-Programm zur Analyse von Genotyp und Geschlecht:

Schritt Zyklenanzahl Temperatur (°C) Zeit
1) Initiale Denaturierung 1x 94 5 min.
2) Denaturierung 94 30 sec.
3) Annealing 35x 56 30 sec.
4) Elongation 72 30 sec.
5) AbschlieBende Elongation Ix 72 5 min.

2.1.7.3 Semi-quantitative PCR

Mit Hilfe der semi-quantitativen PCR-Analyse wurde in dieser Arbeit die RNA-Expression
bestimmter Gene quantifiziert. Dafiir musste die isolierte mRNA zundchst in cDNA
umgeschrieben (2.1.7.4) werden. Die verwendeten Primer sind dem Abschnitt 2.1.7.1 zu
entnehmen und des PCR-Programm der Tabelle am Ende dieses Abschnitts. Zum Abgleich
der eingesetzten cDNA-Mengen wurde das Haushaltsgen Hprt parallel amplifiziert. Die PCR-
Produkte wurden abschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt und ein Foto des Agarosegels
gemacht. Die darauf zu erkennenden DNA-Banden wurden, nach dem gleichen Verfahren wie

die Quantifizierung der Proteinexpression (2.4.5), quantifiziert.

Das PCR-Programm fiir die semi-quantitativen Analysen:

Schritt Zyklenanzahl Temperatur (°C) Zeit
1) Initiale Denaturierung Ix 95 5 min.
2) Denaturierung 95 30 sec.
3) Annealing 25x 56 30 sec.
4) Elongation 72 45 sec.
5) Abschlielende Elongation 1x 72 5 min.
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2.1.7.4 Reverse Transkription (RT-PCR)

Da RNA nicht als Ausgangstemplate fiir eine PCR-Reaktion verwendet werden kann, wird
diese vor einer quantitativen PCR-Analyse zunidchst in cDNA (complementary DNA)
umgeschrieben. Diese reverse Transkription (RT) geschieht mittels der Reversen
Transkriptase, eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase.

Es wurde das ,,Expand Reverse Transkriptase“-Kit (Roche # 1785834) verwendet und die
reverse Transkription gemél den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Durch die 10 miniitige Inkubation des Mastermix 1 in einer PCR-Maschine bei 65°C erfolgte
die Anlagerung der Oligonukleotide.

Mastermix 1: 2 ul Oligo-(dT)
1 ug RNA
add 10,5 ul DEPC-H,0O

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proben unverziiglich auf Eis iiberfiihrt und

9,5 ul des Mastermix 2 hinzugefiigt.

Mastermix 2: 4 ul Transkriptase-Puffer
2 ul DTT 100 mM
2 ul dNTP-Mix
0,5 ul RNase-Block
1 ul Reverse Transkriptase

Nach der Zugabe des Mastermix 2 wurde das Gemisch in einer PCR-Maschine fiir 1 Stunde
bei 42°C inkubiert. Die daraus entstandene cDNA wurde entweder sofort filir eine semi-
quantitative PCR-Analyse (2.1.7.3) oder einer quantitativen Realtime-PCR (2.1.7.5)
verwendet oder bei -20°C gelagert.

Verwendete Losungen:

DEPC-H,0O H,O
+0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat Sigma #D5758
autoklaviert
dNTP-Mix 10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGPT
10 mM dTPP Roche #1969064
DTT (Dithiotreitol)-Losung 100 mM Roche #10197777001
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Expand-Reverse

Transkriptase 1 U/l Roche #11785826001
Oligo(dT)-Mix 10 mM Qiagen #79237
RNase Block 40 U/l Stratagene #300151

2.1.7.5 Quantitative Realtime-PCR

Mit der quantitativen  Realtime-PCR  wird die = mRNA-Expression  durch
Fluoreszensmessungen quantifiziert. Die quantitative Realtime-PCR basiert auf der
herkdmmlichen PCR (2.1.7), allerdings erfolgt die Quantifizierung in Echtzeit (daher real
time), wihrend eines PCR-Zyklus. Dabei nimmt die Fluoreszenz proportional zur Menge der
PCR-Produkte zu. Die Realtime-PCR-Analysen in dieser Arbeit wurden nach dem Protokoll
der ,,TagMan® Gene Expression Assays* der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Bei
diesem Verfahren werden sogenannte TagMan-Sonden verwendet, die an ihrem 5 Ende einen
Quencher und am 3'Ende den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff FAM besitzen. Bei einer
intakten Sonde wird die Energielibertragung des Reporterfarbstoffes aufgrund einer
Lichtquelle auf den Quencher iibertragen, wodurch kein Fluorezenzsignal abgegeben wird.
Die Tag-Polymerase, die neben der Polymerase-Aktivitit zusétzlich auch eine 5°-3'-
Exonuklease-Aktivitit besitzt, baut die Sonde, wihrend der Synthese des Gegenstranges, am
5'Ende ab. Dadurch entfernen sich Quencher und Fluorophor voneinander und es kann eine
steigende Reporter-Fluoreszenz gemessen werden.

Vor Beginn der quantitativen Realtime-PCR war es erforderlich, die isolierte RNA (2.1.1.4
und 2.1.1.5) in DNA umzuschreiben (2.1.7.4). Die daraus gewonnene cDNA wurde
anschlieBend, wie folgt aufgefiihrt, in die quantitative Realtime-PCR eingesetzt. Zur

Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden Triplikate angefertigt.

20 pl Standard-Ansatz: 3 ul cDNA
6 ul DEPC-H,O
10 pul TapMan Universal PCR Master Mix
1 ul TapMan Assay (Gen-spezifische Primer und Sonde)

Zum Abgleich der eingesetzten cDNA-Mengen wurde in den zu untersuchenden Proben

ebenfalls die Expression des Haushaltsgens Gapdh gemessen.
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Die Proben wurden auf eine 48-Loch-Platte (Fast Optical 48-Well Reaction Plate, Applied
Biosystems #4375816) aufgetragen, welche anschlieend mit einem RNA- und DNase-freien
Film (48-Well Optical Adhesive Film, Applied Biosystems #2012062115) abgeklebt wurde.
Darauthin wurde die 48-Loch-Platte zur Vermischung der einzelnen Proben kriftig
geschiittelt und durch 5 miniitige Zentrifugation bei 5000 Upm (Heraecus Megafuge 1.0) die
Luftblasen beseitigt. AnschlieBend wurde die 48-Loch-Platte in die Realtime-Maschine
(,,StepOne Real-Time PCR System Thermal Cycling Block*, Applied Biosystems #4376357)
gegeben und der Lauf gestartet.

Da ausschlieBlich in der exponentiellen Phase der PCR die optimalen Bedingungen herrschen,
wurden nach Beendigung des Laufs die Fluoreszenz-Signale der exponentiellen Phase
quantifiziert. Dabei wurde zur Berechnung der exponentiellen Phase der Cr-Wert
(Schwellenwert-Zyklus) verwendet, bei dem die Gen-spezifische Fluoreszenz die
Hintergrund-Fluoreszenz iibersteigt.

Die Quantifizierung der in der Realtime-Analyse erhaltenen Expressionsdaten wurde mit
Hilfe der AACt-Methode realisiert. Dafiir wurden die Ct-Werte des Haushalts-Gens von den
Ct-Werten der zu untersuchenden Gene subtrahiert. Die daraus erhaltenen Ct-Werte der
einzelnen Proben (Ffo” und Fto™") wurden erneut voneinander abgezogen, woraus der AACt-
Wert resultierte. Dieser wurde abschlieBend in die Gleichung ,,n-fache Expression (Ffo™" zu

Fto™") = 2722 ¢ingesetzt.

Verwendete Primer (TagMan Assay):

Gapdh Applied Biosystems #Mm99999915 gl

Glil Applied Biosystems #Mm00494645 m1
Msx1 Applied Biosystems #MmO00440330 m1
Ptchl Applied Biosystems #Mm00970977 m1

Verwendete Losungen:

DEPC-H,0 H,0
+0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat Sigma #D5758
autoklaviert

TapMan Universal PCR
Master Mix Applichem #A1091
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2.2 Bakterien

2.2.1 Fir Bakterien-Arbeiten verwendete Losungen

Ampicillin 100 mg/ml Applichem #A0839
DMSO Prolab #23500.297
LB-Agar 1,5 % (w/v) Bacto-Agar BD #214010

in LB-Medium
LB-Ampicillin-Agar LB-Agar
100 pg/ml Ampicillin Applichem #A0839
LB-Medium 1 % (w/v) NaCl
1 % (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt Applichem #A1552
in dH,0, autoklaviert, pH 7,0
SOB-Medium 2 % (w/v) Trypton Applichem #A1553
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt Applichem #A1552
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
autoklaviert, pH 6,7-7
TB-Puffer 10 mM Pipes Applichem #A3495
55 mM MnCl,
15 mM CacCl,
250 mM KCl
steril filtriert, pH 6,7
steril filtrieren und bei 4°C lagern

2.2.2 Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung der kompetenten Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Inoue (Inoue et al.,
1990). Als bakterieller Wirt wurden die E.coli Stimme JM109 und XL1 blue verwendet. Mit
einer Einzelkolonie wurde eine 20 ml Vorkultur in LB-Medium angeimpft und iiber Nacht bei
37°C auf einem Plattformschiittler (120 Upm) inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde
anschlieBend eine 250 ml Hauptkultur in SOB-Medium angeimpft. Die Hauptkultur wurde bei
Raumtemperatur inkubiert bis eine ODgy von 0,93 erreicht war. Darauf wurde die
Bakteriensuspension fiir 10 min. auf Eis inkubiert und anschliefend 10 min. bei 2500 x g
(Heraeus, Megafuge 1.0R) und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Bakteriensediment wurde in
80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Anschlieend wurden die

Zellen in 20 ml eiskaltem TB-Puffer aufgenommen und nach Zugabe von DMSO zu einer
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Endkonzentration von 7 % (v/v) fiir 10 min auf Eis inkubiert. Zuletzt wurden die Bakterien in

200 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.3 Transformation durch Hitzeschock

Fiir die Transformation von Plasmid-DNA mittels Hitzeschock in E.coli IM109 wurden die
bei -80°C gelagerten Bakterien langsam auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurde 20-100 ng
Plasmid-DNA zu 100-200 pl der Bakterien gegeben und das Gemisch fiir 10 min. auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Bakterien einem kurzen Hitzeschock (1 min. bei 42°C)
ausgesetzt und erneut auf Eis inkubiert (2 min.). Nach der Zugabe von 500 ul LB-Medium
(ohne Ampicillin) wurden die Bakterien flir 30-90 min. unter schiitteln (1000 Upm) bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien abzentrifugiert (3 min., 6000 Upm; Eppendorf
Centrifuge 5415D), der Uberstand bis auf etwa 100-200 ul entfernt und das Pellet in dem
restlichen Uberstand resuspendiert. AbschlieBend wurde die Zellsuspension auf LB-
Ampicillin-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen
Bakterienkolonien wurden flir das Animpfen von Fliissigkulturen verwendet, welche
hauptsédchlich der Analyse der Klone und der Gewinnung gréflerer Mengen Plasmid-DNA

dienten.

2.2.4 Elektro-Transformation

Fiir die geringen Mengen an Plasmid-DNA, die aus den Hefezellen isolierte wurden, reichte
die tbliche Transformation in E.coli Zellen mittels Hitzeschock meist nicht aus. Die
Transformation durch ElektrostoBBe ist etwas effektiver und bringt auch kleinste DNA-
Mengen in die Bakterien ein. Fiir die Elektro-Transformation wurden die E.coli Zellen XL1
blue verwendet, die zu Beginn der Prozedur auf Eis aufgetaut wurden. Die gesamten aus den
Hefezellen isoliert Plasmid-DNA und 100 pl der aufgetauten Bakterien wurden
zusammengegeben, in eine eisgekiihlte Kiivette gefiillt und 10 min. auf Eis inkubiert. Diese
wurde in den Elektroporator gestellt und auf Knopfdruck ein kurzer Elektrosto3 ausgeldst (1,8
kV Puls, 200 Q, 25 pF). AnschlieBend wurde unverziiglich 1 ml LB-Medium zu den Zellen
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gegeben und die Zellsuspension in ein Eppendorfgefal iiberfiihrt. Darin wurden die Zellen fiir
% bis 1 Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurden die Zellen abzentrifugiert (3 min., 6000 Upm; Eppendorf Centrifuge 5415D), der
Uberstand bis auf etwa 100-200 ul entfernt. Das Bakterien-Pellet wurde in dem restlichen
Uberstand resuspendiert und auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert. Mit den
gewachsenen Kolonien wurden Fliissigkulturen angeimpft, in denen die Plasmid-DNA

vermehrt und anschlieend Isoliert wurde (siche 2.1.1.2 und 2.1.1.3).

2.3 Zellkulturarbeiten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit immortalisierten NIH-3T3 Zellen, eine embryonale
Fibroblastenzelllinie, und primiren mausembryonalen Fibroblasten (MEFs) aus der Tgl104N-
Mauslinie gearbeitet. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% (v/v) CO,
kultiviert. Alle Arbeiten wurden an einer Sterilbank von Heraeus (HeraSafel2) durchgefiihrt

und die Kultivierungsmedien vor dem Gebrauch in einem Wasserbad auf 37°C erwérmt.

Verwendete Losungen:

Kultivierungsmedium 500 ml DMEM GIBCO #41965

6 ml Streptomycin/Penicillin GIBCO #15140-114

(30 U/ml)

6 ml L-Glutamin (200 mM) GIBCO # 25038-024

6 ml NEAA (100 mM) GIBCO #11140-035

6 ml Natrium-Pyruvat (100 mM) GIBCO #11360-039

50 ml fotales Kélberserum (FCS) PAA Laboratories #A15-080

(hitzeinaktiviert 30 min., 56°C)
OPTI-MEM GIBCO #31985
PolyFect Qiagen #301107
SAG Smoothened Agonist CALBIOCHEM #566661
Trypsin Invitrogen #25300
Zellkultur-PBS Biochrom #L.1820

2.3.1 Herstellung von primaren MEFs

Fir die Herstellung der primdren MEFs wurden in dieser Arbeit E12.5 Embryonen der
Tgl04N-Mauslinie verwendet. Nachdem die Embryonen aus dem Uterus des Muttertieres

herausprépariert waren, wurde der Kopf abgetrennt und die inneren Organe entfernt. Der
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restliche Teil des Embryos wurde in Zellkultur-PBS gewaschen und in eine Zellkulturschale
mit 2 ml Trypsin iiberfithrt. Mit Hilfe eines Spritzenstempels wurde der Embryo in dem
Trypsin homogenisiert und das Homogenisat anschlieBend mit einer 200 ul Pipette mehrmals
hoch und runter pipettiert. Nach einer 10 miniitigen Inkubation bei 37°C wurde das
Zellhomogenisat erneut mehrmals mit einer Pipette rauf und runter pipettiert. Es folgte eine
weitere Inkubation bei 37°C fiir 5 min.. AbschlieBend wurden 10 ml Kultivierungsmedium
auf das Zellhomogenisat gegeben und die Zellen iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag
waren die MEFs auf dem Boden der Zellkulturschale angewachsen und die iibriggebliebenen

Zelltriimmer und Verunreinigungen wurden durch einen Mediumwechsel beseitigt.

2.3.2 Kultivierung der MEFs und NIH-3T3 Zellen

Da sich die Zellen in Kultur kontinuierlich teilen und sterben wenn die Kulturschale zu dicht
bewachsen ist, miissen die Zellen etwa alle drei Tage passagiert werden. Dafiir wird das
Kultivierungsmedium abgesaugt und die Zellen mit Zellkultur-PBS gewaschen. Durch die
Zugabe von Trypsin (2-3 ml auf/10 cm Schale) und einer 3 miniitigen Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen von dem Boden der Zellkulturschale abgelost. Das Abstoppen der
Trypsinisierung erfolgte durch die Zugabe von Kultivierungsmedium (3-4 fache Volumen).
Die entstandene Zellsuspension wurde daraufhin in ein 15 ml Roéhrchen iiberfiihrt und fiir 5
min. bei 800 Upm zentrifugiert (Heraeus, Megafuge 1.0R). AnschlieBend wurde der
Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in frischem Kultivierungsmedium resuspendiert und die

Zellsuspension in dem gewiinschten Verhiltnis auf neue Zellkulturschalen aufgeteilt.

2.3.3 Transiente Transfektion von NIH-3T3 Zellen

Mit Hilfe der Transfektion ist es moglich Plasmide in die Zellen einzubringen und dadurch fiir
eine begrenzte Zeit eine Uberexpression bestimmter Proteine in den Zellen zu erzeugen. Fiir
die Transfektion der NIH-3T3 Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit das chemische
Transfektionsreagenz PolyFect (Qiagen) verwendet. Die genauen Mengenangaben fiir den
entsprechenden Versuchsumfang kénnen dem PolyFect-Protokoll entnommen werden. Einen

Tag vor der Transfektion wurden die im Protokoll angegebene Anzahl an Zellen auf frische
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Zellkulturschalen ausgesit und iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Plasmid-
DNA, zusammen mit Optimem und PolyFect, in einem Eppendorfgefdll fiir 10 min. bei
Raumtemperatur  inkubiert. =~ Wihrend dieser Inkubationszeit wurde das alte
Kultivierungsmedium von den Zellen abgesaugt, die Zellen einmal mit Zellkultur-PBS
gewaschen und die im Protokoll angegebene Menge an frischen Kultivierungsmedium auf die
Zellen gegeben. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde eine kleine Menge
Kultivierungsmedium zu dem Reaktionsgemisch aus DNA und PolyFect gegeben, kurz
gemischt und unverziiglich auf den Zellen verteilt. Nach etwa 24 Stunden Inkubation wurden
die transfizierten Zellen lysiert. Die Methode der Lyse war dabei abhédngig von dem

darauffolgenden experimentellen Vorhaben.

2.3.4 Shh-Signalweg-Aktivierung in MEFs

In primiren MEFs von wildtypischen und Ffo”-Tgl04N-Embryonen wurde mittels des
Smoothened-Agonisten SAG der Shh-Signalweg aktiviert. Wenn die Zellkulturschalen voll
bewachsen waren, wurde das Kultivierungsmedium von den Zellen abgesaugt, die Zellen mit
Zellkultur-PBS gewaschen und Kultivierungsmedium mit nur 0,5 % FCS auf die Zellen
gegeben. Darauthin wurden die Zellen zunédchst 24 Stunden inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und frisches
Kultivierungsmedium, ebenfalls mit nur 0,5 % FCS, und 200 nM SAG auf die Zellen
gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde das Medium abgesaugt, einmal mit Zellkultur-PBS gewaschen und die
Zellen durch Zugabe von RLT-Puffer (siche RNeasy Mini Kit Protokoll, Qiagen) von der
Schale lysiert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Schale gelost und mit einer
Pipette in ein Eppendorfgefdll iiberfiihrt. Bis zur RNA-Isolation (sieche 2.1.1.6), fiir eine
anschlielende quantitative Realtime-PCR Analyse (siehe 2.1.7.5) der Shh-Zielgene G/il und
Ptchl, wurde das Zelllysat in 600 ul RLT-Puffer bei -80°C gelagert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinisolation aus murinem Embryonalgewebe

Die Gewebe, aus denen die Proteine isoliert werden sollten, wurden nach ihrer Préparation
zunidchst in RNA later (Qiagen #76104) bei -20°C gelagert. Fiir diese Arbeit wurden
Proteinlysate aus den GliedmaBenknospen, dem Kopf und dem Rumpf (inkl. innere Organe)
von E11.5 Mausembryonen und den Lungen von E12.5 Mausembryonen angefertigt. Zu
Beginn der Prozedur wurden die Gewebe aus dem RNA later entnommen und in ein neues
Eppendorfgefd3 mit RIPA-Puffer iiberfiihrt. Die verwendete Menge an RIPA-Puffer fiir das
jeweilige Gewebe ist der Tabelle am Ende dieses Abschnittes zu entnehmen. Mit Hilfe einer
kurzen Ultraschallbehandlung wurden die Gewebe in dem RIPA-Puffer homogenisiert.
Anschliefend wurde das Homogenisat fiir 10-15 min. bei 4°C und 13000 Upm (Heraeus,
Biofuge 13) zentrifugiert. Der Uberstand (das Proteinlysat) wurde in ein neues
Eppendorfgefdl3 iiberfiihrt und mit der entsprechenden Menge 4xSDS-Ladepuffer versetzt.
Dieses Gemisch wurde unverziiglich fiir 5 min. bei 95°C zur Denaturierung aufgekocht.
AnschlieBend wurde dieses Proteinlysat entweder direkt in eine SDS-PAGE mit
anschlieBender Western-Blot-Analyse (s. 2.4.3 und 2.4.4) eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

Eingesetzten Mengen an RIPA-Puffer:

Gewebe Alter RIPA-Puffer (ul)
GliedmaBenknospen El1.5 20
Kopf El1.5 200
Rumpf (inkl. innere Organe) El1.5 200
Lunge El12.5 25

Verwendete Losungen:

4x SDS-Ladepuffer 0,2 M Tris-HCI, pH 6,8 Prolab #10315
8 % SDS Serva Electrophoresis #20760
40 % (w/v) Glycerol CarlRoth #3783.1
0,4 % Bromphenolblau Merck #115925

vor Gebrauch 20 % -Mercaptoethanol Sigma #M7522
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RIPA-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 Prolab #10315
1 % NP-40
0,25 % Na-Deoxycholat
150 mM NaCl Prolab #27810.295
vor Gebrauch Zugabe von
Proteinase-Inhibitor-Cocktail Roche #11836153001
und 10pul/ml PMSF Fluka #93482

2.4.2 Proteinisolation aus MEFs

Fiir die Proteinisolierung aus den primiren MEFs wurde jeweils eine voll bewachsene 10 cm
Zellkulturschale verwendet. Das Kultivierungsmedium wurde abgesaugt und die Zellen
griindlich mit Zellkultur-PBS gewaschen. Fiir die Lyse wurden 400 pl RIPA-Puffer gut auf
den Zellen verteilt und fiir etwa 10 min. im Kiihlschrank inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen mit einem Zellschaber von der Schale abgeschabt und in ein Eppendorfgefal3
iiberfithrt. Zur verbesserten Homogenisierung wurde das Lysat durch eine diinne Kaniile
mehrmals rauf und runter gezogen. Danach wurde das Lysat fiir 10-15 min. bei 4°C und
13000 Upm (Heraeus, Biofuge 13) zentrifugiert, der Uberstand in der entsprechenden Menge
4xSDS-Ladepuffer aufgenommen und die Proteine fiir 5 min. bei 95°C denaturiert.
AbschlieBend wurde das Proteinlysat entweder direkt in eine SDS-PAGE mit anschlieBender
Western-Blot-Analyse (siehe. 2.4.3 und 2.4.4) eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

Verwendete Losungen:

4x SDS-Ladepuffer s.2.4.1
RIPA-Puffer s.24.1
Zellkultur-PBS Biochrom #L.1820

2.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese

Die SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Variante
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese, die die Auftrennung von Proteinen nach ihrer
Molekiilmasse ermoglicht. Um eine optimale Auftrennung der Proteine zu erhalten, wird die
Konzentration des Polyacrylamidgels abhingig von dem Molekulargewicht der zu
untersuchenden Proteine eingesetzt. Eine wichtige Voraussetzung der SDS-PAGE ist die

vorherige Zugabe von SDS zu den Proteinlysat (siche 2.4.1 und 2.4.2). Dieses anionische
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Tensid iiberlagert die Eigenladung der Proteine, was zur gegenseitigen AbstoBung der
Proteine, und zusammen mit der Denaturierung durch Aufkochen, zur Linearisierung aller
Proteine fiihrt.

Fiir die Anfertigung des SDS-Gels wurden jeweils zwei Glasplatten mit Spacern und einem
Dichtungsgummi mit zwei Klammern zusammengedriickt und in einem Sténder fixiert. Dann
wurde zunichst etwa 5 ml Trenngel zwischen diesen beiden Platten gegeben. In dem Trenngel
erfolgt die eigentliche Trennung der Proteine nach ihrem molekularen Gewicht. Dabei laufen
kleine Proteine in dem angelegten elektrischen Feld schneller als grof3e Proteine. Fiir die in
dieser Arbeit analysierten Proteine wurde ein 10 %-iges Trenngel verwendet. Damit das Gel
nicht austrocknet wurde dieses mit Isopropanol iiberschichtet. Nach der Auspolymerisierung
des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und ein 5 %-iges Sammelgel auf das Trenngel
gegossen, in dem die Proteine vor dem Eintritt in das Trenngel fokussiert und konzentriert
wurden. Mit Hilfe eines Kamms wurden die Probentaschen geformt. Die Zusammensetzung
des Trenn- und Sammelgels ist in der Tabelle am Ende dieses Abschnitts aufgefiihrt. Nach
etwa 45 min. war das Sammelgel auspolymerisiert. Darauthin wurde das Dichtungsgummi
entfernt und das Gel in den Glasplatten an der Gel-Apparatur befestigt. Nachdem die
Kammern mit 1xSDS-Laufpuffer befiillt waren, wurde der Kamm vorsichtig entfernt und die
Proteinlysate und ein GroBenstandardmarker vorsichtig mit einer Pipette in die Taschen
gefiillt. AnschlieBend wurde in der Gelapparatur ein elektrisches Feld erzeugt. Die Proteine
durchlaufen zunéchst dass Sammelgel, in dem sie aufgrund des pH-Wertes von 6,8 alle die
gleiche Beschleunigung erfahren. Beim Eintritt der Proteine in das Trenngel mit einem pH-
Wert von 8,8 fillt der Feldstirkegradient weg und die Proteine werden entsprechend ihrer
Molekularmasse aufgetrennt. Wenn die Lauffront der Proteine die Unterseite des SDS-Gels
verlassen hatte, wurde das elektrische Feld ausgeschaltet und das Gel fiir die Western-Blot-

Analyse weiter verarbeitet (siche 2.4.4).
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Zusammensetzung fiir jeweils zwei SDS-Gele:

10 % Trenngel 5 % Sammelgel

dH,0 1,9 ml 3,5ml
1 M Tris-HC1 5,6 ml pH 8,8 0,6 ml pH 6,8
20% SDS 60 pul 25wl
Acrylamid 3,8 ml 0,8 ml
TEMED 7,5 ul Spul
10% APS 60 ul 25wl
Verwendete L.osungen:
10x SDS-Laufpuffer 30 g Tris

144 g Glycin AppliChem #A1377,1000

10 g SDS

in 11 dH,O 16sen
10% APS in dH,O Serva #13375
20% SDS in dH,O
Acrylamid AppliChem #A0856
Isopropanol abs.
SDS-Gréflenmarker Sigma #SGS6H2
TEMED Merck #UN2372

2.4.4 Western-Blot-Analyse

Mit der Western-Blot-Methode werden Proteine von einem SDS-Gel auf eine PVDF
(Polyvinylidenfluorid)-Membran (Carl Roth #T830) iibertragen (engl. blotting) und kénnen
abschlielend mit spezifischen Antikdrpern detektiert werden. Das ,,blotten* der Proteine von
dem SDS-Gel auf die PVDF-Membran (9 cm x 6 cm) erfolgt durch Elektrotransfer. Mit Hilfe
von Whatman-Filterpapieren (9 cm x 6 cm), die zuvor in Anoden-Puffer (Blotpuffer I und II)
oder Katoden-Puffer (Blotpuffer III) getrinkt werden, wird senkrecht zu der PVDF-Membran
und dem SDS-Gel ein elektrisches Feld angelegt, in dem die Proteine Richtung Anode
wandern. Der Aufbau war von unten nach oben wie folgt: sechs Whatman-Filterpapiere
getrankt in Blotpuffer I, drei Whatman-Filterpapiere getrankt in Blottpuffer II, die PVDF-
Membran, das SDS-Gel und zu Oberst drei Whatman-Filterpapiere getrankt in Blotpuffer III.
Dieser ,,Stapel* wurde blasenfrei zwischen eine Blotapparatur gelegt und fiir etwa 70 min.

eine Spannung von 54 mA/Blot angelegt. Nach dem Proteintransfer wurden die Proteine auf
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der PVDF-Membran mit einer Ponceau S-Losung angefarbt. Dadurch konnte die Effektivitét
des Transfers kontrolliert und die Proteinbanden des GréBenmarkers mit einem
Kugelschreiber markiert werden. Sollten auf einer Membran verschiedene Proteine detektiert
werden, bestand an dieser Stelle ebenfalls die Moglichkeit, die Membran in mehrere
Abschnitte zu unterteilen. Anschlieend wurde die Membran zur Blockierung unspezifischer
Bindestellen in 5% Magermilchpulver (MP) in PBST (0,1% Tween in PBS) fiir mind. 60 min.
bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem Erstantikorper in 5%
MP/PBST bei 4°C tiber Nacht. Am folgenden Tag wurde der Erstantikorper entfernt und die
Membran 3x 10 min. bei Raumtemperatur mit PBST gewaschen. Darauf folgte die Inkubation
mit dem Zweitantikorper, verdiinnt in 5% MP/PBST fiir 30 min. bei Raumtemperatur. Als
Zweitantikorper wurde in dieser Arbeit ein Spezies-spezifischer HRP-Antikdrper verwendet.
Dabei handelt es sich um eine Meerrettichperoxidase, die die Umsetzung von Luminol in
seine oxidierte Form katalysiert, welche durch anschlieBende Chemilumineszenz detektiert
werden kann. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Zweitantikdrper entfernt und die
Membran mind. 6x fiir etwa 5 min. mit PBST gewaschen. Fiir die abschliefende Detektierung
der Proteinbanden wurde eine Entwicklerlosung von GE Healthcare (ECL Plus Western
Blotting Detection System #RPN2132) verwendet. 1 ml der Losung A wurde mit 25 pl der
Losung B gut vermischt und fiir 2-3 min. auf die Membran gegeben. Nach Entfernung der
Entwicklerlosung wurde die Membran zwischen eine transparente Folie gelegt und die

Proteinbanden im Fotodetektor LAS 4000 Mini (Futsjiu) detektiert und digitalisiert.

Verwendete Erstantikorper:

Aktin 1:2000 anti-rabbit, Sigma #A2066

cMyc 1:1000 anti-mouse, Santa Cruz #sc-40

elF5A 1:5000 anti-rabbit, Abcam #ab32443

gpFto 1:2000 anti-guinea-pig, Serum, (EMT, HHU-Diisseldorf)

rFto 1:500 anti-rabbit, affinititsaufgereingt, (EMT, HHU-Diisseldorf)
Gli3 1:500 anti-goat, R&D #AF3690

HA 1:1000 anti-mouse, Covance #MMS-101P

Hprt 1:1000 anti-rabbit; Abcam #ab10479
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Verwendete Zweitantikorper:

gpHRP 1:2000 anti-guinea-pig, Sigma #A5545
Goat-HRP 1:2000 anti-goat, Santa Cruz #sc-2768
mHRP 1:2000 anti-mouse, Dako #P0260
rHRP 1:2000 anti-rabbit; Dako #P0448

Verwendete Losungen:

Blotpuffer I 300 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 9,5
Blotpuffer 11 25 mM Tris
20% (v/v) Methanol
pH 8,5
Blotpuffer I1I 25 mM Tris
20% (v/v) Methanol
40 mM Amino-n-Capronséure
pH 8,0
PBS 4 mM NaH,PO,-H20
150 mM NaCl
pH 7,3; autoklaviert
Ponceau S-Losung 5% (w/v) Essigsdure
0,1% (w/v) Ponceau S AppliChem #A1405
Tween AppliChem #A4974

2.4.5 Quantifizierung der Proteinexpression

Mit Hilfe des Softwareprogramms “Image)” wurde in dieser Arbeit die Expression von Gli3-
83 (Repressor) und Gli3-190 (Aktivator) in den verschiedenen embryonalen Geweben und in
primidren MEFs quantifiziert (sieche 3.4.1). Zum Abgleich, der in die SDS-PAGE und
Western-Blot-Analyse eingesetzte Proteinmenge, wurden die sogenannten Haushaltsproteine
Aktin und Hprt verwendet. Fiir die Quantifizierung wurden die in der Western-Blot-Analyse
detektierten und digitalisierten Proteinbanden benutzt. Das Abbild des Western-Blots wurde
in ImagelJ gedffnet und die erste zu analysierende Bande mit ,,Analyze— Gels—Select First
Lane* markiert. Danach wurden die Banden, die mit dieser ersten verglichen werden sollten
durch ,,Analyze— Gels—Select Next Lane* markiert. Mit dem Befehl ,,4Analyze— Gels— Plot
Lanes* erhielt man anschlieBend ein graphisches Profil der Bandenintensititen. Dabei zeigt

der Berg (Peak) die Proteinbande an und die Ausldufer den unspezifischen Hintergrund. Die
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Peaks wurden markiert und mit dem Befehl ,,Analyze— Gels— Label Peaks* erhielt man die
berechneten Fldachen der markierten Peaks. Die berechneten Werte der wildtypischen
Proteinbanden wurden als 100% gesetzt und die Werte der Ffo-defizienten Proteinbanden
relativ dazu berechnet. Auf diese Weise wurde untersucht, ob Gli3-Expressionsunterschiede

zwischen wildtypischen und homozygot mutanten Mausen bestanden.

2.5 Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen mittels

Hefe-Zwei-Hybrid-System

Von einer Protein-Protein-Interaktion spricht man, wenn mindestens zwei Proteine durch
meist nicht-kovalente Wechselwirkungen, wie Van-der-Waals-Krifte,
Wasserstoffbriickenbindungen oder elektrostatischen Wechselwirkungen der
Aminosdurereste, miteinander interagieren und einen sogenannten Proteinkomplex bilden. Sie
spielen eine wichtige Rolle in nahezu allen biologischen Prozessen, an denen Proteine
beteiligt sind. So sind solche Proteinkomplexe essentielle Bestandteile der DNA-Replikation,
der Transkription, der Translation, dem Splicing, der Sekretion, der Zellzykluskontrolle, der
Signaltransduktion und der verschiedensten Stoffwechselprozesse (Phizicky und Fields,
1995). Da zu Beginn des praktischen Teils dieser Arbeit noch nicht bekannt war, dass Fto
eine DNA- und RNA-Demethylase ist, war ein Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit die
Identifizierung von Fto-Interaktionspartnern. Aufgrund der Kenntnisse iiber die potentiellen

Interaktionspartner sollte die Funktion von Fto definiert werden.

2.5.1 Das Prinzip des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist eine in vivo Methode in der Béckerhefe Saccharomyces
cerevisiae. Die Untersuchungen werden im Milieu einer Zelle mit in Eukaryoten
vorkommenden posttranslationalen Modifikationen durchgefiihrt.

Das hier beschriebene Hefe-Zwei-Hybrid-System basiert auf dem ,,Matchmaker GAL4 two-
hybrid assay* der Firma Clontech. Es kann zur Identifizierung neuer Protein-Interaktionen,
zur Bestitigung von potentiellen Interaktionen und zur Bestimmung interagierender Doménen

angewendet werden.
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Wie in der Abbildung 2.1 schematisch dargestellt basiert das Prinzip des Hefe-Zwei-Hybrid-
Systems auf der Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus dem Kodder-Protein und der
Gal4-DNA-Bindedoméne (DNA-BD) und der Expression eines zweiten Fusionsproteins,
bestehend aus dem Beute-Protein und der Gal4-Aktivierungsdoméane (AD). Als Kdder-Protein
wird ein bestimmtes Protein eingesetzt, fiir das Interaktionspartner identifiziert oder bestétigt
werden sollen (hier: Fto). Das Beute-Protein kann ein bekanntes, ausgewéhltes Protein sein,
fiir das die potentielle Interaktion mit dem Koder-Protein untersucht werden soll oder es wird
zur Identifizierung von neuen Interaktionspartnern eine cDNA-Bank als ,,Beute® eingesetzt
(hier: cDNA-Bank, E17.0 Mausembryo). Wenn das Kdder- und Beute-Protein miteinander
interagieren, werden die Gal4 DNA-BD und AD zusammengebracht und aktivieren die
Transkription der drei Reportergene ADE2, HIS3 und LacZ (Fields und Song, 1989; Chien et
al., 1991).

Reportergene: ADE?2
HIS3

LacZ

Beute-
Protein

Protein

T kripti
BNASD ranskription >
Minimal-

Abb. 2.1: Das Prinzip des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems (abgewandelt aus dem ,Matchmaker
Pretransformed Libraries User Manual®, Clontech #PT3183-1)

Das Koder-Protein wird in Fusion mit einer GAL4-DNA-Bindedoméne (DNA-BD) und das Beute-Protein in
Fusion mit einer GAL4-Aktivierungsdoméne exprimiert. Wenn Koder- und Beute-Protein miteinander
interagieren wird die Transkription der Reportergene ADE2, HIS3 und LacZ aktiviert.

Der verwendete Hefestamm AHI109 kann weder die Aminosdure Adenin noch Histidin
synthetisieren und daher nicht auf Ndhrboden wachsen, denen diese beiden essentiellen
Aminosduren fehlen. Wenn Koder- und Beute-Protein interagieren wird die Ade2 und His3
Expression induziert und ermoglicht der Hefezelle die Biosynthese von Adenin und Histidin
und somit das Wachstum auf Adenin- und Histidin-Mangelnidhrbdden (SD/-Ade/-His). Zudem
enthélt das Koder-Plasmid die Sequenz der Aminosdure Tryptophan und das Beute-Plasmid
fiir Leucin. So kann die Hefezelle nach Interaktion des Kdder- und Beute-Proteins nicht nur

auf Adenin- und Histidin-Mangelndhrboden, sondern auch auf Mangelndhrboden wachsen,
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denen zusitzlich Tryptophan und Leucin fehlen (SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu). Das Reportergen
LacZ kodiert fiir die B-Galaktosidase, ein E.coli Enzym, das in das AH109 Chromosom
eingebaut ist. Wenn Koder- und Beuteprotein interagieren wird die B-Galaktosidase
exprimiert, jedoch nicht sekretiert. Erst nach der Zelllyse kann die blaue Farbe durch den
Einsatz von X-Gal, im sogenannten 3-Gal-Test, detektiert werden.

Die Zellen des Hefestammes AH109 konnen daher nur auf den SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu
Mangelndhrboden wachsen und eine Blaufiarbung im B-Gal-Test aufweisen, wenn es zu einer
Interaktion zwischen Koder- und Beute-Protein kommt (Fields und Song, 1989; Chien et al.,
1991).

Da die Hefe relativ giinstig und robust in der Handhabung ist, konnen mit dieser Methode

Screenings im grof3en Mafstab durchgefiihrt werden

2.5.2 Fiir Hefe-Arbeiten verwendete Losungen

Stammldsungen:  Alle Stammldsungen wurden vor dem ersten Gebrauch autoklaviert und
waren anschlie8end bei einer Lagerung von 4°C etwa ein Jahr haltbar.

10x droup out 0,3 g L-Isoleucin
1,5 g L-Valin
0,2 g L-Argenin HCI
0,3 g L-Lysin HCI
0,2 g L-Methionin
0,5 g L-Phenylalanin
2 g L-Threonin
0,3 g L-Thyrosin
0,2 g L-Uracil
auf 1 1 mit dH,O auffillen

100x L-Histidin HCI 02¢g

auf 100 ml mit dH2O auffiillen
100x L-Tryptophan 02¢g

auf 100 ml mit dH2O auffiillen
100x L-Leucin lg

auf 100 ml mit dH2O auffiillen
100x L-Adeninhemisulfat 02¢g

auf 100 ml mit dH20O auffiillen

Sonstige Losungen: Alle Losungen wurden vor dem ersten Gebrauch autoklaviert

Glucose 40 % in dH,O

Kanamycin

Lithiumacetat 1 M in dH,0, pH 7,5

PEG 4000 50 % (w/v) in dH,O

X-Gal 50 mg/ml in DMFA (Dimethylformamid) Fermentas #R0401
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Z-Puffer

Fliissiemedien:

SD-Medium

SD/- Trp Medium

SD/- Leu Medium

2x YPD-Medium

YPD-Medium

2x YPDA-Medium

Agarplatten:

SD-Agar

-TLHA Platten

-TL Platten

-T Platten

10,7 g Na,HPO,-2H,0
5,5 g NaH,PO4-H,O
0,75 g KCl

0,246 g MgSO,-7H,0
mit dH,O auf 1 1, pH 7,0

3,35 g Yeast Nitrogen BD #291940
auf 425 ml mit dH,0, pH 5,8
425 ml SD-Medium

50 ml 10x drop out

25 ml 40% Glucose

5 ml 100x L-Leucin

5 ml 100x L-Adeninhemisulfat
5 ml 100x L-Histidin HC1

425 ml SD-Medium

50 ml 10x drop out

25 ml 40% Glucose

5 ml 100x Tryptophan

5 ml 100x L-Adeninhemisulfat
5 ml 100x L-Histidin HC1

10 g Pepton

5 g Hefeextrakt BD #212750
auf 250 ml mit dH,0, pH 5,8

10 g Pepton

5 g Hefeextrakt BD #212750

auf 500 ml mit dH,0, pH 5,8
44 ml 2x YPDA-Medium

5 ml 40% Glucose

1 ml 100x L-Adeninhemisulfat

Der feste Agar wurde bis zum GieBBen der Platten bei 4°C gelagert. Vor
der Herstellung der Platten wurde der Agar in der Mikrowelle bei
niedriger Stufe langsam verfliissigt. Anschlieend wurden die restlichen
Zutaten beigefiigt und der fliissige, warme Agar auf 10 cm Petrischalen
aufgeteilt. Nachdem der Agar fest geworden war wurden die Platten bei
4°C gelagert

3,35 g Yeast Nitrogen BD #291940
10 g Agar BD #214010
auf 425 mit dH,0, pH 5,8

500 ml SD-Agar

50 ml 10x droup out

25 ml 40 % Glucose

500 ml SD-Agar

50 ml 10x droup out

25 ml 40 % Glucose

5 ml 100x L-Histidin HCI

5 ml 100x L-Adeninhemisulfat

500 ml SD-Agar

50 ml 10x droup out

25 ml 40 % Glucose

5 ml 100x L-Histidin HC1

5 ml 100x L-Adeninhemisulfat
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5 ml 100x L-Leucin
-L Platten 500 ml SD-Agar
50 ml 10x droup out
25 ml 40 % Glucose
5 ml 100x L-Histidin HC1
5 ml 100x L-Adeninhemisulfat
5 ml 100x L-Tryptophan

2.5.3. Hefe-Verpaarung

Die Hefe-Verpaarung ist der Hauptteil des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems. In der hier
angefertigten Arbeit wurde in diesem Teil der ,Fto-Kdder-Vektor* pGBKT7-Fto in dem
Hefestamm AH109 und die ,,Beute-cDNA Bank* (Mausembryo E17.0, im pACT2 Vektor,
Clontech #MY4013AH) in dem Hefestamm Y187 zusammengebracht. Auf diese Weise
sollten Interaktionspartner von Fto identifiziert werden.

Zu Beginn wurde eine Ubernacht-Kultur vom Kéderstamm (AH109-pGBKT7-Fto)
hergestellt. Daflir wurde von einer zuvor durch Hefe-Transformation (siche 2.5.7)
angefertigte SD-Platte (-T) eine 2-3 mm grofle Kolonie AH109-pGBKT?7 gepickt und in 50
ml SD/-Trp Medium {iberfiihrt. Diese Kultur wurde unter Schiitteln (~250 Upm) bei 30°C
inkubiert bis nach etwa 16-20 Stunden eine ODgg von 0,8 erreicht war. Nach Erreichen der
gewiinschten ODgop wurde die Kultur in ein 50 ml Rohrchen umgefiillt und bei
Raumtemperatur fiir 10 min. bei 1000 Upm zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0R).
AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das Hefe-Pellet in 5 ml SD/-Trp Medium
resuspendiert. Dann folgte die Verpaarung der Koder-Stamm-Kultur mit der Beute-Stamm-
Kultur. Dafiir wurde zunichst 1 ml der Beute-Stamm-Kultur bei Raumtemperatur aufgetaut
und ein 10 pl Aliquot fiir eine Wachstumskontrolle auf SD (-L) Platten in verschiedenen
Verdiinnungen (1/10, 1/100 und 1/1000) entnommen. In allen Verdiinnungen konnte nach
wenigen Tagen ein Wachstum beobachtet werden. Nach dem Auftauen und der Entnahme des
Aliquots wurde der 1 ml Beute-Stamm-Kultur zusammen mit den 5 ml Kdder-Stamm-Kultur
in einen sterilen 2 1 Kolben gegeben und 45 ml 2x YPDA-Medium (mit 50 pg/ml Kanamycin)
hinzugefiigt. Das Aufbewahrungsgefafl der Beute-Stamm-Kultur wurde dabei 2x mit 1 ml 2x
YPDA-Medium ausgesplilt und ebenfalls in den 2 1 Kolben gegeben. Es folgte eine 20.-.24
stiindige Inkubation auf einem Schiittler (30-50 Upm) bei 30°C. Nach 20 Stunden wurde ein

Tropfen der Verpaarungs-Kultur entnommen und unter dem Mikroskop betrachtet. Waren
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Zygoten zu sehen wurde fortgefahren, wenn nicht wurden weitere 4 Stunden inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubation wurde die Kultur in ein 50 ml Rohrchen tiiberfiihrt und bei
Raumtemperatur fiir 10 min. bei 1000 Upm zentrifugiert (Heraecus Megafuge 1.0R). Der 2 |
Kolben wurde 2x mit 0,5x YPDA/Kanamycin(50 pg/ml)-Medium ausgespiilt, was ebenfalls
zentrifugiert wurde. Die Uberstande wurden verworfen und das gesamte Zellpellet in 5 ml
0,5x YPDA/Kanamycin(50 pg/ml)-Medium resuspendiert. Fiir die spétere Kalkulation der
Zahl der gefilterten Klone (siehe 2.5.3.1) wurde das totale Volumen von Zellen und Medium
gemessen. Das Resuspensionsvolumen betrug 6,9 ml. Von dieser Suspension wurden 100 pl
fiir eine Verdiinnungsreihe (1/10, 1/100, 1/1000 und 1/10000) auf jeweils SD(-T), SD(-L) und
SD(-TL) Platten (10 cm Durchmesser) entnommen. Auf allen Platten konnte nach 3-5 Tagen
in allen Verdiinnungen ein Wachstum von Hefekolonien beobachtet werden. Das stellte
sicher, dass sowohl das Kdder-, als auch die Beute-Proteine in der Hefe exprimiert wurden.
Die iibrigen 6,8 ml der Suspension wurden auf SD(-TLHA) Platten ausgestrichen (100 pul/15
cm Schale) und fiir 3-8 Tage bei 30°C inkubiert.

2.5.3.1 Kalkulation der Anzahl an gefilterten Klonen

Resuspensionsvolumen (s. 2.5.3): 6,9 ml

Volumen/15 cm Schale.: 100 pl

gewachsene Kolonien auf 1/1000 SD(-TL) Platte: 80

kalkulierte Anzahl der gefilterten Klone = 80 x 6,9 x 10 x 1000
= 5,52x 10°

Herstellerangaben zur Anzahl der

unabhingigen Klone (cDNA-Bank): 3,5x 10°

Diese Berechnung zeigt, dass etwa 5,52 x 10° Klone gefiltert wurden. Da die cDNA-Bank aus
etwa 3,5 x 10° unabhingigen Klonen bestand, kann davon ausgegangen werden, dass jeder

unabhingige Klon mindesten 1x gefiltert wurde.
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2.5.4 Anlegen von Masterplatten

Zur besseren Handhabung und Ubersicht empfiehlt es sich, potentiell positive Klone aus der
Hefe-Verpaarung (siehe 2.5.3) auf sogenannte Masterplatten zu iiberstreichen. Es wurden
Schalen mit einem Durchmesser von 15 cm verwendet auf die jeweils 50 Klone ausgestrichen
und mit einem Buchstaben- und Zahlen-Code (Schale 1: A1 bis A50, Schale 2: B1 bis B50,
etc.) versehen wurden. Neben dem Mangel der vier Aminosduren Tryptophan, Leucin,
Histidin und Adenin war der SD-Agar der Masterplatten zudem durch eine 30mM
Konzentration von 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) charakterisiert. Durch die Zugabe von 3-
AT erfolgte ein erster Selektionsschritt von falsch positiven Interaktionen aus der Hefe-
Verpaarung. 3-AT ist ein kompetitiver Inhibitor des HIS3 Proteins und verstarkt dadurch die
Histidin Auxotrophie auf den Masterplatten. Die Masterplatten wurden fiir 5-7 Tage bei 30°C
inkubiert und anschlieBend mit Parafilm abgedichtet bei 4°C gelagert. Fiir weitere

Untersuchungen, wie den B-Gal-Test, wurden die Hefeklone auf neue Platten iiberstrichen.

2.5.5 B-Galaktosidase (B-Gal) —Test

Fiir den B-Gal-Test wurde pro Platte ein Filterpapier (rund, 10 cm Durchmesser) in 2-2,5 ml
frisch angesetzter Z-Puffer/X-Gal Losung eingeweicht. Ein zweites trockenes Filterpapier
wurde auf die Platte mit den zu untersuchenden Hefekolonien gelegt und leicht angedriickt.
Das nun durch die Hefe leicht feuchte Filterpapier wurde mit einer Pinzette vorsichtig
angehoben und zum Aufschluss der Hefezellen fiir ca. 10 sec. in fliissigen Stickstoff gehalten.
Nachdem das Filterpapier mit den Hefezellen bei Raumtemperatur kurz aufgetaut war, wurde
es mit der Seite auf dem sich die Hefezellen befanden nach oben, auf das in Z-Puffer/X-Gal
eingeweichte Filterpapier gelegt. Bestand eine Interaktion zwischen dem Kdder- und Beute-
Protein konnte in den néchsten sechs Stunden eine Blaufirbung der Hefezellen beobachtet

werden. Fiarbungen die nach diesen sechs Stunden auftraten waren unspezifisch.

Verwendete Losungen:

Z-Puffer/X-Gal Losung 10 ml Z-Puffer
167 ul X-Gal
27ul B-Mercaptoethanol Sigma #M7522
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2.5.6 Plasmid-Isolierung aus Hefezellen

Um die Plasmid-DNA der unbekannten potentiellen Interaktionspartner von Fto zu isolieren
wurde zuvor ein Abstrich einer bestimmten Kolonie von der Masterplatte in 5 ml SD/-Leu
Medium tibertragen. Unter dem Mangel von Leucin, sind die AH109 Hefezellen nicht in der
Lage das Koder-Plasmid zu transkripieren. So erhidlt man eine selektive Vermehrung von
Hefezellen, die ausschlieBlich das Beute-Plasmid besitzen. Nach einer etwa 36 stiindigen
Inkubationszeit unter Schiitteln bei 30°C wurde die Kultur in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt
und fiir 15 min bei 6000 Upm und 4°C zentrifugiert. Fiir die anschlieBende Isolierung der
Beute-Plasmid-DNA wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen #27104) verwendet. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 0,3 ml Puffer P1 resuspendiert. Da Hefezellen
schwer aufzuschlieffen sind wurden etwa 0,5 ml Glasperlen zu der Suspension gegeben und
das Ganze fiir 10 min kréftig geschiittelt. AnschlieBend wurde 0,3 ml Puffer P2 zugegeben,
das Gemisch invertiert und fiir 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von
0,3 ml Puffer P3 wurde erneut invertiert und 5 min. auf Eis inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation wurde das Gemisch fiir 10 min. bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C
zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde eine Qiagen Tip 20 Sdule mit 1 ml QBT Puffer
Adquilibriert. AnschlieBend wurde der Uberstand auf die Sdule gegeben und vollstindig
durchgelaufen lassen. Der Durchfluss wurde verworfen und zum Waschen der Plasmid-DNA
2x 2 ml QC-Puffer auf die Sdule gegeben. Durch die Zugabe von 0,8 ml QF-Puffer wurde die
DNA von der Séule eluiert und in einem frischen 2 ml Eppendorfgefdll aufgefangen. Es
wurden 0,7 Volumen Isopropanol zugefiigt und gut gemischt. AnschlieBend wurde das Eluat
bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit fiir 30 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet durch Zugabe von 1 ml 70% Ethanol und erneuter Zentrifugation fiir
10 min. gewaschen. AbschlieBend wurde der Uberstand entfernt, das Pellet an der Luft
getrocknet und die Plasmid-DNA ca. 20 pl dH,O riickgelost. Weil aus Hefezellen in der
Regel nur sehr geringe Mengen an DNA isoliert werden kann, wurde die DNA anschlieBend
mittels Elektro-Transformation (siche 2.2.4) in Bakterien eingebracht, vermehrt und aus

diesen isoliert (siche 2.1.1.2).
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Verwendete Losungen:

70% Ethanol 70% (v/v) Ethanol in dH20
Isopropanol abs.

2.5.7 (Re-)Transformation in Hefezellen

Die Hefe-Transformation startet mit der Herstellung einer Ubernacht-Kultur. Dafiir wurden
etwa 100 pl einer bei 4°C ruhenden AH109 Hefekultur in 10 ml frisches YPDA-
Fliisssigmedium tiberfiihrt und iiber Nacht bei 30°C auf einem Schiittler bei 200 Upm
inkubiert. Am folgenden Morgen wurde mit dieser Ubernachtkultur eine 50 ml Hauptkultur
auf eine ODggp von 0,2 eingestellt. AnschlieBend wurde diese Hauptkultur bei 30°C und 200
Upm so lange inkubiert (3-5 Stunden), bis die Hefe eine ODgyy von 0,4-0,6 erreicht hatte.
Darauthin wurde die Hefekultur in ein 50 ml Roéhrchen iberfiihrt und fiir 5 min bei
Raumtemperatur und 1000 Upm (Heraeus Megafuge 1.0R) die Hefezellen herunter
zentrifugiert. Der liberstand wurde vorsichtig abgegossen und des Hefe-Pellet mit 25 ml dH,O
gewaschen. Es folgte eine wiederholte 5 miniitige Zentrifugation bei 1000 Upm (Heraeus
Megafuge 1.0R) und Raumtemperatur. Anschlieend wurde das Wasser so gut wie mdglich
entfernt und das Hefe-Pellet in 3-5 ml 50% (w/v) PEG 4000 resuspendiert. Die Zellen waren
nun kompetent und konnten innerhalb einer Stunde zur Transformation verwendet werden.
Fiir die Transformation wurden in einem Eppendorfgefdl 0,1 pg Koder-Plasmid-DNA
(pGBKT7 Fto) und 0,1 pg Beute-Plasmid-DNA (pACT2 XYZ) vorgelegt und ein Gemisch
aus 360 pl der Hefezellsuspension, 54 pl 1 M Lithiumacetat und 68 pl dH,O dazugegeben.
Alles wurde gut gemischt und fiir 30 min. bei 30°C und 250 Upm inkubiert. Darauf folgte ein
Hitzeschock bei 42°C fiir 30 min. und eine anschlieBende Abkiihlung fiir 5 min. auf Eis.
Dieser Transformationsansatz wurde bei 2500 Upm (Eppendorf Centrifuge 5415D) fiir 3 min.
bei Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 75-100 ml
dH,0 aufgenommen. Die eine Hélfte dieses Ansatzes wurde auf einer SD-Agarplatte —TL und
die andere auf einer SD-Agarplatte —TLHA ausgestrichen und fiir 2-8 Tage bei 30°C
inkubiert. War die Transformation der beiden Plasmide in die Hefezellen erfolgreich wuchsen
auf der SD-Agar Platte —TL Hefekolonien. Ein Wachstum der Hefezellen auf der —-TLHA

Platte war nur zu sehen, wenn eine Interaktion zwischen Koder- und Beute-Protein bestand.
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2.5.8 DNA-Sequenzierung

Um den mit dem Beute-Protein interagierenden Partner zu identifizieren, wurde die Plasmid-
DNA dieses Partners sequenziert. Die durch eine Plasmid-Midi-Isolation (siehe 2.1.13)
erhaltene DNA  wurde zur Sequenzierung an das Biologisch-Medizinische-

Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit weitergeleitet.

2.5.9 Klonierung in Siduger-spezifischen Expressionsvektor

Ein Teil der potentiellen Interaktionspartner wurde fiir weitere Untersuchungen aus dem
Hefe-Vektor in den Séuger-spezifischen pCMV-Myc-Expressionsvektor kloniert. Zunichst
wurden das Plasmid des jeweiligen Interaktionspartners und das pCMV-Myc-Plasmid mittels
der Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xhol enzymatisch verdaut (siehe 2.1.3). Dadurch
wurde die DNA-Sequenz des potentiellen Interaktionspartners aus dem Hefe-Vektor
herausgeschnitten und der pPCMV-Myc-Vektor im Bereich des Polylinkers gedffnet. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung (siche 2.1.4) und Gelextraktion (siehe 2.1.5) dieser
DNA-Fragmente, wurde der pCMV-Myc-Vektor mit der DNA-Sequenz des jeweiligen
potentiellen Interaktionspartners ligiert (siche 2.1.6).

2.6 Methoden zur Bestatigung von Protein-Interaktionen

2.6.1 Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunoprézipitation (Co-IP) ist die Immunoprézipitation von stabilen
Proteinkomplexen. Sie ist eine in vitro Methode, die unter in vivo-dhnlichen Bedingungen
durchgefiihrt werden kann. Die Co-IP ist eine der am héufigsten angewendeten Methoden zur
Identifizierung und/oder Bestétigung von Protein-Protein-Interaktionen.

Bei der Co-IP wird ein bestimmtes Protein, fiir das Interaktionen identifiziert oder bestétigt
werden sollen, mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers aus einem Zell- oder Gewebelysat

préazipitiert. Der Antikorper ist dabei an Protein A- oder G-Sepharosekiigelchen gekoppelt,
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durch die die Isolation des gewiinschten Proteinkomplexes aus dem gesamt Proteingemisch
erleichtert wird. Potentiellen Interaktionspartner, die an das bestimmte Protein gebunden sind,
werden co-prézipitiert und konnen anschlieBend mittels Western-Blot-Analyse detektiert
werden.

Wenn spezifische Antikorper fiir die zu untersuchenden Proteine vorhanden sind, ist es mit
der Co-IP mogliche, Interaktionen endogen zu bestétigen. Da nicht fiir alle, in dieser Arbeit
analysierten Proteine, spezifische Antikorper zur Verfiigung standen, wurden diese zuvor in
einen Myc-getaggten Expressionsvektor kloniert (siche 2.5.9). Diese Plasmid-DNA wurde
daraufhin einen Tag vor Beginn der Co-IP in die NIH-3T3 Zellen transfiziert (siche 2.3.3),
wodurch eine Expression des Myc-Fusionsproteins in den Zellen erzielt wurde.

Zu Beginn der Co-IP wurden die Protein-G-Agarose-Kugeln (Millipore #16-266) vorbereitet.
Pro Co-IP-Ansatz wurden jeweils 20 pl Protein-G-Agarose-Kugeln fiir das Preclearing, die
Negativkontrolle und den eigentlichen Co-IP-Ansatz in drei 1,5 ml Eppendorfgefiie
tiberfiihrt. Darauthin wurden die Protein-G-Agarose-Kugeln 2x mit 1 ml kaltem PBS
gewaschen. Dafiir wurde das PBS zu den Kugeln gegeben, gut invertiert und fiir 10 min. bei
4°C und 7000 Upm zentrifugiert (Heraeus, Biofuge 13). Der Uberstand wurde mit einer
Pipette vorsichtig abgenommen und verworfen. Abschliefend folgte ein Waschschritt mit 1
ml kaltem RIPA-Puffer. Es wurde ebenso verfahren, wie in den Waschschritten mit PBS. Die
Protein-G-Agarose-Kugeln waren nun fiir den Einsatz in der Co-IP bereit.

Somit wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Das
PBS wurde moglichst gut abgesaugt und 800 ul/10 cm Schale kalter RIPA-Puffer auf die
Zellen gegeben. Diese wurden darauthin fiir mind. 10 min. im Kiihlschrank inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Schale gekratzt
und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 iiberfiihrt. Durch mehrmaliges Rauf- und Runterziehen der
Zellsuspension durch eine diinne Kaniile, wurde das Lysat homogenisiert. Es folgte eine 15
miniitige Zentrifugation bei 4°C und 13000 Upm, zur Beseitigung der Zelltrimmer. Der
Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt. Zum Ausschluss von unspezifischen
Bindungen, wurden dem Proteinlysat, die fiir das Preclearing vorbereiteten Protein-G-
Agarose-Kugeln, zugefiigt. Dieses Gemisch wurde bei méBiger Geschwindigkeit {iber Nacht
bei 4°C rotiert. Zu den Kugeln, die fiir die eigentliche Co-IP vorgesehen waren, wurde die
entsprechende Menge (siche Tabelle unterhalb dieses Abschnitts) des Antikdrpers gegeben,
durch den die IP erfolgen sollte. Zu den Kugeln fiir die Negativkontrolle wurde statt des
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Antikorpers, die gleiche Menge RIPA-Puffer gegeben. Fiir eine verbesserte Liquiditidt wurden
zusitzlich etwa 400 ul RIPA-Puffer hinzugefiigt. Diese Proben wurden ebenfalls {iber Nacht
bei 4°C und méBiger Geschwindigkeit rotiert.

Am darauf folgenden Tag wurde das Preclearing-Proteinlysat fiir 7 min. und 4000 Upm bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml EppendorfgefiB iiberfiihrt und mit
kaltem RIPA-Puffer auf etwa 1,1 ml aufgefiillt. Diese 1,1 ml wurden anschlieBend auf drei
EppendorfgefiBle aufgeteilt. 100 ul dienten als Input-Kontrolle und wurden bis zur
Durchfiihrung der Western-Blot-Analyse bei 4°C gelagert (1-2 Tage). Der restliche ml wurde
halbiert und etwa 5 Stunden bei 4°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Protein-G-
Agarose-Kugeln, die iiber Nacht mit bzw. ohne Antikdrper inkubiert wurden fiir 5 min. und
3000 Upm bei 4°C zentrifugiert. Der zur Liquidisierung zugefiigte RIPA-Puffer wurde mit
einer Pipette vorsichtig abgenommen und die Kugeln mit 1 ml kaltem RIPA-Puffer
gewaschen. Dafiir wurde 1 ml Puffer zu den Kugeln gegeben, vorsichtig invertiert und erneut
fiir 5 min. bei 13000 Upm und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der 1 ml RIPA-Puffer
verworfen und die mit dem Antikorper inkubierten Protein-G-Agarose-Kugeln zu der einen
Hilfte des Proteinlysates gegeben. Zu der anderen Hélfte wurden die Kugeln, welche ohne
Antikorper inkubiert wurden, hinzugefiigt (Negativkontrolle). Diese Ansédtze wurden iiber
Nacht bei geringer Rotation und 4°C inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Proben fiir 10
min. bei 4°C und 3000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Protein-G-
Agarose-Kugeln, an denen die spezifischen Proteine anhefteten, durch Zugabe von 1 ml
RIPA-Puffer und erneuter Zentrifugation gewaschen. Abschlieend wurde der RIPA-Puffer
entfernt, 20 pl 4x SDS-Ladepuffer auf die Kugeln gegeben und das Ganze fiir 5 min. bei
95°C, zur Denaturierung der Proteine, aufgekocht. Zu den am Vortag angefertigten Input-
Kontrollen wurde ebenfalls 4x SDS-Ladepuffer (35 ul) und die Proben aufgekocht. Alle
Proben wurden daraufhin entweder zeitnah auf ein SDS-Gel aufgetragen oder bei -20°C

gelagert.
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Fiir die IP verwendete Antikorper:

cMyc 10 pl anti-mouse, monoclonal
auf 20 pl Protein-G-Agarose-Kugeln Santa Cruz #sc-40
elF5A 1 ul anti-rabbit, monoclonal,
auf 20 pl Protein-G-Agarose-Kugeln Abcam #ab32443
gpFto 7 ul anti-guinea-pig, Serum
auf 20 pl Protein-G-Agarose-Kugeln (EMT, HHU-Diisseldorf)
rFto 7 ul anti-rabbit, affinititsaufgereingt
auf 20 pl Protein-G-Agarose-Kugeln (EMT, HHU-Diisseldorf)

Verwendete Losungen:

4x SDS-Ladepuffer

PBS

Protein-G-Agarose
RIPA-Puffer

0,2 M Tris-HCI, pH 6,8

8 % SDS

40 % (w/v) Glycerin

0,4 % Bromphenolblau

vor Gebrauch 20 % B-Mercaptoethanol
4 mM NaH2P04'H20

16 mM Na,HPO,-H,0

150 mM NaCl

pH 7,3; autoklaviert

50% slurry

50 mM Tris-HCI, pH7,4

1% NP-40

0,25% Natrium-Deoxycholat
150 mM NaCl

vor Gebrauch Protease-Inhibitor
und PMSF (10 pl/ml)

2.6.2 Tandem-Affinitits-Aufreinigung

Merck #115925
Sigma #M7522

Millipore #16-266

Roche #11836153001
Fluka #93482

Die Methode der Tandem-Affinitits-Aufreinigung (Tandem Affinity Purification, TAP) kann

sowohl zur Bestitigung von Protein-Protein-Interaktionen, als auch, in Kombination mit

anschlieBender Massenspektrometrie, zur Identifizierung neuer Interaktionspartner eingesetzt

werden. Die TAP-Analyse erlaubt, genau wie die Co-Immunoprézipitation, die Aufreinigung

der Proteinkomplexe unter in vivo dhnlichen Bedingungen. AuBBerdem ist die TAP-Methode

durch zwei aufeinanderfolgenden Aufreinigungs-Schritte hochst spezifisch und schlieBt einen

starken Hintergrund an unspezifischen Bindungen aus.
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Voraussetzung fiir die TAP-Methode ist die Fusion des Zielproteins mit einem doppelten Tag.
Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten TAP-Analysen wurde der Doppeltag-Vektor pDT3-
HA Fto verwendet. Dieser besitzt neben der Fro-cDNA ein 3x Flag- und ein Strep
(Streptavidin)-Tag, welche fiir die zwei Aufreinigungsschritte essentiell sind. AufBerdem
enthélt dieser Vektor ein HA-Tag, zur abschlieBenden Detektion des Fto-Fusionsproteins in
der Western-Blot-Analyse. Zu Beginn der Analyse wurde der pDT3-HA Fto-Vektor in NIH-
3T3 Zellen transfiziert. Pro TAP-Ansatzt wurden zehn konfluente 10 cm Zellkulturschalen
benotigt. Etwa 24 Stunden nach der Transfektion wurden das Medium von den Zellen
abgesaugt und diese mit Zellkultur-PBS gewaschen. Nachdem das PBS gut abgesaugt war,
wurde pro 10 cm Schale 1 ml RIPA-Puffer auf die Zellen gegeben. Nach einer 10 miniitigen
Inkubation bei 4°C wurden die Zellen aller zehn Schalen abgeschat und in einem 50 ml
Rohrchen gesammelt. Zur Homogenisierung des Lysate, wurde dieses mehrmals durch eine
diinne Kaniile gezogen. Durch eine Zentrifugation (15 min., 4°C, 6000 Upm; Heraeus
Megafuge 1.0R) wurden die Zelltriimmer sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues 50
ml Rohrchen iiberfiihrt und ein 50 ul Aliquot, fiir die Input-Kontrolle entnommen. Danach
folgte die erste Aufreinigung liber M2-Agarose-Flag-Kiigelchen (Sigma #A2220). 200 pl
dieser Kiigelchen wurden zu dem Proteinlysat gegeben und dieses Gemisch fiir 2 Stunden bei
4°C und 350 Upm auf einem Schiittler inkubiert. Nach Beendigung dieser Inkubation wurde
eine Bio-Spin Chromatographie Siule (BIO-RAD # 732-6402) mit 1 ml RIPA-Puffer
rehydriert und anschlieBend das Proteinlysat (inkl. der Kiigelchen) in 1 ml Schritten auf die
Sdule gegeben. Der Durchfluss (die nicht interagierenden Proteine) wurde verworfen. Die
sich nun auf der Séule befindenen Kiigelchen, inkl. des getaggten Fto-Proteins und dessen
interagierende Proteine, wurden durch die Zugabe von 2x 1 ml TBS-Puffer gewaschen.
Anschlieend wurden die Proteine durch die Zugabe von 4x 250 nul Flag-Peptid (300 pg/ml in
TBS) von den Kiigelchen eluiert. Das Eluat wurde in einem Eppendorfgefdl3 aufgefangen und
ein 20 pl Aliquot fiir die spdtere Western-Blot-Analyse entnommen. Es folgte die zweite
Aufreinigung. Dafiir wurde zunéchst eine Micro-Spin Chromatographie Saule (BIO-RAD #
732-6402) mit 1 ml Strep-Puffer rehydriert. AnschlieBend wurden 200 pl Sepharose-
Streptactin-Kiigelchen (IBA #2-1201-010) auf die Sédule gegeben. Sobald die Fliissigkeit, in
der die Kiigelchen gelagert waren, durch die Saule getropft war, wurde das Eluat aus der
ersten Aufreinigung in 250 pl Schritten auf die Sdule gegeben. Nachdem das Eluat

vollstindig iiber die Sdule gelaufen war, wurden die Kiigelchen (inkl. der gebundenen
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Proteine) durch die Zugabe von 2x 1 ml Strep-Puffer gewaschen. Durch die Zugabe von 4x
250 pl Biotin (2,5 mM/ml in Strep-Puffer) wurden die Proteine von den Kiigelchen eluiert
und in einem 2 ml Eppendorfgefd aufgefangen. Fiir die spitere Western-Blot-Analyse wurde
ein 20 pl Aliquot entnommen. Abschliefend wurde das Eluat der zweiten Aufreinigung
konzentriert. Daflir wurden zundchst 5 pl StrataClean-Kiigelchen (Stratagene #400714-61) zu
dem Eluat gegeben. Wirend der Inkubation dieses Gemisches bei 4°C rotierend {iber Nacht,
wurden die gesamten Proteine an die Kiigelchen gebunden. Am folgenden Tag wurde das
Gemisch fiir 5 min. bei 4°C und 3000 Upm zentrifugiert (Heraeus Biofuge 13) und der
Uberstand verworfen. Durch die Zugabe der entsprechenden Menge 4x SDS-Ladepuffer und
einer Inkubation fiir 5 min. bei 95°C wurden die Proteine von den Kiigelchen gelost und
denaturiert. Auch zu den, wiahrend der Durchfiihrung entnommenen Aliquots, wurde die
entsprechende Menge 4x SDS-Ladepuffer gegeben und die Proteine zur Denaturierung
aufgekocht. Die Proben wurden nun entweder direkt auf ein SDS-Gel (siche 2.4.3)
aufgetragen und mittels Western-Blot-Analyse (siehe 2.4.4) untersucht, oder bei -20°C
gelagert.

Verwendete Losungen:

4x SDS-Ladepuffer 0,2 M Tris-HCI, pH 6,8

8 % SDS

40 % (w/v) Glycerin

0,4 % Bromphenolblau Merck #115925

vor Gebrauch 20 % B-Mercaptoethanol Sigma #M7522
Biotin Sigma #B4501
Flag-Peptid (N) Met-Asp-Tyr-Lys-Asp-His-Asp-

Gly- Asp-Tyr-Lys-Asp-His-Asp-Ile-

Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Lys (C) BMFZ (HHU-Diisseldorf)
RIPA-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH7,4

1% NP-40

0,25% Natrium-Deoxycholat

150 mM NaCL

vor Gebrauch Protease-Inhibitor Roche #11836153001

und PMSF (10 pl/ml) Fluka #93482
Strep-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 8,0

150 mM NacCl

1 mM EDTA

add 100 ml mit dH,O auffiillen, pH 8,0
TBS-Puffer 150 mM NaCl

3 mM KCI

25 mM Tris-HCI, pH 7,4

add 100 ml mit dH,O auffiillen, pH 7,4
Zellkultur-PBS Biochrom #L1820
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2.7 In situ Hybridisierung

Die In situ Hybridisierung erlaubt die Detektion von Transkripten an ihrem Syntheseort im
Gewebe. Dabei erfolgt die Hybridisierung durch eine markierte, komplementire RNA-Sonde.
Abschliefend wird diese Sonde mittels spezifischer, Enzym-gekoppelter Antikdrper und einer

nachfolgenden Farbreaktion nachgewiesen.

2.7.1 Synthese der RNA-Sonden

Vor Beginn der Sondensynthese wurde zunédchst das gewiinschte Plasmid linearisiert (sieche
2.1.3) und mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (sieche 2.1.1.4) aus dem Ansatz des
Restriktionsverdaus gefdllt. Fiir die eigentliche Sondensynthese wurde anschliefend der
folgende Ansatz zusammengegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert:

3 ul  linearisiertes Plasmid

2 ul  10x Transkriptions-Puffer Roche #1465384

2 ul  10x DIG RNA Labeling Mix Roche #11277073910
2 ul  T7-RNA-Polymerase Roche #10881767001
1 ul  RNAse Block Stratagene #300152-51

10 ul  DEPC-H,O

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde dem Ansatz der Sondensynthese, zur Féllung der
Sonde,

2,5ul 4 M LiCl,
2ul  0,5M EDTA,
und 75l 100% EtOH

zugefiigt und dieses Gemisch fiir 30 min. bei -20°C inkubiert. Darauf folgte eine 10 miniitige
Zentrifugation bei 4°C und 13000 Upm (Heraeus Biofuge 13). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet durch die Zugabe von 75 ul 70% EtOH und wiederholter
Zentrifugation (10 min., 4°C, 13000Upm) gewaschen. Der Uberstand wurde gut abgenommen
und das Pellet auf Eis luftgetrocknet. AbschlieBend wurde das Pellet in 60 pl 50% Formamid
resuspendiert und bei -80°C gelagert.
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Verwendete Losungen:

50% Formamid 50% (v/v) Formamid
50% (v/v) DEPC-H,0O

70% EtOH 70% (v/v) EtOH in DEPC-H,0

EtOH abs.

DEPC-H,0 H,0
+0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat Sigma #D5758
autoklaviert

2.7.2 Whole Mount In situ Hybridisierung

Die Whole Mount In situ Hybridisierung (WISH) ermdglicht die Detektion und Darstellung
von Gen-spezifischer RNA im gesamten Embryo. Die, fiir die WISH, verwendeten
Embryonen wurden nach der Priparation iiber Nacht bei 4°C in 4% PFA fixiert. Am
folgenden Tag wurde das PFA entfernt und die Embryonen 3x fiir 5 min. in PBT leicht
wippend gewaschen. AnschlieBend wurden die Embryonen wie folgt dehydriert:

5 min. in 25% MeOH
5 min. in 50% MeOH
5 min. in 75% MeOH
5 min. in 100% MeOH.

Nach dieser Methanolreihe wurden die Embryonen in neues 100% Methanol tiberfiihrt und
mindestens {iber Nacht bei -20°C inkubiert. Vor der Weiterverarbeitung wurden mit einer
Stecknadel die Hirnbldschen zerstochen. Dann folgte die Rehydrierung der Embryonen:

5 min. 75% MeOH

5 min. 50% MeOH

5 min. 25% MeOH
3x 5 min. PBT.

Anschliefend wurden die Embryonen fiir 15 min. bei 37°C in 10 pg/ml Proteinase K in PBT
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt fiir 5 min. ohne Wippen und bei Raumtemperatur in
Glycin (2 mg/ml in PBT). Durch eine 20 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur in 4%
PFA + 0,2% Glutaraldehyd (verdiinnt in PBT) wurden die Embryonen nachfixiert. Nach dem
Waschen (3x 5 min.) in PBT folgte die Hybridisierung. Zunichst wurden die Embryonen fiir
mind. 1 Stunde in Hybridisierungs-Puffer prahybridisiert. In der Zwischenzeit wurde die
Sonde in frischen Hybridisierungs-Puffer gegeben und fiir 10 min. bei 80°C denaturiert. Nach
der Prihybridisierung wurden die Embryonen in den Hybridisierungs-Puffer mit der Sonde

tiberfiilhrt und iiber Nacht bei 70°C hybridisiert. Am néchsten Tag folgten mehrere
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Posthybridisierungswaschschritte. Dafiir wurden die Wasch-Puffer zuvor bei 70°C
vorgewédrmt und die Embryonen 2x fiir 30 min. bei 70°C in Wasch-Puffer I inkubiert und 2x
fiir 30 min. bei 65°C in Wasch-Puffer II. Nach dem Waschen folgte die Blockierung
unspezifischer Bindungen und die Inkubation mit dem Antikorper. Die Embryonen wurden 2x
fiir 5 min. in TBST-Levamisol gewaschen und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in Block-
Puffer inkubiert. AnschlieBend wurden die Embryonen bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden in
a-Dig-Antikorper (1/2000 in 2% Schaf-Serum/TBST-Levamisol) inkubiert. Nach Beendigung
der Inkubation wurden die Embryonen mindestens 6x fiir 30 min. mit TBST-Levamisol
gewaschen, wobei der letzte Waschschritt {iber Nacht erfolgte. Am dritten und letzten Tag der
WISH erfolgte die Farbung. Es wurde mit der Prdinkubation fiir 2x 15 min. in NTMT-
Levamisol begonnen. AnschlieBend wurden die Embryonen im Dunkeln so lange in der
Féarbelosung inkubiert, bis die Farbung stark genug war. Wenn die gelbe Farbe der Losung ins
lila umschlug, wurde die Firbelosung gewechselt. Durch mehrmaliges Waschen der
Embryonen mit PBT wurde die Férbereaktion abgestoppt. Die Lagerung der Embryonen
erfolgte in 0,4% PFA bei 4°C.

Verwendete Losungen:

4% PFA 4 % (w/v) Paraformaldehyd
in PBS
25% MeOH 25% Methanol (v/v) in PBT
50% MeOH 50% Methanol (v/v) in PBT
75% MeOH 75% Methanol (v/v) in PBT
100% MeOH abs.
o-Dig-Antikorper Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments Roche #11093274910
Block-Puffer 10% Schaf-Serum
in TBST-Levamisol
Férbelosung 8 ul NBT/BCIP Losung Roche # 1681451
in 1 ml NTMT-Levamisol
Glutaraldehyd Sigma #G6257-10ML
Glycin AppliChem #A1377,1000
Hybridisierungs-Puffer 50% deionisiertes Formamid AppliChem #A2156,0500
5x SSC (pH 5,0)
50 ug/ml Hefe-RNA Roche #10109525001
1% SDS
50 pg/ml Heparin Sigma #H3393-25
Levamisol Sigma #L.9756-10G
NTM 100 mM Tris-HCI pH 9,5
100 mM NacCl
in dH,O
NTMT-Levamisol 10% Tween20
0,5 mg/ml Levamisol
in NTM
PBS 4 mM NaH,PO,-H,0
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16 mM Na,HPO,-H,O

150 mM NaCl
PBT 0,1% (v/v) Tween20 in PBS
Proteinase K 10 mg/ml Roche #1000144
TBS (10x) 8 g NaCl

0,2 gKCl

25 ml 1 M Tris-HCl1 pH 7,5
add 100 ml mit dH,0

TBST-Levamisol 10% Tween20
0,5 mg/ml Levamisol
in TBS
Tween20 AppliChem #A4974
Wasch-Puffer I 50% deionisiertes Formamid AppliChem #A2156,0500
5x SSC (pH 5,0)
1% SDS
Wasch-Puffer 11 50% deionisiertes Formamid AppliChem #A2156,0500

5x SSC (pH 5,0)

2.8 Histologische Techniken

2.8.1 Paraffindiinnschnitte

Fir die Anfertigung von Paraffin-Schnitten, wurden die Embryonen nach der Préiparation
(siche 2.11.2) aus dem Mutterleib in 4% PFA bei 4°C iiber Nacht fixiert. Waren die
Embryonen im Alter E18.5 oder dlter, mussten sie vor der Fixierung vorsichtig gehdutet
werden. Durch eine Ethanolreihe am folgenden Tag, wurden die Embryonen bei leichtem

Wippen entwéssert.

Ethanolreihe: 2 Stunden 70% EtOH
2 Stunden 80% EtOH
2 Stunden 90% EtOH
2 Stunden 100% EtOH

Nach der Ethanolreihe wurden die Embryonen in n-Butanol iiberfiihrt und iiber Nacht bei
Raumtemperatur und leichtem Wippen inkubiert. Das n-Butanol wurde bestmoglich entfernt
und die Embryonen in fliissiges Paraplast (Paraplast Plus, Roth #X881.2) iiberfiihrt. Dort
wurden sie fiir mindestens 4 Stunden inkubiert, bis fiir zwei weitere Stunden ein Vakuum im
Inkubationsbehilter erzeugt wurde. AnschlieBend wurden die Embryonen in gewiinschter
Ausrichtung in Paraplast eingebettet, welches zunichst noch fliissig war und iiber Nacht
aushdrten musste. Darauthin wurden 12 um dicke Paraffinschnitte der Embryonen an einem

Mikrotom (Leica RM 2035) hergestellt. Die Schnitte wurden zur Streckung in ein 50°C
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warmes Wasserbad (GFL 1052) gelegt und mit einem Objekttriager (SuperFrost Griin, Roth
#2109) aufgenommen. Die Objekttrager wurden zur Trocknung der Schnitte auf eine 50°C
warme Heizplatte (OMNILAB Jiirgens) gelegt. Bis zur weiteren Verwendung (HE-Féarbung,
siche 2.8.2 oder BrdU-Analyse, siche 2.9) wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur
gelagert.

Verwendete Losungen:

4% PFA 4 % (w/v) Paraformaldehyd
in PBS

70% EtOH 70% (v/v) EtOH in dH20

80% EtOH 80% (v/v) EtOH in dH20

90% EtOH 90% (v/v) EtOH in dH20

100% EtOH abs.

n-Butanol

2.8.2 Himalaun/Eosin-Farbung

Hamalaun ist ein positiv geladener Farbstoff, der negativ geladene Strukturen, wie die
Zellkerne, blau anfarbt. Dagegen ist Eosin ein negativ geladener Farbstoff, der alle iibrigen
Strukturen in verschiedenen Rottdnen anfdrbt. So erscheint das Zytoplasma blass rot,
kollagenartige Bindegewebsfasern rot, elastische Bindegewebsfasern blass rosa-rot,
Muskelgewebe rot und Erythrozyten rot-orange.

Fir die Héamalaun/Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden zuvor  angefertigte
Paraffindiinnschnitte (siehe 2.8.1) verwendet. Zur Entparaffinierung wurden die Objekttrager
zundchst 2x 5 min. in Xylol und 3 min. in 100% EtOH inkubiert. AnschlieBend wurden sie
jeweils 2 min. in 90% EtOH, 70% EtOH, 50% EtOH und dH,O gegeben. Es folgte die
Farbung mit Hdmalaun fiir 2 min. und ein 10 miniitiger Waschschritt unter flieBendem
Leitungswasser. Darauf wurden die Schnitte fiir 20 sec. in Eosin gefarbt und kurz in dH,O
gewaschen. Die anschliefende Entwésserung der Schnitte erfolgte durch jeweils 2 min. in
70% EtOH, 90% EtOH, und 100% EtOH. Abschlielend wurden die Schnitte fiir 5 min. in
Xylol inkubiert und in Entellan eingedeckelt (Deckgldschen 24x60mm; Menzel-Gléser #1).
Die Objekttrager wurden liber Nacht zum Trocknen auf einen ebenen Untergrund gelegt und

abschlieBend bei Raumtemperatur gelagert.
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Verwendete Losungen:

50% EtOH 50% (v/v) EtOH in dH,O
70% EtOH 70% (v/v) EtOH in dH,O
90% EtOH 90% (v/v) EtOH in dH,O
Entellan Merck #1.07961.0500
Eosin 96% (v/v) Ethanol
2% (w/v) Eosin G Merck #1.15935.0100

1% (v/v) Essigsdure
nach dem Losen filtriert

EtOH abs.

Himalaun 50 ml Mayers Himalaun Losung Merck #1.09249.2500
150 ml dH,O

Xylol

2.9 BrdU-Analyse

Die BrdU-Analyse ist eine Methode, mit der DNA-Synthese immunohistochemisch
nachgewiesen werden kann. BrdU (Bromodeoxyuridin) ist ein chemisches Analog des
Thymidin bzw. Desoxyuridin. Es wird wéhrend der S-Phase des Zellzyklus in die neu
synthetisierte DNA eingebaut und kann anschlieend durch spezifische Antikdrper detektiert
werden.

Zu Beginn der Analyse wurde einer trachtigen Maus 1 ml BrdU pro 100g Korpergewicht
intraperitonal injiziert. 2 Stunden nach dieser Injektion wurde das Muttertier durch zervikale
Dislokation getdtet und die Embryonen dem Uterus entnommen (siehe 2.11.2). Die
Embryonen wurden in Paraffin eingebettet und am Mikrotom Paraffindiinnschnitte angefertigt
(siehe 2.8.1).

Fiir die BrdU-Farbung wurden die Paraffinschnitte auf dem Objekttrager zundchst mit einem
Fettstift umrandet. Es folgte die Entparaffinierung der Schnitte in 3x min. Xylol, 2x 2min.
100% EtOH, jeweils 2 min. in 90% EtOH, 70% EtOH und 50% EtOH und abschlieend 5
min. in PBT. Anschlieend wurden die Schnitte fiir 30 min. bei 37°C in vorgewédrmter 2 N
Salzsdure inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte fiir 2x Smin. in 0,1 M Na;B407 und 2x 5
min. in PBT gewaschen. Zum Demaskieren der versteckten Antigene wurden die Schnitte fiir
15 min. bei 37°C in Prot-K Losung inkubiert und anschliefend 2x fiir 5 min. in PBT
gewaschen. Darauthin folgte die Blockierung unspezifischer Bindestellen fiir 1 Stunde in 10%
Schafsserum/PBT und die Inkubation der Schnitte mit dem BrdU-Antikorper iiber Nacht bei
4°C. Am folgenden Tag wurden die Schnitte 2x 20 min. in PBT gewaschen und anschlieBend
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fir 4 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln mit dem Sekundirantikérper inkubiert.
Abschliefend wurden die Schnitte 2x 5 min. in PBT gewaschen (Dunkel!) und in Aquatex
eingedeckelt. Dieses hirtete iiber Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln aus. Gelagert

wurden die Objekttriger bei -20°C.

Verwendete Losungen:

50% EtOH 50% (v/v) EtOH in dH,O
70% EtOH 70% (v/v) EtOH in dH,O
90% EtOH 90% (v/v) EtOH in dH,O
anti-BrdU (Primérantikorper) Invitrogen #B35128
Aquatex
BrdU labeling reagent Invitrogen #000103
Dylight 488
(Sekundirantikorper) Dianova #715-485-151
EtOH abs.
HC1 2N
Na,B,0, 0,1 M, pH 8,5
PBS 4 mM NaH,PO,-H,0
16 mM NazHPO4'H20
150 mM NaCl
autoklaviert
PBT 0,1% Triton
in PBS
Prot-K Lsg. 20 ug/ml Proteinase K Roche #1000144
in PBS
Schafsserum
Triton AppliChem #A4975,0500
Xylol

2.10 Skelett-Farbungen

2.10.1 Knochen-Fiarbung adulter Méiuse

Bei der Knochenfarbung wird das Calcium der Knochen durch Alizarin Rot angeférbt. Das
restliche Gewebe wird so bearbeitet, dass nur noch die Proteinmatrix iibrig bleibt, die Maus
transparent erscheint und die angefarbten Knochen gut sichtbar werden.

Zu Beginn wurde die Haut, das Gewebe und die Organe bestmoglich entfernt und die Maus
fiir 1 Tag in 96% EtOH fixiert. Zur Séuberung des iibriggebliebenen Gewebes wurde die
Maus 1-3 Tage in KOH-Losung leicht geschwenkt. Dabei wurde die KOH-Ldsung 5-8x
gewechselt. Darauf folgte die Farbung der Knochen in Alizarin-Férbelosung fiir 2-3 Tage.

Auch hier wurde die Losung mindestens 3x gewechselt. AbschlieBend folgte eine
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Glycerinreihe von 30%, 60% und 100% Glycerin fiir jeweils 2 Tage. Wahrenddessen wurde
die Glycerinldsung 2-3x gewechselt. Gelagert wurde das Mausskelett in 100% Glycerin bei

Raumtemperatur.

Verwendete Losungen:

30% Glycerin 30% (v/v) Glycerin in dH,O
60% Glycerin 60% (v/v) Glycerin in dH,O
96% EtOH technischer EtOH
Alizarin-Firbelsg. 0,5 ml Alizarin Rot S (Stocklsg.)
100 ml 1% KOH
Alizarin Rot S (Stocklsg.) 0,1% (w/v) Alizarin Rot S Sigma #A5533
KOH-Lsg. 2% KOH
in dH,0
Glycerin

2.10.2. Knochen-Knorpel-Fiarbung neugeborener Mause

Zur Anfarbung der Knochen(rot)- und Knorpel(blau)-Elemente wurden neugeborene Méuse
zundchst sorgfiltig gehdutet (vorsichtig an den Gliedmafen) und die Organe entnommen. Zur
Fixierung und Dehydrierung wurden die Embryonen anschlieBend bei Raumtemperatur iiber
Nacht in 96% EtOH inkubiert. Es folgte eine weitere Fixierung in Aceton fiir 1-3 Tage.
Angefarbt wurde das Skelett der Mause durch die Inkubation in der Farbelosung unter
leichtem Schiitteln iiber Nacht bei 37°C. Nach der Farbung wurden die Embryonen fiir etwa 1
Stunde unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur in 96% EtOH gewaschen. AnschlieSend
wurden die Embryonen unter leichtem Schwenken bei 37°C so lange in der Entfarberlésung
inkubiert, bis die Skelettelemente gut sichtbar waren. Durch eine nachfolgende Glycerinreihe
(50%-80%-100%; leicht schwenken) wurde die Entfdrbereaktion abgestoppt und das, die
Knochen umgebende, Gewebe etwas transparenter. Gelagert wurden die Embryonen bei

Raumtemperatur in 100% Glycerin

Verwendete Losungen:

50% Glycerin 50% (v/v) Glycerin in dH,O

70% EtOH 70% (v/v) EtOH in dH,O

80% Glycerin 80% (v/v) Glycerin in dH,O

95% EtOH 95% (v/v) EtOH in dH,O

96% EtOH technischer EtOH

Aceton technisch

Alizarin Rot S (Stocklsg.) 0,1% (w/v) Alizarin Rot S Sigma #A5533
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in 95% EtOH
Alzian Blau 8GX (Stocklsg.) 0,3% 8(w/v) Alzian Blau 8GX Sigma #A5268
in 70% EtOH
Entfirbelsg. 1% KOH
20% (v/v) Glycerin
in dH,O
Essigsiure konz.
Firbelosung 170 ml 70% EtOH

10 ml konz. Essigsédure

10 ml Alizarin Rot S (Stocklsg.)

10 ml Alzian Blau 8GX (Stocklsg.)
Glycerin

2.11 Arbeiten mit Mausen

2.11.1 Tierhaltung und Verpaarung

Die Miuse wurden in der Tierversuchsanlage der medizinischen Einrichtung der Heinrich-
Heine-Universitdt Diisseldorf gehalten. Um alle Genotypen zu erhalten wurden Fto'"-
Weibchen mit Ffo™ -Ménnchen verpaart. Wenn Embryonen zu einem definierten
Embryonalstadium entnommen werden sollten, wurden die Weibchen tdglich am Morgen
nach Vaginalpfropfen untersucht. Dadurch konnte das Datum der Befruchtung, die in der
Regel iiber Nacht stattfindet, festgelegt werden.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung der Frfo-Mutation in verschiedenen Mauslinien
untersucht. Zum Einen wurden Ffo-Miusen mit NMRI Hintergrund (Tgl04N) oder mit
C57BL/6 Hintergrund (Tgl04) analysiert. Zum Anderen wurden die Ffo-Maiuse der F1-
Generation aus NMRI und C57BL/6 (Tgl04BN) und Fro-Mause mit NMRI Hintergrund und
einem Fro-Transgen (Tgl104N Tgl15) untersucht.

2.11.2 Priparation der Embryonen

Zum Zeitpunkt des gewliinschten Embryonalstadiums der Embryonen wurde das Muttertier
durch zervikale Dislokation getdtet und die Embryonen dem Uterus entnommen und in
eiskaltes PBS {iberfiihrt. Neugeborene Méuse wurden durch das Abtrennen des Kopfes mit
einer scharfen Schere getotet. Die Dottersackmembran wurde gegebenenfalls entfernt und fiir

die Bestimmung des Genotyps (sieche 2.1.7.2) ein Stiick Gewebe (in der Regel die
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Schwanzspitze) entnommen. Sollten weiterfiihrend RNA- oder Protein-Analysen von den
Embryonen durchgefiihrt werden, wurde diese entweder sofort weiterverarbeitet oder in RNA

later aufbewabhrt.

Verwendete Losungen:

PBS 4 mM NaH2P04~H20
16 mM NazHPO4'H20
150 mM NaCl
autoklaviert
RNA later Qiagen #76104

2.12 Fotodokumentation und Statistik

2.12.1 Fotodokumentation

Die Fotodokumentation wurde an einem Durchlichtmikroskop (Axioskop2, Zeiss) mit
aufgesetzter Kamera (AxioCam HRc und AxioCam MRm, Zeiss) oder an einem
Stereomikroskop (SteREO Discovery V8, Zeiss) mit aufgesetzter Kamera (AxioCam MRc,
Zeiss) durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden mit dem Programm Photoshop 7.0 bearbeitet.

2.12.2 Statistik

Fiir die Daten ist jeweils der Mittelwert + des Standardfehlers des Mittelwertes angegeben.
Die Priifung der Signifikanz der Genotypen- und Geschlechtsverteilung sowie der
Uberlebensraten wurde anhand des Chi-Quadrattests vollzogen. Die Signifikanz fiir die Linge
der Brustbeine und die Expressionsdaten aus den Realtime- und Western-Blot-Analysen
wurde mit Hilfe der studentischen t-Verteilung ermittelt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als
statistisch signifikant (*), ein p-Wert von <0,01 als statistisch hoch signifikant (**) und ein p-
Wert von <0,001 als statistisch hochst signifikant (***) angesehen. Der Chi-Quadrattest
wurde mit Hilfe des Free-Software Programmes ,,R“ durchgefiihrt und alle {iibrigen

statistischen Daten wurden mit Excel behoben.

82



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Ubersicht

Laut den Mendelschen Regeln werden bei einer F: 10" x Fto™" Verpaarung 50% Fto™ - und
jeweils 25% Fto""- und Fto”-Nachkommen erwartet. In der letzten Zeit entstand jedoch der
Eindruck, dass zum Zeitpunkt des Absetzens, im Alter von ca. drei Wochen (P21), nur sehr
wenige F to”"-Miuse unter den Nachkommen waren. Dies legte den Verdacht nahe, dass die
Fto”-Tiere einen oder mehrere Entwicklungsdefekte aufweisen, die wihrend der
Embryonalentwicklung oder in den ersten drei Wochen nach der Geburt zum Tod dieser
Maéuse fiihren.

In dieser Arbeit sollte zundchst die Genotypenverteilung der Fro-Méuse zu verschiedenen
prd- und postnatalen Zeitpunkten bestimmt und der Zeitpunkt ermittelt werden, an dem ein

Teil der Fto”-Miuse zu sterben scheint.

3.2 Genotypenverteilung und Letalitit der Fro-Miuse

Um den Verdacht der teilweisen Letalitit der Fro”-Méuse statistisch belegen zu kénnen und
den voraussichtlichen Todeszeitpunkt zu ermitteln, wurde in den folgenden Abschnitten die
Genotypenverteilung der Fro-Méuse zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung
analysiert.

Da ebenfalls der Verdacht bestand, dass sich die Fro-Mutation in verschiedenen
Mausstimmen unterschiedlich stark ausprigt, wurden in den folgenden Untersuchungen
verschiedene Mausstimme mit jeweils der gleichen Fto-Mutation analysiert. Die meisten
Hinweise auf einen defekten embryonalen Phénotyp konnten in den Ffo-Miusen mit NMRI
Hintergrund (Tgl104N) beobachtet werden. Im Gegensatz dazu waren die Fi to” ~Embryonen
mit C57BL/6 Hintergrund (Tgl04) unauffillig. Zusitzlich wurden die Ffo-Méuse der F1-
Generation aus NMRI und C57BL/6 (Tg104BN) und Fto-Mause mit NMRI Hintergrund und
einem Fto-Transgen (Tgl104N Tgl15) untersucht.
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3.2.1 Analyse der Tg104N-Mauslinie

Zu Beginn wurde die Genotypenverteilung der Fro-Méuse mit NMRI Hintergrund (Tg104N)
zu verschiedenen préanatalen Entwicklungsstadien (E11.5, E12.5, E15.5, E16.5, E17.5 und
E18.5) analysiert. Dafiir wurden die Fro"-Muttertiere zum jeweiligen Triichtigkeitszeitpunkt
getotet, die Embryonen aus dem Uterus der Mutter pripariert und genotypisiert. Das
prozentuale Verhiltnis der Genotypen in den sechs analysierten Embryonalstadien ist in der
Tabelle 3.1 aufgefiihrt. Es zeigt sich, dass in allen Embryonalstadien der Tgl04N-Méiuse
keine Abweichung von der nach Mendel erwarteten Genotypenverteilung besteht. Eine
Letalitit der Fro”-Embryonen wihrend der Embryonalentwicklung kann somit

ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.1: Die Genotypenverteilung der Tgl04N-Miuse in  verschiedenen
Entwicklungsstadien.

Die Genotypenverteilung der Tgl04N-Méuse wurde in sechs verschiedenen Embryonalstadien (E11.5, E12.5,
E15.5, E16.5, E17,5 und E18.5) zum Zeitpunkt der Geburt (P0) und im Alter von drei Wochen (P21) statistisch
analysiert. Zum Zeitpunkt PO konnten 25 der insgesamt 768 Méuse nicht genotypisiert werden, da sie von den
Elterntieren aufgefressen wurden. In der letzten Spalte der Tabelle ist das Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests (y3-
Test) aufgefiirt. In keiner der Embryonalstadien besteht eine Abweichung von dem nach Mendel erwarteten
Genotypenverhéltnis, jedoch kann zum Zeitpunkt PO und P21 eine signifikante bzw. hochst signifikante
Abweichung festgestellt werden.

n Fto™* Fto"" Fto™ v>-Test

erwartet
(nach Mendelschen Regeln) 25% 50% 25%
E11.5 113 18,60% 51,30% 30,10% | p=0,4453
E12.5 43 30,20% 46,50% 23,30% | p=0,8631
E15.5 97 18,50% 54,60% 26,80% | p=0,5529
E16.5 48 16,70% 56,30% 27,10% | p=0,6016
E17.5 21 38,10% 42,90% 19% p=0,6521
E18.5 61 24,60% 55,70% 19,70% | p=0,7484
PO 768 (25)| 23,60% 53,80% 19,50% | p=0,0369 (*)
P21 554 27,30% 65,90% 7% p=1,6x107"7 (¥**)

Die Bestimmung der Genotypenverteilung der Fto-Méuse drei Wochen nach der Geburt (P21)
bestitigte jedoch deutlich den Verdacht, dass die Fro”-Miuse zum Zeitpunkt des Absetzens
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unterreprasentiert sind. Mit nur 7%, statt der nach Mendel erwarteten 25%, haben hochst
signifikant (p=1,6x10"") weniger Ffo”-Miuse bis P21 iiberlebt (Tabelle 3.1 und Abb. 3.1).
Sowohl die Fro" *., als auch die Fto""-Geschwister traten in dem erwarteten
Genotypenverhiltnis auf. Den bisherigen Ergebnissen zur Folge stirbt ein Grof3teil der Fi 107 -

Maiuse zwischen der Geburt (neonatal) und P21.

70

60

W Fio
50 T |:| Fto™"
O Fro*

40

%

30

20 —

; s
pranatal neonatal postnatal
(n=383) (n=768(25)) (n=554)

Abb. 3.1: Die pri-, neo- und postnatale Genotypenverteilung der Tg104N-M:iuse.

Pranatal= die Embryonalstadien E11.5, E12.5, E15.5, E16.5, E17.5, E18.5 zusammengefasst; neonatal=P0;
postnatal=P21. 25 der insgesamt 768 neonatalen Méuse konnten nicht genotypisiert werden, da sie von den
Elterntieren aufgefressen wurden. Der Anteil der Ffo”-Miuse ist postnatal, verglichen mit dem pri- und
neonatalen Ffo”-Anteil, hochst signifikant reduziert (p=1,6x10* bzw. 4,0x107). Fiir die Fto"*- und Fro""
Mause sind keine signifikanten Verdnderungen zu beobachten.

Um den genauen Todeszeitpunkt der Fro”-Miuse zu ermitteln, wurden die Zuchtpaare und
ihre Nachkommen tiglich kontrolliert und sterbliche Uberreste der Embryonen fiir eine
Genotypisierung gesammelt. Bereits zum Zeitpunkt PO ist fiir die Tgl04N-Méduse eine
signifikante Abweichung (p=0,0369) der Genotypenverteilung von der nach Mendel
erwarteten Verteilung zu beobachteten (Tabelle 3.1). Jedoch konnte fiir 25 der insgesamt 768
Maiuse zum Zeitpunkt PO keine Genotypisierung durchgefiihrt werden, da die verstorbenen
Embryonen vor dem Auffinden von den Elterntieren vollstindig aufgefressen wurden. Bei
gesonderter Betrachtung der Fi to”"-Méuse zum prinatalen (die sechs Embryonalstadien
zusammengefasst), neonatalen und postnatalen (P21) Zeitpunkt kann keine signifikante
Veranderung im Anteil der Fi to”"-Miuse zwischen prianatal und neonatal festgestellt werden.

Allerdings wird postnatal, im Vergleich zu prénatal und neonatal, eine hochst signifikante

Reduktion (p=1,6xlO'8 bzw. 4,0x107) des Anteils an Fto” -Méusen gezeigt (s. Abb. 3.1). Fiir
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die Fto”"- und Fto" -Geschwister ist zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine
Verdnderung im Genotypenanteil festzustellen.

Weitere Berechnungen ergeben, dass nur knapp 25% der Ffo”-Méuse die ersten drei Wochen
nach der Geburt iiberlebten. Damit ist, im Vergleich zu der 10%-igen Letalitit der Fro™"-
Miuse und den 13% bei den Fro™ -Mausen, die Letalitdt der Fto”-Méuse mit 75% hochst
signifikant (p=4,8x10"" bzw. 2,6x10"") erhoht (Abb. 3.2).

*k%

Kk

100%

M gestorben

— B dberlebt
o

60%

40%

20%

0%

Fto** Fto™- Fto™
(n=166) (n=420) (n=157)

Abb. 3.2: Die Uberlebensrate der Tgl104N-Miuse zum Zeitpunkt P21.

Die Uberlebensrate der Ffo”-Miuse ist verglichen mit der Uberlebensrate der Fro™"- bzw. Fto" -Miuse hochst
signifikant reduziert (p=4,8x10"° bzw. 2,6x10™"). Nur 25% der Ffo”-Miuse iiberleben die ersten drei Wochen
nach der Geburt. Im Gegensatz dazu iiberleben 90% der Fro™*- und 87% der Fto"-Geschwister.

Um den Todeszeitpunkt zwischen der Geburt und P21 weiter einzuschridnken, wurde dieser
Zeitraum in drei Zeitabschnitte unterteilt (PO-P1, P2-P10 und P10-P20) und ausgewertet in
welchen dieser Zeitriume die sterblichen Uberreste jeweils gefunden wurden. Wie in
Abbildung 3.3 dargestellt, zeigt sich, dass nahe zu alle gestorbenen Ffo”-Méause innerhalb der

ersten 48 Stunden nach der Geburt sterben.

B M Fto* (n=166)
70 M O Fto* (n=420)
60 - U Fto” (n=157)

. o
0 — )
PO-1 P2-10 P10-20
Abb. 3.3: Todeszeitpunkt der Tgl104N-Miiuse.

Am héufigsten sterben die Mduse aller drei Genotypen in den ersten 48 Stunden nach der Geburt. 73% der
insgesamt 75% gestorbenen Fro”-Miuse sind in diesem Zeitfenster verstorben.
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Da nicht alle Ffo”-Tgl04N-Miuse sterben, wurde zum Abschluss dieser ersten Analysen
untersucht, ob die Letalitit der Fro”-Miuse geschlechtsabhingig ist. Dafiir wurde mit Hilfe
der PCR-Analyse das Geschlecht der gestorbenen Tgl104N-Méuse bestimmt. Weil die Anzahl
der gestorbenen Fro' - und Fro"*-Mause im Vergleich zu den Ffo”-Mausen sehr gering ist,
und in den vorangegangenen Analysen keine signifikanten Unterschiede im Phénotyp der
Fto™"- und Fto""-Miuse beobachtet werden konnten, wurden diese beiden Genotypen in der
statistischen Analyse zur Geschlechtsverteilung zusammengefasst. Wie in Abbildung 3.4
dargestellt, besteht kein Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der Letalitét der Fi 107 -
Miuse. Es sterben zwar 20% mehr Fro”-Weibchen als Mannchen, jedoch ist diese Differenz

mit einem p-Wert von 0,15 nicht signifikant.
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Abb. 3.4: Geschlechtsverteilung der neonatal verstorbenen Tgl104N-Miuse.

Aufgrund des niedrigen Stichprobenumfangs (n) und des in den voherigen Analysen unauffilligen Phianotyps
wurden die gestorbenen Fro”*- und Ffo™-Miuse in der statistischen Analyse der Geschlechtsverteilung
zusammengefasst. Es besteht in keinem der Genotypen eine signifikante Abweichung von der erwarteten
Geschlechtsverteilung.

3.2.2 Analyse der Tg104 Mauslinie

Fir die Fto”-Méuse mit NMRI Hintergrund (Tgl04N) konnte der Verdacht der hohen
Letalitdt mit Hilfe von statistischen Analysen bestitigt werden (3.2.1). Wie bereits erwéhnt
galt dieser Verdacht jedoch nicht den Ffo”-Miuse mit C57BL/6 Hintergrund (Tg104). Diese
Vermutung sollte mittels statistischer Analysen bestétigt werden.

Da schon bei den Tgl04N-Maiusen keine Abweichungen von der nach Mendel erwarteten
Genotypenverteilung in den verschiedenen Embryonalstadien auftraten, wurde bei den
Tgl04-Méusen auf die Analyse der Embryonalstadien verzichtet. So wurde die

Genotypenverteilung der Tgl104-Méause nur zum Zeitpunkt der Geburt (P0) und des Absetzens
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(P21) analysiert. Wie in Abbildung 3.5 (A) grafisch dargestellt kann keine Abweichung in der
Genotypenverteilung festgestellt werden (PO, p=0,3651; P21, p=0,4279). Ebenfalls sind keine
signifikanten Unterschiede in der Uberlebensrate zum Zeitpunkt P21 zwischen den
verschiedenen Genotypen zu beobachten (s. Abb. 3.5 (B)). Uber 90% der Miuse, aller

Genotypen, iiberleben die ersten drei Wochen nach der Geburt.

A B
60 W o 100% -

O Fto+~
% — O Fro~ 80% 17—

60%

B gestorben
B tberlebt

40% —

20% —

0 0% -
PO P21 Fto*™ Fto™ Fto”
(n=178(11)) (n=157) (n=52) (n=81) (n=34)

Abb. 3.5: Genotypenverteilung (A) und Uberlebensrate (B) der Tg104-M:iuse.

(A) Weder zum Zeitpunkt der Geburt (P0), noch drei Wochen spéter (P21) besteht eine signifikante Abweichung
von der nach Mendel erwarteten Genotypenverteilung (p=0,3651 bzw. 0,4279). EIf der insgesamt 178 Méiuse
zum Zeitpunkt PO konnten nicht genotypisiert werden, da sie von den Elterntieren aufgefressen wurden.

(B) Ebenfalls sind keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebensrate bei P21 zwischen den verschiedenen
Genotypen zu beobachten.

3.2.3 Analyse der Tg104BN-Mauslinie

Interessant waren nun die Auswirkungen der Ffo-Mutation auf die Mduse der F1-Generation
aus C57BL/6 und NMRI (Tgl104BN). Auf die gleiche Art und Weise wie bei den Tgl04N-
und Tgl04-Méusen wurde die Genotypenverteilung in der Tgl0O4BN Mauslinie zum
Zeitpunkt PO und P21 bestimmt. Obwohl zum Zeitpunkt PO neun der insgesamt 489 Miuse
nicht genotypisiert werden konnten, weil die sterblichen Uberreste vor dem Auffinden von
den Elterntieren aufgefressen wurden, entspricht die Genotypenverteilung den Erwartungen
nach Mendel. Dagegen kann, wie auch in Abbildung 3.6 (A) zu sehen, zum Zeitpunkt P21
eine signifikante Abweichung von der nach Mendel erwarteten Genotypenverteilung gezeigt

werden (p=0,0549). In der Abbildung 3.6 (B) ist die Uberlebensrate der Tgl04BN-Miuse
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grafisch dargestellt. Obwohl zum Zeitpunkt P21, im Vergleich zu den Fro™"-Tgl04BN-
MaAusen, fast neun Mal so viele Fi t0”"-Miuse sterben, ist fiir die Fi t0”"-Miuse keine signifikant

reduzierte Uberlebensrate zu beobachtet (p=0,5716).

A ai« B
% )\ M Fio 100% M gestorben
— Fto*- Uberlebt
5“ f’ | O oo .
40
60%
xR 30
40%
20 I
i | 20% -
0 -— 0% -
PO P21 ° " Fto*  Flo*  Flo”
(n=489(9)) (n=456) (n=134) (n=248) (n=98)

Abb. 3.6: Genotypenverteilung (A) und Uberlebensrate (B) der Tgl104BN-Miuse.

(A) Zum Zeitpunkt PO besteht keine signifikante Abweichung von der nach Mendel erwarteten
Genotypenverteilung (p=0,207), jedoch weicht die Genotypenverteilung drei Wochen nach der Geburt
signifikant von den Erwartungen ab (p=0,0549). 9 der insgesamt 489 Méuse zum Zeitpunkt PO konnten nicht
genotypisiert werden, da sie von den Elterntieren aufgefressen wurden.

(B) In der Uberlebensrate, zum Zeitpunkt P21, sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Genotypen zu beobachten.

3.2.4 Analyse der Tg104N Tg115 Mauslinie

Zuletzt wurde die Genotypenverteilung in der Tg104N Tgl15-Mauslinie statistisch analysiert.
Die Miuse dieser Linie besitzen den NMRI Hintergrund und zum Teil zusétzlich ein Fto-
Transgen (Tgl15). Anhand dieser Mauslinie sollte urspriinglich untersucht werden, ob die
Auswirkungen des Verlustes von Ffo in den homozygot mutanten Midusen durch das
Einbringen eines Ffo-Transgens zuriickgesetzt werden. So stellte sich ebenfalls die Frage, ob
die hohe neonatale Letalitit der Fro”-Mause mit NMRI Hintergrund durch die Anwesenheit
des Fto-Transgen reduziert wird. In der Tgl04N Tgll15-Mauslinie existiern sechs

+/+

verschiedene Genotypen: Fto™", Fto™ und Fto”, jeweils mit und ohne Tgl15. Nach den
Mendelschen Regeln wird die folgende Genotypenverteilung erwartet: jeweils 25% Fro™ -
Miuse mit und ohne Tgl15 und je 12,5% Fro™*- und Fto”-Mause mit und ohne Tgl15. Die

Genotypenverteilung der Tgl04N Tgl15-Mause zum Zeitpunkt PO und P21 ist in der
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Abbildung 3.7 grafisch dargestellt. Es besteht zu keinem der beiden Zeitpunkte eine
Abweichung von der erwarteten Genotypenverteilung (P0, p=0,8638; P21, p=0,3592).

a5 B Fto* ohne Tg115
30 O Fto* mitTg115
[ Fto*~ ohne Tg115
25 | Fto~ mitTg115
[ Fio~ ohneTg115
20
e [ Ffo” mitTg115
15
10 -
5 B I— | —
0
PO P21
(h=119) (n=93)

Abb. 3.7: Genotypenverteilung der Tg104N Tg115-Maiuse.
Weder zum Zeitpunkt PO, noch P21 besteht eine signifikante Abweichung von der nach Mendel erwarteten
Genotypenverteilung (p=0,8638 bzw. 0,3592).

Obwohl etwa die Hilfte der Fro”-Méuse mit und ohne Tgl15 die ersten drei Wochen nach
der Geburt nicht iiberleben, sind auch in der Uberlebensrate der Tgl104N Tgl15-Méuse keine
signifikanten Unterschiede zu beobachten (Abb. 3.8). Die neonatale Letalitit der Fro”-Miuse

scheint jedoch nicht durch die Anwesenheit des Ffo-Transgens gerettet zu werden.

100% B gestorben
B aberlebt
80%
60%
40% —
20% —
0%

Fto* Fto** Fto*"~ Fto*"~ Fto" Fto™"
ohne Tg115 mitTg115  ohneTg115 mitTg115 ohneTg115 mitTg115
(n=20) (n=18) (n=26) (n=29) (n=11) (n=15)

Abb. 3.8: Uberlebensrate der Tgl104N Tgl15-M:iuse.
Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebensrate zum Zeitpunkt P21 zwischen den
verschiedenen Genotypen.
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3.3 Morphologische und histologische Analysen der Fto-Maus

Durch unterschiedliche morphologische und histologische Untersuchungen sollte die Ursache
der hohen neonatalen Sterblichkeit der Fro”-Miuse mit NMRI-Hintergrund analysiert

werden.

3.3.1 Priaxiale Polydaktylie an den HintergliedmaBen der Ffo-Miuse

Begonnen wurde mit der Untersuchung auf dullerliche Merkmale der Tgl104N-Maiuse. Dabei
wurde beobachtet, dass ein Teil der Méduse eine Polydaktylie an den Hinterpfoten aufweist.
Dieser Phinotyp wurde darauthin genauer analysiert.

Die statistische Auswertung ergibt, dass 25% der Fi to” -Tgl104N-Maduse eine Polydaktylie an
den Hinterpfoten aufweisen. Davon besitzen 95% einen und 5% zwei zusitzliche Zehen. Des
Weiteren wird gezeigt, dass die Polydaktylie ausschlieflich an den HintergliedmaBen und
préaxial, d.h. an der anterioren Seite der Pfote, auftritt. In 60% der Fille tritt die prdaxiale
Polydaktylie (PPD) an der rechten Hinterpfote auf, in 20% an der Linken und ebenfalls in
20% der Félle an beiden Hinterpfoten. Bilder dieses PPD-Phénotyps der Neugeborenen
Tg104N-Mause sind in Abbildung 3.10 (A) zu sehen.

Auffillig ist, dass nahe zu alle Tg104N-Méuse mit PPD innerhalb der ersten 24 Stunden nach
der Geburt sterben. Nur eine einzige Maus (Fto'/') mit PPD hat iiberlebt. Die statistische
Auswertung aller neonatal gestorbener Tgl04N-Méduse in Hinblick auf den PPD-Phinotyp
ergibt, dass 0% der gestorbenen Fro""-Miuse, 2% der Fro™ -Miuse und 35% der Fto”-
Mause eine PPD an den Hintergliedmalien besitzen (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Priaaxiale Polydaktylie in den neonatal gestorbenen Tg104N Miuse.
35% der neonatal gestorbenen Ffo”-Miusen weisen eine priaxiale Polydaktylie an den Hintergliedmafen auf.
Dieser Phénotyp ist nie in den Fro™*- und in nur 2% der Fro""-Muse zu beobachten.

Die HintergliedmaBlen von insgesamt 27 neonatal gestorbenen Méusen mit PPD wurden zur
weiteren Untersuchung einer Knochen-Knorpel-Farbung unterzogen. Drei der vier dabei
beobachteten Varianten der PPD sind in Abbildung 3.10 (B) dargestellt. 78% der PPD der
Tgl04N-Miuse zdhlen zu dem priaxialen Polydaktylie Typ I (PPD 1), auch
Daumenpolydaktylie genannt (1.3.2.1). Der zusétzliche Zeh hat einen gemeinsamen
MittelfuBknochen mit der Grof3zehe. Dabei besteht der zusétzliche Zeh in 82% der Félle aus
drei Phalangen (triphalangeal) (Abb. 3.10 (B) b) und in 18% aus zwei Phalangen
(biphalangeal). 18% der gefirbten HintergliedmaBBen weisen anterior einen vollstindigen
triphalangealen zusétzlichen Zeh auf, mit eigenem MittelfuBknochen (Abb. 3.10 (B) ¢). Diese
Variante wird auch als prdaxiale Polydaktylie Typ II (PPD II) bezeichnet (1.3.2.1). Bei den
restlichen 4% handelt es sich um HintergliedmaBen mit sieben Zehen. Diese Variante kann
ebenfalls der PPD I zugeordnet werden, jedoch mit einem zweiten zusétzlichen Zeh, der aus

einem einzelnen langen, diinnen Knochen besteht (Abb. 3.10 (B) d).
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Fto”-

Fto**

Abb. 3.10: Priaxiale Polydaktylie-Phinotypen der neonatal gestorbener Tg104N-M:iuse.

(A) Fotos von Hinterpfoten von neonatal gestorbenen Fro”-Mausen. Ein langer zusitzlicher priaxialer Zeh an
der rechten Hinterpfote (a), ein kurzer zusétzlicher praaxialer Zeh an der rechten Hinterpfote (b) und ein langer
zusétzlicher préaxialer Zeh an der linken Hinterpfote (c).

(B) Knochen-Knorpel-Farbungen von einer Fto™" rechten Hinterpfote (a) und drei verschiedenen Varianten der
priaxialen Polydaktylie von neonatal gestorbenen Ffo”-Miusen (b-d). Zu sehen sind ein gemeinsamer
MittelfuBknochen und triphalangealer extra Zeh (b), ein kompletter triphalangealer extra Zeh (¢) und eine
Hinterpfote mit 7 Zehen, mit einer dhnlichen Variante wie in b, aber mit einem zweiten zusitzlichen langen,
diinnen Zeh (d).

In der Tgl04BN-Mauslinie wird bei einer von insgesamt 76 F to”"-Miusen eine PPD an der
rechten Hinterpfote beobachtet. Im Gegensatz zu den Tgl04N-Méusen mit PPD, ist diese
Maus jedoch nicht verstorben. In den Fro™"- und Fro™"-Tgl04BN-Miusen tritt keine PPD

auf.
In den Tg104-Maiusen ist in keinem der drei Genotypen eine PPD zu sehen.
Dagegen kann in der Tgl04N Tgl15-Mauslinie hdufiger eine PPD an den Hintergliedmafen

der Miuse beobachtet werden. Unter den neonatal gestorbenen haben eine von fiinf Fto"-

Miusen ohne Tgl15, drei von acht Ffo”-Méusen mit Tgl15 und eine von zwei Fro™ -Mausen
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mit Tgl15 eine PPD an den Hintergliedmallen. Aufféllig ist allerdings, dass die PPD auch in
den adulten TglO4N Tgl15-Miusen zu beobachtet ist. HOochst interessant ist dabei die
Tatsache, dass die PPD in den adulten Miusen ausschlieBlich in Fzo”-Mausen mit Fro-
Transgen auftritt. 55,5% der adulten Ffo”-Miuse mit Tgll5 weisen eine PPD an den
HintergliedmaBen auf. In Abbildung 3.11 sind Ausdrucke und Knochenfarbungen von adulten

Hinterpfoten der Tg104N Tgl15-Méuse, mit und ohne PPD, gezeigt.

A

Abb.3.11: Praaxiale Polydaktylie adulter Tg104N Tg115-M:iuse.

(A) Fotos einer wildtypischen rechten Hinterpfote (a) und der Hinterpfoten einer Ffo”-Maus mit Tgl15, mit
PPD an beiden Pfoten (b).

(B) Knochenféarbungen einer wildtypischen rechten Hinterpfote (a) und drei verschiedenen Varianten der PPD in
Fto”-Miuse mit Tg115 (b-d). Zu sehen sind ein gemeinsamer MittelfuBknochen und triphalangealer zusitzlicher
Zeh (b), ein gemeinsamer MittelfuBknochen und biphalangealer zusétzlicher Zeh(c) und ein kompletter
triphalangealer zusétlicher Zeh (d).
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Wie anhand der in Abbildung 3.11 (B) exemplarisch gezeigten Knochenfiarbungen zu sehen
ist, treten in den adulten Tgl04N Tgl15-Maiusen dieselben Varianten des Polydaktylie-
Phinotyp auf, wie bereits in den neonatal gestorbenen Tgl04N-Méusen vorgestellt. Die
priaxiale Polydaktylie tritt in der rechten, der linken oder in beiden Hintergliedmafen auf.
Der zusétzliche anteriore bi- oder triphalangeale Zeh hat entweder einen gemeinsamen
MittelfuBknochen mit der Grof3zehe oder existiert als vollstindiger extra Zeh mit drei

Phalangen.

3.3.2 Untersuchung des axialen Skeletts der Tg104N-M:iuse

Die priaxiale Polydaktylie tritt hdufig in Verbindung mit Verdnderungen im axialen Skelett
auf. So zeigen z.B. Miuse mit einer hypermorphen Mutation im Fgfir/ Gen neben der
prdaxialen Polydaktylie in den HintergliedmaBen auch homdotische Transformationen im
Bereich der Wirbelsdule und Defekte in den Rippen und dem Brustbein (Hajihosseini et al.,
2004). Auch Bmp-7-defiziente Méduse weisen neben der prdaxialen Polydaktylie Defekte in
den Rippen und dem Brustbein auf (Luo et al., 1995). Ebenso fiihrt die Uberexpression von
Hoxd-12 (Knezevic et al., 1997) und der Verlust von [ft25 (Keady et al., 2012) neben der
praaxialen Polydaktylie zu verschiedenen Defekten im axialen Skelett. Um zu untersuchen,
ob auch die Ffo”-Miuse Veranderungen im axialen Skelett aufweisen, wurden mit Hilfe der

Knochen-Knorpel-Farbung das axiale Skelette der gestorbenen Tgl104N-Méuse analysiert.

3.3.2.1 Anomalien im Bereich der Wirbelsiule

Die wildtypische Maus besitzt sieben Halswirbel (C1-C7), 13 Brustwirbel (T1-T13), sechs
Lendenwirbel (L1-L6) und je nach Mausstamm 22 bis 25 Schwanzwirbel (Cal-Ca(n)). 18%
der Fro"-Tg104N-Miuse weichen von dieser Norm ab (Tabelle 3.2). Drei von 28 Miusen
besitzen nur finf statt sechs Lendenwirbel und zwei Méiuse zeigen neben nur fiinf

Lendenwirbeln zusétzlich 14 statt 13 Brustwirbel. Diese Phénotypen kdnnen jedoch auch in

den Fto™"- und Fto™"*-Tgl04N-Miusen beobachtet werden (Tabelle 3.2). Eine von vier Ffo™"

95



Ergebnisse

—und drei von acht Ffo™*-Miusen weisen nur fiinf Lendenwirbel auf und eine Ffo™*-Maus

besitzt fiinf Lenden- und 14 Brustwirbel.

Tabelle 3.2: Anomale Anzahl an Brust- und Lendenwirbeln und homootische Transformation
im Sakralwirbelbereich der Tg104N-M:iuse.

In allen drei Genotypen der Tgl04N-Méause kann sowohl eine verdnderte Anzahl an Brust- und Lendenwirbeln
als auch eine homootische Transformation im Bereich der Sakralwirbel beobachtet werden.

anomale homdoo-
Anzahl an tische
Brust- Trans-
und/oder formation
Lendenwirbeln in % (Sakralwirbel) in %
Fto " 4/8 50 5/8 63
Fto™ 1/4 25 2/4 50
Fto™ 5/28 18 18/28 64

Die ersten fiinf Schwanzwirbel werden auch Sakralwirbel (S1-S5) genannt und bilden das
sogenannte Kreuzbein. Dieses entwickelte sich durch die Verschmelzung der urspriinglich
einzelnen, aber im Laufe der Evolution zusammengewachsenen Sakralwirbel. Die Anzahl der
verwachsenen Wirbel variiert innerhalb der Sdugetiere. Zum Beispiel sind beim Menschen
alle fiinf Sakralwirbel miteinander verwachsen und bei der Maus nur drei. In Abbildung 3.12
(A) ist das Kreuzbein der Maus, am Tag der Geburt, gezeigt.

Bei den neonatal gestorbenen Tgl04N-Maiusen konnte eine homootische Transformation im
Bereich der Sakralwirbel beobachtet werden. Dabei besitzt einer der Sakralwirbel eine mehr
anteriorer Identitdt, wie normal. Dieser Phidnotyp ist daran zu erkennen, dass nicht drei,
sondern vier der Sakralwirbel miteinander verwachsen sind. In dem Fall der Tg104N-M4iuse
kann nicht eindeutig unterschieden werden, ob der 2. Sakralwirbel (S2) einer Transformation
in eine SI1-Morphologie unterliegt oder ob der 4. Sakralwirbel zur Morphologie des 3.
Sakralwirbels transformiert ist (Abb. 3.12 (B)). 64% der fiir Fro”-Miuse weisen diese
homdootische Transformation im Bereich des Kreuzbeins auf. Allerdings ist sie ebenfalls in

50% der Fto ™"~ und in 63% der Fto""-Tg104N-Miuse zu beobachten (Tabelle 3.2).
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1) (2)
S1 S1
S1* S2
83 S3

S4 S3*
S5 S5

- - - |

Abb. 3.12: Homoéotische Transformation im Bereich des Kreuzbeins der Tg104N-Miuse.

(A) Das wildtypische Kreuzbein mit drei verwachsenen Sakralwirbeln.

(B) Die homootische Transformation im Bereich des Kreuzbeins, zu erkennen an den vier verwachsenen
Sakralwirbeln. Es ist nicht zu unterscheiden, ob S2 zu S1 oder S4 zu S3 transformiert ist (* markiert den
homootisch transformierten Sakralwirbel(S)).

Es kann davon ausgegangen werden, dass die hier aufgefiihrten Verdnderungen im axialen
Skelett der Tg104N-Maiuse unabhéngig von der Fto-Expression sind, da sie in den F 10" -und

+/- . o, e . .. -/- .
und Fro""-Méusen mit dhnlicher Frequenz vorkommen, wie in den Fzo”-Méusen.

3.3.2.2 Anomalien im Bereich des Brustkorbes der Fro-Miiuse

Neben der Wirbelsdule wurde auch der Brustkorb der neonatal gestorbenen Tgl04N-Mause
im Detail betrachtet. Die einzelnen untersuchten Phénotypen und deren prozentuales
Auftreten in den drei verschiedenen Genotypen sind in der Tabelle 3.3 aufgefiihrt. Eine
detaillierte Auflistung der untersuchten Mause und deren Phinotypen ist im Anhang (Tabelle

7.1) zu finden.
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Tabelle 3.3: Rippen- und Brustbein-Phiinotypen der neonatal gestorbenen Tg104N-M:iuse.

Phinotyp
n 1 2 3 4 5 6 7
Fto”" 8 13% 13% 0% 0% 0% 0% 0%
Fto"" 4 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Fto”" 28 21% 14% 18% 61% 68% 32% 100%

1= 14 statt 13 Rippen (uni- oder bilateral)

2= Rippenpaare am Brustbein versetzt angeordnet

3= verwachsene Rippen

4= Brustbein ab dem 2. oder 3. Rippenpaar gespalten

5= Verknocherung des Brustbeins reduziert und teilweise zusétzlich versetzt
6= gespaltener Schwertfortsatz

7= keine oder reduzierte Verknocherung am Schwertfortsatz

Zunichst ist auffdllig, dass ein Teil der Méuse auf einer (unilateral) oder beiden Seiten
(bilateral) 14 statt 13 Rippen besitzt (1). Dieser Phénotyp tritt in 21% der Fto-Miuse auf,
jedoch auch in 13% der Fro™"-Tgl04N-Miuse. Das Gleiche ist in Bezug auf die Anordnung
der Rippenpaare am Brustbein zu beobachten. In 14% der Fro”-Miuse und in 13% der
Fto"*-Miuse sind die Rippen am Brustbein versetzt angeordnet (2) (Abb. 3.13 (A) ¢). Die
Fto™"-Miuse zeigten diese beiden Phanotypen nicht, allerdings ist der Stichprobenumfang
von nur vier Miusen sehr gering.

Die fiinf folgenden Phénotypen (3-7) konnen ausschlieBlich in den Ffo”-Miusen beobachtet
werden. Bei 18% sind, wie in Abbildung 3.13 (A) ¢ zu sehen, die Rippen verwachsen (3) und
in 61% das Brustbein mittig entlang der Langsachse ab dem 2. oder 3. Rippenpaar gespalten
(4) (Abbildung 3.13 (A) b und d). Das Brustbein der Fi 10"~ und Fro"" -Tg104N-Maiuse ist gar
nicht oder maximal ab dem 4. Rippenpaar gespalten (Tabelle 7.1 im Anhang). AuBBerdem ist
in 68% der Ffo”-Miuse die Verkndcherung im Brustbein reduziert und teilweise zusitzlich
versetzt (5). Dieser Phinotyp ist in Abbildung 3.13 (A) in allen drei Fi to”"-Brustbeinen gut zu
erkennen.

Die letzten beiden Phénotypen (6 und 7) beziehen sich auf den Schwertfortsatz, die untere
Verlidngerung des Brustbeins. In 32% der Fto”"-M3use ist der Schwertfortsatz gespalten (6)

und in allen Fro”-Méusen ist die Verknocherung am Schwertfortsatz reduziert oder gar nicht
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vorhanden (7) (Abb. 3.13 (A) b-d). Diese beiden Phidnotypen treten ebenfalls nicht in den
Fto™" - und Fto*"-Mausen auf (Tabelle 7.1 im Anhang).

A

Abb. 3.13: Rippen- und Brustbein-Phéinotypen der Tg104N-M:iuse.

(A) Knochen-Knorpel-Farbungen des Brustkorbes von neonatal gestorbenen Fto™"- (a) und F to”- (b-d) Tgl104N-
Mausen. Die Zahlen 2-7 markieren die verschiedenen Phinotypen (s. Tabelle 3.3).

(B) Knochenfirbungen der Brustbeine vier Wochen alter Tgl04BN-Miusen (a+b) und einer 30 Wochen alten
Tgl04N Tgl15-Maus (c). Auch in den iiberlebenden, adulten Ffo”-Méusen treten Defekte in der Verknocherung
des Brustbeins auf, welche zu einer Kriimmung und der versetzten Anordnung der Rippen am Brustbein fithren.

Wie in Abbildung 3.13 (B) zu sehen, tritt eine fehlerhafte Verkndcherung des Brustbeins auch
in den iiberlebenden, adulten Fro”-Miusen der Tg104BN- und Tgl04N Tgl15-Mauslinie auf.
Die fehlerhafte Verkndcherung flihrt zu einer versetzten Anordnung der Rippenpaare am

Brustbein und einer Brustbeinverkrimmung.
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Diese Ergebnisse in den adulten Fro”-Miusen zeigen, dass die hier aufgefiihrten Defekte im
Bereich des Brustkorbes mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht die Ursache fiir die neonatale

Letalitiit der Ffo”-Miuse sind.

AbschlieBend wurde die Lange des Brustbeins der neonatal gestorbenen Tgl04N-Maiuse
gemessen. Wie in dem Diagramm der Abbildung 3.14 zu sehen ist die Brustbeinlinge der
Fto-Miuse im Vergleich zu der Brustbeinlinge der Fro™'- und Ffo™-Miuse hochst

signifikant reduziert (p=1,1x10” bzw. p= 3,0x10”).

5500 - FkK = e
ps B Fto+ (n=8)
f ' O Fto (n=3)
5000 [ Fto" (n=28)
4500 -
= T
-
4000 -+
3500 - -
3000 -

Abb. 3.14: Linge des Brustbeins der neonatal gestorbenen Tg104N-M:iuse.
Die Brustbeinlinge (in pm) der Ffo”-Miuse ist verglichen mit den Brustbeinen der Fro" -und der Fro*"-
Miusen hochst signifikant verkiirzt (p=1,1x10” bzw. 3,0x10”).

Eine Gegeniiberstellung der beobachteten Phédnotypen der neonatal gestorbenen Fi 10"
Tgl104N-Méuse (die prdaxiale Polydaktylie und die Missbildungen im Bereich der Rippen,
des Brustbeins und des Schwertfortsatzes) ldsst auf keinen ersichtlichen Zusammenhang
dieser Phénotypen schliefen. Es ist kein definiertes Muster im Auftreten der verschiedenen

Phénotypen in den einzelnen Méusen zu erkennen (Tabelle 7.2 im Anhang).

3.3.3 Defekte in der Lungenentwicklung der Fro”-Miuse

Die Lunge ist eines der wichtigsten Organe im Korper. Ab dem Zeitpunkt der Geburt ist sie
fiir die Atmung verantwortlich und versorgt den Korper mit Sauerstoff. Genetische oder durch

die Umwelt bedingte Stérungen wéhrend der embryonalen Lungenentwicklung konnen
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schwere Schdden zur Folge haben. So kann z.B. eine Fehl- oder Unterentwicklung der Lunge
ab dem Zeitpunkt der Geburt schwere Atmungsstorungen verursachen, die im schlimmsten
Fall zum frithen Tod der Neugeborenen fithren (Warburton et al., 2006).

Da iiber 70% der Fro™ -Tg104N-Maiuse kurze Zeit nach der Geburt sterben, wurde in Betracht
gezogen, dass der Verlust von Fto die Lungenentwicklung beeinflussen konnte. So konnte
eine Fehl- oder Unterentwicklung der Lunge nach der Geburt zur Atemnot und der
beobachteten hohen neonatalen Sterblichkeit der Fro”-Miuse fiihren.

Zu Beginn wurde die Morphologie der Lungen der neonatal gestorbenen Tgl04N-Méuse
untersucht. Weil sich die Struktur der Lunge nach dem Tod des Organismus schnell verdndert
und oft nicht bekannt war, wie viele Stunden die neugeborenen Miuse vor dem Auffinden
bereits tot waren, wurden zusétzlich die Lungen von Tgl04N-Méusen untersucht, die kurz
nach der Geburt durch das Abtrennen des Kopfes getdtet wurden. Von den gestorbenen und
getdteten Neugeborenen wurden transversale oder sagittale Paraffinschnitte angefertigt und
diese mit Hdmalaun und Eosin (HE) angefdarbt. Weder in den gestorbenen, noch in den
getdteten Neugeborenen konnten auffillige Verdnderungen in der Form der Lunge beobachtet
werden. Alle fiinf Lungenlappen waren in der richtigen Anordung vorhanden (Abb. 3.15).
Allerdings war der sogenannte Pleuralspalt an einigen Stellen in den Fro”-Miusen stark
reduziert (siche gelbe Pfeile in Abb. 3.15). Der Pleuralspalt bezeichnet den Raum zwischen
dem Lungenfell, das die Lungen bedeckt und dem Rippenfell, das die Oberseite des
Zwerchfells und den Herzbeutel bedeckt und den Brustkorb von innen auskleidet. Dieser
Phinotyp zeigte sich in sechs (drei gestorbene und drei getdtete) von sieben Ffo”-Miusen
und nie bei den Ffo"*-Geschwistern. Die Fro" -Miuse wurden in Hinblick auf die Lunge

nicht analysiert.
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Abb. 3.15: Morphologie der Lungen von neugeborenen Tg104N-Miusen.
Gezeigt sind HE geféarbte Paraffinschnitte (transversal und sagittal) im Bereich der Lunge von jeweils zwei
Fto™"- und Fto”-Tgl04N-Miusen, die kurz nach der Geburt getdtet wurden. Die Anzahl und Anordnung der

Lungenlappen ist in den Ffo™*- und Ffo”-Méusen identisch. Jedoch ist der Pleuralspalt in den Fro”-Miusen

stellenweise stark reduziert (gelbe Pfeile). PS, Pleuralspalt; H, Herz; LE, Leber; ZF, Zwerchfell; A, anterior; D,
dorsal; L, links; P, posterior; R, rechts V, ventral.

Als nichstes wurde anhand der angefertigten Paraffinschnitte die Histologie der Lungen im
Detail analysiert. Da sich, wie bereits erwihnt, die Struktur der Lungen nach dem Tod schnell
verdndert, wurden fiir die weiteren histologischen Analysen nur die Lungen der getdteten
Neugeborenen verwendet. Wie in Abbildung 3.16 zu sehen besitzen die Lungen der zwei
analysierten wildtypischen Neugeborenen grofle, klare alveoldre Strukturen, die durch
diinnwandiges Mesenchym septiert sind (s. Abb. 3.16 A,C,E). Dagegen zeigen zwei der drei
getoteten Fi to” -Neugeborenen verkleinerte Lumen der prdalveoldren Strukturen und deutlich

dichteres, dickwandiges Mesenchym (s. Abb. 3.16 B, D, F).
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Abb. 3.16 : Histologie der Lungen von neugeborenen Tg104N-Miausen.

Gezeigt sind HE gefirbte, transversale Paraffinschnitte im Bereich der Lunge von einer Fro"*- (A, C, E) und
einer Fro” - (B, D, F) TglO4N-Maus, die kurz nach der Geburt getotet wurden, in drei verschiedenen
Vergroflerungen: 25x (A, B), 100x (C, D) und 400x (E, F). Die Lungen der Fto" “-Neugeborener besitzen grofe,
klare alveolédre Strukturen, septiert durch diinnwandiges Mesenchym (griine Pfeile in E). Dagegen sind in den
Fto”"-Lungen kleinere Lumen der alveoldren Strukturen und dichteres, dickwandiges Mesenchym (griine Pfeile
in F) zu beobachtet. a, alveoldre Strukturen; m, Mesenchym; d, dorsal; v, ventral; 1, links; r, rechts.

In weiteren Analysen wurde untersucht, ob die hier beobachteten Lungen-Phinotypen in den
Neugeboren Fro”-Tgl04N-Miusen bereits in der Embryonalentwicklung auftreten. Dafiir
wurden HE Férbungen auf Paraffinschnitten von Embryonen am Entwicklungstag 16.5
(E16.5) angefertigt. In Abbildung 3.17 sind Ausschnitte von HE gefdrbten Paraffinschnitten
im Bereich der Lunge von jeweils zwei F 10" - und Fto™” -Embryonen gezeigt. Bei beide Fi to”"
-Embryonen deren Lungen hier gezeigt sind, konnte eine prdaxiale Polydaktylie an den
Hintergliedmaflen beobachtet werden. Das bedeutet, dass davon ausgegangen werden kann,
dass diese beiden Embryonen mit hoher Wahrscheinlichkeit neonatal verstorben wiren. Wie

in den lichtmikroskopischen Aufnahmen der caudalen und transversalen Ausschnitte zu
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erkennen (Abb. 3.17), ist das Mesenchym in den Lungen der Fto” -Embryonen bereits zum
Zeitpunkt E16.5 dichter als in denen der Ffo™*-Geschwister. Allerdings konnte in keinem der

fiinf analysierten Fro”-Embryonen eine Reduktion des Pleuralspalts beobachtet werden.

Fto™”-

[epnes
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Abb. 3.17: Histologie der Lungen von E16.5 Tg104N-Embryonen.

Gezeigt sind HE gefirbte Paraffinschnitte (caudal oder transversal) im Bereich der Lunge von zwei Fro™*- und
Fto”"-Tg104N-Embryonen im Alter E16.5, in 400-facher VergroBerung. Bei beiden Fro”-Embryonen wurde
zuvor eine priaxiale Polydaktylie festgestell. Verglichen mit den Fro™”*-Lungen ist das Mesenchym in den
Lungen der Fro”-Embryonen erkennbar dichter.

Die Ursache fiir die Verdichtung des mesenchymalen Gewebes in den Lungen der Fro”-
Embryonen und Neugeborenen konnte eine gesteigerte Proliferationsrate  der
Mesenchymzellen in der Lunge sein. Diese Hypothese wurde mit Hilfe von BrdU untersucht,
welches proliferierende Zellen in vitalen Geweben markiert. Es wurden zwei Fro™*-
Embryonen, zwei F. o™ “-Embryonen mit praaxialer Polydaktylie an den HintergliedmalB3en und
ein Fro” -Embryo mit normal entwickelten GliedmaRen analysiert. Wie auch in Abbildung
3.18 zu sehen, besteht in den E18.5 Embryonen kein sichtbarer Unterschied zwischen den

Fto""- und den Fto”-Lungen in der Menge der BrdU aufweisenden Mesenchymzellen.

Aufgrund weniger Analysen konnte jedoch keine quantitative Auswertung vollzogen werden.
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Allerdings ist auch in diesen lichtmikroskopischen Aufnahmen die hohere Dichte des

Mesenchyms der Fro”-Embryonen zu erkennen.
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Abb. 3.18: Proliferation in den Lungen von E18.5 Tg104N-Embryonen.

Analysiert wurde die Proliferation in den E18.5 Lungen von zwei Fro”*-Embryonen, zwei Fro”-Embryonen mit
und einem ohne prédaxiale Polydaktylie. Die proliferierenden Zellen wurden mit BrdU markiert und mittels
spezifischer Antikorper und Immunfluoreszenzfarbung detektiert. Es sind keine Unterschiede in der Proliferation
der Lungen von Fro”-Embryonen und deren Ffo*-Geschwister zu erkennen. Lediglich die hohere Dichte des
Mesenchyms der F to'/'—Embryonen ist in den lichtmikroskopischen Aufnahmen zu sehen.

3.4 Molekulare Analysen der Fto-Embryonen

Mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer Untersuchungen sollte in diesem Teil der
Arbeit die molekulare Ursache fiir die hohe neonatale Sterblichkeit und die morphologischen,
sowie histologischen Veranderungen der Fro”-Tg104N-Miuse analysiert werden. Es existiert
eine Vielzahl von Veroffentlichungen, die dhnliche morphologische und histologische
Beobachtungen in Maiusen beschreiben. Die auf diese Beobachtungen aufbauenden
molekularen Analysen erfassen ein breites Spektrum, das Fehlregulationen in verschiedenen
Signalwegen beinhaltet. Daher wurden in den folgenden Abschnitten Komponenten der

verschiedenen Signalwege in den Tg104N-Méuse analysiert.
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3.4.1 Untersuchung von Komponenten des Shh-Signalweg

Begonnen wurde mit der Analyse von Komponenten des Shh-Signalweges. Dieser Signalweg
spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung. Fehlfunktionen innerhalb der
Signalkaskade konnen zu einer Vielzahl von Entwicklungsdefekten fithren, wie z.B. die
praaxiale Polydaktylie. Die antero-posteriore Musterbildung der Vertebratengliedmallen wird
durch die Expression von Shh in der ZPA kontrolliert (Chiang et al., 1996, 2001; Kraus et al.,
2001; Riddle et al, 1993). Das Shh-Signal wird in erster Linie {iber die
Transkriptionsfaktoren G/i2 und G/li3 vermittelt, die daraufhin die Expression des
Transkriptionsfaktors G/i/ und anderer Zielgene aktivieren (Bai et al., 2004; Lei et al., 2004).
Dieser befindet sich demnach am unteren Ende der Shh-Signaltransduktionskaskade.

Verdnderungen in der Glil-Expression wiirden darauf hindeuten, dass eine Fehlregulation
innerhalb der Shh-Signaltransduktionskaskade vorliegt. Aus diesem Grund wurde zundchst
die mRNA-Expression von Gli/ in den Tgl04N-Embryonen quantifiziert. Embryonen im
Alter von E11.5 wurden in GliedmaBenknospen, Kopf und Rumpf (inklusive der inneren
Organe) geteilt und die Glil-Expression in diesen Geweben mittels quantitativer Realtime-
PCR-Analyse ermittelt. Wie in Abbildung 3.19 grafisch dargestellt ist liegt in den Fto™-
Embryonen keine signifikant verdnderte Glil-Expression im Vergleich zu den Fro™"-

Embryonen vor.
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Abb. 3.19: Glil-Expression in Tg104N-Embryonen (E11.5).
Die mRNA-Expression von Glil wurde mittels quantitativer Realtime-PCR-Analyse in den Gliedmallenknospen,
dem Kopf und dem Rumpf (inkl. innere Organe) von E11.5 Tgl04N-Embryonen ermittelt. In keinem der
untersuchten Gewebe bestehen signifikanten Expressionsunterschiede wischen Fto”- und Fto™”

(p=0,1849/0,6655/0,6627).

-Embryonen
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Durch Analysen verschiedener G/i-Mutanten konnte gezeigt werden, dass ausschlieBlich G/i3,
und nicht G/il und Gli2, eine signifikante Rolle in der Musterbildung der Mausgliedmalle
spielt (Hui und Joyner, 1993; Bai et al, 2002; Park et al., 2000). AuBerdem wurde
nachgewiesen, dass Shh Einfluss auf die GliedmaBenentwicklung hat, indem es die Gli3-
Aktivitét reguliert (Litingtung et al., 2002; te Welscher et al., 2002). Aufrund dessen wurde
die Gli3-83- und Gli3-190-Expression in den GliedmaBenknospen von Tgl04N-Embryonen
im Alter EI11.5 analysiert. Eine Abbildung der Western-Blot-Analyse und die grafisch
dargestellte quantitative Auswertung sind in Abbildung 3.20 zu sehen. Die Detektion des Hprt
(Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase)-Proteins diente als Abgleich fiir die eingesetzte
Proteinmenge. Die Gli3-190 Proteinmenge kann aufgrund zu schwacher Proteinbanden
quantitativ nicht ausgewertet werden (Abb 3.20 A). Fiir Gli3-83 kann kein signifikanter
Expressions-Unterschied zwischen den GliedmaBenknospen der F t0”"-und Fro™ "-Embryonen

festgestellt werden (p=0,3064) (Abb. 3.20 B)
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Abb. 3.20: Expression von Gli3-83 und Gli3-190 in den GliedmafBienknospen von Tgl104N-
Embryonen (E11.5).

(A) Der Immunoblot zeigt die Expression des Gli3-83- und Gli3-190-Proteins in den GliedmaBenknospen von
drei Fro™*- ( Spalten 1-3) und drei Fto”- (Spalten 4-6) Embryonen im Alter E11.5. Fiir den Abgleich der
Proteinmenge wurde das Hprt-Protein detektiert.

(B) Die quantitative Auswertung des Gli3-83-Protein. Die Expression in den Ffo”-Embryonen ist verglichen mit
den Fto"*-Embryonen nicht signifikant verandert (p=0,3064).

Da Gli3 nicht ausschlieBlich an der Entwicklung der GliedmaBlen beteiligt ist, sondern z.B.
auch eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung der Lunge (Li et al., 2004) und dem
Gehirn (Wilson et al., 2012) tibernimmt, wurde die Expression von Gli3-83 und Gli3-190
ebenfalls im Kopf (Abb. 3.21) und dem Rumpf (inkl. innere Organe) (Abb. 3.22) der

Embryonen im Alter E11.5 untersucht. Es wurden Proteinlysate der selben sechs Tiere

verwendet, wie fiir die Gli3-Western-Blot-Analyse der GliedmafBenknospen.
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Wie der Grafik in Abbildung 3.21 (B) zu entnehmen liegen in den Kopfen keine signifikanten
Unterschiede in der Gli3-83- und Gli-190-Expression zwischen den Fro™"- und Fro”-
Embryonen vor (p=0,2289 bzw. 0,3417).
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Abb. 3.21: Expression von Gli3-83 und Gli3-190 in den Kopfen von Tg104N-Embryonen (E11.5)
(A) Der Immunoblot zeigt die Expression des Gli3-83- und Gli3-190-Proteins in den Kopfen von drei Fro™*-
(Spalten 1-3) und drei Fro”- (Spalten 4-6) Embryonen im Alter E11.5. Fiir den Abgleich der Proteinmenge
wurde das Hprt Protein detektiert.

(B) Die quantitative Auswertung des Gli3-83- und Gli-190-Protein. Es sind keine signifikanten Expression-
Unterschiede von Gli3-83 und Gli3-190 in den Kopfen von Ffo”- und Fro”*-Embryonen zu beobachten
(p=0,2289 bzw. 0,3417)

Wie in Abbildung 3.22 zu sehen ist in den Riimpfen (inkl. innerer Organe) der Fto™-
Embryonen eine signifikante Reduktion der Gli3-83-Expression zu beobachten (p=0,0384).
Allerdings kann kein signifikanter Unterschied in der Gli3-190-Expression zwischen den

Riimpfen der Ffo”- und Fto""*-Embryonen gezeigt werden (p=0,2565).
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Abb. 3.22: Expression von Gli3-83 und Gli3-190 in den Riimpfen (inkl. innere Organe) von
Tg104N-Embryonen (E11.5)

(A) Der Immunoblot zeigt die Expression des Gli3-83- und Gli3-190-Proteins in den Riimpfen (inkl. innerer
Organe) von drei Fto™*- (Spalten 1-3) und drei Fro”- (Spalten 4-6) Embryonen im Alter E11.5. Fiir den
Abgleich der Proteinmenge wurde das Hprt Protein detektiert.

(B) Die quantitative Auswertung des Gli3-83- und Gli-190-Protein. Die Expression von Gli3-83 in den E11.5
Riimpfen (inkl. innerer Organe) ist in den Fro”- Embryonen, im Vergleich zu den Fro"*-Geschwistern,
signifikant reduziert (p=0,0384). Dagegen ist die Expression von Gli3-190 in den Ffo”- Riimpfen, verglichen
mit der Expression in den Riimpfen von Ffo**-Embryonen unverindert (p=0,2565).

In einer vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Shh-vermittelte Gli3-
Prozessierung auch in der Lunge stattfindet ( Li et al., 2004). Li und seine Kollegen stellten
ebenfalls den Lungenphénotypen von Shh™";Gli3™" Doppeltmutanten vor, der mit kleineren
Lufteinschliissen und einem dichteren Mesenchym den in dieser Arbeit beobachteten
Lungenphinotyp der Ffo”-Tgl04N-Miuse dhnelt. Aufgrund dieser Kentnisse wurde die Gli3-
Expression in den Lungen von Tgl04N-Embryonen im Alter E12.5 mittels Western-Blot-
Analyse untersucht. In vier der sechs Fto” -Embryonen, deren Lungen analysiert wurden
(Abb. 3.23, Spalte 11-14) war die Ausildung einer priaxialen Polydaktylie zu erkennen. Der
Immunoblot und das Ergebnis der Quantifizierung der Gli3-83- und Gli3-190-Protein
Expression ist in Abbildung 3.23 dargestellt. In dieser Western-Blot-Analyse wurde zum
Abgleich der Proteinmenge das Aktin-Protein verwendet. Fiir die Gli3-83-Expression in den
Lungen der E12.5 Embryonen kann kein signifikanter Unterschied zwischen den Fro”- und
den Fto™"-Miusen festgestellt werden (p=0,1466). Allerdings ist die Gli3-190-Expression in
den Lungen der Fro”-Tg104N-Embryonen, verglichen mit den Lungen der Fzo""-Embryonen

signifikant reduziert (p=0,0504) (Abb. 3.23 B).
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Abb. 3.23: Expression von Gli3-83 und Gli3-190 in den Lungen von Tg104N-Embryonen (E12.5)

+/+

(A) Der Immunoblot zeigt die Expression des Gli3-83- und Gli3-190-Proteins in den Lungen von acht Fto " -
(Spalten 1-8) und sechs Ffo”- (Spalten 9-14) Embryonen im Alter E12.5. Fiir den Abgleich der Proteinmengen
wurde das Aktin-Protein detektiert.

(B) Die quantitative Auswertung des Gli3-83- und Gli-190-Protein. Die Expression von Gli3-190 ist in den
E12.5 Lungen der Ffo”- Embryonen, im Vergleich zu den Lungen der Fro™*- Geschwistern, signifikant
reduziert (p=0,0504). Die Expression von Gli3-83 ist in den Fro”- Lungen, verglichen mit den Fro""-Lungen
unverandert (p=0,1466).

Neben den in vivo Untersuchungen in Bezug auf Komponenten des Shh-Signalweges, wurden
zusdtlich in vitro Analysen in primdren embryonalen Mausfibroblasten (MEFs) durchgefiihrt.
Fiir die Herstellung der MEFs wurden E12.5 Embryonen der Mauslinie Tg104N verwendet.
Zunichst wurde die Protein-Expression von Gli3-83 und Gli3-190 in Fro”- und Fro™*-Mefs
analysiert. In Abbildung 3.24 (A) ist der Immunoblot der MEF-Lysate von sechs Fro""- und
sechs Fro™ ~Embryonen gezeigt. Als Abgleich fiir die Proteinmenge wurde das Aktin-Protein
verwendet. Fiir die in der Abbildung 3.24 (B) grafisch dargestellten Quantifizierung des Gli3-
83 und Gli3-190 Proteins wurden nur drei der sechs Fro”*-MEFs genutzt (Spalten 4-6), da
fiir die ersten drei Proben (Spalten 1-3) der Aktinabgleich nicht auswertbar ist. Fiir die Gli3-
83 Expression besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Fro”- und den Fro™"-

MEFs (p=0,7109). Jedoch ist die Expression von Gli3-190 in den Fzo”-MEFs, im Vergleich
zu der Expression in den F t0"""-MEFs signifikant reduziert (p=0,0482).
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Abb. 3.24: Expression von Gli3-83 und Gli3-190 in den MEFs von Tg104N-Embryonen (E11.5)
(A) Der Immunoblot zeigt die Expression des Gli3-83- und Gli3-190-Proteins in den MEFs von sechs Fto
(Spalten 1-6) und sechs Fto”- (Spalten 7-12) Embryonen im Alter E12.5. Fiir den Abgleich der Proteinmenge
wurde das Aktin-Protein detektiert.

(B) Die quantitative Auswertung des Gli3-83- und Gli-190-Protein. Die F to”*-MEFs der Spalten 1-3 (siche A)
wurden aufgrund des nicht auswertbaren Aktinabgleichs nicht in die quantitative Auswertung mit einbezogen.
Die Expression von Gli3-190 in den Fro”-MEFs ist im Vergleich zu den Fto""-MEFs signifikant reduziert
(p=0,0482). Bei der Expression von Gli3-83 besteht kein signifikanter Unterschied (p=0,7109).

+/+

Zu Beginn diesen Jahres wurde eine Studie verdffentlicht, in der die sogenannte Neol-Maus
charakterisiert wurde (Hong et al, 2012). Neol kodiert fiir Neogenin, ein
Zelloberflichenprotein, welches in  diversen  Entwicklungszusammenhéngen als
Transduktionssignal fiir verschiedenste Liganden dient. Homozygot mutante Neol-Miause
(Neo®”“") weisen eine hohe neonatale Sterblichkeit (~80%) auf und etwa 15% der
Uberlebenden besitzen eine priaxiale Polydaktylie an der rechten Hinterpfote. Sehr #hnliche
Phinotypen sind auch in den, in dieser Arbeit analysierten, Ffo”-Tgl04N-Miuse zu
beobachtet. Hong et al. konnten zeigen, dass MEFs von Neo®“-Embryonen in Bezug auf die
Aktivierung des Shh-Signalweges sensibler sind als MEFs ihrer Neo ™ -Geschwister. Das
Gleiche kann fiir die MEFs der Ffo”-Embryonen gezeigt werden. Die MEFs von sechs
Fto™"- und sechs Fto”-Tgl04N-Embryonen wurden mit dem Smoothened Agonisten SAG
behandelt und nach 24 Stunden die Induktion der endogenen GI/i/l-mRNA mittels
quantitativer Realtime-PCR-Analyse ermittelt. Als Kontrolle wurde zusitzlich die Glil-
Induktion in MEFs gemessen, die ebenfalls 24 Stunden dem Induktionsmedium, aber ohne

SAG-Zugabe (-SAG), ausgesetzt waren. Wie in Abbildung 3.25 grafisch dargestellt kommt es
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in den Fto”"-MEFs nach der Behandlung mit SAG zu einer 63-fachen Induktion der Glil-
Expression. Diese Induktion ist in den Ffo”-MEFs fast doppelt so hoch. Dieses Ergebnis ist
mit einem p-Wert von 0,1810 allerdings nicht signifikant. Jedoch spiegelt sich diese
sensitivere Wirkung von SAG auf die Fto”-MEFs auch in der Induktion der Pichl-
Expression wieder. Zwar besteht auch hier keine Signifikanz (p=0,3472), aber die

+/+

durchschnittliche Ptchl-Induktion ist in den Ffo”-MEFs sechs mal hoher als in den Fro™"-

MEFs.
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Abb. 3.25: Fto”-MEFs reagieren sensibler auf die SAG vermittelte GliI- und Ptch1-Induktion.
Quantitative Realtime-PCR-Analysen der G/i!- (links) und Ptchi- (rechts) mRNA-Induktion in F: to""-und Fto™
-MEFs mit und ohne SAG Stimulation. Die Glil- und Ptchi-Expression wurde unmittelbar vor der SAG-
Behandlung (Zeitpunkt 0) und 24 Stunden nach der SAG Zugabe (24 Std.+SAG) gemessen. Als Kontrolle wurde
zusétzlich die Glil- und Ptchl-Induktion in MEFs gemessen, die ebenfalls 24 Stunden dem Induktionsmedium,
jedoch ohne SAG Zugabe, ausgesetzt waren (24 Std.-SAG). Jeweils sechs unabhingige Zellisolate von Fro™"-
und Ffo”-MEFs wurden in Triplikaten analysiert. Die Daten wurden normalisiert zu der Expression von Hprt.
Obwohl die Glil-Induktion in den Fto”-Mefs doppelt so hoch ist, wie in den Ffo™*-MEFs und die Ptchi-
Induktion sogar sechs mal so hoch, sind keine signifikanten Unterschiede in der G/i/- (p=0,1810) und Ptchli-
(p=0,3472) Induktion zwischen den Fro - und Fto”-MEFs festzustellen.

Zusammenfassend ergeben die Analysen der Tgl04N-Embryonen in Bezug auf den Shh-
Signalweg, dass keine signifikanten Verdnderungen in der Glil-Expression auf mRNA Ebene
am Tag der Embryonalentwicklung 11.5 existieren (Abb. 3.19). Auch ist in der Gli3-
Proteinexpression der GliedmaBBenknospen und der Kopfe von Embryonen im Alter E11.5
kein signifikanter Unterschied zwischen den Ffo**- und den Fto”-Embryonen festzugestellen
(Abb 3.20 und 3.21). Jedoch ist die Expression des Gli3-83-Protein in den Riimpfen
(inkl.innere Organe) der F to'/'—Embryonen (E11.5) signifikant reduziert (Abb. 3.22). Auch die
Expression des Gli3-190-Proteins ist sowohl in den Lungen (E12.5), als auch in den MEFs
von Fto”-Embryonen im Vergleich zu den Fro™"-Geschwistern signifikant reduziert (Abb
3.23 und 3.24). Zudem tendieren die Ffo”-MEFs nach Behandlung des Smoothened
Agonisten SAG zu einer sensitiveren Induktion von Glil- und Ptchl-mRNA als die Fro™"-
MEFs (Abb. 3.25).
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3.4.2 Die HoxdI3-Expression in den Gliedmafienknospen der Tgl104N-

Embryonen

Die Hox-Gene werden entlang der antero-posterioren Achse exprimiert und sind
verantwortlich fiir die Spezifizierung der Segmentidentititen der Wirbelstrukturen (Krumlauf,
1994). Die ektopische Expression von Hox-Genen fiihrt zu Verdnderungen in der
Musterbildung des axialen Skeletts und der Gliedmafen. So konnte vor einiger Zeit gezeigt
werden, dass die Hoxd-Gene in der friihen und spiaten Musterbildung der GliedmafBenknospe
eine wichtige Rolle spielen (Zakany et al., 2004). Zum Beispiel sind Hoxd12 und HoxdI3 fiir
die Musterbildung des Autopod (Hand/FuB3) essentiell (Zakany und Duboule, 1999). Hoxd13
ist das am meisten posterior begrenzte Hoxd-Familienmitglied und wird durch das Shh-Signal
reguliert (Pearce und Tabin, 1998; Zakany und Duboule, 1999). Aufgrund dieser Kenntnisse
iiber die Hox-Gene, wurde mittels Whole Mount I sifu Hybridisierung die Expression von
Hoxd13 in den Gliedmaflenknospen von Tgl04N-Embryonen an den Tagen E11.5 und E12.5
untersucht. Der Fokus wurde in dieser Analyse auf die hinteren Gliedmalenknospen gelegt,
da die prdaxiale Polydaktylie der Tgl04N-Méuse ausschlieBlich an den Hintergliedmalen
auftritt. In Abbildung 3.26 (A) ist die Hoxdl3-Expression in den linken und rechten
HintergliedmaB3enknospen der Embryonen am Tag E11.5 dargestellt. Da fiir dieses Alter
keine Ffo"*-Embryonen vorhanden waren und eine priaxiale Polydaktylie in den Fro™ -
Mausen laut Statistik (3.3.1) nur in 2% der Félle vorkommt, werden die GliedmaBenknospen
von vier Fto”-Embryonen mit drei GliedmaBenknospen von Fro™-Embryonen verglichen.
Wie in den Fro™"-GliedmaBenknospen der E11.5 Embryonen zu sehen, ist die Expression von
Hoxdl3 in der posterioren Region am stdrksten. In den F to0” -GliedmaBenknospen ist
ebenfalls dieses Expressionsmuster zu sehen. Allerdings ist in einer der linken und in drei der
rechten Hintergliedmalenknospen anterior eine ektopische Hoxdl3-Expressionsdoméne zu
erkennen (rote Pfeile in Abb. 3.26 (A)). In Abbildung 3.26 (B) ist die HoxdI3-Expression in
den rechten HintergliedmalBenknospen von acht Fi 0"~ und sechs Fto™” -Embryonen im Alter
E12.5 gezeigt. Die HoxdI3-Expression ist in den Ffo""-GliedmaBenknospen von posterior
nach anterior in der gesamten distalen Region zu erkennen. Die GliedmaBenknospen der Fro™
-Embryonen weisen das gleiche HoxdI3-Expressionsmuster auf. Allerdings ist in diesem
Alter an der Form der GliedmaBlenknospe bereits gut zu erkennen, ob sich eine priaxiale

Polydaktylie entwickelt. In mindestens vier, der hier analysierten GliedmaB3enknospen, ist
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bereits eine prdaxiale Polydaktylie zu erkennen (Abb. 3.26 (B) mit roten Pfeilen markiert).

AuBerdem ist in diesen zusétzlichen Zehen eine ektopische Hoxd13-Expression zu sehen.
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Abb. 3.26: Hoxd13-Expression in den Gliedmaflenknospen von Tg104N-Embryonen.

(A) Whole Mount [In situ Hybridisierung (WISH) fiir Hoxdl3 in den rechten und linken
HintergliedmaBenknospen von drei Ffo™ - und vier Fro”-Embryonen im Alter E11.5. Die roten Pfeile markieren
ektopische anteriore Hoxd3-Expressionsdoménen.

(B) WISH fiir Hoxd13 in den rechten HintergliedmaBenknospen von acht Ffo™*- und sechs Ffo”-Embryonen.
Die roten Pfeile zeigen auf einen zusétzlichen Zeh mit ektopischer Hoxd13-Expressionsdoméann.

(A, anterior; P, posterior)

3.4.3 Untersuchung von Komponenten des Bmp-Signalweg

Mitglieder der Bmp (bone morphogenetic proteins)-Familie spielen in vielen Prozessen der
Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle. So sind die Bmps zum Beispiel wéhrend der
GliedmaBlenentwicklung an der Kontrolle der antero-posterioren Musterbildung, der
Verknocherung und der Apoptose beteiligt. Die Funktion der Bmp-Proteine wird {iber
verschiedene Bmp-Rezeptoren (BmpR) vermittelt. Transgene Maéuse mit einer
Uberexpression des konstitutiv aktiven Bmp-receptor-IB (caBmpr-IB) entwickeln u.a. an den
Hintergliedmallen eine prédaxiale Polydaktylie und eine posteriore Transformation der

anterioresten Zehe. Auflerdem zeigen diese Méuse verschiedene Fehlbildungen im Bereich
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der Rippen, des Brustbeins und des Schwertfortsatzes. Alle diese Phénotypen sind denen der
Fto”-Miuse sehr dhnlich (Zhang et al., 2000). Auch Bmp7-defiziente Miuse weisen neben
einigen weiteren Defekten (z.B. in der Niere und im Schidel) eine GroBenretardation,
Missbildungen im Bereich des Brustkorbes und eine priaxiale Polydaktylie an den
Hintergliedmallen auf. AuBerdem sind alle Maiuse, die morphologische Verdnderungen
aufweisen innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Geburt gestorben (Luo et al., 1995). Auch
in Bmp4 heterozygot mutante Méuse konnte eine neonatale Sterblichkeit und eine priaxiale
Polydaktylie an der rechten Hinterpfote beobachtet werden (Dunn et al., 1997). Zudem kann
verschiedenen Komponenten des Bmp-Signalweges eine Rolle in der Lungenentwicklung
zugeschrieben werden (Shi et al., 2001; Weaver et al., 1999). Alle diese mutanten Phinotypen
zeigen grofie Ahnlichkeiten zu den, in dieser Arbeit untersuchten, Ffo”-Miusen. Daher lag
die Vermutung nahe, dass die Fto”"-Miuse Verdanderungen im Bmp-Signalweg aufweisen
konnten. Darauthin  wurde die mRNA-Expression verschiedener Bmp-Signalweg-
Komponenten untersucht.

Begonnen wurde mit der semi-quantitativen PCR-Analyse von Bmp4, und der Bmp-Zielgene
Msxl und Msx2. Es wurde die mRNA-Expression dieser drei Gene in den
GliedmaBenknospen von sechs Fro”*- und elf Fro”-Tgl04N-Embryonen am Tag E11.5
analysiert. Zum Abgleich der eingesetzten cDNA Menge wurde das Haushaltsgen Hprt
benutzt. In Abbildung 3.27 ist sowohl ein Foto des Agarosegels (A), als auch die Auswertung
der Quantifizierung (B) gezeigt. Fiir Bmp4 ist kein Foto des Agarosegels gezeigt, da fiir die
Quantifizierung die Mittelwerte von drei unabhingigen Analysen verwendet wurden. Wie in
Abbildung 3.27 zu sehen liegen fiir Bmp4, Msx! und Msx2 keine signifikanten
Expressionsverdnderungen in den GliedmaBenknospen der F: to” -Embryonen, verglichen mit
den Fro""-Embryonen, vor (p=0,0870/0,3818/0,4959). Allerdings ist fiir Bmp4 mit einem p-

Wert von 0,0870 eine Tendenz zur signifikanten Expressionssteigerung festzustellen.
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Abb. 3.27 mRNA Expression von Bmp4, MsxI und Msx2 in den Gliedmaflenknospen von
Tgl104N-Embryonen (E11.5).

(A) Das Foto des Agarosegels der semi-quantitativen PCR-Analyse von Msx/ und Msx2 in den
GliedmaBenknospen von sechs Ffo™"- (Spalte 1-6) und elf Fro”- (Spalte 7-17) Tgl04N-Embryonen im Alter
E11.5. Zum Abgleich der eingesetzten cDNA Menge wurde das Haushaltsgen Hprt benutzt. Fiir Bmp4 ist kein
Gelfoto gezeigt, da fiir die statistische Auswertung der Mittelwert von drei unabhingigen Analysen verwendet
wurde.

(B) Die grafische Darstellung der Quantifizierung der Bmp4-, Msx1- und Msx2-Expression. Es besteht in keinem
Fall ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen den Fro""-

(p=0,0870/0,3818/0,4959).

und  Fro”"-GliedmaBenknospen

Da die Methode der semi-quantitativen PCR-Analyse nicht immer fehlerfrei ist, wurde zur
Absicherung der Daten zusitzlich eine quantitative Realtime-PCR-Analyse durchgefiihrt. Fiir
diese Analyse wurde das Msx/ ausgewihlt, da dieses eines der sensitivsten Bmp-Zielgene ist.
Es wurde die MsxI-Expression in den GliedmaBen, im Kopf und im Rumpf (inkl. innere
Organe) von sechs Fi 10" - und elf Fto‘/'-Tg104N-Embry0nen (E11.5) analysiert (Abb. 3.28).
Auch mit dieser sensitiveren PCR-Methode sind keine signifikanten Unterschiede in der
Msx1-Expression in den drei verschiedenen Geweben der Tgl104N-Embryonen zu beobachtet

(p=0,7034/0,5227/0,2676).
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Abb. 3.28: mRNA-Expression von Msx! in den GliedmaBBenknospen, dem Kopf und dem Rumpf
von Tg104N-Embryonen (E11.5).

Die grafische Darstellung der quantitativen Realtime-PCR-Analyse von Msx/ in den GliedmaB3enknospen, dem
Kopf und dem Rumpf (inkl.innere Organe) von sechs Fro™*- und elf Fro”-Tgl104N-Embryonen im Alter E11.5.
Zum Abgleich der eingesetzten cDNA Menge wurde das Haushaltsgen Hprt benutzt. Es besteht in keinem Fall
ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen den Fro™*- und Fto”-Embryonen (p=0,7034/0,5227/0,2676).

Zusammenfassend ist fiir die Analysen der Tgl04N-Embryonen beziiglich des Bmp-
Signalweges zu sagen, dass fiir die hier untersuchten Komponenten des Bmp-Signalweges
(Bmp4, MsxI und Msx2) keine signifikanten Expressionsveranderungen auf mRNA-Ebene in

den Fto™"- und Fto”"-Tgl04N-Embryonen bestehen.

3.4.4 Untersuchung von Komponenten des Wnt-Signalweg

Im Jahr 2004 stellten Hajihosseini et al. ein Mausmodell mit einer hypermorphen Mutation im
Fgfrl Gen vor. Diese Mutanten weisen neben Defekten im Schidel und Transformationen der
Wirbelkorper auch Missbildungen im Bereich des Brustbeins und des Schwertfortsatzes auf,
welche den Missbildungen der Fro”-Miuse sehr dhnlich sind. AuBerdem entwickeln sie eine
uni- oder bilaterale prdaxiale Polydaktylie an den Hinterpfoten. Durch Whole Mount In situ
Hybridisierungen konnten Hajihosseini et al. Verdnderungen im Expressionsmuster von
Mitgliedern drei verschiedener Signalwege detektieren: der Hox-Gen-Signalweg, in Form des
Hoxdl13; der kalzium-abhingige Wnt-Signalweg, in Form des Liganden Wnt5a; und der
kanonische 3-Catenin Wnt-Signalweg, in Form von Dickkopf (Dkk1).

Da die Expression des Hoxdl3 in den Fro”-Miusen in Abschnitt 3.4.2 bereits untersucht

wurde, wurde in diesem Teil der Arbeit die Expression von Wnt5a und DkkI in den Tgl04N-
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Embryonen analysiert. Mittels der semi-quantitativen PCR-Analyse wurde die mRNA-
Expression von Wnt5a und Dkk! in den GliedmaBenknospen von sechs Fro™ - und elf Fro”-
Tgl04N-Embryonen am Tag E11.5 quantifiziert. In Abbildung 3.29 ist das Ergebnis der
Quantifizierung grafisch dargestellt. Wie der Grafik zu entnehmen, ist die Expression von
Wnt5a in den GliedmaBlenknospen der Fto” “-Embryonen im Vergleich zu den Fro™*-
Embryonen signifikant um 21% erhoht (p=0,0299). Dieses Ergebnis entspricht den Resultaten
der Analysen der hypermorphen Fgfrr/-Mutante, in der ebenfalls ein Anstieg der Wnt5a-
Expression im Vergleich zu den Wildtypen gezeigt werden konnte. Jedoch kann keine

signifikante Verdnderung in der Expression von Dkkl in den Ffo”-Embryonen beobachtet

werden (p=0,4858).

Whnt5a Dkk1
*
I~ e — 120 - M Fto** (n=6)
120 - : 100 + - [ Fto” (n=11)
100 -
80 + —
S £ 60 B
60 - —
a0 - 40 +
20 - — 20 T
o 1 = o -

Abb. 3.30: mRNA Expression von Wnt5a und Dkkl in den GliedmafBlenknospen von Tgl104N-
Embryonen (E11.5).

Die grafische Darstellung der Quantifizierung der semi-quantitativen PCR-Analyse von Wnt5a (links) und Dkkl
(rechts) in den GliedmaBenknospen von von sechs Ffo™"- und elf Ffo”-Tgl04N-Embryonen im Alter E11.5.
Zum Abgleich der eingesetzten cDNA Menge wurde das Haushaltsgen Hprt benutzt. Die Expression von Wnt5a
ist in den Fto”-Embryonen im Vergleich zu den Fro”*-Embryonen signifikant um 21% erhoht (p= 0,0299). Fiir
DFkk1 kann kein signifikanter Expressionsunterschied beobachtet werden (p= 0,4858).

118



Ergebnisse

3.5 Die Identifizierung und Analyse potentieller Fto-

Interaktionspartner

Zu Beginn der Untersuchungen dieser Arbeit war nicht viel iiber die Funktion von Fto
bekannt. Die Identifizierung von Fto-Interaktionspartnern mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-

System (1.5.1), sollte Hinweise auf die Fto-Funktion liefern.

3.5.1 Hefe-Zwei-Hybrid-System fiir Fto

Fir die Durchfiihrung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurde nach dem Matchmaker
Pretransformed Libraries Protokoll von Clontech vorgegangen. Als Koder-Konstrukt wurde
das Fto in dem pGBKT?7 Vektor (pGBKT7-Fto) mit einer Gal4-DNA-Bindedoméne (DNA-
BD) benutzt. Als Beute-Konstrukt wurde eine cDNA Bank eines 17 Tage alten Mausembryos
(#MY4013AH, Clontech) in dem pACT2 Vektor, der eine Gal4-Aktivierungsdoméne (AD)
besitzt, ausgewdhlt. Vor der Durchfithrung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems war es zwingend
notwendig das Koder-Konstrukt auf Autoaktivitit zu iiberpriifen. Damit sollte ausgeschlossen
werden, dass Fto selbststindig, in Abwesenheit der Beute-Proteine, die Reportergene in der
Hefe aktiviert. Ebenfalls musste zuvor ausgeschlossen werden, dass das Fto-Protein toxisch
ist, wenn es in Hefe exprimiert wird. Die Tests auf Autoaktivitdt und Toxizitdt wurden bereits
vor der Anfertigung dieser Arbeit von Dr. J. Fischer (EMT) durchfgefiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass das Fto-Protein weder autoaktive noch toxische Eigenschaften in der Hefe
besitzt (miindliche Mitteilung von Dr. J. Fischer). So konnte mit der Paarung des
Hefestammes AH109, inkl. des Kdder-Konstruktes, und des Hefestammes Y187, inkl. des
Beute-Konstruktes, begonnen werden. Laut der Angabe der Firma Clontech bestand die
cDNA Bank aus 3,5x10° unabhingigen Klonen. Etwa 5,52x10° Klone wurden in dem hier
vorgestellten Ansatz gefiltert. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass jeder
unabhingige Klon mindestens ein Mal gefiltert wurde. Nach der Verpaarung waren 508
Hefeklone gewachsen, in denen somit jeweils eine Interaktion zwischen Fto und einem

potentiellen Interaktionspartner bestand. Da das Hefe-Zwei-Hybrid-System eine relativ hohe
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Anzahl an falsch positiven Interaktionen hervorbringt, mussten anschliefend, wie in
Abbildung 3.30 schematisch dargestellt, mehrere Selektionsschritte durchlaufen werden.
Begonnen wurde mit der Ubertragung der 508 Hefeklone von den Selektionsplatten auf
sogenannte Masterplatten. Den Nédhrboden dieser Platten wurde zusdtzlich 3-Aminotriazol-
1,2,4-Triazo (3-AT) zugefiigt. Dadurch wurde die Histidin-Auxotrophie der Masterplatten
verstarkt (Kishore und Shah, 1988; Fields et al., 1989). Nach diesem ersten Selektionsschritt
waren nur noch 459 der 508 Hefeklone angewachsen.

Der néchste Selektionsschritt war der B-Galaktosidase (B-Gal)-Test. Nur wenn das Koder- und
Beutefusionsprotein interagieren, werden die Gal4-DNA-BD und die Gal4-AD
zusammengebracht und die Transkription des LacZ Reportergens aktiviert. Aufgrund eines
negativen Ergebnisses in diesem Test konnten iiber die Hélfte der Klone aussortiert werden.
Nach diesem zweiten Selektionsschritt waren somit nur noch 203 Hefeklone {ibrig, die als
richtig positive in Frage kamen.

Aus 162 der 203 Hefeklone wurde die jeweilige Beute-Plasmid-DNA isoliert und in den
nichsten Selektionsschritt, die Re-Transformation, eingesetzt. Die in der Re-Transformation
gewachsenen Hefezellen wurden erneut einem B-Gal-Test unterzogen. Fiir 60 der 162 Klone
konnte ein eindeutig positives Ergebnis erzielt werden.

Darauthin wurde die jeweilige Beute-Plasmide-DNA zur DNA-Sequenzierung an das BMFZ
(Biologisch Medizinisches Forschungszentrum) der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf
weitergeleitet. Am Ende all dieser Selektionschritte konnten 34 verschiedene potentielle Fto-
Interaktionspartner identifiziert werden. Elf konnten nach der Sequenzierung aufgrund von
z.B. reversen Sequenzen oder 3'UTRs (3'untranslatierter Bereich) als falsch positive
Interaktionen ausgeschlossen werden und 15 kamen mehr als einmal vor.

Eine Auflistung der mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierten 34 potentiellen

Interaktionspartnern ist in der Tabelle 3.4 zu sehen.
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Hefe-Zwei-Hybrid-System

Koder: Fto Beute: murine cDNA Bank, E17.0

508 Klone auf Selektionsplatten (-Ade/-His/-Leu/-Trp)

gewachsen
459 Klone auf Masterplatten (-Ade/-His/-Leu/-Trp; 3-Aminotriazol)
l gewachsen
/ 203\ Klone positivim R-Gal-Test
41 162 > 60
nicht weiter Re-Transformation Klone eindeutig positiv
analysiert und R-Gal-Test

Sequenzierung

S

34 1
potentielle 15 falsch
Fto-Interaktionspartner { Doppelte Positive

Abb. 3.30: Selektionsschritte des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems zur Identifizierung von potentiellen
Fto-Interaktionspartnern.

Der Koder war das Fto-Protein und die Beute waren Proteine einer cDNA Bank eines E17.0 Mausembryos.
Nach der Verpaarung der beiden Hefestimme sind 508 Klone auf den Selektionsplatten gewachsen. Durch die
zusitzliche Selektion mit 3-AT konnten die gewachsenen Hefeklone auf den Masterplatten auf 459 reduziert
werden. Ein positives Ergebnis im B-Gal-Test wiesen nur 203 der 459 Klone auf. Fiir 162 dieser Klone wurde
eine Re-Transformation und ein erneuter 3-Gal-Test durchgefiihrt. 60 Klone waren eindeutig positiv und wurden
sequenziert. Das Resultat waren 34 verschiedene potentielle Fto-Interaktionspartner, 11 falsch postive
Interaktionen und 15 Doppelte.
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Tabelle 3.4: Im Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierten potentiellen Interaktionspartner von
Fto.
Mit den potentiellen Interaktionspartnern, die in dieser Tabelle griin hinterlegt sind, wurden weitere unabhingige

Analysen, zur Bestitigung der Interaktion mit Fto, in Séugetierzellen durchgefiihrt.

Gen- Accession-
Klon-Nr. Symbol Nr. Gen-Name
1) D18 Acad11 MN_175324.3 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, member 11
2) E23 Acpp NM_207668.2 Acid phosphatase, prostate
3) G27 Ak3I1 NM_009647.3 Adenylate kinase 3 alpha-like 1
4) A7, A9, D1, D2 | Armcx3 NM_027870.1 Armadillo repeat containing, X-linked 3
5) G16 Aspscr1 (TUG) | NM_026877.1 Alveolar soft part sacroma chromosome region, candidate 1
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit
6) B31, E3 Atph5 NM_027862.1 d
7) D44 Cc2d1atl NM_145970.1 Coiled-coil and C2 domain containing 1A
8) A37, C15 Dmap1 NM_023178.2 DNA methyltransferase 1-associated protein 1
9) E5 Dock6 NM_177030.3 Dedicator of cytokenesis 6
10) [C8 E130012A19Rik | NM_175332.3
11) J8 elF5A NM_181582.4 Eukaryotic translation initiation factor 5A
12) E19 Eif5b NM_198303.2 Eukaryotic translation initiation factor 58
13) G40 Eps8i2 NM_133191 Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 2
14) | A36, E40 Fiz1 NM_001110328.1 | Fit3 interacting zinc finger protein 1
15) | A24, E44 Gatad1 NM_026033.2 GATA zinc finger domain containing 1
16) G46 H3f3b NM_008211.3 H3 histone, family 3B
17) | A10 Hba-a1 NM_008218.1 Hemoglobin alpha, adult chain 1
18) C20, E45 Kpna6 NM_008468.3 Karyopherin (importin) alpha 6
19) D39 Lman2 NM_025828 Lectin, mannose-binding 2
20) | D45, H10 Lmo2 NM_008505.3 LIM domain only 2
21) |E15 Lor NM_008508 Loricrin
22) | F21 Mrpl19 NM_026490.2 Mitochondrial ribosomal protein L19
23) D47 Nudt21 NM_026623.3 Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X) -type motif 21
24) B43 Nxf1 NM_016813.2 Nuclear RNA export factor 1 homolog
25) E16 Pabpc4 NM_130881.2 Poly(a) binding protein cytoplasmic 4)
26) C6 Papss1 NM_011863.2 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1
27) H36 Pstk NM_001039534.1 | Phosphoseryl-tRNA kinase
28) C46 Tcf19 NM_025674.2 Transcription factor 19
29) G43 Tiprl NM_145513.4 TIP41, TOR signalling pathway regulator-like
30) | D48 Tmem65 NM_175212.4 Transmembrane protein 65
31) C41 Tnni3 NM_009406.3 Troponin |, cardiac 3
32) B45, C32 Wdfy2 NM_175546.3 WD repeat and FYVE domain containing 2
33) A16, A27, B3, | Wnk2 NM_029361.2 WNK lysine deficient protein kinase 2)
C37, C43, E38
34) E10 Zfp281 NM_177643.3 Zinc finger protein 281
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3.5.2 Bestitigung der Protein-Protein-Interaktion in einem unabhéngigen

System

Der néchste wichtige Schritt war die Bestdtigung dieser potentiellen Fto-Interaktionspartner in
einem unabhingigen sdugetier-spezifischen System. Dafiir wurde sowohl die Methode der
Co-Immunoprézipitation (Co-IP) als auch die Tandem-Affinitits-Aufreinigung (TAP)
ausgewdhlt.

Die Vorarbeiten, bis der jeweilige potentielle Interaktionspartner in mindestens einer dieser
Analysen eingesetzt werden kann, sind relativ zeitaufwendig. Daher sollten die in Bezug auf
das Fto-Protein interessantesten Interaktionspartner herausgesucht werden. Aufgrund der
bereits bestehenden theoretischen Kenntnisse iiber die potentiellen Interaktionspartner konnte
in keinem Fall eine offensichtliche Verbindung zum Fto-Protein hergestellt werden. Daher
mussten andere Auswahlkriterien festgelegt werden.

Zum Einen wurden die potentiellen Interaktionspartner nach ihrer Lokalisation in der Zelle
aufgeteilt. Da bekannt ist, dass Fto hauptsidchlich im Zellkern exprimiert wird (Peters et al.,
2002), kommen in erster Linie nur die Proteine als Fto-Interaktionspartner in Frage, welche
ebenfalls im Zellkern exprimiert werden. Wie in der Tabelle 3.5 zu sehen werden 13 der 34
potentiellen Interaktionspartner im Zellkern exprimiert.

Zum Anderen wurde vor einiger Zeit von Dr. J. Fischer (EMT) in Zusammenarbeit mit dem
BMFZ (HHU-Diisseldorf) eine Microarry-Analyse flir Ffo im epigonadalen Fettgewebe von
sechs Wochen alten Méusen durchgefiihrt. Diese Daten wurden mit denen des Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems verglichen. Dabei wurde nach Kandidaten gesucht, die sowohl im Hefe-
Zwei-Hybrid-Systems als potentieller Interaktionspartner identifiziert wurden, als auch in der
Microarry-Analyse durch eine verinderte Expression in den Fro”-Méusen auffillig waren. In
der Tabelle 3.6 sind die sieben potentiellen Fto-Interaktionsprtner Acpp, Dock6, Eps812, Lor,
Tcfl9, Wnk2 und Wdfy2 aufgelistet, die in der Microarry-Analyse eine verdnderte mRNA-
Expression aufweisen. Zu sechs der Kandidaten ist beschrieben, ob die Expression in den
Fto”-Miusen im Vergleich zu den Fro”"-Mausen erhoht oder erniedrigt ist, und in welchem
Male die Expressionsverdnderung vorliegt. Fiir Dock6 konnte in dem epigonadalen Fett der
Fto™"-Miuse keine Expression detektiert werden, wohingegen im epigonadalen Fett der

Fto”"-Miuse Dock6-mRNA vorhanden war.
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Tabelle 3.5: Lokalisation der potentiellen Fto-Interaktionspartnern in der Zelle.

Mit den potentiellen Interaktionspartnern, die in dieser Abbildung in griiner Schriftfarbe dargestellt sind, wurden

weitere unabhéngige Analysen zur Bestitigung der Interaktion mit Fto in Sdugetierzellen durchgefiihrt.

zelluliire Lokalisation:

Zellkern
Cc2dlal
Dmapl
Dock6
elF5A
Fizl
Gatadl
H3f3b
Kpna6
Lmo?2
Nudt21
Nxfl
Tcf19
Zp281

Zytoplasma
Acadll Lman2
Ak311 Mrpl19
Aspscrl Nxfl
Cc2dlal Pabpc4
elF5A Papssl
elF5B Pstk
Eps812 Tiprl
Fizl Tnni3
Hba-al Wdfy2
Kpna6 Wnk2

Membran

Acpp
Armcx3
Aspscrl
Atph5
Kpna6
Lman2
Lor
Nxfl
Tmem65

Mitochondrium

AKk311
Atph5
Hba-al
Mrpl19
Pstk

Tabelle 3.6: Microarraydaten von sieben potentiellen Interaktionspartnern.

Die hier aufgefiihrten sieben Kandidaten Acpp, Dock6, Eps812, Lor, Tcf19, Wnk2 und Wdfy2 wurden sowohl
im Hefe-Zwei-Hybrid-System als potentielle Interaktionspartner von Fto identifiziert, als auch durch verénderte
mRNA-Expression auffillig in der Microarray-Analyse im epigonadalen Fett von sechs Wochen alten Ffo™ -

Mausen.. Es ist beschrieben inwiefern die mRNA-Expression im Vergleich zu den Fro

+/+

-Mé4usen verédndert ist

und wie hoch die Expressionsverdnderung ist (x-fach). Die Microarray-Analyse wurde von Dr.J.Fischer (EMT)
in Zusammenarbeit mit dem BMFZ (HHU-Diisseldorf) durchgefiihrt.

Gen-Symbol Verianderung Verinderungs-
(x-fach) richtung
Acpp 1,80 erhoht
EpsSi2 2,14 erhdht
Lor 1,70 erniedrigt
Tcf19 1,74 erniedrigt
Wnk2 2,26 erhoht
wdfy?2 1,93 erhoht
Dock6 abwesend in Fto" anwesend in Fto™”"
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Aufgrund dieser beiden Auswahlkriterien wurden acht (Cc2dlal, Dmapl, Dock6, elF5A,
Gatadl, H3f3b, Lmo2 und Wnk2) der 34 im Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierten
potentiellen Interaktionspartner in der Co-IP und/oder der TAP- auf die Echtheit der
Interaktion mit Fto iiberpriift.

Vor der Durchfiihrung dieser Analysen wurde die jeweilige cDNA-Sequenz dieser acht
potentiellen Interaktionspartner aus dem Hefevektor pACT2 in den sdugetier-spezifischen
Expressionsvektor pCMV-Myc kloniert. So konnten diese Kandidaten, in die fiir die
folgenden Analysen verwendeten NIH-3T3 Zellen, transfiziert und aufgrund des N-terminalen
Myc-Fusionsproteins in der anschlieBenden Westernblot-Analyse durch einen Myc-

Antikorper detektiert werden.

3.5.2.1 Bestiitigung der Fto-Dock6-Interaktion

Begonnen wurde mit der Bestitigung der direkten Interaktion zwischen Fto und Dock6
(Dedicator of cytokenesis 6). Das Dock6-Protein wurde als interessanter potentieller Fto-
Interaktionspartner —ausgewdhlt, weil Dock6 in der Microarry-Analyse starke
Expressionsunterschiede zwischen den Ffo”- und Fro""-Miusen zeigt (siche 3.5.2).
Auflerdem ist das Dock6-Protein im Zellkern lokalisiert.

Zunidchst wurde eine Co-IP durchgefiirt. Der Immunoblot zur Darstellung der Co-IP
Ergebnisse ist in Abbildung 3.31 gezeigt. Durch die Transfektion der Expressionsvektoren
pNTAP-B Fto und pCMV-Myc Dock6é wurde sowohl eine Uberexpression des Fto-Proteins,
als auch des Myc-fusionierten Dock6-Proteins (Dock6-Myc) in den NIH-3T3 Zellen bewirkt.
In der Inputkontrolle (Abb 3.31, Spalte 2) kann mit dem c-Myc-Antikorper das transfizierte
Dock6-Protein und mit einem spezifischen Fto-Antikorper, sowohl das transfizierte, als auch
das endogene Fto-Protein detektiert werden. Als Transfektions-Kontrolle wurde ein
unbehandeltes NIH-3T3-Proteinlysat aufgetragen, indem ausschlielich das endogene Fto-
Protein detektiert wird (Abb. 3.31, Spalte 1). Die Prézipitation erfolgte durch Protein-A-
Agarose-Kugeln, die zuvor mit dem c-Myc-Antikdrper inkubiert wurden. In der Spalte 4 des
Immunoblots ist die Prizipitation des Dock6-Myc-Fusionsproteins deutlich zu erkennen.
Aullerdem ist zu sehen, dass Fto co-prazipitiert wird. Fiir das transfizierte Fto ist ein
deutliches Signal zu sehen, aber auch das endogene Fto-Proteine konnte in geringen Mengen

co-prézipitiert werden. Das bedeutet, dass eine Interaktion zwischen Fto und Dock6 besteht.
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Zur Kontrolle wurde eine Hilfte des Lysates mit Protein-A-Agarose-Kugeln behandelt, die
ohne den c-Myc-Antikdrper inkubiert wurden, um unspezifische Bindungen der Proteine an
die Agarose-Kugeln auszuschlieBen. Das Ergebnis ist in der Spalte 3 des Immunoblots zu
sehen. Es kann weder transfiziertes noch endogenes Fto-Protein detektiert werden. Fiir das
transfizierte Dock6-Myc-Fusionsprotein ist eine schwache Bande zu erkennen, die jedoch
aufgrund der hohen Intensitétssteigerung zu der Bande nach der Prézipitation mit den c-Myc-

inkubierten Agarose-Kugeln, aufler Acht gelassen werden kann.

IP: c-Myc
NIH NIH + pNTAP-B Fto
+ pCMV-Myc Dock6
Input Kugeln Kugeln
ohne c-Myc c-Myc inkubiert 1B
Fto (transfiziert) —
Fto (endogen) ——> . ____“ — Fto

Dock6-Myc 3 | a— .
(transfiziert) — “ '. c-Myc
s 4

Spalte: 1 2

Abb. 3.31: Bestiitigung der Interaktion von Fto und Docké durch Co-Immunoprizipitation.
Durch die Transfektion des Fto- ()NTAP-B Fto) und des Dock6-Myc-(pCMV-Myc Dock6) Vektors in NIH-3T3
Zellen wurde eine Uberexpression dieser beiden Fusions-Proteine erzeugt. Das Proteinlysat dieser Zellen wurde
fiir die Co-IP eingesetzt. Spaltel: unbehandeltes NIH-3T3-Proteinlysat; nur das endogene Fto-Protein wird
detektiert. Spalte 2: Inputkontrolle; sowohl das transfizierte Fto als auch das transfizierte Dock6-Myc werden
neben dem endogenen Fto in den Zellen exprimiert. Spalte 3: als Kontrolle wurde zu der Hilfte des Zelllysates
statt des c-Myc-Antikérper nur die Protein-A-Agarose-Kugeln zugegeben. Spalte 4: die Prizipitation des
transfizierten Dock6-Myc ist erfolgreich und sowohl das transfizierte Fto, als auch eine geringe Menge des
endogenen Fto-Proteins werden co-préazipitiert (IP: fiir die Immunopréizipitation verwendete Antikorper; IB: fiir
den Immunoblot verwendete Antikorper).

Diese Proteininteraktion zwischen Fto und Dock6 in Sdugetierzellen kann durch die TAP-
Methode ebenfalls bestétigt werden. Die TAP-Methode ist im Vergleich zu der Co-IP noch
sensitiver, da durch die Aufreinigung in zwei Schritten unspezifische Interaktionspartner
besser ausgeschlossen werden.

Fir die TAP-Methode wurde zu Beginn der Doppeltag-Vektor inklusive der Fto-cDNA
(pDT3-HA Fto) in NIH-3T3 Zellen transfiziert. Dieser Vektor enthilt neben einem HA-Tag,
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dass zur Detektion des Fto-Fusionsproteins im Immunoblot dient, auch ein 3x Flag- und ein
Strep (Streptavidin)-Tag. Diese beiden Protein-Tags sind in der TAP-Methode notwendig fiir
die Aufreinigung des Fto-Proteins und dessen interagierender Proteine. Wie bereits erwéhnt
lauft die TAP-Analyse iiber zwei Aufreinigungsschritte. In dem ersten Schritt wird das Fto-
Protein inkl. der interagierenden Proteine iliber Flag-Kiigelchen aufgereinigt. Das Flag-Tag
des Fto-Fusionsprotein bindet an diese Kiigelchen, wird dadurch festgehalten. Alle
unspezifischen Proteine, die nicht an das Fto gebunden sind werden weggewaschen. Der
zweite Aufreinigungsschritt ist vom Prinzip her gleich, nur das anstelle von Flag-Kiigelchen
Strep-Kiigelchen eingesetzt wurden, die das Strep-Tag des Fto-Fusionsproteins binden.
Abschliefend wurden die Eluate der TAP-Analyse mit Hilfe der Westernblot—Analyse
ausgewertet. Der Immunoblot zur Bestdtigung der Interaktion von Fto und Dock6 ist in
Abbildung 3.32 gezeigt. Da es durch das Nichtvorhandensein eines Dock6-Antikdrpers nicht
moglich ist das endogene Dock6-Protein zu detektieren, wurde fiir die TAP-Analyse nicht nur
der oben genannte pDT3-HA Fto Vektor in die NIH-3T3 Zellen transfiziert, sondern auch der
bereits in der Co-IP verwendete pPCMV-Myc Dock6 Vektor.

Wie in der Spalte 1 des Immunoblots zu sehen ist diese Transfektion erfolgreich und beide
Fusions-Proteine (Fto und Dock6) werden in den NIH-3T3 Zellen exprimiert. In der Spalte 2
des Immunoblots wurde ein Aliquot des Eluates nach dem ersten Aufreinigungsschritt und in
der Spalte 3 ein Aliquot des Eluates nach dem zweiten Aufreinigungsschritt aufgetragen. Da
das Volumen des zweiten Eluates relativ hoch war, wurde das Proteinlysat abschlie3end
konzentriert. Das Ergebnis ist in der Spalte 4 des Immunoblots zu sehen. Nach der
spezifischen Aufreinigung des Fto-Fusionsproteins kann ebenfalls das Dock6-Fusionsprotein

detektiert werden.
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NIH + pDT3-HA Fto
+ pCMV-Myc Dock6
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Abb. 3.32: Bestitigung der Interaktion von Fto und Dock6 durch die Tandem-Affinitits-
Aufreinigung.

Durch die Transfektion des Doppeltag-Vektors inkl. Fto (pDT3-HA Fto) und des pPCMV-Myc Dock6 Vektors in
NIH-3T3 Zellen wurde eine Uberexpression der beiden Fusions-Proteine erzeugt. Das Proteinlysat dieser Zellen
wurde in die TAP-Analyse eingesetzt. Spalte 1: Transfektionskontrolle; sowohl das HA-getaggte Fto-
Fusionsprotein, als auch das Myc-getaggte Dock6-Fusionsprotein werden in den NIH-3T3 Zellen exprimiert.
Spalte 2: Aliquot des Eluates nach dem ersten Aufreinigungschritt {iber das Flag-Tag des Fto-Fusionproteins.
Spalte 3: Aliquot des Eluates nach dem zweiten Aufreinigungschritt iiber das Strep-Tag des Fto-Fusionsproteins.
Spalte 4: das konzentrierte Protein-Eluat nach der zweiten Aufreinigung; durch eine Interaktion von Dock6 und
Fto wurde das Docké6 nicht mit den tibrigen unspezischen Proteinen weggewaschen, sondern konnte iiber die
Aufreinigung von Fto mit aufgereinigt werden. Dies bestétigt die Protein-Protein-Interaktion zwischen Fto und
Dock6 (IB: fiir den Immunoblot verwendete Antikorper).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die im Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierte
Interaktion zwischen dem Fto- und dem Dock6-Protein sowohl anhand der Co-IP (Abb. 3.31),
als auch der TAP-Methode (Abb. 3.32) bestdtigt werden kann. Jedoch ist flir das Dock6-
Protein kein Antikérper vorhanden, so dass keine endogenen Analysen durchgefiihrt werden
konnen. Hingegen kann in der Co-IP-Analyse, durch die Préizipitation des Dock6-Myc-
Fusionsproteins, eine geringe Menge an endogenem Fto-Protein co-prézipitiert werden (Abb.

3.31, Spalte 4).
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3.5.2.2 Bestitigung der Fto-Wnk2-Interaktion

Ein weiterer potentieller Fto-Interaktionspartner, der in dem Hefe-Zwei-Hybrid-System
identifiziert wurde, war das Wnk2 (WNK Iysine deficient protein kinase 2)-Protein. Wnk2
wird zwar nicht im Zellkern, sonderm im Zytoplasma, exprimiert, aber die mRNA Expression
von Wnk2 war im epigonadalen Fettgewebe von Fto”"-Miusen, im Vergleich zu den Fro™"-
Maiusen, um das 2,26-fache reduziert (3.5.2, Tabelle 3.6).

Auch hier wurde zunichst eine Co-IP durchgefiirt. Es wurde dhnlich vorgegangen wie in der
Co-IP des Dock6 (siehe 3.5.2.1). Zu Beginn wurden das Fto-Protein und das Myc-fusionierte
Wnk2-Protein in NIH-3T3 Zellen iiberexprimiert. Der Unterschied zu der vorangegangen Co-
IP ist, dass parallel zwei Ansdtzen durchgefiihrt wurden. In einen Ansatz wurde mit dem c-
Myc-Antikorper prézipitiert und in dem zweiten Ansatz mit dem gpFto-Antikorper. In beiden
Ansitzen kann eine Co-Prizipitation des jeweils anderen Proteins gezeigt werden (Abb. 3.33).
In dem Ansatz, der mit dem gpFto-Antikorper prazipitiert wurde, wurde zum Nachweis des
Fto-Proteins auf dem Immunoblot der rFto-Antikorper verwendet. Der gpFto-Antikorper
wiirde durch die zuvor durchgefiihrte Prézipitation mit demselben Antikorper, einen zu
starken Hintergrund verursachen. In der Spalte 2 der in Abbildung 3.33 gezeigten
Immunoblots ist die Input-Kontrolle des Wnk2-Myc-Fusionsproteins fiir beide Ansitze zu
sehen. Als Transfektions-Kontrolle wurde in Spalte 1 ein unbehandeltes NIH-3T3
Proteinlysat aufgetragen, indem wie erwartet kein Wnk2-Myc detektiert werden kann. Die
Input-Kontrolle fiir das Fto-Protein ist in der Spalte 7 zu sehen. In beiden Ansitzen kann
sowohl das transfizierte Fto-Protein, als auch das etwas kleinere endogene Fto-Protein
detektiert werden. In beiden Ansétzen ist die Immunoprézipitation (IP) mit dem jeweiligen
Antikorper erfolgreich. In der Spalte 3 des oberen Immunoblots ist die IP des Wnk2-Myc mit
dem c-Myc-Antikdrper gezeigt und in Spalte 6 des unteren Immunoblots die IP des Fto-
Proteins mit dem gpFto-Antikorper.

Wie bereits erwdhnt kann in beiden Ansétzen eine Co-Prizipitation des jeweils anderen
Proteins gezeigt werden. In der Spalte 3 des unteren Immunoblots kann deutlich, das nach der
IP mit gpFto, co-préizipitierte Wnk2-Myc-Fusionsprotein detektiert werden. In der Spalte 6
des oberen Immunoblots ist das nach IP mit dem c-Myc Antikdrper co-prézipitierte Fto zu
sehen. Das transfizierte Fto-Protein ist deutlich zu erkennen, aber auch das endogene Fto-

Protein kann in geringen Mengen co-prizipitiert werden. Als Negativkontrolle wurde jeweils
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eine Hélfte des Lysates mit Protein-A-Agarose-Kugeln behandelt, die ohne den c-Myc- bzw.
gpFto-Antikorper inkubiert wurden, um unspezifische Bindungen der Proteine an die
Agarose-Kugeln auszuschliefen. Wie in den Spalten 4 und 5 zu sehen, kann weder das Fto-
Protein noch das Wnk2-Myc-Fusionsprotein detektiert werden und somit konnen

unspezifische Bindungen an die Protein-A-Agarose-Kugeln ausgeschlossen werden.

NIH + pNTAP-B Fto
+ pCMV-Myc Wnk2
NIH E y
IP: c-Myc
Kugeln Kugeln Kugeln Kugeln
Input  c-Myc ohne ohne c-Myc  Input
IB inkubiert c-Myc c-Myc inkubiert IB
< .
C—MyC - — '4<—tran5ﬂ2|ert gtho
i ‘ ™ <endogen
IP: gpFto
Kugeln Kugeln Kugeln Kugeln
Input gpFto ohne ochne gpFto  Input
inkubiert gpFto gpFto inkubiert
_‘h-
c-Mvc < transfiziert
y rkFto
d(— endogen
Spalte: 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.33: Bestiitigung der Interaktion von Fto und Wnk2 durch Co-Immunopriizipitation.
Durch die Transfektion des Fto- (pNTAP-B Fto) und des Wnk2-Myc-(pCMV-Myc Dock6) Vektors in NIH-3T3
Zellen wurde eine Uberexpression dieser beiden Fusions-Proteine erzeugt. Das Proteinlysat dieser Zellen wurde
fiir die Co-IP eingesetzt. Spaltel: unbehandeltes NIH-3T3-Proteinlysat; erwartungsgeméf keine Detektion des
transfizierten Wnk2-Myc. Spalte 2: Input-Kontrolle fiir Wnk2-Myec. Spalte 3 oben: das durch die IP mit C-Myc
prézipitierte Wnk2-Myec. Spalte 3 unten: das nach der IP mit gpFto co-prizipitierte Wnk2-Myc. Spalte 4 und 5:
als Kontrolle wurde zu der Hélfte des Zelllysates statt des c-Myc- bzw. gpFto-Antikdrpers nur die Protein-A-
Agarose-Kugeln zugegeben. Spalte 6 oben: das nach der IP mit c-Myc deutlich co-prézipitierte transfizierte Fto-
Protein (obere Doppelbande) und das schwach co-prézipitierte endogene Fto. Spalte 6 unten: das durch die IP
mit gpFto prizipitierte transfizierte und endogene Fto-Protein. Spalte 7: Input-Kontrolle fiir das transfizierte und
endogene Fto-Protein (IP: fiir die Immunoprézipitation verwendete Antikorper; IB: fiir den Immunoblot
verwendete Antikorper).
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Auch die Proteininteraktion zwischen Fto und Wnk2 kann in Siugetierzellen durch die TAP-
Methode bestdtigt werden. Zur Durchfiihrung dieser Analyse wurde verfahren, wie in der
TAP-Analyse zur Bestitigung der Interaktion zwischen Fto und Dock6 im Abschnitt 3.5.2.1.
Der Doppeltag-Vektor inklusive der Fto-cDNA (pDT3-HA Fto) und der pCMV-Myc Wnk2
Vektor wurden in NIH-3T3 Zellen transfiziert. 24 Stunden spéter wurden diese NIH-3T3-
Zellen lysiert und das Zelllysat den beiden Aufreinigungsschritten, iiber das Flag- und das
Strep-Tag, unterzogen. AbschlieBend wurden die Eluate der TAP-Analyse mit Hilfe der
Westernblot—Analyse ausgewertet. Der Immunoblot der TAP-Analyse zur Bestitigung der
Interaktion zwischen Fto und Wnk?2 ist in Abbildung 3.34 gezeigt. In der Spalte 1 des oberen
Blots ist die Input-Kontrolle des Fto-Fusionsproteins zu sehen. Auflerdem ist das endogene
Fto zu sehen (untere Bande). In der Spalte 2 des unteren Blots ist in der Input-Kontrolle die
erfolgreiche Transfektion des Wnk2-Myc-Fusionsproteins gezeigt. In der Spalte 5 des oberen
Blots und der Spalte 1 des unteren Blots wurde ein Aliquot des Eluates nach dem ersten
Aufreinigungsschritt aufgetragen. Ein Aliquot des Eluates nach dem zweiten
Aufreinigungsschritt wurde in der Spalte 8 des oberen und unteren Blots aufgetragen. Jeweils
die Hilfte des konzentrierten Eluates nach der zweiten Aufreinigung wurde in der Spalte 10
des oberen und unteren Blots aufgetragen. Es ist zu sehen, dass mit der spezifischen
Aufreinigung des Fto-Fusionsproteins, ebenfalls das Wnk2-Myc detektiert werden kann. Wie
bereits erwdhnt kann anhand dieser TAP-Analyse die Interaktion von Fto und Wnk?2 bestdtigt
werden. In den restlichen Spalten (z.B. 3,4,6,7 und 9) wurde der Proteinmarker (M) und
Aliquots der Durchfliisse (Dfl und Df2), Waschritte (W1) und Flag(FK)- und Strep(SK)-
Kiigelchen aufgetragen. Diese sind fiir das hier beobachtete Resultat jedoch nicht relevant,

und werden daher nicht im Detail beschrieben.
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Abb. 3.34: Bestiitigung der Interaktion von Fto und Wnk2 durch die Tandem-Affinitits-
Aufreinigung.

Durch die Transfektion des Doppeltag-Vektors inkl. Fto (pDT3-HA Fto) und des pCMV-Myc Wnk2 Vektors in
NIH-3T3 Zellen wurde eine Uberexpression der beiden Fusions-Proteine erzeugt. Das Proteinlysat dieser Zellen
wurde in die TAP-Analyse eingesetzt. Spalte 1 oben: Fto-Transfektionskontrolle; sowohl das transfizierte Fto-
Fusionsprotein (obere Bande), als auch das endogene Fto (untere Bande)wurden in den NIH-3T3 Zellen
exprimiert. Spalte 2 unten: positive Wnk2-Myc-Transfektionskontrolle. Spalte 5 oben und Spalte 1 unten:
Aliquot des Eluates nach dem ersten Aufreinigungschritt {iber das Flag-Tag des Fto-Fusionproteins. Spalte 8
oben und unten: Aliquot des Eluates nach dem zweiten Aufreinigungschritt iiber das Strep-Tag des Fto-
Fusionsproteins. Spalte 10 oben und unten: konzentrierte Protein-Eluat nach der zweiten Aufreinigung; durch
eine Interaktion von Wnk2 und Fto wurde das Wnk2 nicht mit den anderen unspezischen Proteinen
weggewaschen, sondern konnte iiber die Aufreinigung von Fto mit aufgereinigt werden. Dies bestitigt die
Protein-Protein-Interaktion zwischen Fto und Wnk2. In den restlichen Spalten wurde der Proteinmarker (M) und
Aliquots der Diirchfliisse (Df1 und Df2), Waschritte (W1) und Flag(FK)- und Strep(SK)-Kiigelchen aufgetragen
(IB: fiir den Immunoblot verwendete Antikorper).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass sich die im Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierte
Interaktion zwischen dem Fto-Protein und dem Wnk2-Protein, sowohl anhand der Co-IP (Abb
3.33), als auch der TAP-Analyse (Abb 3.34) bestdtigen ldsst. Auch fiir das Wnk2-Protein ist
kein Antikorper vorhanden, so dass keine endogenen Analysen durchgefiihrt werden konnen.
Allerdings kann in der Co-IP-Analyse durch die Prazipitation des Wnk2-Myc-
Fusionsproteins, eine geringe Menge an endogenem Fto-Protein co-prazipitiert werden (Abb.

3.33).
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3.5.2.3 Bestitigung der Fto-eIF5A-Interaktion

Als dritter potentieller Interaktionspartner von Fto wurde das elF5A (Eukaryotic translation
initiation factor 54)-Protein untersucht, das im Zellkern und Zytoplasma exprimiert wird.

Da fiir das eI[F5A-Protein ein spezifischer Antikdrper zur Verfiigung steht, konnte die Co-IP
zur Bestétigung der Fto-eIF5A-Interaktion auf endogener Ebene durchgefiihrt werden.

Das heifit, dass das Lysat von unbehandelten, nicht transfizierten NIH-3T3 Zellen in die Co-
IP eingesetzt wurde. Fiir das restliche Protokoll wurde verfahren wie in den zuvor
angefertigten Co-IPs (siehe 3.5.2.1 und 3.5.2.2). Es wurde sowohl eine IP mit dem rFto-
Antikorper, als auch mit dem elF5A-Antikorper durchgefiihrt. In beiden Féllen kann das
jeweils andere endogene Protein co-prézipitiert werden und somit die Interaktion zwischen
Fto und elF5A bestdtigt werden.

Die Immunoblots der abschlieenden Westernblot-Analyse sind in Abbildung 3.35 gezeigt. In
den Spalten 1 und 6 sind jeweils die Input-Kontrollen der zwei verschiedenen Ansitze zu
sehen. Sowohl das endogene Fto-Protein, als auch das endogene elF5A-Protein konnen
detektiert werden. In dem oberen Blot der Spalte 2 ist das, durch die IP mit dem rFto-
AntikOrper, prazipitierte endogene Fto-Protein zu sehen, und in dem unteren Blot das co-
prazipitierte endogene elF5A-Protein. Das durch die IP mit dem eIF5A-Antikorper
prézipitierte endogene elF5A-Protein ist in dem unteren Blot der Spalte 5 zu sehen. In dem
oberen Blot der Spalte 5 ist das co-prézipitierte endogene Fto-Protein zu sehen. Die
Negativkontrolle mit den Protein-A-Agarose-Kugeln ohne rFto- bzw. eIF5A-Antikorper
wurde in den Spalten 3 und 4 aufgetragen. Da weder Fto-Protein noch elF5A-Protein in
diesen Kontrollen zu sehen ist, ist eine unspezifische Bindung des Fto- oder des elF5A-

Proteins an die Protein-A-Agarose-Kugeln ausgeschlossen.
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Abb. 3.35: Bestiitigung der Interaktion von Fto und eIFSA durch Co-Immunoprizipitation.

Es wurden Proteinlysate unbehandelter, nicht transfizierter NIH-3T3 Zellen verwendet. Spalte 1 und 7:
Inputkontrolle; sowohl das endogene Fto-Protein, als auch das endogene elF5A-Protein werden in den Zellen
exprimiert. Spalte 2: das durch die IP mit rFto prézipitierte endogene Fto (oben) und co-prézipitierte endogene
elF5SA (unten). Spalte 3 und 4: als Kontrolle wurde zu der Hilfte des Zelllysates statt des rFto- bzw. elF5A-
Antikorper nur die Protein-A-Agarose-Kugeln zugegeben. Spalte 5: das durch die IP mit eIF5A préazipitierte
endogene elF5A (unten) und co-prézipitierte endogene Fto (oben) (IP: fiir die Immunoprézipitation verwendete
Antikorper; IB: fiir den Immunoblot verwendete Antikorper).

Die in dem Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierte Protein-Protein-Interaktion zwischen Fto

und elF5A kann somit in der Co-IP in Sdugerzellen auf endogener Ebene bestétigt werden.

3.5.2.4 Keine Fto-Interaktion mit Cc2dlal, Dmapl, Gatadl, H3f3b und
Lmo2

AulBlerdem wurden im Hefe-Zwei-Hybrid-System die Kernproteine Cc2dlal, Dmapl, Gatadl,
H3f3b und Lmo2 als potentielle Fto-Interaktionspartner identifiziert. Diese Interaktionen

konnen jedoch weder in der Co-IP, noch in der TAP-Analyse bestdtigt werden (Daten nicht
gezeigt).
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4. Diskussion

4.1 Die Verinderungen der Wirbelsiule sind Fro-unabhangig

In den neonatal gestorbenen Tgl04N-Médusen wurde zum Teil eine verdnderte Anzahl an
Lenden- und/oder Brustwirbeln und eine homdotische Transformation im Bereich der
Sakralwirbel beobachtet (siehe 3.3.2.1). Diese Merkmale traten in den wildtypischen (F 10" B)
und heterozygot mutanten (Ffo™") Miuse jedoch in etwa der gleichen Haufigkeit auf, wie in
den Fro-defizienten (Ffo”")Méusen. Das lisst darauf schlieBen, dass diese Verianderungen im
Bereich der Wirbelsdule der Tgl04N-Méiuse unabhéingig von Ffo sind. Es ist bekannt, dass
Verdanderungen der Wirbelsdule sporadische Erscheinungen sind, die in einigen
Mausstimmen als natiirliche Variante vorkommen (Kessel und Gruss, 1991; Wolfer et al.,

2002).

4.2 Neonatale Letalitit in den Ffo”- Miiuse

Der zu Beginn dieser Arbeit bestehende Verdacht, dass die Fro”-Tgl04N-Miuse zum
Zeitpunkt des Absetzens unterreprasentiert sind, konnte durch statistische Analysen belegt
werden. Ebenfalls war es mdglich, den Zeitpunkt der Letalitét zu bestimmen. Uber 70% der
Fto”-Tg104N-Miuse starben innerhalb der ersten 48 Stunden nach der Geburt (siche 3.2.1).
Es war zwar bereits zum Zeitpunkt der Geburt eine signifikante Abweichung von der nach
Mendel zu erwartenden Genotypenverteilung zu beobachten (siehe Tabelle 3.1), jedoch
konnten 25 der insgesamt 768 Maiuse nicht genotypisiert werden. Sie wurden vor dem
Auffinden von den Elterntieren aufgefressen. Aufgrund der hohen neonatalen Letalitit der
Fto"-Méuse kann allerdings davon ausgegangen werden, dass ein Grofiteil dieser 25
verstorbenen Miuse homozygot mutant fiir Ffo war. Wird die statistische Auswertung unter
der Annahme vollzogen, dass alle diese 25 Mause Fro”™ waren, dndert sich der p-Wert von
0,0369 auf 0,152. Damit wiirde keine signifikante Abweichung von der nach Mendel
erwarteten Genotypenverteilung zum Zeitpunkt der Geburt bestehen. Diese Hypothese wird
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von der Tatsache unterstiitzt, dass zwischen den Embryonalstadien und dem Zeitpunkt der
Geburt keine signifikante Reduktion im Anteil der Ffo”-Tgl04N-Miuse zu beobachten war
(siche Abb. 3.1). Dagegen war die Anzahl der Ffo”-Miuse zum Zeitpunkt des Absetzen
(P21) verglichen zu der Anzahl der Ffo”-Miuse in den Embryonalstadien und zum Zeitpunkt
der Geburt hochst signifikant reduziert. Auch in den Tgl04BN-Méusen war mit einem leicht
reduzierten Anteil an Fro”-Méusen, zum Zeitpunkt des Absetzens, eine signifikante
Abweichung von der nach Mendel zu erwartenden Genotypenverteilung zu beobachten (siche

Abb. 3.6).

4.3 Priaaxiale Polydaktylie: Fto-Funktion in der antero-

posterioren Gliedmaf3enentwicklung

Neben einer hohen neonatalen Letalitdtsrate wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass
25% der Fro"-Tgl104N-Miuse eine Polydaktylie an den Hintergliedmafien aufweisen. Die
zusitzlichen Zehen wurden ausschlieBlich an der anterioren Seite der Gliedmalle gebildet
(siche 3.3.1). Dieses Vorkommen der sogenannten priaxialen Polydaktylie (PPD) in den Fro™
-Méusen weist darauf hin, dass Fto an der antero-posterioren Musterbildung der murinen
GliedmaBe beteiligt ist. Das Auftreten einer Polydaktylie wird in der Regel von
Verdnderungen im Expressionsmuster bestimmter Gene begleitet. Dazu zihlen besonders die
Gene der Shh-, Bmp- und Fgf-Signalwege, welche die Musterbildung der Gliedmalle entlang
der drei Achsen regulieren (siche 1.3.2). Es wird angenommen, dass fiir die Spezifizierung
der antero-posterioren Achse der GliedmaBle, das Shh-Signal aus der ZPA (Zone
polarisierender Aktivitdt) verantwortlich ist, die in der posterioren Region der
GliedmaBenknospe lokalisiert ist (Riddle et al., 1993). Mause, die eine PPD aufweisen
besitzen in der Regel neben dem Shh-Signal aus der ZPA, eine ektopische Shh-
Expressionsdomdne in der anterioren Region der GliedmafBenknospe. Dadurch wird die
Prozessierung des Gli3-Proteins in seine verkiirzte Repressorform in der anterioren
GliedmaBenknospe unterdriickt und es kommt zur Entstehung von zusitzlichen Zehen (Hill,
2007). Die Fto”-Tgl04N-Embryonen zeigten jedoch im Vergleich zu den Fro™*-
Geschwistern keinen signifikanten Unterschied in der Expression des Gli3-Repressors (Gli3-

83) in den GliedmaBenknospen (siche Abb. 3.20). Jedoch war in den Riimpfen (inkl. innerer
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Organe) derselben Miuse eine signifikante Reduktion von Gli3-83 zu beobachten (siche Abb.
3.22). Da nur 25% der Fto”-Tgl104N-Miuse eine PPD aufwiesen, ist die Wahrscheinlichkeit
gegeben, dass keiner der drei analysierten Ffo”-Embryonen eine PPD ausgebildet hitte. Die
verwendeten Proteinlysate der GliedmaBBenknospen wurden von Embryonen des
Embryonalstadiums E11.5 isoliert, wo noch nicht zu erkennen war, ob eine PPD ausgebildet
wird.

Warum die PPD ausschlieBlich in den HintergliedmaBBen der Tgl04N-Maiuse ausgebildet
wird, kann mit den Resultaten dieser Arbeit nicht erldutert werden. Jedoch ist selbst in
wildtypischen Maiusen wenig {iber die Prozesse bekannt, welche die anatomischen
Unterschiede (z.B. Finger oder Zeh) in den Vorder- und HintergliedmaBBen hervorbringen

(Logan, 2003).

4.4 Fto als negativer Regulator des Shh-Signalwegs

Die Interaktion zwischen dem Shh-Signal aus der ZPA und dem Fgf-Signal aus der AER
(apikale Ektodermalleiste), wird als positive Riickkopplungsreaktion bezeichnet und spielt
eine zentrale Rolle in der Regulation der Zehenanzahl (Talamillo et al., 2005). Wie bereits
erwahnt, ist das Auftreten einer PPD ein Indiz fiir eine ektopische Shh-Expression. Somit
wére zu erwarten, dass dies ebenfalls in einer erhohten Induktion des Fgf-Signals resultiert.
Frithere Studien in der GliedmafBenknospe von Miusen belegen, dass der Effekt der Fgf-
Signale aus der AER, auf das angrenzende Mesenchym, iiber den Fgf-Rezeptor 1 (Fgfrl)
vermittelt wird (Peters et al., 1992; Partanen et al., 1998; Eswarakumar et al., 2002).
Transgene Maduse, die eine hypermorphe Mutation im Fgfir/-Gen besitzen, weisen wie auch
die Fto”-Tgl04N-Miuse eine PPD in den HintergliedmaBen auf, mit der hchsten Frequenz
an der rechten Seite (Hajihosseini et al., 2004). Auch die Arten der PPD entsprechen exakt der
Beobachtungen in den Fto™"-Miusen (siehe 3.3.1). Mittels einer Whole Mount In situ
Hybridisierung (WISH) konnten Hajihosseini und seine Kollegen zeigen, dass in den
Gliedmallen von hypermorphen Fgfr/-Méusen eine erhohte Expression von Hoxdl3 und
Wnt5a besteht. In den HintergliedmaBen von Ffo”-Mausen war mittels WISH ebenfalls eine
ektopische Expression von Hoxd13 zu beobachten (sieche Abb. 3.26). Aulerdem konnte durch

eine semi-quantitative PCR-Analyse eine gesteigerte Expression von Wnt5a in den
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GliedmaBenknospen der Fi to” -Tgl104N-Embryonen nachgewiesen werden (siche Abb. 3.29).
Neben der Missbildung in den Gliedmaflen war sowohl in den hypermorphen Fgfi-/-Miusen,
als auch in einem Teil der Fro”-Miuse (siche Tabelle 3.3 und Abb. 3.13) ein gespaltener
Schwertfortsatz zu sehen. Diese beiden Mausmutanten sind sich somit sehr dhnlich. Das
unterstiitzt die Hypothese, dass in den Ffo”-Méiusen ein ektopisches Shh-Signal vorliegt, dass
wiederum zu einer erh6hten Induktion des Fgf-Signals fiihrt.

Die Shh-vermittelte Induktion der Fgf-Signale in der AER léuft {iber die Aktivierung des
Bmp-Antagonisten Gremlin. Gremlin inhibiert darauthin die Bmp-Signale, wodurch die
Induktion der Fgf-Signale erfolgt (sieche Abb. 1.4). Somit wire aufgrund einer ektopischen
Shh-Expression nicht nur eine gesteigerte Induktion der Fgf-Signale zu erwarten, sondern
ebenfalls eine verstirkte Inhibierung der Bmp-Signale.

Auch in verschiedenen Mutanten, die Komponenten des Bmp-Signalwegs betreffen, gibt es

tml/+

Ahnlichkeiten zu dem Phénotyp der Ffo”-Tgl04N-Miuse. So konnte in Bmp4™*-Miusen,
die heterozygot fiir eine Mutation im Bmp4-Gen sind, neben einer PPD in den
HintergliedmaBlen auch eine neonatale Letalitit beobachtet werden (Dunn et al., 1997).
Mausmutanten, die homozygot fiir eine Mutation im Bmp7-Gen sind (Bmp-7"'/Bmp-7""),
sind versterben neonatal und weisen in den meisten Féllen eine PPD in den Hintergliedmalen
auf (Luo et al., 1995). Weitere Skelettanomalien waren u.a. im Brustkorb zu sehen. So
zeigten Bmp-7"'/Bmp-7""-Miuse, ebenso wie einige der Ffo-Miuse, eine asymmetrische
Anordnung der Rippen am Brustbein, die Fusion von Rippen und eine Fehlbildung des
Schwertfortsatzes (siehe Abb. 3.13). Diese Beobachtungen stirken die Hypothese, dass durch
den Verlust von Fto eine ektopische Shh-Expression induziert wird, welche wiederum zu
einer verstdrkten Inhibierung der Bmp-Signale fiihrt.

Allerdings wurden in den Ffo”-Tgl04N-Embryonen keine direkten molekularen Hinweise
dafiir gefunden, dass Storungen im Bmp-Signalweg vorliegen. Es konnten keine signifikanten
Expressions-Verinderungen von Bmp4 und den Bmp-Zielgenen Msx/ und Msx2 in den Fro™
Tgl04N-Embryonen nachgewiesen werden (sieche Abb. 3.27 und 3.28). Ein Grund dafiir
kénnte das nicht konsequente Auftreten der verschiedenen Phinotypen in den Fro”-Mausen
sein.

Von der hier aufgestellten Hypothese abweichend, zeigten auch Maéuse, die eine
Uberexpression des Bmp-Rezeptors Bmpr-IB aufweisen, einige Gemeinsamkeiten mit den

Fto”-Tg104N-Miusen. Bmpr-IB ist ein endogener Rezeptor, der die Funktion der Bmp-
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Proteine in der Musterbildung der GliedmalBlen, der Verkndcherung und der Apoptose
vermittelt. Die Uberexpression dieses Rezeptors fiihrt in Méusen u.a. zur Ausbildung einer
PPD in den HintergliedmaBen (Zhang et al., 2000). Ferner weisen sowohl die transgenen
caBmpr-IB-Miuse als auch die Fro”-Miuse Anomalien im Bereich des Brustkorbes auf|
einschlieBlich eines gespaltenen Schwertfortsatzes und Brustbeins und einer asymmetrischen
Anordnung der Rippen am Brustbein (siche Abb. 3.13). Eine weitere Gemeinsamkeit dieser
beiden Mausmutanten ist die posteriore Transformation der am meisten anterior gelegenen
Zehe. Der anteriore Zeh ist normalerweise durch den biphalangealen Aufbau charakterisiert.
Dagegen bestehen die posterioren Zehen (zwei bis fiinf) aus drei Phalangen. Der zusétzliche
Zeh in den Fto”- und transgenen caBmpr-IB-Mausen mit PPD war in den meisten Fillen
triphalangeal. Diese posteriore Transformation des anterioren zusitzlichen Zehs wurde hochst
wahrscheinlich durch die ektopische Expression von Hoxdl3 verursacht, die im anterioren
Bereich der GliedmaBenknospe beider Mutanten zu beobachten war (siche Abb. 3.26 und
Zhang et al., 2000). Vorangegangenen Studien belegen, dass posteriore Transformationen der
Zehen hiufig dann auftreten, wenn Mitglieder der 5° Hoxd-Gene im anterioren Bereich der
GliedmaBenknospe ektopisch exprimiert werden (Morgan et al., 1992; Goff und Tabin, 1997,
Knezevic et al., 1997). Ebenfalls dhnliche Defekte in den Rippen, dem Brustbein und den
GliedmaBen, wie in den Fro”- und caBmpr-IB-transgenen-Mausen, wurden auch in Hoxd12-
transgenen-M&usen beobachtet (Knezevic et al., 1997). Es ist bekannt, dass Hoxd-Gene in der
GliedmaBenentwicklung Zielgene des Bmp-Signalweges sind (Duprez et al., 1996; Laufer et
al., 1994; Zhang et al., 2000). Daher wird vermutet, dass der Effekt von caBmpr-IB auf die
Bildung der Rippen und des Brustbeins iiber die ektopische Expression von Hoxd-Genen
vermittelt wird. Die Hoxd-Gene sind ebenfalls Zielgene des Shh-Signalweges (Knezevic et
al., 1997). Daher ist es moglich, dass auch der Shh-vermittelte Effekt der Fro-Defizienz auf
die diversen Missbildungen in den Gliedmafen und dem Brustkorb, iiber die ektopische
Expression von Hoxd-Genen vermittelt wird.

Neogenin ist ebenfalls eines der Proteine, denen eine negative Regulation des Shh-Signalwegs
zugesprochen wird. Wie auch die Fro”-Tgl04N-Miuse, versterben 80% der Neo®“-Mause,
die homozygot fiir eine Mutation in dem Neogenin codierenden Neo/-Gen sind, kurz nach der
Geburt (Hong et al., 2012). Zusitzlich konnte eine PPD in der rechten Hintergliedmalle
beobachtet werden. In in vitro Experimenten wurde gezeigt, dass sowohl Neo®’“- MEFs, als

auch Fro”- MEFs (siche Abb. 3.25), nach Stimulierung, eine erhohte Induktion des Shh-
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Signalweges aufweisen, im Vergleich zu den MEFs die aus ihren wildtypischen Geschwistern
isoliert wurden.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass Fto, wie Neogenin, auch ein negativer
Regulator des Shh-Signalweges ist und der Verlust von Ffo zur ektopischen Expression von

Shh fiihrt.

4.5 Neonatale Letalitit aufgrund von Entwicklungsdefekten der

Lunge

Storungen in der Entwicklung der Lunge duflern sich meist erst nach der Geburt. Im Embryo
hat die Lunge noch keine Funktion, jedoch ist sie ab dem Zeitpunkt der Geburt fiir die
Atmung verantwortlich und somit lebenswichtig fiir den Organismus. Daher kann die
neonatale Letalitdt hiufig mit Entwicklungsstorungen der Lunge in Verbindung gebracht
werden. Weil iiber 70% der Fro”-Tgl104N-Miuse neonatal versterben, wurden die Lungen
dieser Mause analysiert (siche 3.3.3). Es konnte ein deutlich verdichtetes Mesenchym mit
Alveolen, die sowohl in ihrer Anzahl, als auch ihrer GrofBle reduziert waren, beobachtet
werden (siche Abb. 3.16 und 3.17). AuBerdem war auffillig, dass die Lungen der Fro”-
Maiuse an manchen Stellen direkt an den Brustkorb angrenzten, ohne den normalerweise
dazwischenliegenden Pleuralspalt (siche Abb. 3.15).

Die in den Fto'/'-Tg104N-Méiusen beobachteten Lungendefekte verdichten die Hypothese,
dass Fto als negativer Regulator des Shh-Signals agiert. Ab dem Tag 16.5 der
Embryonalentwicklung (E16.5) konnte in transgenen Maiusen, in denen Sh/ im distalen
Epithel der Lungen iberexprimiert wurde, eine Verdichtung des mesenchymalen
Lungengewebes beobachtet werden (Bellusci et al., 1997a). In den Fro”-Mausen wurde diese
Beobachtung ebenfalls zum Zeitpunkt E16.5 und kurz nach der Geburt (PO) gemacht. Mit
Hilfe von BrdU wurde in den Lungen von E16.5 und E17.5 transgenen Shh-Méusen eine
doppelte so hohe Proliferation gezeigt, als in den wildtypischen Geschwistern. Auch in den
Tgl104N-Miusen wurde die Proliferation in den Lungen untersucht. Nach ersten Analysen
bestand kein Unterschied in der Proliferationsrate zwischen den Lungen der Fi to”"-und Fro™" -
Mause. Allerdings wurde nur die BrdU-Féarbung von E18.5 Lungen betrachtet. Es ist sehr

wahrscheinlich, dass eine stark erhohte Proliferation auch bei den Fto-Méusen in den
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Stadien vor E18.5 auftritt, da kurz vor und nach der Geburt bereits eine offensichtlich stark
erhohte Zellzahl in den Lungen vorhanden ist. In den Lungen der transgenen Shh-Maiuse,
konnten im Alter von E19.0 keine Verdnderungen in der G/i3 mRNA-Expression beobachtet
werden (Grindley et al., 1997). Die Expression von Gli3 wurde in den Fro”-Miusen zwar
nicht auf mRNA Ebene analysiert, jedoch wurde die Proteinmenge von Gli3-83 (Repressor)
und Gli3-190 (Aktivator) gemessen. In beiden Féllen war eine Reduktion der Proteinmenge
im Vergleich zu den wildtypischen Geschwistern zu beobachten. Allerdings war mit einem p-
Wert von 0,0504 nur die Reduktion von Gli3-190 signifikant. Zudem wurden die
Proteinlysate von Lungen im Alter von E12.5 verwendet und kénnen deshalb nicht direkt mit
den Ergebnissen der E19.0 Lungen der transgenen Shh-Méuse verglichen werden.
Letztendlich wiesen die transgenen Shh-Maiuse, genau wie die Fto” -Miuse, eine neonatale
Letalitdt auf (Bellusci et al., 1997a). Es wird vermutet, dass die transgenen Shh-Méuse
aufgrund von Atemnot gestorben sind, die durch den Mangel an funktionsfdhigen Alveolen
ausgeldst wurde. Wie bereits erwihnt entsprachen auch die Alveolen der neugeborenen Fro™
Mause nicht der Charakteristik der wildtypischen Alveolen. Daher besteht der Verdacht, dass
die Fro™ -Tgl04N-Maiuse ebenfalls aufgrund nicht funktionsfdhiger Alveolen kurz nach der
Geburt unter Atemnot leiden und innerhalb weniger Stunden versterben. Somit entspricht der
Lungen-Phénotyp der Ffo”-Miuse sehr dem Lungenphinotyp der transgenen Shhi-Méuse,
was die Hypothese der negativen Shh-Signalweg-Regulation durch Fto erneut verstéirkt.

Wie zu Beginn dieses Abschnitts bereits erwdhnt, war in den F to” -Tgl104N-Miusen
zusitzlich zu sehen, dass die Lungen an einigen Stellen, ohne den normalerweise
dazwischenliegenden Pleuralspalt, direkt auf den Brustkorb auftrafen (sieche Abb. 3.15). Der
Grund dafiir kann zum Einem eine vergroflerte Lunge (z.B. aufgrund gesteigerter
Proliferation) und zum Anderen ein verkleinerter Brustkorb sein. In den Fro”-Miusen wurde
jedoch weder die GroBe der Lunge noch des Brustkorbes gemessen. Allerdings war die Lange
des Brustbeins in den neonatal gestorbenen Fro”-Tgl04N-Miusen, im Vergleich zu den
neonatal Fro*- und Fto""-Mausen, hochst signifikant reduziert (siche Abb. 3.14). Die Linge
des Brustbeins konnte zwar nicht auf die Gesamtlinge der Maus bezogen werden, da ihr
Skelett zu dem Zeitpunkt bereits in mehrere Teile zerlegt war, aber es besteht die Vermutung,
dass der Brustkorb der Fro”-Mause im Verhiltnis zur GesamtgroBe reduziert ist. Die Fro™ -
Mause waren bei der Geburt augenscheinlich nicht auffillig kleiner als ihre Geschwister und

in vorangegangen Studien wurde gezeigt, dass eine GroBenretardation der Fro”-Méuse erst ab
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dem zweiten Tag nach der Geburt eintritt (Fischer et al., 2009). Es sind Studien bekannt, in
denen Patienten aufgrund eines verkleinerten Brustkorbes unter Ateminsuffizienz leiden

(Bulman et al. 2000; Kornak und Mundlos, 2003).

4.6 Die Ursache fiir die erhohte Aktivierung des Shh-Signalwegs

Bevor Shh in den verschiedenen Prozessen der Embryonalentwicklung agieren kann, ist u.a.
eine Cholesterol-Modifikation zur Aktivierung des Shh-Proteins notwendig (siehe 1.2.1.1).

Es sind Studien bekannt, in denen gezeigt wird, dass diese Cholesterol-Modifikation fiir die
Eingrenzung des Shh-Signals verantwortlich ist. So fiihrt der Verlust dieser Modifikation zu
einer ektopischen Signalweg-Aktivierung in der anterioren GliedmaBenknospe und zur
Ausbildung zusitzlicher Zehen (Porter et al., 1996; Burke ef al., 1999; Li et al., 2006). Wie in
den vorangegangenen Abschnitten diskutiert, wird vermutet, dass die in den Fro”-Mausen
beobachteten Defekte, wie die priaxiale Polydaktylie, Anomalien im Bereich des Brustkorbs
und Entwicklungsstorungen der Lunge, ebenfalls durch eine gesteigerte Aktivierung des Shh-
Signalweges ausgeldst wurden. Somit entstand der Verdacht, dass in den Fro”-Méusen eine
Storung in der Cholesterol-Modifikation des Shh-Proteins vorliegt, moglicherweise
verursacht durch eine reduzierte Menge an Cholesterol.

AuBlerdem ist bekannt, dass eine Akkumulation von Cholesterol in arteriosklerotischen
Plaques vorzufinden ist (Yu et al., 2004). In ApoE”";Fto”"-Mutanten konnte gezeigt werden,
dass der Verlust von Ffo vor der Enstehung von arteriosklerotischen Plaques schiitzt
(unverdffentlichte Daten, Dr. S. Seehaus, EMT). Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass die
Fto"-Miuse weniger Cholesterol besitzen.

Allerdings konnte in ersten Studien von sechs Wochen alten Fro”-Miusen weder ein
reduzierter, noch ein erhohter Cholesterolspiegel festgestellt werden (unverdffentlichte Daten,
Dr. J. Fischer, EMT). Daher kann ausgeschlossen werden, dass eine mogliche Stérung der
Cholesterol-Modifikation des Shh-Proteins durch einen Mangel an Cholesterol verursacht
wird.

Eine weitere mogliche Ursache fiir Verdnderungen im Shh-Signalweg in den Fro”-Méausen
konnte sein, dass durch die Inaktivierung des Fto-Gens die Aktivitit des benachbarter Ftm-

Gens beeinflusst wird, welches ebenfalls eine Rolle im Shh-Signalweg spielt. Fto und Ftm
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liegen auf dem murinen Chromosom in entgegengesetzter Richtung dicht nebeneinander. So
liegen deren 5° Enden der kodierenden Bereiche nur 303 Bp auseinander und es kommt zu
einer Uberlappung der Promotorbereiche. Frm” -Embryonen dhneln Mutanten, in denen der
Shh-Signalweg gestort ist, einschlieBlich des Auftretens von Polydaktylie, Leber- bzw.
Lungendefekten und dem Verlust der Links-Rechts-Asymmetrie. Zudem ist der Shh-
Signalweg in Vertebraten Zilien-abhéngig und es konnte gezeigt werden, dass die Stérungen
der Frm”-Embryonen auf Ziliendefekten beruhen (Vierkotten et al., 2007). Kiirzlich wurde

durch Analysen von Fto' ;Fim""

kombiniert-heterozygoten Maiusen gezeigt, dass die
Inaktivierung von Fto in einigen Organen adulter Méuse in einer erhohten Ftm-mRNA-
Expression resultiert (Auchter, 2012). Dies konnte eine mdgliche Ursache fiir die erhdhte

Shh-Signalweg-Aktivierung in den Fro”-Miusen sein.

4.7 Die Letalitit und Polydaktylie der Fro”-Miusen ist abhingig

vom genetischen Hintergrund

Es ist bekannt, dass manche Mutationen auf verschiedenen genetischen Hintergriinden zu
unterschiedlichen Phanotypen fithren (Wolfer et al., 2002; Jackson Laboratory). Basierend auf
den Resultaten dieser Arbeit ist sowohl die neonatale Letalitét, als auch die Ausbildung der
PPD in den HintergliedmaBen der Ffo”-Miuse abhingig von dem genetischen Hintergrund
des jeweiligen Mausstammes.

Die Uberlebens- bzw. Sterberate der Fro”-Miuse wurde auf zwei verschiedenen genetischen
Hintergriinden statistisch ausgewertet. In den Ffo”-Miusen auf dem NMRI Hintergrund
(Tgl104N) war, verglichen mit ihren Fro™"- und Fro™ -Geschwistern, mit 75% eine hochst
signifikant erhohte Sterberate zu beobachten (siehe Abb. 3.2). Dagegen war die Sterberate der
Fto”-Miuse auf dem C57BL/6 Hintergrund (Tgl04) sogar niedriger als die der Fro™"- und
Fto*"-Geschwister (siche Abb. 3.5). Bei der F1-Generation aus NMRI und C57BL/6
(Tgl04BN) war die Sterberate der Fto"-Miuse mit 13%, im Vergleich zu der 1%-igen
Sterblichkeit in den Fro™"-Miusen und 4% in den Fro™ -Miusen also leicht erhoht (siehe
Abb. 3.6). AuBlerdem wurden die sogenannten Tgl04N Tgl15-Maiuse analysiert, die sich auf
dem NMRI Hintergrund befinden und zum Teil (50%) ein Fto-Transgen (Tgl15) tragen.

Sowohl die Fro”-Miuse mit Tgl15, als auch ohne Tgl15 wiesen eine Sterberate von iiber
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50% auf (siche Abb. 3.8). Die statistische Auswertung ergab jedoch keine Signifikanz. Der
Grund dafiir ist vermutlich der relativ kleine Stichprobenumfang von insgesamt 119 Méusen,
verteilt auf die sechs verschiedenen Genotypen. In den anderen drei Mauslinien umfasste der
Stichprobenumfang 178 bis 768 Maiuse, verteilt auf nur drei Genotypen. Wird der
Stichprobenumfang der Tgl04N Tgl15-Méuse bei gleichbleibender Genotypenverteilung
theoretisch von 119 auf 500 Miuse erhoht, ergeben die statistischen Auswertungen hoch
signifikante (p=0,0026) Abweichungen in der Uberlebensrate der verschiedenen Genotypen.
Die neonatale Letalitit der Fro”-Miuse tritt demnach nur auf dem NMRI Hintergrund auf.
Auch die, in den Ffo”-Miusen beobachtete, PPD in den HintergliedmaBen ist abhiingig von
dem genetischen Hintergrund der verschiedenen Mausstimme. Eine PPD in den
HintergliedmaBen war bei 25% der Fro”-Tgl04N-Miuse, einer einzigen von insgesamt 76
Tgl104BN-Maiusen und in keiner der Tgl04-Miuse zu beobachten (siehe 3.3.1). 97,4% der
Fto"-Tgl104N-Miuse mit PPD waren neonatal gestorben. Auch die Tgl04N Tgl15-Miuse
wiesen eine PPD in den Hintergliedmallen auf. In dieser Mauslinie war auffillig, dass 31%
der verstorbenen Ffo”-Miuse mit und ohne Tg115 eine PPD zeigten, jedoch auch 55,5% der
iiberlebenden Fro”-Miuse, ausschlieBlich mit Tgl15. Es konnte keine {iberlebende Fto™-
Maus mit PPD ohne Transgen beobachtet werden. Diese Resultate belegen, dass der Verlust
von Fto an der Ursache der neonatalen Letalitét beteiligt ist. Ist bei einer neugeborenen Maus
auf dem NMRI Hintergrund eine PPD zu sehen, ist die Wahrscheinlichkeit, dass diese
homozygot mutant fiir F7o ist und innerhalb der nichsten Stunden verstirbt nahe zu 100%.
Besitzen die Fro”-Miuse mit PPD jedoch das Fro-Transgen, haben sie eine 50%-ige
Uberlebenschance.

Der C57BL/6 Mausstamm ist der in der Forschung meist verwendete Inzuchtstamm.
Inzuchtstimme leiten sich aus Bruder-Schwester-Verpaarungen {iber mindestens 20
Generationen ab und sind abgesehen vom Geschlecht genetisch identisch (Festing und Wolff,
1995). Bei den NMRI Maéuse handelt es sich dagegen um einen Auszuchtstamm. Durch die
Verpaarung mit nicht verwandten heterozygoten Partnern bleibt in diesen Tieren eine gewisse
genetische Variabilitdt erhalten. Dadurch sind diese Méuse robuster, aber auch variabler.
Diese Variabilitit innerhalb der NMRI-Méuse konnte eine Erkldrung fiir das nicht

konsequente Auftreten der verschiedenen Phénotypen in den Fro”-Méusen sein.
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4.8 Identifizierung von Fto-Interaktionspartnern

Mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-System konnten im Rahmen dieser Arbeit 34 potentielle
Interaktionspartner von Fto identifiziert werden (siehe 3.5.1). Da bekannt ist, dass mit dieser
Methode héufig viele falsch positive Interaktionen identifiziert werden, war es zwingend
notwendig die positiven Interaktionen, die aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-System
hervorgegangen sind, mittels mindestens einer weiteren unabhédngigen Methode zu bestitigen
(Phizicky und Fields, 1995; Xu et al., 2010). Dafiir wurde im Rahmen dieser Arbeit die Co-
Immunoprézipitation (Co-IP) und die Methode der Tandem Affinitits-Aufreinigung (TAP)
gewdhlt. Diese beiden in vitro Methoden erlauben die Untersuchung der Protein-Protein-
Interaktion unter nativen, in vivo-dhnlichen Bedingungen, d.h. in diesem Fall die
Durchfiihrung der Experimente in murinen Zellen. Es wurden acht der potentiellen Fto-
Interaktionspartner ausgewahlt (siehe 3.5.2), fiir die die Interaktion mit Fto mittels der Co-IP
und/oder der TAP-Methode bestétigt werden sollte. Fiir Cc2dlal, Dmapl, Gatadl, H3f3b und
Lmo2 konnte die Interaktion mit Fto mittels Co-IP und TAP nicht bestétigt werden. Dagegen
konnte die Interaktion von Dock6, Wnk2 und elF5A mit Fto mit mindestens einer der beiden

Methoden bestitigt werden (siehe folgende Abschnitte).

4.8.1 Docké6 als potentieller Interaktionspartner von Fto

Das Dock6 (dedicator of cytokinesis 6)-Protein, auch bekannt als Zirl, wurde im Hefe-Zwei-
Hybrid-System als potentieller Interaktionspartner von Fto identifiziert (sieche 3.5.1). Die
Interaktion zwischen Fto und Dock6 konnte sowohl in der Co-IP als auch der TAP Methode
bestétigt werden (siehe 3.5.2.1). Allerdings wurde, aufgrund des Nichtvorhandenseins eines
spezifischen Antikdrpers fiir Dock6, in beiden Fillen eine Uberexpression eines Dock6-Myc
Fusionsproteins erzeugt. Jedoch konnten auch in einer, bereits vor dieser Arbeit
durchgefiihrten, Microarray-Analyse eine verdnderte Dock6 Expression im epigonadalen
Fettgewebe von Fto"-Miusen, verglichen mit Fto™*-Miusen, beobachtet werden (siehe
3.5.2).

Das kernstindige, 236 kDa grofe Dock6-Protein ist eines von insgesamt elf Mitgliedern

(Dock1-Dockl11) der Dock-Familie, die als GTP-Austauschfaktoren (engl. guanine nucleotide
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exchange factors, GEFs), sogenannten zytosolische kleine Guaninnukleotid-bindenden-
Proteine (G-Proteine) aktivieren (Miyamoto et al., 2006). Die Dock-Proteine besitzen eine
evolutiondr hoch konservierte DHR-1 (Dock Homology Region-1)-Doméne, die in anderen
Proteinen fiir die Bindung von Phospholipiden bekannt ist, und eine DHR-2 (Dock Homology
Region-1)-Doméne, iiber welche die GEF-Aktivitit vermittelt wird (Coté et al., 2005; Coté
und Vuori, 2006). Basierend auf der Sequenzdhnlichkeit der DHR-2 Doméne, ist die Familie
der Dock-Proteine in vier Unterfamilien unterteilt (Dock-A bis Dock-D). Es wurde gezeigt,
dass Proteine der Dock-A- und Dock-B-Unterfamilie spezifische GEFs fiir das G-Protein
Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) sind (Fukui et al., 2001; Namekata et al.,
2004; Chen et al., 2005). Dagegen wurde Dock9, ein Mitglied der Dock-D-Unterfamilie, als
spezifischer GEF fiir das G-Protein Cdc42 (cell division cycle 42) identifiziert (Meller et al.,
2002, 2005). Dock6 gehort zu der Dock-C-Unterfamilie und unterscheidet sich von den
iibrigen Dock-Proteinen darin, dass es sowohl ein GEF fiir Racl, als auch fiir Cdc42 ist. Die
Transfektion der DHR2-Doméne von Dock6 in N1E-115 Neuroblastoma-Zellen fordert das
Racl- und Cdc42-abhingige Auswachsen von Neuriten. Und umgekehrt fiihrt eine, durch
siRNA (small interference RNA) bedingte Herunterregulierung des endogenen Dock6 zu einer
verringerten Aktivierung von Racl und Cdc42 und einem reduzierten Auswachsen von
Neuriten (Miyamoto et al., 2006). Fiir die Ffo”-Miuse konnte gezeigt werden, dass die
Myelinisierung der Neuriten reduziert ist (miindliche Mitteilung, Nina Kardas, EMT). Jedoch
wurde bisher noch nicht untersucht, ob Verdnderungen im Auswachsen der Neuriten
vorliegen. So kann aufgrund der bisherigen Kenntnisse liber Dock6 und Fto keine direkte

Verbindung zwischen diesen beiden Proteinen hergestellt werden.

4.8.2 Wnk2 als potentieller Interaktionspartner von Fto

Auch Wnk2 (WNK lysine deficient protein kinase 2) wurde im Hefe-Zwei-Hybrid-System als
potentieller Interaktionspartner von Fto identifiziert. Wnk2 wird zwar nicht, wie Fto, im
Zellkern exprimiert, aber die mRNA Expression von Wnk2 war im zuvor durchgefiihrten
Microarray, verglichen mit den Wildtypen um das 2,26-fache reduziert (sieche 3.5.2). Die

Interaktion zwischen Fto und Wnk2 konnte, nach der Uberexpression beider Proteine in NIH-
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3T3 Zellen, sowohl mit der Co-IP, als auch mit der TAP-Methode bestitigt werden (siche
3.5.2.2).

Das Wnk2-Protein ist ein Mitglied der WNK (with-no-lysine (K))-Unterfamilie der
Proteinkinasen (Verissimo und Jordan, 2001; Manning et al., 2002) und wird iiberwiegend im
Gehirn, im Herzmuskel, im Diinn- und Dickdarm exprimiert. Es konnte wiederholt bewiesen
werden, dass Wnk2 als spezifisches Tumorsuppressorgen agiert. In humanen Gehirntumoren
konnte ein epigenetisches Gen-Silencing durch Promotor-Methylierung von WNK?2 gezeigt
werden (Hong et al., 2007; Jun et al., 2009). Es wird vermutet, dass WNK2 durch die negative
Regulation der MEK 1 (mitogen-activated protein kinase kinase 1) und ERK (extracellular
signal-regulated kinase) 1/2 Aktivierung die Proliferation inhibiert (Moniz et al., 2007).
Durch Funktionsstudien in Epithelzelllinien konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass
eine Reduktion der WNK2-Expression zu einer gesteigerten GTP-Beladung des Racl-Protein
und einer gleichzeitigen Stimulierung der Racl-Effektorkinase PAK1 (p2/-activated kinase)
filhrt. Die aktivierte PAKI1 phosphoryliert darauthin MEKI1, wodurch es zu einer
Effizienzsteigerung kommt, mit der MEK1 nach der Stimulierung durch Wachstumsfaktoren
die ERK1/2 aktiviert (Moniz et al., 2008). Basierend auf den Kenntnissen iiber Fto und Wnk2
ist eine Interaktion dieser beiden Proteine auch auf theoretischer Ebene vorstellbar. So ist die
mesenchymale Proliferation abhéngig von Erk1/2 (Dalvin et al., 2004) und in den Lungen von
Fto"-Tg104N-Miusen konnte deutlich verdichtetes mesenchymales Gewebe gezeigt werden
(siehe 3.3.3). Laut der Microarray-Analyse (siche Tabelle 3.6) fiihrt der Verlust von Fro
ebenfalls zu einer deutlich geminderten Wnk2-Expression, was die Ursache fiir eine erhohte

Erk1/2-vermittelte Proliferation sein konnte.

4.8.3 eIF5A als potentieller Interaktionspartner von Fto

Das elF5A (eukaryotic translation initiation factor 54)-Protein ist der dritte Kandidat, der im
Hefe-Zwei-Hybrid-System als potentieller Interaktionspartner von Fto identifiziert wurde. Die
Interaktion von eIF5A mit Fto konnte in der Co-IP endogen bestétigt werden. Durch die
Prézipitation des endogenen Fto mittels eines spezifischen Fto-Antikorpers wurde endogenes

elF5A co-prézipitiert, und umgekehrt (siche Abb. 3.35).
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Das elF5A ist ein kleines (ca. 17kDa), in den Eukaryoten hoch konserviert Protein das sowohl
im Zellkern, als auch im Zytoplasma von nahezu allen Geweben exprimiert wird (Ruhl et al.,
1993; Shi et al., 1996). Zum ersten Mal beschrieben wurde es 1978 als Ribosomen-
assoziierter Translations-Initiationsfaktor, der aus Retikulozyten von Kaninchen aufgereinigt
wurde (Benne und Hershey, 1978). Seitdem konnte elF5A, neben der Translations-Initiation
(Zanelli et al., 2006; Dias et al., 2008), mit vielen weiteren zelluldren Funktionen in
Verbindung gebracht werden. Dazu zéhlen u.a. die Zellzyklus-Progression (Jansson et al.,
2000; Chatterjee et al., 2006), das Zelliiberleben (Chattopadhyay et al., 2008; Hopkins et al.,
2008), die retrovirale Infektion (Steinkasserer et al., 1995) und die Translations-Elongation
(Gregio et al., 2009; Saini et al., 2009). e[F5A ist das einzige bekannte Protein, das die seltene
Aminosdure Hypusin besitzt, die fiir die Aktivitét des eIF5A essentiell ist. Die Synthese des
Hypusins erfolgt in zwei posttranslationalen Modifikationsschritten, die {ber die
Deoxyhypusin Synthase (DHS) und die Deoxyhypusin Hydroxylase (DOHH) katalysiert
werden (Park, 2006; Park et al., 2010). Die Behandlung von Saugetierzellen mit DHS- oder
DOHH-Inhibitoren fiihrt zu starken antiproliferativen Effekten und ldsst darauf schlieBen,
dass eIF5A in den Prozess der Proliferation involviert ist (Park et al., 1994; Hanauske-Abel et
al., 1994; Clement et al., 2002; Nishimura et al., 2005).

Einige weitere Studien belegen, dass eIF5A ein nukleozytoplasmatisches Transportprotein ist
und mit den Kernexport-Rezeptoren exportinl/CRM1 und exportind interagiert (Elfgang et
al., 1999; Rosorius et al., 1999; Lipowsky et al., 2000). Unter anderem wurde gezeigt, dass
elF5A fiir den HIV-Rev Protein-vermittelten viralen RNA-Export und fiir den CD83 mRNA-
Export in dendritischen Zellen notwendig ist (Bevec et al., 1996; Kruse et al., 2000; Hofman
et al.,, 2001). Proteine, die aus dem Zellkern hinaus transportiert werden, enthalten eine
Zellkernexportsequenz (NES, engl. nuclear export sequence). Es gibt Hinweise darauf, dass
Fto eine solche NES besitzt. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Fto nicht ausschlielich
im Zellkern exprimiert wird, sondern auch im Zytoplasma lokalisiert ist (Emmerling, 2007).
Aufgrund dieser Kenntnisse und der in dieser Arbeit identifizierten Interaktion von Fto und
elF5A besteht die Moglichkeit, dass ein nukleozytoplasmatischer Transport von Fto existiert,
an dem elF5A beteiligt ist.

2010 konnten Maier und seine Kollegen zeigen, dass durch Hypusin-Modifikation aktiviertes
elF5A, iiber die direkte posttranskriptionelle Regulation der iNOS kodierenden mRNA, die

Cytokin-vermittelte B-Zellen-Fehlfunktion aktiviert. Die Abgabe von proinflammatorischen
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Cytokinen 16st bei Typ 1 und Typ 2 Diabetes die Signalwege aus, welche die B-Zellen-
Fehlfunktion initiieren und zum Tod des Organismus fiihren konnen. In Genomweiten
Assoziationsstudien konnte iiber den Effekt des BMI (Body Mass Index) ein Zusammenhang
zwischen der Veranlagung zu Typ 2 Diabetes und Polymorphismen im F7O-Gen identifiziert
werden (Frayling et al., 2007). Aulerdem wurde gezeigt, dass eine Reduktion von elF5A oder
die Inhibition der Hypusinierung in Diabetes-Mausmodellen vor der Entstehung einer
Glukoseintoleranz schiitzt (Maier et al, 2010). Auch in Ffo”-Miusen konnte in
vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass sie eine leicht verbesserte Insulinsensitivitét
und damit eine verbesserte Glukosetoleranz aufweisen (Fischer et al., 2009). Diese Tatsachen
bekriftigen die in dieser Arbeit identifizierten Protein-Protein-Interaktion zwischen Fto und

elF5A.

4.9 Fto hat eine Funktion in der Proliferation

Bisher ist nicht viel iiber die direkte Funktion von Fto bekannt. Jedoch konnte in neuesten
Studien gezeigt werden, dass das FTO-Protein eine N°-Methyladenosin (m°A) RNA
Demethylase ist (Jia et al., 2008, 2011). Allerdings ist keine direkte Verbindung zwischen
dieser RNA-Demethylase-Aktivitit von Fto und den im Rahmen dieser Arbeit gemachten
Beobachtungen zu erkennen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Fto eine Funktion in der Proliferation
besitzt. So weisen die Fro”-Miuse sowohl eine erhohte mesenchymale Proliferation in den
Lungen (siehe 3.3.3), als auch einen zuséitzlichen Zeh an den HintergliedmaBlen (siche 3.3.1)
auf. AuBlerdem spielen alle drei, in dieser Arbeit identifizierten, potentiellen Fto-
Interaktionspartner (Dock6, elFSA und Wnk2) eine Rolle in der Proliferation bzw. dem
Zellzyklus. Zudem konnten in einem zuvor durchgefiihrten Microarray, im Muskel und im
Hypothalamus von Ffo”-Méusen, eine Anreicherung von verinderten mRNA-Expressionen
beobachtet werden, welche in die Kategorie Zellzyklus bzw. mitotischer Zellzyklus fallen
(unverdffentlichte Daten, Dr. J. Fischer, EMT). Auch Zhang und seine Kollegen konnten in
jiingsten Studien eine Verbindung zwischen FTO und der Proliferation beobachten (Zhang et
al., 2012). Sie zeigten, dass eine durch Ostrogen induzierte gesteigerte FTO-Expression iiber

die Aktivierung der PI3K/AKT- und MAPK-Signalwege zu einer verstirkten Proliferation
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beitrdgt. Auch in vorangegangenen Studien wurde bereits beobachtet, dass der Verlust von
FTO zu einer geminderten Proliferation und einer beschleunigten Seneszenz in Hautzellen

fithrt (Boissel et al., 2009).
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4.10 Ausblick

Die meisten Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Ffo”-Tgl04N-Miuse eine
ektopische Shh-Expression aufweisen. Jedoch wurden ausschlieBlich Komponenten des Shh
Signalweges analysiert. Zur Bestitigung der hier aufgestellten Hypothese ist es erforderlich,
die Shh-Expression in den Tgl04N-Miusen auf mRNA- und Protein-Ebene zu untersuchen
Zudem besteht der Verdacht, dass die gesteigerte Aktivierung des Shh-Signalweges in den
Fto”-Miusen durch quantitative Veréinderungen in der Cholesterol-Modifikation des Shh
verursacht wird. In weiterfiihrenden Analysen soll gekldart werden, ob die Cholesterol-
Modifikation wihrend der Embryonalentwicklung beeinflusst ist.

Da eine PPD ausschlieBlich in den HintergliedmaBen von Ffo”-Miusen auftritt, wire es
interessant die Expression von Gli3-83 und Gli3-190 getrennt von einander in der anterioren
und posterioren HintergliedmaBBenknospe zu analysieren. Falls eine ektopische Shh-
Expressionsdoméne in der anterioren GliedmaBenknospe existiert, sollte in diesem Bereich
ebenfalls eine reduzierte Prozessierung des Gli3-Proteins in die Gli3-83-Isoform vorliegen.
Dic neonatale Letalitit der Fro”-Miuse ist hochst wahrscheinlich bedingt durch
Entwicklungsdefekte der Lunge. Um den Zeitpunkt der Geburt ist eine augenscheinliche
Zunahme des mesenchymalen Lungengewebes zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt waren
jedoch keine proliferativen Unterschiede zu beobachten. Da eine gesteigerte Proliferation
bereits in frithen Entwicklungstadien vermutet wird, ist es notwendig diese zusitzlich zu
analysieren. Da fiir Fto eine Funktion in der Proliferation vermutet wird, ist es von grof3em
Interesse, die Proliferation auch in anderen Geweben bzw. Organen der Fto”"-Miuse zu
analysieren. AuBBerdem soll die GroB3e der Lungen untersucht werden. Da beobachtet werden
konnte, dass die Lungen der Ffo”-Miuse direkt auf den Brustkorb auftreffen, besteht die
Maoglichkeit, dass die Lungen der Fro”-Méause vergroBert sind. Die andere Moglichkeit ist ein
verkleinerter Brustkorb. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits ein hdchst signifikant
verkiirztes Brustbein nachgewiesen werden, jedoch nicht in Relation zur Gesamtkdrpergrofie,
da das Skelett bereits in mehrere Teile zerlegt war.

Generell belegen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die neonatale Sterblichkeit und die PPD
der Fto”-Miuse von dem genetischen Hintergrund abhéngig sind. Die Anomalien im Bereich

des Brustkorbes und die Lungendefekte wurde jedoch nur in Méausen auf dem NMRI
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Hintergrund analysiert. Um eine Aussage dariiber zu treffen, ob alle in dieser Arbeit
beobachteten Ffo”-Phénotypen ausschlieBlich auf dem NMRI Hintergrund auftreten, miissen
auch die Brustkdrbe und Lungen der Maiduse auf dem C57BL/6 Hintergrund untersucht
werden.

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System  wurden u.a. Dock6 und Wnk2 als potentielle
Interaktionspartner von Fto indentifiziert und in Uberexpressionsstudien bestitigt. Um die
Echtheit dieser Interaktionen zu bestitigen, wire ein weiteres Ziel die Bestitigung dieser
Interaktionen auf endogener Ebene. Die Interaktion zwischen Fto und elF5A konnte in dieser
Arbeit bereits auf endogener Ebene bestétigt werden. Weiterfithrend wire hier interessant zu

untersuchen, ob und in wie weit die Expression von eIF5A in den Ffo”-Miusen verdndert ist.
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5. Zusammenfassung

Der Verdacht, dass die Fro”(fat mass and obesity associated)-Miuse auf dem NMRI
Hintergrund (Tgl04N) zum Zeitpunkt des Absetzens im Vergleich zu den Fro™"- und Fro™"-
Geschwistern unterreprésentiert sind, konnte mit Hilfe von statistische Analysen bestétigt
werden. Es wurde gezeigt, dass iiber 70% der Fto”"-Miuse neonatal verstarben. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass diese neonatale Sterblichkeit der Fro” -Tgl04N-Miduse durch
Entwicklungsstorungen der Lunge ausgeldst wird. In den Lungen der Fro”-Méuse war unter
anderem eine deutliche Zunahme an mesenchymalem Gewebe und eine Reduktion in Anzahl
und Volumen der Alveolen zu beobachten.

Neben den Lungendefekten konnten verschiedene Missbildungen im Skelett der Fto”-
Tgl04N-Miuse gezeigt werden. Dazu zédhlen eine prédaxiale Polydaktylie (PPD) in den
HintergliedmaBen und Fehlbildungen im Bereich der Rippen, des Brustbeins und des
Schwertfortsatzes. Die Ausbildung einer PPD deutet darauf hin, dass Fto in die Spezifizierung
der antero-posterioren GliedmaBlenentwicklung involviert ist. Eine PPD ist in der Regel
begleitet durch eine ektopische Sonic hedgehog (Shh)-Expressionsdoméne in der anterioren
GliedmaBenknospe. Auch die Missbildungen im Bereich des Brustkorbes und die
durchgefiihrten molekularen Analysen unterstiitzen die Hypothese, dass in den Fto”"-Miuse
eine erhohte Aktivierung des Shh-Signalweges vorliegt.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit, ist sowohl die neonatale Letalitét, als auch die
Ausbildung der PPD der Fto”"-Miuse abhéngig von dem genetischen Hintergrund des
jeweiligen Mausstammes. Diese beiden Phianotypen konnten ausschlieBlich auf dem reinen
NMRI Hintergrund oder in der F1-Generation von NMRI und C57BL/6 beobachtet werden.
AbschlieBend konnten mittels eines Hefe-Zwei-Hybrid-Systems 34  potentielle
Interaktionspartner von Fto identifiziert werden. Die Interaktion von Dock6 (Dedicator of
cytokinesis 6), Wnk2 (WNK lysine deficient protein kinase 2) und elF5A (Eukaryotic
translation initiation factor 54) mit Fto konnte in anschlieBenden unabhingigen Analysen
bestitigt werden. Die beobachteten Phénotypen, die identifizierten potentiellen Fto-
Interaktionspartner und zuvor unabhéngig durchgefiihrte Studien deuten darauf hin, dass Fto

eine Funktion in der Proliferation besitzt.
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Abstract

The suspicion that the Ffo” (fat mass and obesity associated) mice are underrepresented in the
NMRI background (Tgl104N) at weaning compared to their Ffo™" and Fro™" littermates was
confirmed by means of statistical analysis. It has been shown that about 70% of the Ffo”" mice
are died neonatally. It is very likely that this neonatal lethality of Fto™” Tgl04N mice is
caused by developmental abnormalities of the lung. In the lungs, amongst other things the
Fto”” mice showed a distinct increase in mesenchymal tissue and a reduction in the number
and volume of the alveoli.

In addition to these lung defects also various deformations in the skeleton of the Fto™”"
Tgl104N mice were shown. These include preaxial polydactyly (PPD) in the hind limbs and
malformations of ribs, the sternum and the xiphoid process. The formation of a PPD suggests
that Fto is involved in the specification of the anteroposterior limb development. A PPD is
usually accompanied by an ectopic Sonic hedgehog (Shh) expression domain in the anterior
limb bud. The abnormalities in the chest and accomplished molecular analyzes support the
hypothesis that an elevated Shh signaling pathway activation exists in the Ffo”" mice.

Based on the results of this study, both the neonatal lethality, as well as the appearance of the
PPD of Ffo” mice depends on the genetic background of the mouse strain. These two
phenotypes were observed only in the pure NMRI background or the F1 generation of NMRI
and C57BL/6.

Finally, using a yeast two hybrid screen 34 potential interaction partners of Fto were
identified. The interactions of Dock6 (Dedicator of cytokinesis 6), Wnk2 (WNK lysine
deficient protein kinase 2) and elF5A (Eukaryotic translation initiation factor 5SA) with the Fto
protein were confirmed in subsequent independent analysis.

The observed phenotypes, the identified potential Fto interaction partners and previous

independently studies suggest that Fto has a function in proliferation.
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7. Anhang

Tabelle 7.1: Detallierte Auflistung der Rippen- und Brustbein-Phéinotypen der untersuchten,
neonatal gestorbenen Tg104N-Miuse
R= Rippenpaar, NL= normal

Rippenfusion Brustbein Schwertfortsatz

Mausnr.  Rechts Links gespalten ~ Verknocherung gespalten  Verknocherung
Fto™"

N77 R5-7 NL NL

N78 R6-7 NL NL

N96 R6-7 NL NL

N97 R4-7 NL NL

N114 NL NL

N150 R4-7 NL NL

N175 NL NL

N229 NL NL

F t0+/-:

N100 NL NL

N156 R7 NL NL

N173 NL NL

N179 NL NL
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Rippenfusion Brustbein Schwertfortsatz
Mausnr.  Rechts Links gespalten Verknocherung gespalten  Verkndcherung
Fto™™
N67 - - R4-7 NL - reduziert
N8&9 - - R3-7 NL ja reduziert
N90 R10-11 --- R3-7 reduziert+versetzt -—- reduziert
N93 -—- - R3-7 NL - reduziert
N98 --- --- R4-7 reduziert+versetzt --- reduziert
N101 R1-2 u.5-6 RO-1 R5-7 reduziert+versetzt ja reduziert
N113 - - R6-7 NL ja reduziert
N120 - - - NL ja reduziert
N143 - - R3-7 reduziert - fehlt
N144 - - R3-7 reduziert - fehlt
N145 -- - R4-7 reduziert - fehlt
N148 --- --- R2-7 reduziert+versetzt --- reduziert
N152 - - R3-7 reduziert+versetzt --- fehlt
NI155 - - R3-7 NL - reduziert
N157 - - R3-7 reduziert+versetzt - fehlt
N158 - - R3-7 reduzierttversetzt ja fehlt
N164 -—- - R3-7 NL - reduziert
N166 --- --- R3-7 NL - reduziert
N171 --- --- R4-7 reduziert+versetzt ja reduziert
N172 --- --- R5-7 NL --- fehlt
N178 --- --- R3-7 reduziert --- reduziert
N193 --- --- R3-7 reduziert - reduziert
N204 --- --- R3-7 reduziert - reduziert
N205 - - R3-7 reduziert - reduziert
N228 R1-2u9-10 - R3-7 reduziert+versetzt ja reduziert
N242 R6-7 - R6-7 reduziert+versetzt ja reduziert
N260 --- --- R6-7 reduziert+versetzt ja reduziert
N264 R4-5 --- R4-7 reduziert+versetzt --- reduziert
N275 --- --- R4-7 reduziert - reduziert
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Tabelle 7.2: Gegeniiberstellung der verschiedenen Phinotypen der neonatal gestorbenen Fro-
defizienten Tgl104N-Miiuse

Defekt Defekt
im Defekt im in den
NR. |Polydaktylie | Sternum | Schwertfortsatz | Rippen
N67 X X
N89 X X X
N90 X X X
N93 X X
N98 X X X
N101 X X X
N113 X
N120 X
N143 X X
N144 X X X
N145 X X
N148 X X X
N152 X X X X
N155 X X
N157 X X X
N158 X X X
N164 X X X
N166 X X X
N171 X X X
N172 X X X
N178 X X X X
N193 X X
N204 X X X
N205 X X X
N228 X X X
N275 X X X
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