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ABKURZUNGEN

A Purinbase Adenin m Mikroliter
Abb.  Abbildung mM  millimolar
Ac Acetat MOPS  Morpholinopropansulfonsure
APS  Ammoniumperoxodisulfat mRNA  messenger ribonucleic acid
ATP  Adenosintriphosphat bzw. Boten-Ribonukleinséure
bp Basenpaare MT Mutante
BSA  bovine serum albumin n Stichprobenumfang
bzw. Rinderserumalbumin nm Nanometer
bzw.  beziehungsweise OD  Optische Dichte
°C Grad Celsius PAA  Polyacrylamid
Ch chicken PBS  phosphate buffered saline
cDNA  copyDNA PCR  polymerase chain reaction
M centi Morgan bzw. Polymerase-Kettenreaktion
cpm  counts per minute PEG  Polyethylenglykol
Da Dalton PFA  Paraformaldehyd
DEAE  Diethylaminoethyl pmol  Picomol
DEPC  Diethylpyrocarbonat RACE rapid amplification of cDNA ends
DNA  desoxyribonucleic acid r Rhombomer
bzw. Desoxyribonukleinsdure RT Raumtemperatur
dNTP  Desoxyribonukleotidtriphosphat S. siehe
DTT 1, 4-Dithiothreitol SDS  sodium dodecyl sulfate
EDTA Ethylendiamintetraacetat bzw. Natriumdodecylsulfat
EGTA  Ethylenglykol-bis-(b-Aminoethylether)- sog.  Sogenannt
N,N,N” N -tetraacetat Tab.  Tabelle
ES embryonale Stammzellen TEMED N,N,N”,N”-Tetramethylethylendiamin
EtBr  Ethydiumbromid Tris  Trishydroxymethyl-aminoethan
EtOH  Ethanol tRNA  tranfer ribonucleic acid
evil.  eventuell bzw. Tranfer-Ribonukleinsdure
g Erdbeschleunigung (9,81 m/s?) U/min  Umdrehungen pro Minute
g Gramm U.N.  {ber Nacht
G Purinbase Guanin uv Ultraviolett
h Stunde Vol.  Volumen
L.E. Internationale Einheiten WT Wildtyp
kop  Kilobasenpaare X-Gal  5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-
LB Luria Broth b-D-galactopyranosid
min  Minute(n) zB.  zum Beispiel
M molar 2zT.  zumTell
ngy Mikrogramm

Die chemischen Elemente werden mit den Gblichen Symbolen abgekdirzt. Die Aminosauren
werden im Ein- oder Dreibuchstabencode angegeben der Anhang 6.2 entnommen werden
kann. Fremdworter, die wissenschaftliche Begriffe bezeichnen werden im allgemeinen kursiv
geschrieben. In einzelnen Féllen, wie z.B. DNA, RNA, Primer, Blotten usw. haben die englischen
Fachbegriffe die inzwischen untblichen und teiweise unzureichenden deutschen Begriffe auch
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aus der deutschen Fachliteratur verdrangt und werden daher hier verwendet. Da viele
wissenschaftliche Termini anatomischer Strukturen Einzug in den deutschen Sprachgebrauch
erhalten haben (z.B. Cerebellum, Cortex, Hypophyse), werden sie als deutsche Worter
behandelt und in aufrechten Buchstaben geschrieben. Die Ephrin-Gene werden gemaR der
Nomenklatur des Human Genome Organization Gene Nomenclature Comitee mit Efn
abgekdirzt. Da in allen mir zur Verfligung stehenden Arbeiten diese AbkUrzung nicht verwendet
wird, sondern die Gene mit vollem Namen ausgeschrieben werden, wurde auch in dieser
Arbeit aus pragmatischen Griinden auf eine Abkirzung verzichtet. Die Gene werden folglich
kursiv ausgeschrieben. Ephrin-A5-spezifische Primer werden mit Efn abgekirzt.

E¢opor

Die Ephoren bildeten eine Behdrde aus fiinf, jéhrlich gewéhlten hdchsten Beamten in verschiedenen
dorischen Stadten der Antike. Sie waren vor allem in Sparta mit besonderer Macht ausgestattet, so daf sie
sogar den erblichen Konigen verpflichtend und beaufsichtigend gegentiberstanden.

GEORG BusoLT.: Griechische Staatskunde.
Oscar Beck Verlag, 3. Aufl., Miinchen (1926)
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1 Einleitung

1.1 Prinzipien neuronaler Konnektivitat

Ein groRer Anteil der komplexen Aufgaben, die Nervensysteme zu bewéltigen haben, wie
Reizaufnahme, Signalweiterleitung, Prozessierung und Hervorrufen einer Reaktion, wird durch
ihren nicht minder komplexen Aufbau gewahrleistet. Dabei ist insbesondere das enorm diffizile
Netzwerk an spezifischen Verbindungen zwischen den Neuronen entscheident. Diese
Verbindungen werden Uber spezialisierte Fortsdtze der Nervenzellen hergestellt, den
Dendriten und Axonen. Vor allem Axone miissen wéhrend Entwicklung und Regeneration
enorme Wegstrecken zurticklegen, was ein hochentwickeltes regulatorisches System
voraussetzt. Da die Entstehung korrekter Verbindungen Voraussetzung flir die Funktion des
Nervensystems ist, gehort die Etablierung neuronaler Konnektivitét zu den zentralen Fragen
der Entwicklungsneurobiologie, die sie seit den ersten, vor mehr als hundert Jahren von RAMON
y CaAL (1890) durchgefiihrten Arbeiten auf diesem Gebiet, beschéftigt. RAMON Y CAAL
formulierte bereits zu diesem friihen Zeitpunkt die Hypothese, dal} Axone Signalen chemischer
Natur, die von der Zielregion ausgeschuttet werden, bei ihrem zielgerichteten Auswachsen
folgen (1893). Diese Hypothese sollte durch erste Erfolge zum Verstdndnis der
Axonwanderung, die in den 40er Jahren von SPerrY (1943) gemacht wurden und die nach
weiteren Forschungen in den 60ern zur Formulierung der Chemoaffintatstheorie fihrten,
weitgehend gestltzt werden. Die Chemoaffinitatstheorie, die im Wesentlichen auf
Erkenntnissen aus Transplantations- und Regenerationsstudien im retinotektalen System von
Fischen und Froschen basiert, geht davon aus, daf auswachsende Axone in einem
aktivitdtsunabhangigen ProzeR ihre Zielregion (iber wegweisende Erkennungsmolekiile finden
und innervieren. Dieser Prozel wird (iber Interaktionen zwischen Rezeptoren und Liganden
vermittelt, die sich einerseits auf den Filopodien des Wachstumskegels der Axone befinden
und andererseits in der Zielregion in Gradienten verteilt sind (SPErrY, 1963).

Durch weitere Forschungen konnten drei Phasen und vier prinzipielle Wirkungen, die
das Auswachsen von Axonen regulieren, identifiziert werden. Bei den aufeinanderfolgenden
Phasen handelt es sich um axonale Wegfindung (pathway selection), Zielgebietserkennung
(target selection) und Erkennung der Zielzellen (address selection). Bei den Wirkungen
handelt es sich um Kontaktattraktion und Kontaktrepulsion sowie chemotrope Attraktion und
chemotrope Repulsion tber diffusible Faktoren. Fiir jede dieser Wirkungen auf auswachsende
Axone sind Faktoren, die sie vermitteln, identifiziert worden. So konnen beispielsweise die
zellmembranstdndigen Cadherine Kontaktattraktion vermitteln, wahrend Semaphorine
Kontaktrepulsion ausldsen. Netrine sind sekretierte Faktoren, die abhéngig vom System
entweder chemotrope Attraktion oder Repulsion vermitteln kénnen (Ubersicht bei GoobmaN
und ScHATZ, 1993; GOODMAN, 1996; TESSIER-LAVIGNE und GOODMAN, 1996; VARELA-ECHAVARIA und
GUTHRIE, 1997). Die Isolierung derartiger Faktoren und ihrer Wirkungsweisen hat sich nicht nur
zu einer spannenden Frage fur die Grundlagenforschung entwickelt, sondern ist auch von
akutem medizinischen Interesse. Die Identifizierung von Molekiilen, die eine wie auch immer
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geartete Wirkung auf auswachsende Axone ausiiben konnte sich zu einem hoffnungsvollen
Ansatz zur Unterstlitzung von Regenerationsprozessen im Nervensystem nach Verletzungen
entwickeln.

Verschiedene Systeme neuronaler Konnektivitat sowie Modellorganismen haben sich
als geeignet zum Studium der Axonwanderung und zur Isolierung der daran beteiligten
Faktoren erwiesen. So z.B. das Mittelliniensystem von Drosophila, das System kommissuraler
Fasern des Neuralrohres bei Wirbeltieren und insbesondere das retinotektale System bei
Wirbeltieren (Ubersicht bei GoobmaN und SCHATZ, 1993; COLAMARINO und TESSIER-LAVIGNE 1995;
MEeY und THANOS, 1992; HOLT und HARRIS, 1993; CHIEN und HARRIS, 1994; GILBERT, 1997).

1.2 Das retinotektale System

Das retinotektale System stellt aufgrund seiner Ubersichtlichkeit und Zuganglichkeit sowie
tbergeordneten funktionellen Bedeutung das bislang bestuntersuchte System neuronaler
Konnektivitdt bei Vertebraten dar. Seine prinzipielle Organisation besteht aus der
topographischen Projektion der Axone der retinalen Ganglienzellen (RGZ) in das Tectum
opticum niederer Wirbeltiere bzw. den Colliculus superior der Sauger. Diese topographische
Organisation, die darin besteht, da die Nachbarschaftsbeziehungen der RGZ sich in der
raumlich geordneten Terminierung ihrer Fortsatze wiederspiegelt, stellt die Grundlage der
neuronalen Bildanalyse dar und findet sich in allen Wirbeltierklassen. Sie ist folgendermafien
aufgebaut: RGZ der dorsalen Retina projezieren in das ventrale Tectum, RGZ der ventralen
Retina in das dorsale Tectum. Entlang der anterio-posterioren Achse projezieren RGZ der
nasalen Retina in das posteriore Tectum, RGZ der temporalen Retina in das anteriore Tectum
(Abb. 1.1). Die Aufklarung dieses Organisationsprinzips im Zusammenhang mit den
Ergebnissen aus Transplantations- und Regenerationsexperimenten an Fréschen fiihrte Sperry
zur Formulierung der Chemoaffinitatstheorie (SPERRY, 1963).

Ein Grof3teil der Bemuhungen zur Aufklarung der Mechanismen, die zur Ausbildung
der retinotektalen Topographie (Retinotopie) fiihren konzentrierte sich auf die Isolierung von
Faktoren, die von der Chemoaffinitatstheorie postulierte Eigenschaften zeigen und die als
molekulare Wegweiser fiir die in das Tectum einwachsenden Axone der RGZ dienen konnten.
Diese Bemuhungen flihrten erstmals zum Erfolg als TRISLER et al. 1981 zwei Aktivitaten isolieren
konnten, die eine spezifische, graduelle Verteilung entlang der anterio-posterioren und dorso-
ventralen Achse der Retina zeigen sowie im Tectum in komplementaren Gradienten exprimiert
sind (TRISLER, 1990). Diese Aktivitaten wurden TOP,, und TOP,, (fir toponymische Molekiile)
genannt und konnten im Falle von TOP,, kloniert und charakterisiert werden. Bei TOP,
handelt es sich um ein coiled-coil integrales Membran-Protein (SaviTT et al., 1995). Weiterhin
konnten 9-0-Acetyl-GD3 (CONSTANTINE-PATON et al., 1986; GooDHILL und RicHARDS, 1999) und
TRAP (temporal retinal axon protein; McLoon, 1991), beide mit positionsspezifischer
Expression in der Retina, charakterisiert werden. Doch gemeinsames Merkmal dieser Molekiile
bleibt das Fehlen einer nachgewiesenen funktionellen Bedeutung bei der Entwicklung der
Retinotopie.

Von besonderer Bedeutung bei der Isolierung von membrangebundenen Molekiilen,
die regulierend in die retinotektale Topographie eingreifen, war die Etablierung zweier in
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vitro-Tests, des Streifen-Assays (WALTER et al., 1987) und des Kollaps-Assays (Cox et al ., 1990;
RAPER und KAPFHAMMER, 1990). Diese Assays dienen dazu, die biochemischen Unterschiede von
Membranpraparationen aus verschiedenen Bereichen des Tectums direkt in ihrer Wirkung auf
auswachsende retinale Axone zu Gberprifen. Das Prinzip des Streifen-Assays beruht auf der
Beschichtung des Bodens eines Kulturgefdes mit alternierenden Streifen aus isolierten
Membranen des posterioren bzw. anterioren Tectums. An einem Ende dieser Beschichtung
werden vertikal zur Ausrichtung der Streifen retinale Explantate in nasal-temporaler (anterio-
posteriorer) Orientierung angelegt und flir ca. 48 h inkubiert. Das Auswachsen der RGZ-Axone
wahrend dieser Inkubationszeit wird durch nachtrégliches Anfdrben studiert und kann
préaferentielles Auswachsen auf einem bestimmten Substrat anzeigen, was wiederum Schlisse
auf die darin enthaltenen Aktivitdten zulaRt. Im Kollaps-Assay setzt man auswachsenden
Axonen nasaler und temporaler Retina Membranpréparationen aus anteriorem und
posteriorem Tectum aus. Die Wirkung der tektalen Membranen auf die auswachsenden Axone,
2.B. transienter oder vollstdndiger Kollaps der Wachstumskegel, 1Rt auf die in der jeweiligen
Membranpraparation enthaltenen Aktivitaten schlieRen.

posterior

anterior

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Projektionen der Retina in das Tectum
opticum der Vogel (links) bzw. den Colliculus superior der Sduger (rechts) entlang
der anterio-posterioren Achse am Beispiel der Modellorganismen Huhn und Maus.
Cl: Colliculus inferior, CO: Chiasma opticum, CS: Colliculus superior, NO: Nervus
opticus, TO: Tectum opticum, TrO: Tractus opticus; d: dorsal, n: nasal, t: temporal,
v: ventral.

Die beiden dargestellten Assays verhalfen zur Eingrenzung verschiedener Aktivitaten
mit charakteristischen Wirkungen auf retinale Fasern. So gelang die Isolierung eines 33 kDa
grolien Molekiils, das RGM (repulsive guidance molecule) genannt wurde und welches ein
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Glykoprotein der Zellmembran ist. Diese
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bislang molekular nicht charakterisierte Aktivitat ist im posterioren Tectum exprimiert und bt
eine abstoRende Wirkung auf temporale retinale Axone aus (STAHL et al., 1990).

Dar(iberhinaus gelang es DReSCHER et al. 1995 ein Molekl aus dem posterioren Tectum
opticum des Huhns zu isolieren, welches spezifisch zum Zeitpunkt der Innervierung des
Tectums durch RGZ exprimiert wird (E 9 - E 11). Dieses Molekiil wird in einem abnehmenden
posterio-anteriorem Gradienten im Tectum opticum exprimiert und wurde urpriinglich RAGS
(repulsive axon guidance signal) genannt. Wie festgestellt werden konnte, zeigt RAGS nicht
nur ein interessantes Expressionsmuster im Hinblick auf die retinotektale Topographie,
sondern vielmehr auch in den beiden beschriebenen in vitro-Tests eine repulsive Aktivitat auf
Axone temporaler retinaler Ganglienzellen. Bereits ein Jahr zuvor hatten CHENG und FLANAGAN
ein Molekdil charakterisiert, das urspriinglich ELF-1 (Eph ligand family-1) genannt wurde und
ebenfalls in einem abnehmenden posterio-anteriorem Gradienten im Tectum opticum
exprimiert wird. Fir ELF-1 konnte Uber einen Bindungs-Assay gezeigt werden, dal3 der
korrespondierende Rezeptor in der Retina in einem komplementéren, temporal-nasal
abnehmenden Gradienten exprimiert wird (CHENG et al., 1995). Diese Charakteristika machen
aus RAGS und ELF-1 repulsiv wirksame Schltsselfaktoren der retinotektalen Projektion. Die
Ubereinstimmung in  Expression und potentieller Funktion wurde durch die
Sequenzhomologie zwischen beiden Molekilen ergénzt, die auf Proteinebene ca. 50% erreicht
und sie zu Mitgliedern einer Gen-/Proteinfamilie von Liganden fiir Tyrosin-Kinase-Rezeptoren
macht. Wie in den folgenden Abschnitten dargelegt wird, sollte sich die Involvierung dieser
Liganden und ihrer Rezeptoren in die Regulation neuronaler Konnektivitat nicht nur auf das
retinotektale System beschranken. Vielmehr stellt ihre im allgemeinen repulsive Aktivitat nach
Zell-Zell-Kontakt ein allgemeines Prinzip ihrer Wirkungsweise dar, die der anderer in jlingster
Zeit identifizierter Inhibitoren des Axonwachstums gleicht (PinI, 1993; Ubersicht bei ScHwaB et
al., 1993; Keynes und Cook, 1995; KOLODKIN, 1996).

1.3 Tyrosin-Kinase-Rezeptoren des Eph Subtyps und ihre
Liganden

Da die Entwicklung und Funktion des Nervensystems, wie die eines gesammten vielzelligen
Organismus, an die Moglichkeit zur Interaktion zwischen den Zellen gebunden ist, entstanden
wahrend der Evolution Molekiile, die entweder als Signale oder deren Rezeptoren wirken. Oft
werden  derartige  molekulare  Signale  Uber  Zelloberflichen-Rezeptoren  mit
Transmembrandomanen in das Innere der Zelle (ibertragen. Eine groRe Gruppe derartiger
Rezeptoren besitzt intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivitdt und bildet die Familie der Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren. Die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren unterteilen sich in mehrere Unterfamilien,
die neben der immer vorhandenen intrazelluldren Tyrosin-Kinase-Doméne, z.T. weitere
tbereinstimmende strukturelle Merkmale zeigen. Derartige oft auftretende Sequenzmotive
sind inshesondere Cysteinreiche-Doménen, mit vielen tiber Disulfid-Briicken verbundenen
Cysteinresten, Fibronectin-Typ IlI-Module und immunoglobulinartige, globulére Doménen, die
zumeist fur die Ligandenbindung verantwortlich sind (Abb. 1.2). Bindet ein Ligand an einen
Tyrosin-Kinase-Rezeptor, so flihrt dies zu seiner Dimerisierung bei der sich die Monomere
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gegenseitig an Tyrosinresten phosphorylieren, wodurch wiederum Bindungsstellen flr eine
Vielzahl intrazellulérer Proteine geschaffen werden (Ubersicht bei PAwsoN und BERNSTEIN, 1990;
VAN DER GEER et al., 1994).

1987 gelang es Hiral et al. das Gen eines neuen Tyrosin-Kinase-Rezeptors aus einer
humanen Genbibliothek zu isolieren, die sie mit einer Sonde abgesucht hatten, die der
Tyrosin-Kinase-Doméane des viralen Onkogens v-fps entsprach. Es stellte sich heraus, daR das
isolierte Gen flr einen Subtyp von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren kodiert, die seitdem, nach der
humanen Tumor-Zellinie (erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma), aus der ihr
erster Vertreter isoliert wurde, die Eph-Subklasse genannt wird. In den folgenden Jahren
wurden weitere Mitglieder dieser Genfamilie isoliert und heute stellt sie mit mindestens 14
bekannten Eph-Rezeptoren die grofte innerhalb der 14 Unterfamilien von Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren dar (Ubersicht bei Tuzzi und GALLICK, 1994; VAN DER GEER et al., 1994; MULLER et al.,
1996; PASQUALE, 1997; ZiscH und PASQUALE, 1997). Es zeigte sich, dal die Eph-Rezeptoren
tberwiegend im zentralen Nervensystem (ZNS) wahrend der Embryonalentwicklung als auch
adult exprimiert sind, womit sich das Interesse an ihrer Erforschung, insbesondere im
Zusammenhang mit Fragestellungen neuronaler Konnektivitat, erhohte (ZHou et al., 1994; Fox
et al., 1995; Ubersicht bei Tuzi und GuLLICK, 1994).

Die lange Suche nach Liganden fur diese Rezeptoren fiihrte 1994 zum Erfolg als tiber
Affinitatschromatographie der erste Ligand fir den ECK-Rezeptor (EphA2) isoliert werden
konnte, der B61 (Ephrin-Al) genannt wurde (BARTLEY et al., 1994). Dieser Durchbruch hatte
zur Folge, daR im Laufe der folgenden Jahre iiber Homologiesuchen, Affinitatschromatographie
und Aktivitdtsisolierungen weitere sieben Liganden identifiziert werden konnten.
Interessanterweise  stellte man fest, daB alle Liganden entweder (ber eine
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Verbindung oder eine Transmembrandoméne an der
Zellmembran verankerte Molekdle sind und somit ihre Rezeptoren nur tber direkten Zell-Zell-
Kontakt aktivieren konnen. Dies wird zusatzlich dadurch bestatigt, dal® ein wichtiger Aspekt bei
der Aktivierung der Rezeptoren die Gruppierung der Liganden ist. Es konnte gezeigt werden,
daB die Aktivierung der Rezeptoren nur (iber zellmembrangebundene, bzw. artifiziell Gber
Antikorper zu Gruppen verbundene Liganden erfolgen kann (Davis et al., 1994). Liganden in
l6slicher Form, wie sie bei diffusiblen Faktoren vorkommen wiirden, fiihren hingegen zu einer
Art dominant-negativen Effekt tber Sattigung der Rezeptorbindungsstellen ohne jedoch eine
Aktivierung hervorzurufen (DUrBIN et al., 1998; Lackman et al., 1998). Weiterhin fand man
heraus, daf® die N-terminale, globulédre Doméane der Eph-Rezeptoren fur die Ligandenbindung
verantwortlich ist (LABRADOR et al., 1997). Bei den Liganden mit Transmembrandoméne konnte
dartberhinaus festgestellt werden, dal® sie nach ihrer Bindung an einen Rezeptor ebenfalls
phosphoryliert werden und in der Lage sind ein Signal ins Zellinnere zu leiten. Die Rezeptor-
Ligand-Interaktion fuhrt hier zu einer bidirektionalen Signaltransduktion (HoLLAND et al., 1996;
BRUCKNER et al., 1997)

Eine wichtige Voraussetzung fur die physiologische Wirkung der Liganden scheint ihre
gruppierte Lokalisation auf der Zelloberflache zu sein. Insofern ist es nicht verwunderlich, daf3
der Mechanismus dieser Gruppierung Gegenstand intensiver Untersuchungen war, der vor
kurzem fur die Transmembrandoméanen-enthaltende Gruppe aufgeklart werden konnte. Sie
wird offensichtlich Gber PDZ (postsynaptic density protein)-Doménen enthaltende Proteine
vermittelt, die Sequenzmotive am C-Terminalen, intrazelluldren Abschnitt der Liganden,
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erkennen und binden. Bislang wurden ber Interaktionsklonierung in der Hefe (Yeast-Two-
Hybrid-System) drei derartige cytoplasmatische Molek(ile identifiziert, PICK1, GRIP und GRIP2
(Torres et al., 1998; BRUCKNER et al., 1999). Interessanterweise interagieren nicht nur
membraniberspannende Ephrine, sondern offensichtlich auch die Eph-Rezeptoren mit
Proteinen, die PDZ-Doménen enthalten. Wie kiirzlich gezeigt werden konnte, bindet das Ras-
bindende Protein AF-6/Afadin  mit seiner PDZ-Domane C-terminale, intrazellulare
Sequenzmotive der Eph-Rezeptoren, mit denen es an Synapsen kolokalisiert. Dieser Kontakt
tber die PDZ-Doméne flihrt zu einer Aktivierung von AF-6 Uber die Phosphorylierung von
Tyrosinresten und damit zu einer mdglichen Interaktion mit anderen intrazelluldren Proteinen
(Hock et al., 1998; BUCHERT et al. 1999). Die GPI-gebundenen Liganden werden ebenfalls, trotz
des Fehlens einer intrazelluldren Domdne, in einer gruppierten Anordnung auf der
Zelloberflache prasentiert. Sie sind, wie GPI-gebundene Molekdle im allgemeinen, zu weniger
als 50 Molekiilen in Glykosphingolipid/Cholesterol-angereicherten, sog. Mikrodoménen von
weniger als 70 nm Durchmesser konzentriert (VARMA und MAYOR, 1998; FRIEDRICHSON und
KurzcHALIA 1998; Ubersicht bei ANDERsoN, 1998). Uberaschenderweise konnte kiirzlich
festgestellt werden, daf® Ephrin-A5 (RAGS), trotz des Fehlens einer intrazelluldiren Doméne,
wahrscheinlich exemplarisch fir alle GPl-gebundenen Liganden, in der Lage ist, nach Rezeptor-
Bindung ein Signal ins Zellinnere zu transduzieren. Diese Signaltransduktion, innerhalb der
Mikrodomane, erfordert die Aktivierung der Kinase Fyn aus der Src (sarcoma)-Familie von
Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und fiihrt in der Folge zu einer Umorganisation des
Cytoskeletts (Davy et al., 1999). Diese Vorgange kénnten eine hinreichende Erklarung fur den
EinfluR der Eph-Rezeptoren und Ephrine bei der Regulation der Zellmigration und axonalen
Zielfindung geben, die sich in Stabilisierung bzw. Destabilisierung des Cytoskeletts
manifestieren.

Da viele verschiedene Arbeitsgruppen zur Identifizierung von Rezeptoren und Liganden
beigetragen haben, wurde die Nomenklatur uneinheitlich und daher untibersichtlich, was zur
Folge hatte, daR ein aus eben jenen Arbeitsgruppen gebildetes Komitee sich 1996 fiir eine
Vereinheitlichung entschied. Seitdem heilRen die Rezeptoren Ephs und die Liganden Ephrine.
(EPH NOMENCLATURE COMITTEE, 1997).

GALE et al. konnten 1996 zeigen, dal trotz der Vielzahl an Eph-Rezeptoren und
Ephrinen Promiskuitét in der Bindungsaffinitdt zur Bildung von lediglich zwei Spezifitats-
Subklassen flihrt. Wéhrend fast alle Rezeptoren der A-Subklasse ausschlieBlich die Ephrin-A-
Liganden binden zeigen die EphB-Rezeptoren ausschlieflich zu den Ephrin-B-Liganden
Affinitat. Zu den A-Liganden werden sdmtliche GPI-gebundenen Ephrine gezéhlt, wahrend den
B-Liganden, die Ephrine mit transmembraner und intrazellularer Doméane zugerechnet werden.
Eine Sonderstellung nehmen EphA4 und EphA1l ein. Wahrend EphA4 auch B-Liganden bindet
besitzt EphAl nur zu Ephrin-Al eine signifikante Affinitdt. Trotz der Promiskuitdt in der
Bindung kann die Bindungsaffinitdt zwischen einzelnen Rezeptor-Liganden-Paaren bis zum
100fachen variieren (Ubersicht bei FLANAGAN und VANDERHAEGHEN, 1998).

Ein zusatzlicher Aspekt der Rezeptor-Liganden-Interaktion betrifft ihre Verteilung im
Organismus. Hier konnte tberaschenderweise festgestellt werden, daR die Ephrine und ihre
korrespondierenden Rezeptoren nicht gemeinsam sondern komplementér exprimiert sind.
Wahrend der Embryonalentwicklung nehmen sie zumeist angrenzende aber nicht
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tberlappende Territorien ein, so daf eine Interaktion zwischen ihnen nur an diesen
Grenzflachen méglich ist (GALE et al., 1996).

Eph-Rezeptoren Ephrine
EphA1 (Eph, Esk)
zM
EphA2 (Eck, Myk2, Sek2) ZM

Ephrin-A1(B61, Lerk-1, Efl-1)
EphA3 (Cekd, Mek4, Hek, Tyro4, Hek 4) GLOB

GRI Ephrin-A2 (EIf-1, Cek7-L, Lerk-6)
EphAd (Sek, Sek1, Cek8, Heks, Tyrol) \
@. o- Ephrin-A3 (EnkLL, Efl-2, Lerk3)
EphA5 (Ehk1, Bsk, Cek7, Hek7, Rek7)
Ephrin-A4(Lerk-4, Efl-4)

EphA6 (Enk2, Hek12)

EX IN  Ephrin-A5 (Al-1, Rags, Lerk-7, Efl-5)

EphAT (MdkL, HekLL, Enk3, Ebk, CekL1) i I ex

EphA8 (Eek, Hek3)

EphB1 (Elk, Cek, Net, Hek6)

EphB2 (Cek5, Nuk, Erk, Qek5, Tyro5) GLOB

Ephrin-B1 (Lerk-2, Elk-L, Efl-3, Cek5-L)
EphB3 (Cek10, Hek2, Mdk5, Tyro6, Sek4)
_@. o-o Ephrin-B2 (HtkcL, EI-2, Lerk5, Nierk-1)
EphB4 (Htk, Myk1, Tyrol1, Mdk2)
Ephrin-B3 (Nlerk-2, Elk-L3, EIf-3, Lerk-8)
EX

EphB5 (Cek9, Hek9)

EphB6 (Mep) IN EX

Abb. 1.2: Ubersicht (iber die Eph-Rezeptoren und ihre Liganden. Friihere
Bezeichnungen vor der Vereinheitlichung der Nomenklatur sind in Klammern
angegeben. CYS: cysteinreiche Doméne, FNIII: Fibronectin-Typ IlI-Modul,
GLOB: Globulédre Doméne, GPI: Glykosylphosphaditylinositol-Anker, EX: extra-
zellulér IN: intrazelluldr TK: Tyrosin-Kinase-Doméne, ZM: Zellmembran

Vor kurzem konnten Eph-Rezeptoren auch aus Invertebraten isoliert werden. Dek ein
Eph-Rezeptor aus Drosophila, zeigt sowohl zu den EphA- als auch zu den EphB-Rezeptoren der
Wirbeltiere eine vergleichbare Sequenziibereinstimmung und kann damit keinem Subtyp naher
zugeordnet werden. Dek ist wdhrend der Embryonalenwicklung in einer Vielzahl von
Interneuronen, als auch allen Photorezeptorzellen exprimiert und wird in die Wachstumskegel
zum Zeitpunkt axonaler Zielfindung transportiert (ScuLLy et al., 1999). Dies I&Rt vermuten Eph-
Rezeptoren konnten auch bei Wirbellosen bei Vorgédngen axonaler Zielfindung und
Konnektivitdt mitwirken. Aus dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans konnte der VAB-1 Eph-
Rezeptor isoliert werden, der ebenfalls weder den EphA- noch EphB-Rezeptoren zugeordnet
werden kann. vab-1 ist wahrend der Entwicklung in ventralen Neuroblasten exprimiert und
fuhrt im Falle seiner Mutierung, tber einen nicht zellautonomen Effekt, zu einer fehlerhaften
SchlieRung der Epidermis an der ventralen Korperseite (GEORGE et al., 1999). In beiden Féllen
steht die Isolierung der korrespondierenden Liganden noch aus.
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1.4 Die Rolle der Eph-Rezeptoren und Ephrine bei der
Etablierung der retinotektalen Topographie

Wie bereits dargestellt, besteht eine wichtige Wirkung der Eph-Rezeptoren und Ephrine darin,
als repulsive Signale bei der Regionalisierung des Embryos und beim Auswachsen der Axone zu
fungieren. Diese Wirkungsweise ist insbesonderere flir das retinotektale System eingehend
studiert worden. Vertreter beider Subklassen von Rezeptoren und Liganden sind hier in streng
regulierten zeitlich-rdumlichen Mustern exprimiert und spielen sich erganzende Rollen bei der
Etablierung der Retinotopie.

1.4.1 Die Familie der EphA-Rezeptoren und Ephrin-A-Liganden

Die graduell im posterioren Tectum exprimierten Molekile Ephrin-A2 und Ephrin-A5S konnten
In in vitro-Assays funktionell mit der retinotektalen Topographie assoziiert werden (s. 1.2). Die
korrespondierenden Rezeptoren flir diese Liganden in der Retina scheinen EphA3 und EphA6
zu sein, die hier einen komplementéren, temporal (hoch)-nasalen (niedrig) Expressions-
gradienten zeigen (CHENG et al., 1995; FELDHEIM et al., 2000). Die Komplexitat erhéht sich noch
dadurch, daB Ephrin-A2 und Ephrin-A5 ebenfalls in der Retina, in einem zu EphA3 und EphA6
komplementéren, nasal-temporal abnehmenden Gradienten exprimiert werden (CONNOR et al.,
1998). Diese Beobachtung liel} vermuten, hierbei handelt es sich um einen Mechanismus zur
Modulation der Rezeptor-Funktion. Diese Annahme konnte kirzlich von HORNBERGER et al.,
(1999) sowie DUTTING et al., (1999) auf elegante Weise bestétigt werden. Wird Ephrin-A2
ektopisch in der Retina exprimiert, so filhrt die Desensitivierung der retinalen Ganglienzellen
dazu, dal temporale Fasern ihre eigentliche Terminationszone im anterioren Tectum nicht
erkennen und in weiter posterior liegende Bereiche projezieren. Wird eine derartige
ektopische Expression mit Ephrin-A5 durchgefiihrt so hat dies zur Folge, da sowohl
temporale als auch nasale Fasern Projektionsfehlern unterliegen. Zusétzlich sind drei weitere
Rezeptoren in der Retina exprimiert, EphA4 und EphAS und EphA7. Wéhrend die EphA4-
Expression gleichmaRig in der Retina verlauft ist sie bei EphA7 in der dorsalen Halfte
konzentriert. (HORNBERGER et al., 1999; SErToN et al., 1997). Bei EphAS sind die Angaben zur
Expression widerspriichlich. ZHANG et al. (1996) berichten von einer gleichméRigen Verteilung
bei der Maus (E 18) im Gegensatz zu FELDHEIM et al. (2000), die, wie bei EphA3 und EphA6,
eine temporal hohere Expression feststellen. Eine Ubersicht Gber die Expression dieser
Molekiile im retinotektalen System ist Abb. 1.3 zu entnehmen.

Neben diesen Expressionsstudien sind es insbesondere funktionell ausgerichtete
Experimente gewesen, welche die Annahme bei den Eph-Rezeptoren und Ephrinen handelt es
sich um Schllsselmolekile der retinotektalen Topographie stiitzen. Diese Arbeiten wurden in
erster Linie am Huhn durchgefiihrt, dem etabliertesten Modellorganismus fir das retinotektale
System. 1996 gelang es Nakamoto et al. erstmals in vivo zu zeigen, dal Ephrin-A2, Gber
retrovirale Vektoren ektopisch im anterioren Tectum des Huhns exprimiert, dazu fuhrt, daR
temporale retinale Axone ektopisch terminieren. Nasale Axone hingegen reagieren auf das
Vorhandensein von Ephrin-A2 nicht. Diese Daten konnten durch HORNBERGER et al. (1999)
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bestatigt und zu einem allgemeinen Modell der molekularen Steuerung der Retinotopie
ausgebaut werden. Demnach ist der Grad der Phosphorylierung der Eph-Rezeptoren einer
retinalen Ganglienzelle, die ein Axon aussendet um eine bestimmte Zielregion des Tectums zu
innervieren entscheidend. Ist aufgrund von Rezeptor-Liganden-Interaktion ein bestimmtes
Phosphorylierungsniveau intrazellularer Molekile erreicht, wird das Auswachsen des Axons
eingestellt und es werden Verbindungen gekn(ipft.

post

—
’

Ephrin-A2,

Ephrin-A5 Ephrin-A2

EphA3,
EphA®,
EphA5 (?7)

)

Ephrin-A5

EphAd,
EphA5 (7)

17 A

Abb. 1.3: Ubersicht tber die Expressionsdomanen der EphA-Rezeptoren und
Ephrin-A-Liganden in Retina und Colliculus superior der Maus in schematischer
Darstellung. Die graduelle Expression der meisten dieser Molekdile ist in
Dreieckform angezeigt. Die roten Linien verdeutlichen das ungefdhre
Projektionsschema der RGZ. ant: anterior, post: posterior; d: dorsal, n: nasal,
t: temporal, v: ventral.

1.4.2 Die Familie der EphB-Rezeptoren und Ephrin-B-Liganden

Rezeptoren und Liganden der B-Klasse stehen ebenfalls mit dem retinotektalen
Projektionssystem in Verbindung. Interessanterweise konnten sie fur die ventral-dorsale
Topographie bzw. Differenzierung der Retina von Bedeutung sein. So sind die Ephrine B1 und
B2, zum Zeitpunkt des Auswachsens der retinalen Fasern, in der dorsalen Hélfte der Retina
exprimiert, wahrend die Rezeptoren EphB2 und EphB3 komplementdr in der ventralen Hélfte
der Retina exprimiert werden (HoOLASH und PASQUALE, 1995; KENNY et al., 1995; Marcus et al.,
1996; HENKEMEYER et al., 1996; HoLAscH et al., 1997; BraISTED et al., 1997; BIRGBAUER et al.,
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2000). Die subzellulare Verteilung dieser Molekiile zeigt, neben der Expression in der RGZ-
Schicht, eine Konzentrierung in den plexiformen Schichten (Axone und Dendriten der
retinalen Neurone) und IaRt damit auch eine Rolle bei der Bildung intraretinaler Verbindungen
als moglich erscheinen. Ein weiterer Rezeptor der B-Klasse, EphB5, wird ebenfalls in der Retina
in einem Gradienten exprimiert, der von der Peripherie zum Zentrum abnimmt. Diese
Expression konnte bei der intraretinalen Zielfindung von Axonen eine Rolle spielen (SEFTON et
al., 1997). Im Tectum konnen Liganden und Rezeptoren der B-Klasse ebenfalls detektiert
werden. Ephrin-B1 zeigt im Tectum einen von dorso-posterior nach ventro-anterior
abnehmenden Expressionsgradienten (BRAISTED et al., 1997). Zusétzlich ist ein weiterer B-
Ligand, Ephrin-B2, in den tieferen Schichten des Tectums, die retinale Fasern bei der Bildung
ihrer Verbindungen meiden, exprimiert und konnte hier die Information Gber das Erreichen
der korrekten Schicht vermitteln (BRraISTED et al., 1997). Dariiberhinaus sind die Rezeptoren
EphB1, -B2 und -B3 ebenfalls in verschiedenen Schichten und Gradienten im Tectum opticum
verteilt (CONNOR et al., 1998). EphB2 z.B. findet sich im Stratum griseum periventriculare und
Stratum griseum centrale in einem posterior-anterior abnehmenden Gradienten.

FELDHEIM et al. (1998) konnten zeigen, daR Ephrin-A2 und Ephrin-A5 wahrscheinlich
nicht nur in die topographischen Projektionen von RGZ in das Tectum opticum regulierend
eingreifen, sondern auch bei der retinalen Innervierung des Vorderhirns eine Rolle spielen.
Interessanterweise sind diese Molekdile in allen primdren Zielregionen retinaler Fasern graduell
exprimiert und vermitteln ihnen so topographische Informationen. Diese weiteren
Zielregionen, die ebenfalls topographisch organisierte Verbindungen mit RGZ eingehen,
umfassen den dorsalen und ventralen Corpus geniculatum laterale sowie das Pretectum. Diese
erstaunlichen Ergebnisse konnten vielleicht ein allgemeines Prinzip neuronaler Konnektivitét
aufzeigen. Demnach wird die Topographie von Axonen eines Projektionsfeldes modular, in
allen Zieleregionen von den gleichen Molekiilen, reguliert.

Die Entwicklung der retinotektalen Topographie in Abhangigkeit von Ephrinen und
Eph-Rezeptoren wurde in erster Linie bei den Modellorganismen Huhn und Maus untersucht.
Die grundlegenden Zusammenhange scheinen allerdings bei allen Wirbeltieren zu bestehen.
So konnten aus dem Zebrafisch (Brachydanio rerio) Homologe von Ephrin-A2 (ZfEphL3) und
Ephrin-A5 (ZfEphL4) isoliert werden, die im Streifen-Assay eine zum Huhn vergleichbare
repulsive Wirkung auf retinale Axone ausiiben (BRENNAN et al., 1997; Ubersicht bei WiLson et
al., 1997). Fur Ephrin-A5 konnte auRerdem festgestellt werden, da® wohl aufgrund einer
teilweisen Duplikation des Zebrafisch-Genoms (POSTLETHWAIT et al., 1998) zwei getrennte Gene
vorhanden sind, die &hnlich aber nicht identisch exprimiert werden (Ephrin-A5a und Ephrin-
Abb; Picker et al., 1999). Kiirzlich gelang die Isolierung und Expressionsanalyse flir EphA3,
EphA7, Ephrin-A2 und Ephrin-A5 bei einem Beuteltier. Beim Wallaby (Macropus eugenii)
finden sich im retinotektalen System prinzipiell die gleichen Expressionsmuster flir diese
Molekile und damit wahrscheinlich auch die funktionellen Zusammenhénge, wie sie bei der
Maus bereits dargestellt wurden (Vipovic et al., 1999).



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Einleitung - 11

1.5 Funktionelle Analysen der Eph-Rezeptoren und
Ephrine an transgenen Tieren

Um mehr Informationen (iber die Funktionsweise der Eph-Rezeptoren und ihrer Liganden zu
gewinnen, wurden transgene Tiermodelle etabliert bzw. transgene Techniken eingesetzt, in
denen die flr diese Molekiile kodierenden Gene mutiert oder ektopisch exprimiert wurden.
Diese Experimente lieferten interessante Einblicke in die in vivo-Funktion der Eph-Rezeptoren
und Ephrine, die im Wesentlichen mit den Erkentnissen aus den in vitro-Experimenten
tibereinstimmen (Ubersicht bei OrioL und KLEIN, 1997; HOLDER und KLEIN, 1999).

EphA4, der wéhrend der Embryogenese in einer Vielzahl von Expressionsdomdnen, wie
dem sich entwickelnden Prosencephalon, Myelencephalon und Mesoderm detektiert werden
kann, zeigt sich inshesondere wahrend der finalen pranatalen Stadien im Zentralnervensystem
akkumuliert. Strukturen mit intensiver EphA4-Aktivitat sind insbesondere die GroRRhirnrinde
(Pallium), das Striatum, der Thalamus, der Hippocampus und das ventrale Riickenmark. EphA4-
defiziente Mduse zeigen eine VerkUrzung der corticospinalen Fasern, die von Schicht V des
Palliums ausgehen und entweder direkt oder (iber, in der Medulla oblongata liegende
Interneurone, Motoneurone des Riickenmarks innervieren. Dieser Defekt hat motorische
Storungen, inshesondere der Hinterextremitdten zur Folge, die zu einem abnormen,
unkoordinierten Gang bei den homozygoten Mutanten fiihren (DotTori et al., 1998).

Die Mutagenese des EphB2-Rezeptor-Gens tiber homologe Rekombination in ES-Zellen
fuhrt bei den homozygot mutanten Mausen ebenfalls zu axonalen Zielfindungsdefekten. Hier
ist das Auswachsen der Axone der Commissura anterior, die als die Kommissur des Paléocortex
die Zentren des Riechhirns (ber die Mittellinie hinweg miteinander verbindet, betroffen.
Inshesondere die anterioren Fasern verbleiben in ihrer Wanderung auf der ipsilateralen Seite
und projezieren in das ventrale Vorderhirn. Dieser Phenotyp laRt sich Gber die repulsive
Aktivitdt von EphB2, der im gesamten Zentralnervensystem ventral exprimiert wird, auf die
kommissuralen Fasen erkléren, die ihrerseits den Transmembran-Liganden Ephrin-B1
exprimieren. DaR dieser Effekt nicht zellautonom fiir die EphB2-exprimierenden Zellen des
ventralen Prosencephalon ist, konnte (ber die Schaffung eines weiteren Allels fir EphB2
gezeigt werden, daB nicht in einer Nullmutante resultiert, sondern ein Fusionsprotein der
extrazellularen Domdne von EphB2 mit der b-Galactosidase kodiert. Diesem Molekiil fehlt
somit die intrazelludre Tyrosin-Kinase-Domane und damit die Fahigkeit zur intrazelluléren
Signaltransduktion. Tiere, die homozygot das EphB2°“Allel tragen, zeigen keine
milgeleitetete Migration der kommissuralen Fasern, da diese das erforderliche repulsive Signal
tber die extrazelluldre Domdne von EphB2 erhalten und korrekt geleitet werden (HENKEMEYER
etal., 1996).

Die Redundanz im System der Eph-Rezeptoren und ihrer Liganden konnte an den
EphB2/EphB3-Doppelmutanten demonstriert werden. Diese beiden Rezeptoren zeigen z.T.
tiberlappende bis identische Expressionsdoménen im ventralen Prosencephalon und in den
Rhombomeren r3 und r5 sowie &hnliche Affinitat zu den gleichen Liganden. Wahrend der
Verlust von EphB2, wie bereits erwahnt, zu einer abnormen Migration der Fasern der vorderen
Kommmissur fiihrt, fehlt den EphB3-Mutanten ein korrekt ausgebildetes Corpus callosum, der
Verbindungstrakt der beiden Halften des Neocortex. Bei den Doppelmutanten zeigen sich
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beide Fasersysteme jeweils verstarkt betroffen, da von der fehlerhaften Migration nun
ausnahmslos alle Axone betroffen sind. Zusétzlich sterben die doppelmutanten Embryonen,
wahrscheinlich aufgrund eines gespaltenen Gaumens, nach der Geburt, wdhrend die
Einzelmutanten voll tberlebensfahig sind (OrioLl et al., 1996). Darliberhinaus zeigen neuste
Studien, daB bei den doppelmutanten Mdusen die Zielfindung der retinaler Fasern zur
Austrittsstelle der Retina (Macula lutea) Fehler aufweist, die bei den Einzelmutanten nicht
auftreten (BIRGBAUER et al., 2000).

Die Inaktivierung des EphA8-Rezeptors in Mausen fiihrte ebenfalls zu aberranter
axonaler Zielfindung in einem kommissuralen Fasersystem. Die kommissuralen Axone einer
Subpopulation von EphA8 exprimierenden Neuronen des Colliculus superior, die sich mit dem
Colliculus inferior der kontralateralen Seite verbinden, kreuzen nicht mehr die Mittellinie
sondern wachsen auf der iplsilateralen Seite aus und terminieren im cervicalen Riickenmark
(PARK et al., 1997).

DaR die Wirkung der Eph-Rezeptoren und Ephrine nicht allein auf das Nervensystem
beschrénkt ist, konnte gezeigt werden als man der Funktion des EphB4-Rezeptors und seines
Liganden Ephrin-B2 (iber die Mutierung des Ephrin-B2-Gens bei Mdusen nachging. Dieses
Rezeptor-Liganden-Paar scheint von tragender Bedeutung bei der Spezifizierung von Arterien
und Venen wahrend der Angiogenese zu sein. Wahrend arterielle Zellen, zu diesem frithen
Zeitpunkt der Entwicklung des Kreislaufsystems, ausschlieSlich den Liganden exprimieren,
wird in vendsen Zellen ausschlieBlich der Rezeptor exprimiert. Homozygot mutante Ephrin-
B2"*“-Mause sterben bei normaler Vaskulogenese ab Embryonaltag 10,5 (E 10,5) aufgrund
nicht erfolgter Angiogenese ab. Die embryonale Letalitat zu diesem frilhen Zeitpunkt scheint
insbesondere auf den Verlust des Kapillarnetztes im Dottersack, der fiir die Versorgung des
Embryos unumgénglich ist, zurtickzufiinren zu sein. Jedoch betrifft die defiziente Angiogenese
nicht allein die Ausbildung der Arterien, die den Liganden exprimieren, sondern auch die
Bildung der Venen, die den Rezeptor exprimieren und fir ihre Spezifizierung auf die
Interaktion mit den arteriellen, endothelialen Zellen angewiesen sind (WANG et al., 1998).
Neueste Arbeiten konnten zeigen, daf in diesen ProzeR auch Ephrin-B1 involviert ist, welches
in Arterien und Venen exprimiert wird sowie der Rezeptor EphB3 der in manchen Arterien
exprimiert wird (ApAwms et al., 1999). Die Rolle von EphB4 und seinen Liganden bei der
Angiogenese scheint auch evolutionér konserviert zu sein, da die Inaktivierung von EphB4 Giber
RNA-Gegenstrang-Injektionen bzw. die ektopische Expression seiner Liganden bei Xenopus zu
Defekten bei der Bildung von Arterien und Venen fiihrt (HELBLING et al., 2000).

Zusétzliche Einsicht in die Wirkungsweise der Eph-Rezeptoren und Ephrine,
insbesondere im Hinblick auf die Regulation der Zellmigration im Metencephalon, wurde
durch die Verwendung eines weiteren Modellorganismus, des Zebrafisches ermdglicht (Danio
rerio). Beim Zebrafisch ist es moglich zu einem friihen, nur aus wenigen Zellen bestehenden
Entwicklungsstadium RNA in eine Zelle zu injizieren und damit die aus ihr translatierten
Proteine ektopisch in allen Nachléufer-Zellen zu exprimieren. Sowohl in vitro, mit aus
Zebrafisch-Embryonen in Kultur genommenem Gewebe aus der animalen Kappe, als auch in
vivo, bei der Bildung der Rhombomere des Metencephalons, konnte festgestellt werden, daf3
die Unterbindung der Zellmigration zwischen zwei distinkten Zellpopulationen, die einerseits
Rezeptoren (EphA4 in r3 und r5 und EphB4 in r2, r5 und r6) und andererseits Liganden
(Ephrin-B2 in r1, r4 und r7) exprimieren, an die bidirektionale Signaltransduktion zwischen
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Eph-Rezeptoren und Ephrinen der B-Klasse gebunden ist. Die unidirektionale
Signaltransduktion, wie sie aus der Injektion mit RNA flir dominant-negative Rezeptoren bzw.
B-Liganden, denen die Tyrosin-Kinase-Doméne fehlt, resultiert, kann die Vermischung der
Zellen aus den beiden unterschiedlichen Kompartimenten nicht verhindern (MeLLITZER et al.,
1999; Xu et al., 1999). Der gleiche Effekt kann auch bei Xenopus-Embryonen beobachtet
werden, die mit einem derart dominant-negativen Konstrukt injiziert werden. Dies kann
anhand der aberranten Expression, des fur die Rhombomere r3 und r5 charakteristischen
Transkriptionsfaktors Krox-20 festgestellt werden (Xu et al., 1995). Interesssanterweise flihrt
die ektopisch exprimierte, dominant-negative Form von EphA4 auch im Vorderhirn zu
Defekten, insbesondere zu einer Ausdehnung der Augenanlage mit einhergehender
Reduzierung des Diencephalons (Xu et al., 1996).

Die Ergebnisse dieser Analysen lassen fiir das System der Eph-Rezeptoren und ihrer
Liganden vielzahlige Funktionen, insbesondere wahrend der Embryogenese, erkennen. Vor
allem ihre regulierende Wirkung auf das Auswachsen von Axonen sowie die Verhinderung der
Durchmischung von Zellen verschiedener Kompartimente, tiber ihre repulsive Aktivitat, macht
sie zu Schlusselfaktoren der neuronalen Konnektivitdt und Musterbildung wéhrend der
Embryogenese.

1.6 Regulation der Eph-Rezeptoren und Ephrine

Im Laufe der letzten zwei Jahrzehnte ist eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren identifiziert
worden, die entscheidend in die Entwicklung des Nervensystems eingreifen. Insbesondere
Musterbildungsprozesse sowie die Regionalisierung der Neuralplatte sind direkt an die
Expression  derartiger ~ SchlUsselfaktoren  gebunden, wie in erster Linie aus
Geninaktivierungsstudien an transgenen Tieren hervorgeht (Ubersicht bei CHALEPAKIS et al.,
1993; STUART et al., 1993; BONCINELLI, 1994; RUBENSTEIN und PUELLES, 1994; RUBENSTEIN et al.,
1994 SHIMAMURA et al., 1995; JOYNER, 1996; BALLY-CuIF und BONCINELLI, 1997; BRAND und WURST,
1997; ALLEN et al., 1997). Die Erfolge auf diesem Gebiet fuhrten zunehmend dazu, daf auch die
Aufklarung der transkriptionellen  Kontrolle axonaler Wegfindung ein intensiver
Forschungsgegestand in der Entwicklungsneurobiologie wurde (Ubersicht bei DasTon und
KOESTER, 1996). Seit der Entdeckung der Eph-Rezeptoren und Ephrine sowie der Aufkldrung
ihrer Funktion bei Prozessen neuronaler Konnektivitat stehen nun Molekile bzw. Gene zur
Verfligung deren transkriptionelle Aktivierung direkt studiert werden kann.

Vor allem die Rolle der eine Homeodomane enthaltenden En-Transkriptionsfaktoren
bei der Expression der Ephrine und damit der Ausbildung der retinotektalen Topographie
stand im Mittelpunkt intensiver Studien (Ubersicht bei RETAUx und HarRris, 1996). Die Gene, die
flr diese Transkriptionsfaktoren kodieren sind Homologe des Drosophila Segment-Polaritat-
Gens engrailed und werden u.a. im Mesencephalon dhnlich den Ephrin-A2 und A5-Genen in
einen anterio-posterior zunehmenden Gradienten exprimiert (Davis und JOYNER, 1988). In
Xenopus-Embryonen konnte festgestellt werden, dal einer Inhibierung der En-Expression,
tber Injektion von Gegenstrang-Oligonukleotiden, Wegfindungs-Fehler retinaler Fasern als
auch der intertektalen Kommissur folgen (RETaux et al., 1996). Diese Daten konnten uber
retrovirale, ektopische Expression von En in Huhn-Embryonen nachdriicklich unterstiitzt
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werden. Nasale retinale Fasern projezieren ins posteriore Tectum. Werden nun die En-Gene
(Enl und En2) ektopisch im anterioren Tectum exprimiert, so flihrt dies zur ihrer ektopischen
Terminierung im anterioren Tectum. Temporale Fasern, die normalerweise das anteriore
Tectum innervieren wiirden, meiden es z.T. génzlich (ITasaki und NAKAMURA, 1996; FRIEDMAN
und O~ LEARY, 1996). Der Verdacht diese Wirkung von En wiirde auf die Aktivierung der zuvor
entdeckten, im Tectum exprimierten Ephrine beruhen, wurde erhdrtet als man erkannte, daf?
die ektopische Expression von Enl und En2 zur deckungsgleichen ektopischen Expression von
Ephrin-A2 und -A5 flihrt (LoGaN et al., 1996; SHIGETANI et al., 1997). Ob diese Aktivierung auf
einer direkten transkriptionellen Kontrolle beruht bleibt allerdings noch ungeklért.

Im Zusammenhang mit der retinotektalen Topographie sind neben den En-Faktoren
weitere  Transkriptionsfaktoren isoliert worden, deren ektopische Expression zu
Zielfindungsfehlern retinaler Fasern flhrt. Hierzu gehdren die Faktoren CBF-1 und CBF-2, die
als DNA-bindendes Motiv eine winged-helix enthalten und Vax, welcher eine Homeodoméne
enthalt (Yuasa et al., 1996; ScHULTE et al., 1999). CBF-1 wird wahrend der Entwicklung in der
nasalen Retina exprimiert, wahrend CBF-2 in der temporalen Retina exprimiert wird. Werden
diese beiden Molekile tiber retrovirale Infektion in den jeweils komplementéren retinalen
Kompartimenten ektopisch exprimiert, fihrt dies zu Fehlern in der Topographie retinaler
Fasern entlang der anterio-posterioren Achse (Yuasa et al., 1996). Vax wiederum wird in der
ventralen Retina exprimiert und fiihrt im Falle seiner ektopischen Expression in der dorsalen
Retina zu einer Ventralisierung derselben, wie anhand des Verlustes der Expression der
dorsalen Marker-Molekiile Ephrin-B1 und Ephrin-B2 sowie der dorsal induzierten Expression
der Eph-Rezeptoren B2 und B3 festgestellt werden kann. Ob der Einflu von Vax auf die
Expression dieser Molekiile auf einer direkten transkriptionellen Kontrolle basiert, ist bislang
ungekldrt. Letztlich fuhrt eine derartige ektopische Expression zum Verlust der Zielfindung nun
ventralisierter dorsaler retinaler Axone (SCHULTE et al., 1999).

Die Aufklarung der Regulation von Ephrinen und Eph-Rezeptoren blieb allerdings nicht
nur auf die Molekdle des retinotektalen Systems beschrankt. THEIL et al. (1998) gelang erstmals
die Aufklarung der direkten transkriptionelen Kontrolle eines Eph-Rezeptors im
Metencephalon. EphA4, welches in den Rhombomeren r3 und r5 des Rautenhirns exprimiert
wird, besitzt in einem Kontrollelement seines Promotors mehrere Bindungsstellen fiir den
Zinkfinger-enthaltenden Transkriptionsfaktor Krox-20. Werden diese Bindungsstellen mutiert
hat das den Verlust dieser Expressionsdomdnen zur Folge. Ektopische Expression von Krox-20
in den Rhombomeren r4 oder r6, in entsprechenden transgenen Mauslinien, flihrt auch zur
ektopischen Expression des lacZ-Reportergens unter Regulation des EphA4-Kontrollelements.
Flr EphA2, einen weiteren im Metencephalon in r4 exprimierten Eph-Rezeptor konnte in vitro
ebenfalls eine Interaktion von Kontrollelementen seines Promotors durch die in diesem
Territorium koexprimierten HOXAL- und HOXB1-Transkriptionsfaktoren festgestellt werden.
Diese Interaktion ist allerdings an die Présenz eines weiteren Homeodomanen-
Transkriptionsfaktors gebunden, Pbx1 (STRUDER et al., 1998). Diese Daten konnten in vivo in
Hoxal/Hoxb1-Maus-Doppelmutanten bestatigt werden, da es hier zu einer starken Reduktion
der Expression von EphA2 im r4-Territorium kommt, wohingegen bei den Einzelmutanten kein
derartiger Effekt beobachtet werden kann, was die Synergie in der Wirkungsweise dieser
Transkriptionsfaktoren verdeutlicht (CHEN und RuLey, 1998). Diese Studien zeigen
eindrucksvoll die Wirkung von Transkriptionsfaktoren auf die Expression von Zelloberflachen-
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Molekilen, wie den Ephrinen und ihren Rezeptoren und damit auch auf die Entwicklung
neuronaler Konnektivitat auf.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Organisation, Expression, Regulation und Funktion
des Ephrin-A5-Gens der Maus (Mus musculus) aufgeklart werden.

Zu diesem Zweck sollen cDNA sowie genomische Klone isoliert, und diese dber
Restriktionskartierung und Sequenzierung charakterisiert werden, so daf} die genomische
Organisation von Ephrin-A5 ersichtlich wird. Auf der Basis dieser Erkenntnis kann eine
Strategie entwickelt werden, mit welcher der Locus im Maus-Genom (ber homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) gezielt mutagenisiert und dadurch
inaktiviert werden kann. Im Anschluf sollen tber Injektion der mutagenisierten ES-Zellen in
Blastocysten chimare Mduse erzeugt werden und diese durch geeignete Verpaarungen, fiir das
mutierte Allel heterozygote und homozygote Nachkommen produzieren.

Aus dem phanotypischen Vergleich von Mausen, die einen intakten Locus besitzen und
Mausen, in denen das Gen inaktiviert worden ist, kdnnen Schltsse auf die Funktion von
Ephrin-A5 im Organismus gezogen werden. Diese Analyse mdglicher phdnotypischer
Verénderungen Ephrin-A5-defizienter Méuse soll durch eine detaillierte Expressionsanalyse von
Ephrin-A5 unterstiitzt werden. Dazu sollen an Ganzkorperprdparaten sowie an Schnitten
embryonalen und adulten Gewebes RNA-in situ-Hybridisierungen durchgeflinrt werden, und
das Expressionsmuster studiert werden. Insbesondere soll die bereits vermutete Funktion von
Ephrin-A5 bei der Etablierung der retinotektalen Karte durch geeignete Markierungs-
Experimente tiberpriift werden.

In der vorliegenden Arbeit sollen auch Fragen zur Regulation des Ephrin-A5-Gens
geklart werden. Hierzu soll versucht werden 5”-regulatorische Elemente zu klonieren, zu
sequenzieren und die ermittelte Sequenz einer computergestiitzten Analyse zur Identifizierung
potentieller Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren zu unterziehen. Um die Funktionalitat
dieser Promotorelemente zu uberprifen sollen lacZ-Reporterkonstrukte hergestellt werden,
die Uber Vorkerninjektion in das Genom von Mausen integriert werden. Die Aktivierung der
lacZ-Kassette kann durch den histochemischen Nachweis der von ihr kodierten
b-Galactosidase mittels X-Gal-Farbung festgestellt werden. Aus dem Vergleich der RNA-in situ-
Hybridisierungen und der Expression des Reporters sollen Schllisse auf die Funktion der
isolierten Elemente gezogen werden.

Letzlich soll die Rolle der En-Transkriptionsfaktoren bei Expression und Regulation der
Ephrine im Tectum ermittelt werden. Hierzu sollen in situ-Studien mit wildtypischen und En-
defizienten Mdusen durchgeflihrt werden. Eventuelle Verdnderungen in Expressionsverlauf
oder -intensitat, insbesondere im Bereich des Nervensystems, sollen in die Modelle der
Regulation von Ephrin-A2 und -A5 im Tectum integriert werden
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2 Material und Methoden

2.1 Gerateliste

Agarosegel-
Elektrophoreseapparaturen:

Autoklav:

Brutschrank:
Elektrophorese-Netzgerate:
Elektroporationsgeréte:
Feinwaagen:
Gefrierschrénke (-80 °C/-140 °C):
Gefrierschrénke (-20 °C):
Geldokumentationsanlage:
Heizblocke:
Heizer/Magnetrihrer:
Hybridisierungsofen/-rohren:

Inkubationsofen:

Inkubationsschranke (ES-Zellen):

Kaltlichtquellen:
Kuhlschranke (4 °C):
Laborglaswaren:

Mikroskope:

MWG-Biotech

Melag Typ 24

WT-Binder

Pharmacia, ECPS 3000/150; Biorad, Model 200/2.0
Biorad, Gene Pulser® 11, Pulse Controller Plus
Precisa 40SM-200A; Sartorius LP 4200 S

New Brunswick Scientific, Heraeus

Liebherr

MWG-Biotech, Gel Print 2000i

Eppendorf, Thermomixer 5436

IKA Labortechnik, RCT basic

MWG-Biotech

Memmert

Heraeus

Leica, KL 1500; Shott, KL 750

Liebherr

Shott

Leica DMIL, MZ 6, MZ APO, DMRB
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Paraffin-Einbettvorrichtung: Sakura, Tissue-Tek® TEC

PCR-Geréte: Perkin Elmer, GeneAmp® PCR System 9600/9700
Photometer: Pharmacia Biotech, Gene Quant I
pH-Mel3gerét: WTW, pH 538

Pipettierhilfe: Hirschmann, pipetus®-akku

Pipetten (2m-1ml/0,5-10 n) Gilson / Eppendorf

Polyacrylamidgel-

Elelektrophoreseapparatur: Biometra
Reinstwasser-Aufbereitungsanlage: Millipore, Milli-QUFPlus,

Seral, Seralpur PRO 90 CN

Schittler / Schwenker: Heidolph, Unimax 2010, Polymax 1040, REAX 2;
Infors; CLAY ADAMS® Brand, Nutator
Sequenzier-Automaten: Applied Biosystems 370 A und 373 A
Sterilbanke: Nunc, Laminar Flow Workstation,
Microflow Safety Cabinet
Heraeus, LaminAir® HB 2448
Flussigstickstofftank: MVE Cryogenics, XLC 230
UV-DNA/RNA-Crosslinker. Stratagene, UV Stratalinker® 1800/2400
UV-Transiluminator: Bachhofer
Vakuum-Konzentrator: Bachhofer
Vortex: Ika, MS1 Minishaker
Wasserbader: GFL, Julabo
Zentrifugen: Beckman, J2-MC

(Rotoren: JLA-16.250/JA-20)
Heraeus, Biofuge pico, Megafuge 1.0R
Hettich, Universal 30F
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2.2 Bezugsquellen von Chemikalien, Enzymen und
anderem Verbrauchsmaterial

Alconox, New York, USA
American National Can, Chicago, USA

Amersham, Braunschweig

Applied Biosystems,
Foster City, California, USA

BDH Laboratory Supplies, Poole, GB

Becton Dickinson, Europe
(Vertrieb Schubert & Weiss, Mlinchen)

Biozym, Hameln
Clontech, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Fresenius AG, Bad Homburg

GIBCO-BRL, Eggenstein

Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Kodak, New Haven, USA
(Vertrieb Sigma, Deisenhofen)

Alconox®

Parafilm®

Nylontransfermembran Hybond N+, Hybond N-
Rundmembranen, MegaprimeO DNA labelling
systems, RedivueO [a-*P]dCTP

Taq DyeDeoxy™ Terminator Cycle Sequencing
Kit

DPX EinschluBmittel, Gelatine

Falcon®-GeféRe, Kandilen, Spritzen

Kapillarspitzen, PCR-Reaktionsgefalie
AdvantageO PCR-Pure Kit

Combitips (div. GroRRen), Safe-Lock-
Reaktionsgefale (1,5/2,0 ml)

Ampuwa®-Wasser

ARTO Sterilfilterspitzen, DNA Mass Ladder, 1kb-
Ladder, Formamid, 5" -RACE Kit,
Restriktionsenzyme incl. 10fach Puffer,
RNA-Molekulargewichtsstandard, SuperscriptO
RNase H" Reverse Transcriptase, Zellkulturmedien
und Zusétze

Bakterienkulturschalen, Einmalpipetten
Autradiographie-Emulsion (Typ NTB-2),

Entwickler (D-19), Fixierer,
Filme (Biomax, X-OMAT)
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MERCK, Darmstadt

MILLIPORE, Neu Isenburg

National Diagnostics/Kimberly,
Vertrieb Biozym, Hameln

NEN Lifesciences, Boston, USA
Nunc, Wiesbaden

Pharmacia Biotech, Freiburg
Promega, Mannheim

QIAGEN, Hilden

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Schleicher & Schill, Dassel

SERVA, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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Bromphenolblau, Borsaure, Calciumchlorid,
Cloroform, Eisessig, Ethanol, Formamid, Gelatine,
Glukose, Glycerin, Harnstoff, KAISERS
Glyceringelatine, Kaliumacetat, Kaliumchlorid,
Lithiumchlorid, Magnesiumchlorid, Maleinsdure,
Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumhydroxyd

Ultrafree®-MC Filters (NMWL 30,000)

Sequagel®-, Accugel®-Polyacrylamid-
Fertiglosungen

GenescreenO , Rontgenfilme
Verbrauchsmaterial aller Art fiir die ES-Zellkultur
Ready To Go™ T-Primed First-Strand Kit
Wizard® Plus Midiprep DNA Purification System
Plasmid Maxi Kit, RNeasyO Kit

a-Digixigeninantikérper, Blockierungsreagenz,
DNA-Molekulargewichtsstandards, dNTPs, NTPs,
Dig-11-UTP, DTT, Proteinase K,
Restriktionsenzyme incl. 10fach Puffer, Rnase A,
T4 DNA-Ligase, T3-, T7-RNA-Polymerase, Tag-
Polymerase,

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1),
Trockenperlen, Rotiszint®-Szintilationsldsung,
X-Gal

Pipettenspitzen

Faltenfilter, Polytrap-Papier
Ammoniumperoxodisulfat (APS), Casiumchlorid,
Ethylendiamintetraacetat Na,-Salz (EDTA),
Natriumdodekylsulfat (SDS), RNAsin,
Trishydroxymethyl-aminoethan (Tris)

Alcianblau, Alizarinrot, Amberlite®, Ampicillin
(Na-Salz), BSA, DMSO, EDTA, Ethydiumbromid,
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Monoclonal a-Neurofilament 160 (Clone NN18),
MOPS, Natriumazid, PBS (Fertigmischung), PFA,
Polyethylenglykol (PEG), SDS, Thesit

Stratagene, Heidelberg TaqPIus‘? Long PCR System, p-Bluescript® Il KS+
| -DASHC 11, FLASH® Chemiluminescent Gene
Mapping Kit

Whatman, Maidstone, GB 3MM-Filterpapier

2.3 Zusammensetzung der Reagenzien, Puffer und
Stammldsungen

2.3.1 Molekularbiologie

Acetat-Losung (Los. 111): 3 M Kaliumacetat
(Fur alkalische Lyse) 11,5% Eisessig
Assay-Puffer: 10 mM Diethanolamin
(flir Restriktionskartierung) 1 mM MgCl,

mit HCl auf pH 10,0 eingestellt

10 x dNTP-Mix: 2 mM Desoxyadenosintriphosphat (dATP)
2 mM Desoxycytosintriphosphat (dCTP)
2 mM Desoxyguanintriphosphat (dGTP)
2 mM Desoxythymidintriphosphat (dTTP)

Denaturierungslosung: 0,5N NaOH

1,5 M NaCl
Depurinierungslosung: 0,2N HCI
Formamid-Ladepuffer: 90% Formamid

50 mM EDTA

deionisiert
Glukose-Losung: 25 mM Tris (pH 8,0)
(fiir alkalische Lyse) 10 mM EDTA

1% Glukose
Hybridisierungslésung: 0,5 M Natriumphosphat (pH 7,0)

(fiir BAC-Bibliothek) 7% SDS
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Hybridisierungslésung:
(fir Phagen-Bibliothek)

Hybridisierungslésung:

(fir Kolonienhybridisierung)

5 x Ladepuffer:

LB-Medium:

Lysispuffer:
(fiir Gewebe)

Lysispuffer:
(fiir ES-Zellen)

MOPS-Puffer:

NaOH/SDS-L6sung:
(fiir alkalische Lyse)

Neutralisierungslésung:

Phenol/Chloroform/
Isoamylalkkohol:

15% Formamid

7% SDS

1% BSA

0,5 M Natriumphosphat (pH 7,0)
0,1 MEDTA (pH 8,0)

7% SDS
0,5 M Natriumphosphat (pH 7,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)

50% Glycerin
0,01% Bromphenolblau

1% Bakto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

0,5% Natriumchlorid

mit HCl auf pH 7,2 eingestellt

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
50 mM EDTA

50 mM NaCl

0,5% SDS

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA

10 mM NaCl

0,5% N-Lauroylsarcosyn

0,4 M MOPS

0,1 M Natriumacetat

10 mM EDTA

mit NaOH auf pH 7 einstellen

0,2 N Natronlauge
1% SDS

0,5M Tris-HCI (pH 7,2)
1,5 M NaCl

25 Volumen PhenollGsung

(70 mM Phenol in TE-Puffer + 0,25 g Hydroxycholin)
24 Volumen Chloroform

1 Volumen Isoamylalkohol

Material und Methoden - 21
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Polyacrylamid-LGsung flr 25% Accugel-Polyacrylamid-Fertiglosung (40%ig)
10%ige Gele: (Acrylamid:Bisacrylamid 29:1)

10% 10~ TBE-Puffer

15% Glycerin

RF1-Losung: 100 mM RbCl
50 mM MnCl,
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
15% Glycerol
mit 0,2 M Essigsaure auf pH 5,8 eingestellt, sterilfiltriert

RF2-L6sung: 10 mM 3-(N-Morpholino)propansulfanséure (MOPS)
10 mM RbCl
75 mM CaCl,
15 % Glycerol
mit NaOH auf pH 6,8 eingestellt, steriffiltriert

20 x SSC-Puffer: 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris-Base
1 M Natriumacetat
50 mM EDTA

10 x Taqg-PCR-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,4)
(flir Genotypisierung) 15 mM MgCl,
500 mM KCl

10 x Taqg-PCR-Puffer: 300 mM Tricin (pH 8,4)
(flir 5" -RACE) 20 mM MgCl,
50 mM b-Mercaptoethanol
0,1% Gelatine
1% Thesit

10 x TBE-Puffer: 1 mM Tris-Base
0,83 mM Borsdure
20 mM EDTA

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)
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Top-Agar:

TSS-Losung:

Wasch-Puffer 1:
(fiir Restriktionskartierung)

Wasch-Puffer 2:
(fiir Restriktionskartierung)

X-Gal-Lésung:

2.3.2 Histologie

PBS:

Kresylviolett-L6sung:

LB-Medium
0,7 % Bacto-Agar
10 mM MgS0,

LB-Medium

10% Polyethylenglykol
5% Dimethylsulfoxid
50 mM MgS0,

2" SSC
1% SDS

2" SSC
1% Triton X-100

20 mg/ml in deionisiertem N,-N-Dimethylformamid

120 mM NaCl
2,7 mM KCl

7 mM Na,HPO,
3 mM NaH,PO,
ergibt pH 7,4

2,5 g Kresylviolett

0,102 g Natriumacetat

1,55 ml Eisessig

mit Wasser auf 500 ml auffillen

2.3.2.1 Farbungen mit Fusionsproteinen alkalischer Phosphatase

Fixierldsung:

HBHA-Puffer:

60% Aceton

3,7% Formaldehyd

20 mM Hepes (pH 7,0)
in HBS-Puffer

HBSS-Medium
0,5 mg/ml BSA
0,1% NaN,

Material und Methoden - 23
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HBS-Puffer:

HBSS-Medium:

2.3.2.2 In situ-Hybridisierung

Hybridisierungslésung:
(Fir Ganzkorperpréparate)

Hybridisierungslésung:

(Fur Schnitte)

NTE-Puffer:

Waschlosung 1:

150 mM NaCl
20 mM Hepes (ph 7,0)

5,4 mM KClI

0,45 mM KH,PO,
137 mM NaCl

4,2 mM NaHCO,
0,34 mM Na,HPO,
0,1% D-Glukose
0,001% Phenolrot

50% Formamid
5" SSC (pH 4.5)
50 nmg/ml tRNA
50 ng/ml Heparin
1% SDS

0.1% CHAPS

50% Formamid

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
300 mM NaCl

5mM EDTA (pH 8,0)
10% Dextransulfat

0.02% Ficoll 400

0.02% Polyvinylpyrrolidone
0.02% BSA

0,5 mg/ml tRNA

0,2 mg/ml Blockade-DNA
200mM DTT

500 mM NaCl
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
5mMEDTA

50% Formamid
5 SSC (pH 4,5)
1% SDS

0.1% CHAPS

Material und Methoden - 24
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Waschlésung 2: 500 mM NaCl
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
0.1% Tween-20
0.1% CHAPS
Waschlésung 3: 50% Formamid

27 SSC (pH 4,5)

MAB-Puffer: 100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl
pH 7,5 mit NaOH eingestellt

NTM-Puffer: 100 mM NaCl
100 mM Tris-HCI (pH 9,5)
50 mM MgcCl,

2.3.2.3 Immunhistochemische Farbungen

10 x TBS: 138 mM NaCl
2.5 mM KCl
250 mM Tris-HCI (pH 7,5)

2.3.24  X-Gal-Farbung

Fixierldsung: 2% Paraformaldehyd
0,2% Glutaraldehyd
2 mM MgCl,
5mM EGTA

0,1 M Phosphat-Puffer: 77 mM Na,HPO,
23 mM NaH,PO,
ergibt pH 7,3

Wasch-Puffer: 0,1 Phosphat-Puffer (pH 7,3)
2 mM MgCl,
0,02% Nonidet-P40

X-Gal-Férbeltsung: 1 mg/ml X-Gal
5 mM Kaliumferrocyanid
5 mM Kaliumferricyanid
in Wasch-Puffer
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2.3.2.5  Skelettfarbung

Alcianblau-L6ésung: 0,3% Acianblau in 70% EtOH
Alizarinrot-Losung: 0,1% Alizarinrot in 95% EtOH
Féarbeldsung: 5% Alcian blau-Ldsung

5% Alizarin rot-Losung

5% Essigsdure

in EtOH
Mazerierungslésung: 20% Glycerin

1% KOH

2.3.3 ES-Zell-Kultur

ES-Zellen-Medium: 13% Fotales Kalber Serum (FKS)
2 mM L-Glutamin
0,1 mM b-Mercaptoethanol
1.500 U/ml m-LIF
in DMEM

Feeder-Medium: 10% Fotales Kalber Serum (FKS)
2 mM L-Glutamin
2 mM nicht-essentielle Aminosduren
in DMEM

2 x Einfriermedium: 50% Fotales Kélber Serum
30 % ES-Zellen-Medium
20 % Dimethylsulfoxid

2.4 Oligonukleotidprimer

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden in der Arbeitsgruppe Biologische
Datenverarbeitung (AG BIODV) der GSF von Herrn Utz Linzner mit einem Applied Biosystems
394 DNA/RNA Synthesizer hergestellt. Die Oligonukleotide wurden lyophylisiert erhalten und
zur Konzentrationshestimmung sowie weiterer Verdlinnung 15 min bei 50 °C in 400 i Wasser
gelost. Die Konzentration wurde ber die Absorption bei 260 nm gemessen. Eine
Absorptionseinheit bei 260 nm (OD,,) entspricht fiir einzelstrangige Oligonukleotide ca.
20 ng/ml (SamBrOOK et al.,, 1989). Um die Konzentrationsbestimmung zusétzlich intern zu
standardisieren, wurde die Absorption bei 280 nm bestimmt. Lag das Verhaltnis OD.g,/ OD,g,
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Uber 1,8 - was immer der Fall war - wurde der Wert der OD,;-Messung zur
Konzentrationsherechnung tibernommen (OD,, * 20 - Verdiinnungsfaktor). Nach Bestimmung
der Konzentration wurden 100 ni-Aliquots von 10 pmol/m angelegt, die fir die PCR-
Amplifikationen verwendet wurden. Flr die Sequenzreaktionen wurden Aliquots mit einer
Konzentration von 3,2 pmol/ni angelegt. Diese Aliquots wurden ebenso wie die Stockldsungen
bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

Alternativ zu den Oligonukleotiden, die von der GSF erhalten wurden, wurden
lyophilisierte und entsalzte, in einer 0,02 nmol Synthese hergestellte, Oligonukleotide der
Firma Metabion verwendet, die in einer Konzentration von 100 pmol/m als Stocks angelegt
wurden. Die Schmelztemperaturen der Primer wurden mit dem Oligo-Editor Programm
berechnet (AG BIODV).

2.5 Plasmid-DNA-Klone zur Herstellung von cRNA-Sonden

Flr die in situ-Hybridisierungen wurden Sonden verwendet, die aus folgenden tabellarisch
aufgelisteten Plasmiden (iber in vitro-Transkription hergestellt wurden.

Gen DNA-Insertgrofie | Restriktionsenzym und RNA-Polyme- | zur Verfligung gestellt von
[bp] rase fur Sonden-RNA (antisense) (Referenz)
Ephrin-A2 601 ECoRI/T3 Dr. Uwe Drescher (personliche
Mitteilung)
Ephrin-A3 395 BamHI/T3 Dr. Uwe Drescher (personliche
Mitteilung)
Ephrin-A4 513 BamHI/T3 Dr. Uwe Drescher (personliche
Mitteilung)
Ephrin-A5 928 Sall/T7 Dr. Uwe Drescher (ZaRBALIS und
WuURsT, 2000)
EphA4 1182 Xhol/T7 Dr. Uwe Drescher (personliche
Mitteilung)
EphA6 541 BamHI/T3 Dr. Uwe Drescher (personliche
Mitteilung)
En2 ca. 800 Clal/T7 Dr. Alexandra Joyner (JOYNER
und MARTIN, 1987)
Pax2 ca. 500 BamHI/T3 Dr. Peter Gruss (personliche
Mitteilung)

In situ-Hybridisierungen mit dem jeweils kodierenden Strang der aufgelisteten Sonden
fihrten zu keinerlei unspezifischem Hintergrund mit Ausnahme der Ephrin-A5-Sonde, die in
der Pyramidenzellschicht des Hippocampus zu unspezifischen Signalen fiihrt.



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Material und Methoden - 28

2.6 Verwendete Tiere - Haltung

Zur Gewinnung von Embryonen fiir die in situ-Hybridisierungen wurden, sofern die Studien
nicht an entsprechenden Mutanten durchgefiinrt wurden, Mause des Stammes C3H nach
nattirlicher Verpaarung verwendet.

Fir die Gewinnung von Blastocysten (E 3,5) wurden Weibchen des Stammes C57BL/6
nach hormoneller Behandlung zur Superovulation verwendet. Die Superovulation dient der
Erhohung der Anzahl an ovulierten Eizellen und erfolgt durch die Behandlung der Weibchen
mit Analoga der gonadotropen Hormone follikelstimulierendes Hormon (FSH) und
luteinisierendes Hormon (LH). Dadurch erhdlt man pro Tier mehr Eizellen, wodurch die
Anzahl der verwendeten Spendertiere minimiert werden kann. Die Applikation der Hormone
erfolgte durch intraperitoneale Injektion und begann stets um 15 Uhr mit einer Dosis von 7,5
l.E. Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG, Intervet), um die Reifung der Follikel zu
induzieren. 48 Stunden spdter, wurden die Spender-Weibchen mit 7,5 I.E. humanem Chorion-
Gonadotropin (hCG/Ovogest, Intervet) behandelt. Durch die Gabe von hCG sollte die
Ovulation der Eizellen erreicht werden. Die mit PMSG und hCG behandelten Weibchen
wurden einzeln mit einem Méannchen des gleichen Stammes verpaart. Am nachsten Tag wurde
geprft, ob die Weibchen von den Madnnchen gedeckt wurden. Dies konnte man anhand eines
die Vagina verschlieRenden, festsitzenden weillichen Pfropfes aus geronnenem Sekret,
welches ein Produkt der beiden vorderen Prostataloben ist, erkennen. Als Ammen-Miitter
dienten pseudotrdchtige Weibchen des Stammes CD-1. Zur Einleitung einer
Scheinschwangerschaft wurden die Weibchen mit sterilen CD-1-Mdnnchen, die nach HoGaN et.
al. (1994) vasektomiert wurden, verpaart. Fir die Ruickkreuzung der Chiméren wurden Méuse
des Stammes C57BL/6 verwendet.

Alle Mduse stammen aus den Bestdnden der GSF-Tierhaltung, wo sie in einem
geschlossenen  System, unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen, gemal den
Bestimmungen der Tierschutzverordnung gehalten und gezlichtet werden. Futter und Wasser
standen den M&usen ad libitum zur Verflgung. Die Temperatur betrug 22 + 2 °C und die
relative Luftfeuchtigkeit 55 + 5%. Eine automatische Zeitschaltuhr regelte die Tag- und
Nachtphasen, die jeweils 12 Stunden betrugen. Die Hellphase dauerte von 6 bis 18 Uhr.

M&use aus der Mutantenzucht wurden drei Wochen nach der Geburt von den Eltern
abgesetzt und nach Geschlecht getrennt. Die Markierung der M&use erfolgte durch
Ohrlochung, was eine Numerierung von 1 bis 99 erlaubte.

2.7 Bestimmung embryonaler Stadien

Sowohl der Kopulationszeitpunkt als auch das Entwicklungstempo einzelner Embryonen
innerhalb eines Wurfes kdnnen variieren (KAuFmAN, 1992). Um die ausgesprochen dynamisch
verlaufende Ephrin-A5-Expression mdglichst prézise mit bestimmten Entwicklungsstadien zu
assoziieren, werden die Altersangaben sowohl als embryonale Tage (E) als auch genauer in
Theiler-Stadien (TS) angegeben (THEILER, 1989; RuGH, 1990; KaurmaN, 1992). Wann immer
Vergleiche von Genexpressionsmustern durchgefiinrt wurden, wurde darauf geachtet
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moglichst  gleichdatierte  Foten zu verwenden. Die vorwiegend untersuchten
Entwicklungsstadien vom Beginn der Gastrulation bis zur friihen Organogenese (TS9 - T521)
sind in der folgenden Tabelle kurz beschrieben.

Tabelle 2.1 Die Theiler-Stadien der Embryonalentwicklung der Maus.

Theiler- | nominelles | Anzahl der | Beschreibung
Stadium | Alter (E) Somiten

TS9 6,5 - Bildung des Mesoderms

TS10 7 - Bildung von Amnion, Allantois und Primitivgrube

TS11 75 - Bildung der Neuralplatte, Présomitenstadium

TS12 8-85 1-7 Erste Somiten werden schtbar, die Neuralfalten beginnen sich in der
occipital/cervicalen Region zu schlieBen

TS13 85-9,0 8-14 Drehung des Embryos, 2 Branchialbdgen

TS14 9,0-95 13-20 Erhebung der Kopffalten, Formierung des anterioren Neuroporus,

optische Erhebung um die Augenanlage wird deutlich

TS15 9,5-10,25 21-29 | Vorderbeinknospen deutlich zu erkennen, 3 Branchialbdgen,
maxillarer Anteil des ersten Branchilabogens knickt nach vorne um,
deutlich erkennbarer dritter Branchialbogen wird bereits vom
zweiten Uberwachsen, Formierung des posterioren Neuroporus,
dorsale  Einschniirung des Diencephalons erscheint und
Telencephalonventrikel wird deutlich

TS16 30-34 | die Hinterbeinknospen sowie die Schwanzknospe werden sichtbar, 4
Branchialbégen,  ShlieBung  des  posterioren  Neuroporus,

10,25 - 10,75 Ohrbléschen werden sichthar
TS17 35-39 Extremitdtenknospen sehr prominent, caudale Branchialbdgen

deutlich zu erkennen, Linse scharf abgegrenzt

TS18 11,0-115 40-44 | Ruckenlinie beschreibt oft ebenmaRige Parabel,
Extremitdtenknospen distal abgeflacht, die Untergliederung des
Gehirns in seine einzelnen Abschnitte ist deutlich zu erkennen

TS19 115-120 43-48 Rickenlinie beschreibt oft weiterhin eine ebenméRige Parabel,
Extremitdtenknospe distal vieleckig, alle Gehirnanteile noch deutlich
zu erkennen, in der Thorakalregion beginnt die Fétalentwicklung

TS20 12,0-125 48 - 52 Einbuchtungen der Finger werden sichtbar, Gehirnanteile weniger
deutlich unterscheidbar, viertes Ventrikel beginnt mit seiner
Zusammenfaltung, Fotalentwicklung erreicht den Schwanz

TS21 125-130 52-55 Fotalentwicklung im ganzen Korper

2.8 Isolierung genomischer DNA
2.8.1 Isolierung von genomischer DNA aus Gewebe

Die Prdparation genomischer DNA erfolgte in erster Linie zur Genotypisierung der Mause und
wurde daher in den meisten Féllen aus einem ca. 0,5 - 1 cm langem Schwanzstiick der Tiere
isoliert. Zur Genotypisierung von Embryonen, wurde die DNA bei friihen Stadien (bis E 12,5)
aus dem Amnion isoliert, bei dlteren Stadien hingegen ebenfalls aus einem Stiick des
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Schwanzes.

Das Gewebe wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefall mit 100 - 500 ml Lysis-Puffer
tbeschichtet dem 1 mg/ml Proteinase K zugefligt wurde. Dieser Ansatz wurde (ber Nacht
(U.N.) bei 52 °C inkubiert. Eventuell noch vorhandene Proteinreste (Proteinase K verdaut sich
weitgehend selbst) wurden nur bei den 500 nl-Ansdtzen mit einem &quivalenten Volumen an
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) durch vorsichtiges Schwenken fir 1 h extrahiert.
Die Trennung der walrigen Phase von der organischen erfolgte durch Zentrifugieren bei
4.000 " g fiir 7 min. Durch Hinzugabe des Kunstwaches Phase Lock GelO (5 Prime-3 Prime,
Inc., Kat.-Nr.: pl-429220) wurden die Phasen isoliert. Die DNA wurde aus der wassrigen Phase
mit dem 0,6fachen Volumen an Isopropanol geféllt, durch 10mindtige Zentrifugation bei
13.000 * g prézipitiert und nach Dekantieren des Uberstandes mit 70% EtOH gewaschen. Nach
dem Trocknen bei RT wurde das Prézipitat in 50 - 100 nl TE-Puffer oder Wasser aufgenommen,
dann, um die DNA wieder in Losung zu bringen G.N. bei 50 °C inkubiert und bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.8.2 Isolierung von genomischer DNA aus Zellen

Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS ein- bis zweimal gewaschen und mit
Lysispuffer, der 1 mg/ml Proteinase K enthielt, bedeckt. Die Zellkulturschale wurde im
Anschluf mit Parafilm® an der Kante umhdillt, in eine feuchte Kammer gegeben und (.N. bei
52 °C inkubiert. Nach Abschluf? der Lyse wurde die DNA mit dem doppelten Vol. kaltem EtOH,
dem 75 mM NaCl zugegeben wurden, prézipitiert und dreimal mit 70% EtOH gewaschen. Die
getrocknete DNA wurde in einem geeigneten Volumen TE-Puffer gelost.

2.9 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von RNA aus Zellen oder Gewebe wurde der RNeasyO Kit von QIAGEN (Kat-Nr.
74104) verwendet. Die Methode basiert auf der mechanischen und chemischen Lyse der Zellen
bzw. Gewebe in Guanidinium Isothiocyanat-Puffer (CHomczyNsky und SAccHI, 1987). Das daftr
verwendete Dispergiergerat fiihrt durch seine schnelle Rotation zusdtzlich zur Scherung der
genomischen DNA. Das Gewebe oder vereinzelte und prézipitierte Zellen wurden nach
vorherigem Schockgefrieren fiir 30 - 120 s bis zum Erhalt eines klaren Lysats dispergiert. Das
Lysat wurde im AnschluR® auf die dem Kit beigegebenen Séulen appliziert, an die die RNA ab
einer GroRe von 200 b selektiv bindet. Kontaminierende Komponenten wurden durch
zweimaliges Waschen entfernt und die RNA abschlieRend mit Wasser eluiert. Die
Konzentrationshestimmung der RNA erfolgte photometrisch Gber die OD,s. Bei RNA
entspricht eine Absorptionseinheit bei 260 nm (OD,,,) 40 ng/ml (SaMBROOK et al., 1989). RNA
wurde bis zur weiteren Verwendung bei -140 °C aufbewahrt.
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2.10 Gel-Elektrophorese
2.10.1 DNA-Gel-Elektrophorese

Je nach GroRe der elektrophoretisch aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden 0,7 - 2%ige
Agarosegele oder 10%ige Polyacrylamidgele verwendet. Je kleiner die erwarteten Fragmente,
desto hoherprozentig waren die eingesetzten Gele. Agarosegele wurden durch Einwiegen von
Agarose in TAE- bzw. TBE-Puffer und Auflésen in einem Mikrowellengerét hergestellt. Danach
wurde die noch fliissige, mit 20 - 100 ng/ml Ethydiumbromid (EtBr) versetzte Losung in eine
vorbereitete Kunstoffschale gegossen, wo sie durch Abklhlung zum Gel erstarrte. Bei
Polyacrylamidgelen wurden 10 ml einer 10%igen Stammlésung mit 100 m APS und 10 nl
TEMED versetzt und zur Polymerisation zwischen zwei senkrecht aufgestellte Platten gegossen.
Die Farbung mit EtBr erfolgte erst nach Abschluf® der Elektrophorese.

PCR-Reaktionen wie auch Restriktionsverdaus wurden mit 5~ Ladepuffer versetzt und
in einem Agarosegel bzw. einem 10%igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
fir die Elektrophorese eingesetzten Puffer waren TAE flr Agarosegele und TBE fiir
Polyacrylamidgele.

Die elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde durch UV-lllumination sichtbar
gemacht. Das eingesetzte UV-Licht von 305 nm regt das Ethydiumbromid zu einem orangen
Leuchten an (590 nm) und macht somit die DNA-Banden sichtbar, in die es interkaliert hat. Die
Nachweisgrenze einer scharfen Bande liegt mit dieser Methode bei ca. 5 bis 10 ng DNA. Die
Gele wurden mit einer Videokamera aufgenommen und zur Dokumentation fotografiert.

2.10.2 Denaturierende RNA-Gel-Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
Agarose-Gelen. Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose in Wasser bis zur Auflosung
gekocht und nach Abkuhlung auf ca. 60 °C mit 0,1 Vol. 10~ MOPS-Puffer und Formaldehyd bis
zu einer finalen Konzentration von 2 M versetzt. Der Laufpuffer bestand aus 0,1 Vol.
10" MOPS-Puffer und 0,5 M Formaldehyd.

Proben (10 - 20 ng) wurden mit Denaturierungspuffer versetzt, 5 min auf 70 °C erhitzt,
auf Eis rasch abgekuhlt und anschlieBend aufgetragen. Gesamt-RNA wurde in 1 - 1,2%igen
Gelen bei 2 - 2,5 V/cm aufgetrennt.

2.11 Transfertechniken
2.11.1 Southern-Blotting

Mit Hilfe des Southern-Transfers (SOUTHERN, 1975) wurden in Agarose-Gelen elektrophoretisch
aufgetrennte DNA-Fragmente auf Nylonmembranen Gbertragen und immobilisiert. Nach der
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Horizontal -Gelelektrophorese wurde die doppelstrangige DNA fir ca. 10 min schwenkend mit
Depurinierungslosung behandelt, um sie begrenzt zu fragmentieren. Die Depurinierung wurde
nur eingesetzt, wenn einzelne Fragmente eine GroRe von mehr als 7 oder 8 kbp erreichten. Im
Anschluf® wurde zweimal fir 20 min in Denaturierungldsung geschwenkt und abschlieBend
30 min in Neutralisierungslosung. Das Gel wurde dann auf Whatman® 3MM-Filterpapier (Kat.-
Nr.: 3030 917) gelegt, dessen Enden in 10 ~ SSC eintauchten, und mit Plastikfolie umgrenzt,
um einen Flussigkeitsdurchfluf nur durch das Gel zu erlauben. Auf das Gel wurden in gleicher
GroRe eine Nylonmembran (GeneScreenO, NEN, Kat.-Nr.: NEF-972) und zwei Filterpapiere,
die ebenfalls in 10~ SSC getrankt waren, luftblasenfrei gelegt. Dariiber wurden mehrere Lagen
(ca. 5 cm) trockenen Papiers gelegt und der ganze Aufbau mit einem ca. 500 g schweren
Gewicht beschwert. Wahrend einer Transferzeit von 12 - 24 h wird die 10~ SSC-Lésung durch
das Gel Uber Kapillarkréfte in die trockenen Papiertiicher gesogen, wobei die DNA
mittransportiert wird und an der Membran haften bleibt (Kapillartransfer). Nach dem Transfer
wurde der Filter in 2~ SSC gespult und anschliefend um die DNA kovallent an die Membran
zu binden mit 120 mJ UV-Licht (254 nm) bestrahlt (crosslinking). So hergestellte Membranen
wurden bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.11.2 Northern-Blotting

Das Northern-Blotting zum Transfer und zur Immobilisierung von RNA auf Nylonfiltern wurde
mit folgenden Modifikationen analog zum Southern-Blotting durchgefiihrt. Die
elektrophoretische  Auftrennung der RNA-Fragmente erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen wie in 2.9.2 beschrieben. Nach der Elektrophorese wurde das Gel dreimal in
DEPC-Wasser geschwenkt, um das Formaldehyd zu entfernen. Der Transfer erfolgte mit
20~ SSC, das mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt wurde. Die kovalente Verbindung der
RNA mit der Nylonmembran (Hybond® N+, Amersham, Kat.-Nr.: RPN 203B) erfolgte durch
Bestrahlung mit 70 mJ UV-Licht (254 nm). RNA-L&4ngenstandard enthaltende Spuren wurden
vom Filter abgeschnitten, die RNA fiir 15 min mit 5% Essigsaure auf der Membran fixiert und 10
min in Methylenblaulsung angefarbt. Die Filter wurden unter flieRendem Wasser entfarbt,
luftgetrocknet und nach der Autoradiographie zur Evaluierung des Molekulargewichts
hybridisierender Banden herangezogen.

2.12 Hybridisierung mit **P-markierten DNA-Sonden

Nach Waschen der Nylonfilter in Wasser wurden sie noch feucht entweder in
Hybridisierungsrohren (rechteckige Filter) oder in bakteriellen Kulturschalen (Rundfilter) mit
einem addquaten Volumen an Hybridisierungspuffer benetzt. Die Hybridisierung der
genomischen Bibliothek bzw. die Kolonienhybridisierung erfolgte mit den angegebenen
Hybridisierungslosungen (s. 2.3.1). Fir die Southern- bzw. Northern-Blot-Analyse wurden
QuickHyh®- (Stratagene, Kat.-Nr.: 201220) und Rapid-hyb- (Amersham, Kat.-Nr.: RPN 1635)
Fertiglosungen  verwendet. Unter der fiir jede Sonde empirisch optimierten
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Hybridisierungstemperatur wurde mit den unter 2.1.1 angegebenen Hybridisierungsldsungen
fir mindestens 1 h prahybridisiert und 4 - 16 h hybridisiert. Das Wegwaschen ungebundener
Probe wurde in 150 mM Natriumphosphat (pH 7,0)/0,1% SDS (genomische Phagen-Bibliothek)
bzw. 2 - 0,1 © SSC/0,1% SDS (genomische BAC-Bibliothek) durchgefiihrt. Das Waschen nach
der Kolonienhybridisierung wurde in 40 mM Natriumphosphat (pH 7,0)/1% SDS durchgefihrt.
Die Waschtemperaturen lagen bei 40 - 60 °C. Mit QuickHyb® und Rapid-hyb wurde fiir 30 min
préhybridisiert und 1 - 2 h hybridisiert. AnschlieBend wurde in 0,1 © SSC/0,1% SDS bei
50 - 65 °C gewaschen.

2.13 Autoradiographie

Hybridisierte Filter wurden nach dem Waschen leicht getrocknet und anschlieBend in Folie
verschweif3t. Die so verpackten Filter wurden auf eine Unterlage aufgeklebt und bei Rotlicht in
der Dunkelkammer mit einem ReflectionO -Rontgenfilm (NEN, Kat.-Nr.: NEF-495/496) in eine
Autoradiographiekassette mit ReflectionO -Intensivierungsfolie (NEN, Kat.-Nr.: NEF-490/491)
gelegt. Die Expositionszeit bei -80 °C richtete sich nach der Intensitét der Signale und betrug
zumeist zwischen 12 Stunden und 4 Tagen. Die Expositionszeit fur einen genomischen
Southern-Blott betrug typischerweise 16 - 20 h, fir einen Northern-Blott 3 - 4 Tage. Intensive
Hybridisierungssignale von transferierter Plasmid-DNA konnten Ublicherweise schon nach
einigen Minuten bis wenigen Stunden Exposition bei RT erzielt werden. Nach Ablauf der
Expositionszeit wurden die Filme nach Herstellerangaben entwickelt.

2.14 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Subklonierung von DNA-Fragmenten und zur Herstellung von Sonden fiir die
Markierung mit *P wurden die entsprechenden Produkte aus Restriktionsverdaus oder PCR-
Amplifikationen in TAE-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Abschluf® der
Elektrophorese wurde das Gel dokumentiert und unter Bestrahlung mit einer langwelligen UV-
Lichtquelle Agarosestiicke, die die ausgewahlten Fragmente enthielten, mit einem sterilen
Messer aus dem Gel herausgeschnitten. Die Agaroseblocke wurden bei 50 - 55 °C unter
Verwendung und nach Anleitung des Advantage® PCR-Pure Kits (Clontech Kat.-Nr.: K-1111-1)
aufgelost und die DNA an Glasmilch gebunden. Nach einmaligem Waschen wurde die
prézipitierte Glasmilch getrocknet und anschlieBend die DNA bei 37 °C in 20 - 50 nl Wasser
eluiert. Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein Teil des Eluats einer Elektrophorese
unterzogen und die DNA-Menge tiber direkten Vergleich mit einem parallel aufgetragen DNA-
Grolen- und Mengen-Standard (Low DNA Mass Ladder, GibcoBRL, Kat.-Nr.: 10068-013)
bestimmt.
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2.15 Molekulare Klonierungen
2.15.1 Ligationsreaktionen

Der Einbau von zumeist aufgereinigten PCR-Produkten, Restriktionsfragmenten oder
synthetisch hergestellten Oligonukleotiden in Vektoren erfolgte unter Verwendung
rekombinanter Phagen-T4-Ligase. Plasmid-Vektor und Insert wurden in einem Gewichts-
Verhéltnis von 1 : 1 bis 1 : 3 eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte dann (i.N. bei 16 °C in
einem 20 nml-Ansatz, dem 5 U T4 DNA-Ligase (Roche, Kat.-Nr.: 799009) zugegeben wurden. Die
Gesamtmengen an eingesetzter DNA betrugen 0,1 - 1 ng.

2.15.2 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen

100 ml Luria Broth (LB)-Medium wurden mit 1 ml einer frischen i.N.-Kultur von Escherichia
coli (E. coli) DH5a-Bakterien (HANAHAN, 1985) angeimpft und bei 37 °C und 175 U/min
geschiittelt, bis eine ODy, von 0,4 erreicht war. Die Zellen wurden dann bei 4 °C und 1000 “ g
far 10 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet bis zur weiteren
Behandlung auf Eis gestellt. Kompetente Zellen wurden im folgenden nach zwei Methoden
hergestellt, der Rubidiumchlorid-Methode (HANAHAN, 1983) und der TSS-Methode (CHUNG et
al., 1989).

Flr die Rubidiumchloridmethode wurden die Zellen in 33 ml eiskaltem RF1-Puffer
resuspendiert, fur 15 min auf Eis inkubiert und erneut bei 4 °C und 1000 ~ g prézipitiert.
AnschlieRend wurden die Bakterien in 8 ml eiskaltem RF2-Puffer resuspendiert und fiir weitere
15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden nach dieser letzten Behandlung entweder direkt
flr die Transformation verwendet oder als 200 ml-Aliquots in 1,5 ml-ReaktionsgefdRe abgeflllt
und schockgefroren. Dazu wurden die ReaktionsgefdBe in mit Methanol (berschichtetes
Trockeneis gestellt (-80 °C).

Flr die TSS-Methode wurden die Bakterien vorsichtig in 10 ml eiskaltem TSS-Puffer
resuspendiert und entweder direkt fiir die Transformation verwendet oder wie fiir die
Rubidiumchloridmethode beschrieben, aliquotiert und schockgefroren. Die Lagerung
kompetenter Zellen erfolgte bei -80 °C.

2.15.3 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Hierfur wurden 200 ml kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut, unter vorsichtigem Rihren mit
2 - 20 m eines Ligationsansatzes (10 ng - 1 ng DNA) versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Zellen fir 90 s in einen auf 42 °C eingestellten Heizblock
gestellt und anschlieRend mit 800 n LB-Medium aufgeftillt. Daraufhin wurden die Bakterien fur
20 - 30 min bei 37 °C geschiittelt und anschlieend bis zu 200 m dieser Suspension auf
100 ng/ml Ampicillin enthaltende LB-Agar-Platten verteilt. Die Platten wurden vorher flir ca.
30 min bei 37 °C oder unter dem Luftstrom einer Sterilbank getrocknet. War es mdglich, auf
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die Unterbrechung des lacZ-Gens im Vektor zu testen, so wurden zusétzlich 50 ml X-Gal-
Losung auf der Plattenoberflache verteilt. Nach der U.N.-Inkubation bei 37 °C wurde blau-weil3-
selektiert. Dazu wurde die Farbentwicklung bei 4 °C fiir ca. 1 h intensiviert und weil3e
Kolonien, da nur Plasmide dieser Zellen ein unterbrochenes lacZ-Gen enthalten, selektiert um
weiter charakterisiert zu werden.

2.15.4 Plasmidisolierung aus transformierten Bakterien
(Minipraparation)

Das eingesetzte Verfahren der alkalischen Lyse (BIrNBOIM und Doly, 1979) beginnt mit der
(.N.-Kultivierung der nach entsprechenden Auswahlverfahren positiven Klone in einem
Volumen von 3 ml LB-Amp-Fltssigmedium (100 ng/ml Ampicillin). Die Kultivierung erfolgte in
einem Drehrad bei 37 °C und 220 U/min. Je 2 ml der Bakterienkultur wurden am ndchsten Tag
in ein entsprechendes Reaktionsgefal dberfiihrt und die Bakterien bei 13.000 ~ g flir 1 min aus
der Suspension abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Bakterienpellet in 100
m kalter GET-Losung resuspendiert. Zur Suspension wurden 200 ml NaOH/SDS-Losung
gegeben und nach vorsichtigem Schwenken fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 150 ni
Acetat-Losung hinzugegeben und die Reaktionen nach vorsichtigem Durchmischen fiir 5 min
auf Eis gestellt.

Die Reaktionen wurden bei 13.000 ~ g fiir 5 min zentrifugiert und danach der Uberstand
in neue Reaktionsgefdle Gberfihrt. Zu dieser Losung wurde 1ml 100% EtOH gegeben,
gemischt und fiir ca. 30 min auf -80 °C gekihlt. AnschlieRend wurde fiir 15 min bei 13.000 " g
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Prézipitat wurde unter dem Luftzug eines
Abzugs getrocknet und anschlieBend fiir 10 min bei 37 °C in 30 - 50 nl Wasser, dem 20 ng/ml
RNase A hinzugegeben wurden, geldst. 2 - 3 m dieser Losung wurden zur Kontrolle der
Ligationsreaktion einem Restriktionsverdau unterzogen, der nach elektrophoretischer
Auftrennung ausgewertet wurde.

2.15.5 Plasmidisolierung aus transformierten Bakterien
(Maxipraparation)

Plasmide, die dem erwiinschtem Ergebnis entsprachen, wurden in gréRerem Malstab und
hoherem Reinheitsgrad fir Lagerung sowie weitere Anwendungen wie Sequenzierung oder
Sondenisolation Tber Restriktionsverdau isoliert. Dazu wurde der QIAGEN Plasmid Maxi Kit
(Kat.-Nr.: 12163) oder das Wizard® Plus Midiprep DNA Purification System (Promega, Kat.-Nr.:
A 7640) in Kombination mit der Vac-Man®-Saugvorrichtung (Promega) auf Grundlage der
alkalischen Lyse (BIrnsoiM und Doly, 1979) gemal den Herstellerangaben verwendet. Das
verwendete Kulturvolumen betrug 50 - 100 ml. Die Ausbeute betrug zumeist 300 - 500 ny.
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2.16 Isolierung von Klonen aus einer genomischen
Phagen-Bibliothek

Genomische Klone, die Teile des Ephrin-A5-Locus enthalten, wurden aus einer Bibliothek
isoliert, die aus DNA des Maus-Stammes 129/Sv hergestellt wurde. Diese Bilbliothek wurde von
Dr. A. Reaume (Mount Sinai Hospital, Toronto) hergestellt und uns freundlicherweise von Dr.
Janet Rossant zur Verfligung gestellt. Der Vektor dieser Bibliothek ist der Phage | DASHO I
(Stratagene, Kat.-Nr: 247211). Die Inserts klonal isolierter Phagen wurden zumeist mit Notl aus
dem Vektor isoliert und in das Notl vorgeschnittene Phagemid pBluescript 11+ subkloniert.

2.16.1 Anzucht der Wirtsbakterien

Zwei bis drei Kolonien des frisch ausplattierten Wirtsstammes XL1 blue MRA (Stratagene, Kat.-
Nr.: 200302) wurden fiir 8 bis 12 h bei 37 °C in 50 ml mit 10 mM MgCl, versetztem LB-Medium
schiittelnd inkubiert. Die Kultur wurde daraufhin bei 5000 “g zentrifugiert und das
Bakterienprézipitat in 25 ml 10 mM MgSO, resuspendiert. Die so behandelten Bakterien
wurden bei 4 °C gelagert und bis zu einer Woche verwendet.

2.16.2 Titerbestimmung

Um die optimale Dichte infektioser Phagen (pfu = plaque forming units) auf einer Platte zu
erhalten, wurde der aktuelle Titer der Phagensuspension ermittelt. Dazu wurde eine in
Zehnerpotenzen abgestuffte Verdiinnungsreihe an Phagen in Phagenpuffer angelegt und diese
ausplattiert. Durch Auszéhlen der Plagues und unter Berticksichtigung der Verdiinnung ergab
sich die Konzentration an infektiésen Phagen.

2.16.3 Ausplattieren von Phagen

300 m an Wirtsbakterien wurden mit dem entspechenden Volumen an Phagensuspension
gemischt und ftr 20 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde mit 3,5 ml Top-Agar fur eine
10 cm-Platte bzw. 7 ml Top-Agar flir eine 15 cm Platte vermengt und die Suspension Gber eine
auf 37 °C vorgewarmte Platte gegossen und schwenkend verteilt. Nach Antrocknen der Platten
wurden sie (i.N. bei 37 °C inkubiert.

2.16.4 Transfer von Phagen-DNA auf Nylonmembranen

Um Klone aus einer Phagenbibliothek isoliern zu kénnen, muR deren DNA zuerst auf
Nylonmembranen fixiert werden, um so der Hybrididsierung mit der ausgewéhlten Sonde
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zugdnglich gemacht zu werden. Das eingesetzte Verfahren entsprach dabei weitgehend dem
Protokoll von BenTon und Davis (1977). Pro Platte wurde eine Membran (HybondO,
Amersham, Kat.-Nr.: RPN 82N) hergestellt. Dazu wurde der Filter flir 5 min luftblasenfrei auf die
Agarplatte gelegt. Die Position der Filter wurde an drei Punkten durch Durchstechen mit einer
Kanule markiert und die Einstichlocher am Boden der Platte noch zusatzlich mit Farbe
gekennzeichnet. Dieses Verfahren soll spater ermdglichen, die Position der positiven Klone zu
bestimmen. Dazu werden nach der Hybridisierung Platten und Autoradiogramm, auf das
ebenfalls die Position der Einstichlocher Ubertragen wurde, (ibereinandergelegt.

Nach Abziehen der Filter von der Platte mit einer Pinzette wurden diese mit der DNA-
Seite nach oben fir 5 min auf ein mit Denaturierungslosung getranktes Filterpapier gelegt.
AnschlieRend wurden die Filter in der gleichen Weise zweimal fir 5 min mit
Neutralisierungslosung und zweimal flir 5 min mit 2~ SSC behandelt. Durch Reiben zwischen
zwei Filterpapieren wurden Agarreste entfernt und die Filter anschliefend in einem
Stratalinker® mit 120 mJ UV-Licht (254 nm) zur Fixierung der DNA bestrahlt,

2.16.5 Gewinnung reiner Phagenklone

Nach der Hybridisierung der Filter mit der ausgewdhlten Sonde (s. 2.9) und erfolgter
Autoradiographie (s. 2.12) wurden Autoradiogramm und Agarplatte Ubereinstimmend
ausgerichtet, der Bereich um einen positiven Klon mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze
kreisformig aus der Platte gestochen (4 ca. 5 mm) und in 1 ml Phagenpuffer mit einem
Tropfen Chloroform aufgenommen. Nach mehrstindigem Schiitteln wurde diese
Phagensuspension in  Zehnerpotenzen verdinnt und die einzelnen Stufen der
Verdlnnungsreihe fiir ein erneutes Ausplattieren verwendet. Von den so hergestellten Platten
wurden die ausgewahlt, deren Dichte an Phagenhdfen es erlaubte, individuelle Klone
auszustechen. Von diesen Platten wurden durch Abklatsch ebenfalls Nylonfilter mit
imobilisierter Phagen-DNA hergestellt und mit der gleichen Sonde einer Hybridisierung
unterzogen. Das Verfahren wurde soweit fortgesetzt, bis Platten hergestellt wurden, bei denen
jeder Phagenhof mit einem Hybridisierungssignal auf dem Autoradiogramm korrespondierte.
Aus den so hergestellten klonalen Platten wurden mehrere Plaques ausgestochen und in ein
Reaktionsgefa? mit 1 ml Phagenpuffer und 100 m Chloroform (berfiinrt. So hergestellte
klonale Phagensuspensionen wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

2.17 Isolierung von Phagen-DNA

Aus einem Phagenstock wurden je 10 ml zu 1, 10 und 100 nl Bakterien-ti.N.-Kultur
(10 mM MgSO,) gegeben und 15 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Dieser Ansatz wurde in
10 ml 10 mM MgSO, enthaltendem LB-Medium verdiinnt und G.N. bei 37 °C und guter
Luftzufuhr schiittelnd inkubiert.

Die Lyse der Bakterien wurde anhand der Menge koagulierten Bakteriendebris
beurteilt. Um restliche, intakte Bakterien aufzubrechen, wurden 250 nd Chloroform hinzufiigt
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und 10 min bei 37 °C geschuttelt. AnschlieBend wurde bei 12.000 ~ g fiir 10 min zentifugiert
und der vorsichtig dekantierte Uberstand mit 20 d RNase/DNase (je 10 mg/ml) fur 30 min bei
RT inkubiert. Nach Hinzuftigen von 2 ml SDS-Mix wurde ftir 30 min bei 70 °C inkubiert, danach
auf RT abgekihlt, 2,5 ml 8 M Kaliumacetat hinzugefugt und fur 15 min auf Eis gestellt. Im
Anschlul® wurde bei 12.000 “ g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert, nach Trennen von Prazipitat
und Uberstand letzteres mit 7 ml Isopropanol versetzt, gut gemischt und 10 min bei RT
inkubiert. Das Gemisch wurde fiir 30 min bei 4 °C und 12.000 * g zentrifugiert, das DNA-Pellet
zweimal mit 70% EtOH gewaschen und anschlieRend getrocknet. Das getrocknete Prézipitat
wurde in 300 nl TE-Puffer mit 1 mg/ml RNase A resuspendiert und 1 h bei 37 °C restliche RNA
verdaut. Nach Hinzufligen von 300 ml 0,3 M Natriumacetat (pH 8,0) wurde zweimal mit
Phenol/Chloroform (1:1) sowie zweimal mit Chloroform ausgeschiittelt. Die DNA wurde mit
0,54 Volumen Isopropanol gefallt, bei 13.000 ~ g fur 15 min abzentrifugiert, zweimal mit 1 ml
70% EtOH gewaschen und anschlieend getrocknet. Die so isolierte und aufgereinigte DNA
wurde in 100 ml TE-Puffer gelost. Die Ausbeute an Phagen-DNA betrug 10 - 100 ng.

2.18 Charakterisierung genomischer Klone

Die Restriktionskartierung der genomischen Klone wurde nach Herstellerangaben mit den im
FLASH® Chemiluminescent Gene Mapping Kit von Stratagene (Kat.-Nr.: 200381) enthaltenen
Puffern und Losungen durchgefiihrt. Nach der Exzision der zu analysierenden DNA aus dem
Vektor (zumeist mit dem Restriktionsenzym Notl durchgefiihrt) wurde der partielle Verdau in
einer steigenden Konzentration von EtBr nach folgendem Schema durchgefiihrt:

DNA [ul] H20 [ul] Puffer [ul] Enzym [ul]* EtBr [ul]** total [ul]
1 10 16 3 1 0 30
2 10 14 3 1 2 30
g 10 12 3 1 4 30
4 10 10 3 1 6 30
5 10 8 3 1 8 30
6 10 6 3 1 10 30

*25UEnzym **0,1 mg/ml

Die Inkubation betrug 1 h bei der flir das jeweilige Enzym adaquaten Temperatur. Die
Auftrennung der Restriktionsfragmente erfolgte in zwei (getrennt fur T3 und T7) 0,8%igen
Gelen bei 1,2 V/cm. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die EtBr-angefarbten Gele
unter UV-llumination fotografiert und anschlieBend nach SouTHERN (1975) auf
Nylonmembranen geblottet. Die DNA wurde durch UV-Licht-Bestrahlung auf Nylonfilter fixiert
und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

Die Hybridisierung der Filter mit den alkalische Phosphatase (AP)-konjugierten T3- und
T7-Oligonukleotiden wurde bei 37 °C durchgeflinrt. Dazu wurden die Filter mit Wasser
befeuchtet und 10 min bei 37 °C mit 50 m Hybridisierungspuffer pro 1 cm? Membran
prahybridisiert. Die T3- bzw. T7-Sonde wurde 1:250 in Hybridisierungspuffer gel6st und
ebenfalls bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernung des Préahybridisierungspuffers wurde fiir 30 - 60
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min bei 37 °C hybridisiert. Zur Entfernung ungebundener Sonde wurden die Membranen (T3
und T7 separat) in 100 ml, auf 37 °C vorgewarmtem Waschpuffer 1 fir 1 min geschwenkt.
Daraufhin wurde mit 200 ml frischen vorgewdrmtem Waschpuffer 1 fir 10 min gewaschen und
dann der Waschpuffer 1 durch vorgewdrmten Waschpuffer 2 ersetzt, worin weitere 10 min
gewaschen wurde. Nach 10mindtiger Behandlung mit 2~ SSC bei Raumtemperatur konnte zur
Substratreaktion tibergegangen werden.

Das Chemolumineszenz-Substrat  3-(4-methoxispiro  {1,2-dioxetan-3,2”-(5" chloro)
tricyclo [3.3.1.1%"] decan}-4-yl) Phenylphosphat, Dinatriumsalz (CSPD°) wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und das erforderliches Volumen an Substratpuffer vorbereitet (50 m
Substratpuffer pro 1 cm? Membran). Dazu wurden 60 i CSPD® in 10 ml Assaypuffer geldst. Die
Membranen wurden 2 ~ 5 min in Assaypuffer geschwenkt, anschlieBend luftblasenfrei mit
entsprechendem Volumen an Substratpuffer in Hybridisierungsbeuteln verschweif3t und
10 min bei Raumtemperatur unter Bewegung inkubiert. Die Filter wurden anschlieRend aus
den Beuteln genommen, nach Abtropfen der Fllssigkeit in frische Hybridisierungsbeutel
gegeben und in eine Filmkassette zusammen mit einem Rontgenfilm gelegt.

2.19 Markierung von DNA- und cRNA-Sonden
2.19.1 Markierung von DNA-Sonden mit %P

Zur Markierung von DNA-Sonden flr die Hybridisierung mit auf Nylonmembranen
immobilisierter Phagen-, Kolonien-, genomischer und Plasmid-DNA sowie mit RNA wurde
[a-**P]-markiertes dCTP enzymatisch inkorporiert. Fir die Markierungsreaktion wurde das
MegaprimeO DNA labelling system (Amersham, Kat.-Nr.: RPN 1604/5/6/7) verwendet.

Je Reaktion wurden 20 - 50 ng der doppelstrangigen Sonde bei 95 °C in Anwesenheit
von nonameren Oligonukleotiden mit zufélliger Sequenzabfolge denaturiert. Das rasche
Abkihlen auf Eis, nach 3 - 5 min Denaturierung, fiihrte zur bevorzugten Hybridisierung der
Sonden-Strange mit den Nonameren. Ein Gemisch unmarkierter Nukleotide und [a-*P]-dCTPs
(40 - 50 nCi Aktivitat) wurde zur Replikation der getrennten Strange mit dem Klenow-Fragment
der DNA-Polymerase | aus E. coli verwendet.

Die Aufreinigung derartig markierter Sonden, insbesondere die Abtrennung nicht
inkorporierter Nukleotide erfolgte iiber Sephacryl® gefiillte MicroSpin® $-300 HR-Séulen
(Pharmacia Biotech, Kat.-Nr.: 27-5130-01). Diese Saulen garantieren den Verbleib von
Nucleinsduren bis zu einer GrofRe von 200 bp im Saulenmaterial. Die durch die Séule passierte
Fllissigkeit (700 ~ g, 2 min) wurde in einem 1,5 ml-ReaktionsgefdR aufgefangen, 1 n daraus
entnommen und die Inkorporationseffizienz durch anschlieRende Messung Gberprift. Dabei
traten bei einer bis zu 60%igen Inkorporation Ublicherweise Messwerte von 80 - 200 x10°
cpm/n auf.



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Material und Methoden - 40

2.19.2 Markierung von cRNA-Sonden mit *S

DNA, aus der tber in vitro-Transkription markierte cRNA-Sonden (Ribosonden) hergestellt
werden sollten, wurde in die multiple Klonierungsstelle von Transkriptionsvektoren ligiert, die
tber flankierende Promotoren fiir die RNA-Polymerasen der Bakteriophagen T3, T7 oder SP6
verfligen (DUNN und STUDIER, 1983; KassaveTis, 1982). Zur radioaktiven Markierung von
Ribosonden wurde [a-thio®S]-UTP (NEN, Kat.-Nr.: NEG-039H) verwendet. Dazu wurde 1 ng
eines das entsprechende Insert tragenden Vektors (ber Restriktionsverdau linearisiert
(Generierung von run-off-transcripts). Nach mehreren Stunden Verdau wurde durch Zugabe
von 3 M NaAc (pH 5,4) und 100% EtOH die DNA fiir ca. 2 h bei -20 °C geféllt. AnschlieRend
wurde durch Zentrifugation bei 13.000 “~ g die DNA prézipitiert und das Pellet mit 250 mi 70%
EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen der DNA wurde in folgendem Ansatz die in vitro-
Transkription durchgefihrt:

Matrizen-DNA (1 ng)
10~ Transkriptionspuffer 2,2
Unmarkierter NTP-Mix 3,3

3mM ATP

3mMCTP

3mMGTP

90 nM UTP
[a-thio®S]-UTP 13,0
250 mM DTT 1,0 m
Plazentaler RNase-Inhibitor (40 U/m) 05m
RNA-Polymerase (20 U/m) 2,0 m

Nach einer Inkubation von 2 - 2,5 h bei 37 °C wurden dem Reaktionsansatz 1 n 10 mg/ml tRNA
aus Hefe, 1 m RNase-Inhibitor und 1 nl RNase-freie DNase | zugesetzt und fiir weitere 15 min
bei 37 °C die Matrizen-DNA verdaut. AnschlieRend wurde mit Wasser auf 100 n aufgefllt, 60 ni
75MNH,Ac (pH 5,2) hinzugefligt und mit 400 r EtOH die RNA fiir 30 min bei -20 °C gefallt.
Nach der Fallung wurde die RNA bei RT durch Zentrifugation bei 13.000 ~ g prézipitiert und
ebenfalls bei RT einmal mit 300 n 70% EtOH gewaschen. Nach Antrocknen des Prazipitats
wurde es fur 10 min bei 37 °C in 50 n 100 mM DTT gel6st, dem 1 nd RNase-Inhibitor zugesetzt
wurde. Die Aktivitdt und damit Qualitat der Probe sowie erforderliche Verdinnung fir den
Einsatz wurde durch Entnahme von 1 ml und Messung in einem Szintilationsmesser bestimmt.
Die Messwerte lagen im Bereich zwischen 4 x10° und 6 x10° cpm/n.

2.19.3 Markierung von cRNA-Sonden mit Digoxigenin

Die Markierung von cRNA-Sonden mit Digoxigenin erfolgte, entsprechend dem Roche-
Protokoll, mit Digoxigenin-11-uridin-5"-triphosphat (DIG-11-UTP, Roche, Kat.-Nr.: 1209256).
Dazu wurde, wie im vorherigen Abschnitt bereits beschrieben 1 ng, eines das entsprechende



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Material und Methoden - 41

Insert tragenden Vektors, Uber Restriktionsverdau linearisiert, anschlieBend die DNA
prézipitiert und gewaschen. Nach dem Trocknen wurde in folgendem Ansatz die in vitro-
Transkription durchgefiihrt:

Matrizen-DNA (1 ng)

Wasser 6,5m
10~ Transkriptionspuffer 2,0
10 mM ATP 20m
10mM CTP 20m
10 mM GTP 20m
10 mM UTP 1,2 m
10 mM DIG-11-UTP 08n
250 mM DTT 1,0 m
Plazentaler RNase-Inhibitor (40 U/nd) 0,5
RNA-Polymerase (20 U/m) 2,0 m

Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37 °C wurde 1 nl RNase-freie DNase | (1U/nl)
hinzupipetiert und fiir weitere 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach Auffiillen des Ansatzes mit
Wasser auf 100 ml und Hinzugabe von 10 ni 4 M LiCl und 300 n EtOH wurde bei -20 °C fr
30 min prézipitiert. AnschlieBend wurde bei 13.000 ~ g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert
und das Prézipitat in 100 nh Wasser aufgenommen. War das Pellet aufgelOst, wurde erneut
unter den oben genannten Bedingungen prazipitiert. Nach Zentrifugieren und Trocknen
wurde der Niederschlag in 50 n Wasser gelost und zur visuellen Kontrolle 2 i daraus
entnommen, bei 65 °C fiir 3 min denaturiert und in einem 1%igen TAE-Agarosegel der
Elektrophorese unterzogen. War als Ergebnis der Elektrophorese eine einzige scharfe Bande zu
erkennen die in Quantitat (ca. 400 ng) und Grole den Erwartungen entsprach, wurde die
Sonde fur in situ-Hybridisierungen verwendet. Die Ausbeute einer wie oben beschriebenen
in vitro-Transkription betrug ca. 10 ng.

2.20 Reverse Transkription der mRNA

Zur reversen Transkription der isolierten mRNA wurde Rnase H- SuperScriptO (GibcoBRL,
Kat.-Nr.: 18053-017) reverse Transkriptase verwendet, die aus einem abgewandelten Moloney-
Mause-Leukdmie-Virus-Gen hergestellt wird. Endprodukt der Reaktion sind RNA-DNA-
Hybriddoppelstrange, die fur die PCR-Amplifikation verwendet werden konnen. Als Primer fur
die Reverse Transkriptase wurde folgendes Oligonukleotid verwendet:

5" -d[AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAT ;3"

Dieses Oligonukleotid hybridisiert an den 3”-Poly(A)-Schwanz der mRNA und stellt
nach Synthese des cDNA-Erststrangs dessen 57-Ende dar. Die flir die cDNA-Synthese
eingesetzte Menge an RNA betrug zumeist 5 - 10 ng. Ein typischer Ansatz wird anhand
folgender Auflistung gezeigt:
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Gesamt-RNA 5-10ng
dNTPs jel0mMm
DTT 10 mM
Oligo (dT)-Primer 10 pmol
Reverse Transkriptase 200U

Die Reaktionen fanden in einem Gesamtvolumen von 20 i, bei 37 °C fiir 1 h statt. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde die Temperatur auf 42 °C erhéht, um die thermische Auflosung
potentieller, die reverse Transkription inhibierender, Sekunddrstrukturen zu ermdglichen, und
die Reaktion fiir weitere 20 min fortgesezt. Die Reaktionsansdtze wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.215 -RACE

Zur Isolierung des 5~ -nichttranslatierten Bereichs der cDNA von Ephrin-A5 wurde das 5™ -RACE
System (Version 2.0) von GibcoBRL (Kat.-Nr.: 18374-058) verwendet. Die Methode basiert im
wesentlichen auf dem von FROHMAN et al. (1988) dargelegten Protokoll, das hier kurz erldutert
werden soll.

Ausgehend von bekannter Sequenzinformation wird ein Oligonukleotidprimer
konstruiert, der revers-komplementér zur amplifizierenden mRNA ist. Dieser Primer wird dazu
verwendet, um mittels RNase H-reverser Transkriptese (SuperscriptO 11) ausschlieBlich die
reverse Transkription der ausgewéhlten mRNA zu promovieren. Daraufhin wird die RNA (iber
RNase-Verdau degradiert und uber Aufreinigungsverfahren entfernt (GlassMAX, GibcoBRL,
Kat.-Nr.: 15590-045). Im AnschluB wird dem 3-OH-Ende der synthetisierten cDNA mit
terminaler Transferase und dCTP ein homopolymerer Schwanz von 20 - 30 Nukleotiden
angehdngt. Die so hergestellte Matrize bietet nun zwei Regionen bekannter Sequenz und einen
dazwischenliegenden unbekannten Bereich, der tber PCR (MuLLis und FALOONA, 1987) mit
addquaten Primern amplifiziert werden kann. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Gene
Amp® System 9700 Thermocycler von Perkin Elmer nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Denaturierung: 20 95°C

Annealing: 20 60°C

Extension: 1.3 72°C
35 Zyklen

AbschlieBend wurde noch 5 min bei 72 °C inkubiert, um unter Ausnutzung der
terminalen Transferase-Aktivitdt der Tag-DNA-Polymerase eine mdglichst hohe Rate der
Verlangerung des 3”-Endes der synthetisierten Strange um ein Adenin-Uberhang zu erreichen.
Ein 50-m Ansatz sei exemplarisch an folgender Auflistung dargestelit:



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Material und Methoden - 43

cDNA: 20 ng
Primer: je 20 pmol (S. Tab. 3.1)
dNTP: 5 nmol
10~ Tag-Puffer: 5ni
Tag-DNA-Polymerase: 5 U

Kontrollreaktionen unter AusschluR von reverser Transkriptase sowie terminaler
Transferase wurden parallel zu den eigentlichen Reaktionen durchgefthrt. Alle Amplifikations-
Produkte, die nach Auswahlverfahren wie Hybridisierung mit genspezifischen Sonden oder
GroRe als spezifisch angesehen wurden, wurden (iber TA-Klonierung in pBluescript I KS+
ligiert. Dazu wurde dem Vektor durch Schneiden mit glatte Enden produzierendem EcoRV und
Inkubation mit 2 mM dTTP und Tag-DNA-Polymerase bei 72 °C ein Thymin-Uberhang
angehingt. Uber blau-weiB-Selektion, Kolonien-Hybridisierung und Restriktionsverdau, nach
Plasmid-Minipréparation, wurden Klone ausgewdhlt, aus ihnen, im grofReren Mafstab, aus Maxi-
Préparation Plasmid-DNA gewonnen und diese mit T3- sowie T7-Primer sequenziert.

2.22 Genotypisierung transgener Mause

Transgene Mduse wurden durch zwei Verfahren genotypisiert: PCR mit isolierter genomischer
DNA als Matrize und Hybrididisierung verdauter und geblotteter genomischer DNA mit
geeigneten Sonden.

2.22.1 Genotypisierung der Ephrin-A5"°-Mutanten
2.22.1.1 Genotypisierung Uber PCR

Die Sequenzen der zur Genotypisierungs-PCR eingesetzten Primer lauten wie folgt:

EfnA5-wt-5": 57-CAC ATT GAT GTC TGT ATC AAT GAC TAC C-3°
EfnA5-wt/mt-3”: 57-CAA GGA GAC ATC TGT AAC ACA GAG TCC-3~
EfnA5-mt-neo: 57-ATC GAT CCG TCC TGT AAG TCT GC-3~

Der Primer Efn-A5-wt-5"wurde in einer finalen Konzentration von 0,1 pmol/n
eingesetzt, die andere beiden Primer hingegen in einer Konzentration von 0,4 pmol/ni. Dieses
empirisch ermittelte Verhéltnis der optimalen Primer-Konzentrationen ermdglichte die
dquivalente Amplifikation der fir den Wildtyp bzw. fiir die Mutante charaktaristischen DNA-
Fragmente. PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 25 m durchgefiihrt und
enthielten folgende Komponenten:
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DNA: 0,5-1ng
Primer: 2,5-10 pmol
dNTPs: 5 nmol
10~ Tag-Puffer: 2,5
Tag-DNA-Polymerase: 1 U

Das verwendete PCR-Programm lautet wie folgt:

Denaturierung: 10 95°C

Annealing: 20 55°C

Extension: 20 72°C
35 Zyklen

Die Genotypisierungs-PCR resultierte in einer Amplifikationsprodukt von 402 bp fir
den Wildtyp und ca. 640 bp fir die Mutante.

2.22.1.2 Genotypisierung Uber Hybridisierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde mit EcoRl fiir die 5” externe Sonde bzw. mit EcoRV fiir die 3~ externe
Sonde verdaut, wie in 2.8.1 beschrieben auf Nylonfilter transferiert und immobilisiert.
Daraufhin wurden die Filter nach 30 min Prahybridisierung in QuickHyb®- bzw. RapidHyb-
Hybridisierungspuffer ca. 2 h mit der *P-markierten Sonde unter standiger Rotation bei 68 bzw.
65 °C hybridisiert. Nach zweimaligem Waschen bei 60 °C in 0,1 © SSC/0,1% SDS und Auflegen
des Films wurde die Autoradiographie ausgewertet. Flr den Wildtyp betrdgt das
Molekulargewicht des hybridisierenden Fragments 55 kbp fiir die 5 externe Sonde bzw.
9,7 kbp fir die 3" -externe Sonde. Fiir die Mutante respektive 4,8 kbp flir die 5™ -externe Sonde
und 7,2 kbp fir die 3" -externe Sonde.

2.22.2 Genotypisierung der En1"**-Mutanten

En1®-Mutanten wurden (ber zwei getrennte PCR-Reaktionen genotypisiert. Jede PCR-
Reaktion diente der Identifizierung eines Allels. Konnte nach zweimaliger Wiederholung der
PCR fur ein Allel kein Signal erzielt werden, galt das Individuum als negativ fiir dieses Allels. Die
PCR-Bedinungen entsprachen den Bedingungen fiir die Genotypisierung der Ephrin-A5"™-
Mutanten. Das wildtypische Allel wurde (iber die Identifizierung eines ca. 1 kbp grofRen
Fragments bestimmt. Die hierfiir verwendeten Primer sind:

5 -Primer-En1; 57-CCA CGC ACC AGG AAG CTA AAG-37

3" -Primer-En1: 57-CGG GAG GGA TAG ACA AGA CCA-3”
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Die Identifizierung des mutanten Allels erfolgte tber die Amplifikation eines 630 bp
groRen Fragments aus der lacZ-Kassette. Die dafiir verwendeten Primer sind:

5'-Primer-lacZ: 57-GGT GGC GCT GGA TGG TAA-3”

3’-Primer-lacZ: 57-CGC CAT TTG ACC ACT ACC-3~

2.22.3 Genotypisierung der Ephrin-A5-Promotor-Transgenen

Die Integration des Reporterkonstruktes im Genom wurde durch die Identifizierung der lacZ-
Kassette (iber PCR Uberprift. Fur die Polymerase-Kettenreaktion wurden die gleichen Primer
und Bedingungen gewahlt wie bereits im vorherigen Abschnitt fiir die Identifizierung des
Mutanten-lacZ-Allels der En1'*“-Méause angegeben.

2.23 DNA-Sequenzierung
2.23.1 Sequenzreaktionen

Die Sequenzierung der PCR-Produkte folgte dem Prinzip der Kettentermination (SANGER et al.,
1977), durch den Einsatz von Nukleotid-Didesoxy-Analoga (Terminatoren), die mit
fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt sind. Verwendet wurde das ABI PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit von Perkin Elmer (Kat.-Nr. 402080). Die
Sequenzierungs-Reaktionen entsprechen weitgehend einer unidirektionalen PCR. Bei den
verwendeten DNA-Matrizen handelte es sich um Plasmide oder aufgereinigte PCR-Fragmente.
Die Reaktionen fanden in einem Gesamtvolumen von 20 ni statt; ein Ansatz sei durch folgende
Auflistung gezeigt:

DNA-Matrize: 0,5 -1 ng (Plasmid)
50 - 100 ng (PCR-Fragment)
Primer: 3,2 pmol
Terminatoren-Farbmix/Puffer: 8 ni

Das Cycle Sequencing erfolgte in den Perkin ElImer PCR-Geréaten 9600 und 9700. Das
PCR-Programm folgte folgendem Schema:

Denaturierung: 10 96°C
Annealing: 5" 50-55 °C (je nach verwendetem Primer)
Extension: 4 60 °C

25 Zyklen
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Nach Ablauf der Reaktionen wurden die Produkte in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal
Uberfuhrt, worin bereits 2 nl 3M Natriumacetat (pH 5,4) sowie 50 ml 95% EtOH vorgelegt
waren. An eine 15minitige Inkubation auf Eis anschlieRend wurde das Gemisch fir 20 min bei
13.000 " g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand dekantiert, das
Prazipitat mit 250 m 70% EtOH uberschichtet und der Uberstand erneut dekantiert. Nach
AbschluR® des Waschvorgangs wurden die Proben im Luftzug eines Abzugs getrocknet und
maximal vier Wochen bei -20 °C gelagert.

2.23.2 Elektrophorese des Sequenzgels

Die elektrophoretische Auftrennung der Sequenzier-Produkte erfolgte in einem 6%igem
Polyacrylamidgel im Applied Biosystems-Sequencer 373A (Version 1.2.1) bei einer angelegten
Spannung von ca. 1300 V und einer Stromstérke von 25 - 30 mA. Bei dem verwendeten
Laufpuffer handelte es sich um TBE-Puffer, die Laufzeit betrug 14 Stunden.

Zur Herstellung des 6%igen Polyacrylamidgels wurden SequaGel®-Fertiglosungen
(National Diagnostics/Kimberly) verwendet. 14,4 ml Konzentrat und 39,6 ml Verdinner
wurden fiir 10 min mit einer Spatelspitze Amberlite®-Deionisierer geriihrt und anschlieRend
zusammen mit 6 ml 10 ~ TBE-Puffer durch eine 0,2 nm-Membran sterilfiltriert. Das Filtrat
wurde mit einer Wasserstrahlpumpe fir 10 min entgast, anschlieend mit 50 mg APS (als
10%ige Losung in Wasser) sowie 21 nl TEMED versetzt und nach kurzem, vorsichtigen Rihren
zwischen zwei mit Dampfstrahler und einer 0,75%igen Alconox®-Losung gereinigte Glasplatten
gegossen. Die Platten waren an den 0,4 mm dicken Spacern mit Klammern fixiert. Nach dem
GieRen wurde noch ein Platzhalter eingesetzt, der die Aussparung flr den spater
einzupassenden Haifischkamm schuf. Das Gel wurde, nachdem es nach einer Stunde
horizontaler Lagerung polymerisiert war, von den aufen an den Platten haftenden
getrockneten Polyacrylamidresten mit Wasser gereinigt und in den Sequenzierapparat
eingesetzt. Unter den oben beschriebenen Bedingungen des normalen Sequenzlaufs wurde ein
Vorlauf von einer Stunde Dauer gestartet.

Die lyophylisierten Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel in 4 Formamid-
Ladepuffer aufgenommen und flr 2 min bei 95 °C denaturiert. Um die Denaturierung zu
erhalten, wurden die Proben unmittelbar nach dem Erhitzen auf Eis gekuhlt.

Die vom Photomultiplier aufgezeichneten Fluoreszenzdaten wurden in einem
kompletten Gelbild sowie einzelnen Spuren (im folgenden Chromatogramme genannt) und
den davon erstellten Sequenz-Dateien auf einem angeschlossenen Computer (Macintosh llci)
gespeichert. Die Bearbeitung der Fluoreszenzdaten und deren Umrechnung in Sequenzen
erfolgte durch das 373A DNA Sequencer Data Analysis Program (Version 1.2.1 © 1989 Applied
Biosystems, Inc.). Bei unkorrekter oder unzureichender Spurvorgabe vom Gerét wurde diese
nachbearbeitet und lediglich diese Uberarbeiteten Dateien flir die weitere Sequenzanalyse
tibernommen. Um sichere Sequenzdaten zu bekommen, wurden fiir die meisten Positionen
Strang und Gegenstrang sequenziert.
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2.23.3 Auswertung der Sequenzen

Von den rund 700 Basenzuweisungen, die ein Datenfile aus einer Sequenzierung mit dem ABI
Sequencer 373A enthdlt, kann in der Regel nur ein Teil eindeutig interpretiert werden.
Systembedingt sind Sequenzen, die Uber die Position 500 hinausgehen, nicht mehr sicher
auswertbar. Auch der Anfang jeder Sequenz ist in der Regel nicht interpretierbar, da hier
aufgrund des hohen UberschufRes an Terminatoren wahrend der ersten Sequenzierzyklen die
Fluoreszenzsignale sehr intensiv sind. Die finale Auswertung und Editierung der Sequenzen
erfolgte mit Hilfe des Programms SeqEdO (Version 1.0.3) von Applied Biosystems.

2.24 RNA-in situ-Hybridisierung

2.24.1 RNA-In situ-Hybridisierung an Ganzkdrperpraparaten von
Embryonen

Ganzkdrper-in situ-Hybridisierungen  wurden mit geringfligigen Modifikation nach den
Vorschriften von WiLkINSON (1992) durchgeftinrt. Alle Schritte erfolgten unter standiger
Rotation bzw. Schwenken, um eine optimale Durchmischung zu gewdhrleisten. Embryonen
wurden nach Préparation aus dem Uterus und Entfernung der extraembryonalen Membranen
in frisch angesetztem und filtrierten 4%igen Paraformaldehyd in PBS G.N. bei 4 °C fixiert. Das
Fixans wurde daraufhin zweimal mit eiskaltem PBS, das 0.1% Tween-20 (PBT) enthielt,
ausgewaschen und in die Embryonen in einer ansteigenden Methanolreihe auf Eis dehydriert
(25 50 und 75% Methanol in PBT und zuletzt zweimal 100% Methanol). So behandelte
Embryonen konnten mehrere Monate bei -20 °C gelagert werden.

Embryonen wurden vor der Hybridisierung durch eine absteigende Serie von Methanol
in PBT (75 50 and 25%) und schlieRlich zweimaliges Waschen in PBT rehydriert. AnschlieRend
wurden die Préparate fur 1 h bei RT mit 6% H,O, in PBT gebleicht. Durch Behandlung mit
10 ng/ml Proteinase K in PBT fiir 1 - 15 min wurde das Gewebe permeabilisiert. Die Dauer der
Poteinase K-Behandlung richtete sich nach der GroRe des Objekts und damit nach dem
embryonalen Stadium, wie folgender Tabelle zu entnehmen:

Stadium Inkubationszeit

<E6,5 1 min
E65-75 3min

E85 5min

E95 8 min

E 105 12 min
E=>105 15 min

Fr Embryonen bis zu E 9,5 wurde z.T. ganz auf Proteinase K-Behandlung verzichtet.
Nach dem kontrollierten Verdau wurde zweimal mit PBT gewaschen und anschlieRend in
frischem 4% Paraformaldehyd/0.1% Glutaraldehyd in PBS bei RT fir 20 min nachfixiert. Nach
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zweimaligem Waschen in PBT wurden die Préparate in Hybridisierungs-Losung gegeben und
mindestens 1 h bei 58 - 60 °C préahybridisiert. Nach Ablauf der Prahybridisierung wurde die
Hybridisierungs-Losung durch frische Losung unter Hinzugabe von 0,1 - 0,5 ng/ml einer
Digoxigenin-markierten cRNA-Sonde ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte bei 58 - 60 °C UN.

Nach der Hybridisierung wurde tberschssige Probe durch zweimaliges je 30mintitiges
Waschen mit Waschlosung 1 bei Hybridisierungstemperatur entfernt. Danach wurde noch
einmal mit einem 1:1-Gemisch aus Waschlosung 1 und Waschlosung 2 fur 10 min bei
Hybridisierungstemperatur und zweimal 5 min mit Waschlésung 2 bei RT gewaschen. Nach
5mindtiger Inkubation in Waschlésung 2 ohne CHAPS wurde zweimal mit 100 ng/ml RNase A
in WaschlGsung 2 (ohne CHAPS) fir je 30 min bei 37 °C behandelt. AnschlieBend wurde
tberschiissige RNase A mit Waschlésung 2 entfernt und durch zweimalige 30mindtige
Inkubation unter Hybridisierungsbedingungen mit Waschldsung 3 RNA-Fragmente enfernt.

Nach diesen Waschschritten wurden die Foten zweimal in 0.1% Tween-20 enthaltendes
MAB  (MABT) (berflihrt. An eine mindestens einstindige Inkubation in 2%
Blockierungsreagenz (Roche, Kat.-Nr.: 1096176) enthaltendes MABT schlo sich die
Antikorper-Bindung an. Dazu wurden die Embryonen @.N. bei 4 °C mit dem 1:5000 in 2%
Blockierungsreagenz enthaltendem MABT verdinnten Anti-Digoxigenin-AP-Antikorper (Roche,
Kat.-Nr.: 1093274) inkubiert. Nicht gebundener AntikOrper wurde, abhéngig von der GroRe der
Embryonen, durch zwei bis fiinf Tage andauerndes Waschen mit MABT bei 4 °C entfernt. Dabei
wurde taglich mehrfach die Losung gewechselt.

Nach ausreichendem Auswaschen ungebundenen Antikorpers wurden die Embryonen
zweimal fur je 10 min mit 2 mM Levamisol enthaltendem NTMT bei RT gespiilt. Die
Farbreaktion wurde mit dem Uberstand zentrifugierter BM Purple-Lésung (Roche, Kat.-Nr.:
1442074)  durchgefiinrt, die 2 mM Levamisol und 0.1% Tween-20 enthielt. Das
Reaktionsprodukt in Form eines blauen Niederschlags konnte bei 4 °C zumeist innerhalb
weniger Stunden bis spatestens zwei Tagen optimal angereichert werden, um die Férbung
abzubrechen. Die Farbreaktion wurde mit zwei Wechseln der Losung mit PBT gestoppt und die
Embryonen bei 4 °C in 4% PFA in PBS gelagert.

2.24.2 RNA-In situ-Hybridisierung an Schnitten gefrorenen Gewebes
2.24.2.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Gewebestlicke bzw. ganze Organe und Korperteile wurden nach der Préparation in
Aluminiumfolie gelegt und auf Trockeneis gestellt, bis sie gefroren waren. Das so gefrorene
Gewebe wurde bei -80 °C flir langere Zeitrdume gelagert. Alternativ zum Einfrieren nativen
Gewebes wurden Tiere tber Perfusion mit 4% PFA in PBS fixiert, deren Gehirn entnommen
und dber Immersion in 30% Sucrose in PBS fir das Einfrieren vorbereitet. Nach Abschlul® der
begrenzten Dehydrierung in der Sucrose-Losung wurde das Gehirn herausgenommen, Reste
haftender Losung vorsichtig abgesaugt und das Gewebe wie oben beschrieben eingefroren.

Vor dem Schneiden wurden die Gewebebldcke auf einen Metallprdparatehalter mit
Hilfe von festgefrorenem Einbettmedium (Jung, Vertrieb Leica, Kat.-Nr.: 0201 08926) befestigt.
Die Schnitte wurden in einem Kryostat bei -14 bis -20 °C in einer Dicke von 20 mn geschnitten
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und nach dem Aufziehen auf Objekttragern (SuperFrost® Plus, Menzel-Gléser, Kat.-Nr.: 041300)
sofort auf einer Warmeplatte bei ca. 40 °C getrocknet. Die so hergestellten Schnitte wurden in
Plastikboxen bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.24.2.2 Hybridisierung mit *S-markierten cRNA-Sonden

Flr die Hybridisierung wurden die Schnitte auf RT erwarmt und ca. 30 min vor der weiteren
Behandlung getrocknet. AnschlieRend wurde flir 10 min in eiskaltem 4% PFA in PBS fixiert und
anschlieBend dreimal fir je 5 min in PBS gewaschen. Eine 10minutige Acetylierung unter
stdndigem Rihren mit 0,25 M Essigsdureanhydrid (geldst in 0,1 M Triethanolamin-HCI, pH 8,0)
diente der Neutralisierung positiv geladener Molekiile wie basischen Proteinen und damit der
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen. Im Anschluf® wurde zweimal in 2~ SSC fur je 5
min gewaschen und (ber eine ansteigende Ethanolreine dehydriert (60%, 75%, 95% und
100%). Adultes Gewebe wurde zusétzlich fur 5 min mit Chloroform behandelt und
abschlieBend in 95% EtOH das Chloroform entfernt.

Die staubfrei getrockneten Objekttrdger wurden mit ca. 100 mi Hybridisierungslosung,
die 70.000 cpm/m an *S-markierter cRNA-Sonde enthielt, bedeckt und mit einem
Deckgldschen belegt. Die so behandelten Objekttrager wurden in einer feuchten Kammer,
deren Boden mit einer Lésung aus 50% Formamid in 4 © SSC bedeckt war, 0.N. bei 65 °C
inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Objekttréager von den Deckglaschen in 4~ SSC vorsichtig
getrennt und weitere viermal fiir je 5 min bei RT in 4~ SSC gewaschen. Flir 20 - 30 min wurde
mit 20 ng/ml RNase A in NTE-Puffer bei 37 °C behandelt. Im AnschluR wurde zweimal in
2" SSC/1 mM DTT flr je 5 min bei RT gewaschen, einmal in 1~ SSC/1 mM DTT ftr 10 min bei
RT und einmal in 0,5~ SSC/1 mM DTT fur weitere 10 min bei RT. Hochstringentes Waschen
wurde zweimal in 0,1 © SSC/1 mM DTT fir je 20 - 30 min bei 65°C durchgefiihrt. Abschlie3end
wurde noch zweimal in 0,1 ~ SSC bei RT fir je 10 min gewaschen und anschliefend
getrocknet. Die getrockneten Objekttrager wurden flir 24 - 48 h auf Film (Kodak, Biomax, Kat.-
Nr.. 870 1302) exponiert, nach Entwicklung der Autoradiographie Hintergrund und
Signalintensitdt evaluiert und danach die Expositionsdauer flir die Photoemulsion bemessen.
Die Objekttrager wurden hierfr diinn mit Photoemulsion (Kodak, NTB-2, Kat.-Nr.: 165 4433)
bedeckt, G.N. getrocknet und in trockener Luft bei 4 °C im Dunkeln bis zur Entwicklung
gelagert. Die Expositionszeit betrug zumeist 2 - 4 Wochen. Nach Abschluf der Entwicklungszeit
wurde die Photoemulsion entwickelt und fixiert. Nach Antrocknen der Schnitte konnten sie mit
DPX (Kat.-Nr.: 360294H) (iberschichtet und einem Deckglas abgedeckt werden.

2.24.2.3 Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden

In situ-Hybridisierungen mit Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden wurden, unter folgenden
Modifikationen, wie die Hybridisierungen mit *S-markierten Proben durchgefiihrt: Die
Hybridisierungslosung enthielt 1 ng/ml Digoxigenin-markierter cRNA-Probe. Nach den
Waschschritten wurden die Schnitte fir 5 min in MAB bei RT Uberfuhrt. An eine mindestens
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30mindtige Inkubation in 1% Blockierungsreagenz enthaltendem MAB schloR sich die
Antikorper-Bindung an. Dazu wurden die Schnitte (.N. bei 4 °C mit dem 1:5000 in 1%
Blockierungsreagenz enthaltenden MAB verdiinnten Anti-Digoxigenin-AP-AntikGrper inkubiert.
Nicht gebundener Antikorper wurde durch zweimaliges Waschen mit MAB bei RT entfernt.
Nach Auswaschen ungebundenen Antikorpers wurden die Schnitte zweimal fiir je 10 min mit
2 mM Levamisol enthaltendem NTM bei RT gespult. Die Farbreaktion wurde mit BM Purple-
Losung durchgefiihrt, die 2 mM Levamisol enthielt. Das Reaktionsprodukt in Form eines
blauen Niederschlags konnte bei 4 °C zumeist innerhalb weniger Stunden bis spatestens zwei
Tagen optimal angereichert werden, um die Farbung abzubrechen. Die Farbreaktion wurde mit
zwei Wechseln der Losung mit PBS gestoppt, die Schnitte mit KAISERS Glyceringelatine
(Merck, Kat.-Nr.: 1.09242.0100) umschlossen und mit Deckgldsern abgedeck.

2.24.3 RNA-In situ-Hybridisierung an Paraffin-Schnitten
2.24.3.1 Herstellung von Paraffin-Schnitten

Das Gewebe wurde nach Fixierung in 4% PFA in PBS einmal mit PBS und einmal in 0,9% NaCl
bei 4 °C fur je 1 h gewaschen. Anschlie3end wurde in einer ansteigenden Isopropanol-Reihe
(50%, 75% und 90%) und abschlieBend zweimal in 100% Isopropanol jeweils 3 - 6 h dehydriert.
Das Gewebe wurde dann in einer Losung aus 50% Isopropanol/50% Paraffin bei 60 °C G.N. und
Im Anschluf in reinem Paraffin bei 60 °C fur weitere 8 h inkubiert. Nach AbschluB® dieser
Behandlung wurde die Probe in einer Metallschale im noch fllissigen Paraffin ausgerichtet, ein
Kunstofftrager aufgebracht und das Paraffin durch Abkihlen erhartet. Der Paraffinblock mit
dem eingeschlossenen Gewebe wurde bis zur Herstellung von Schnitten bei 4 °C gelagert.

Ein Paraffinblock wurde nach Zurechtschneiden in optimaler Grdle in das Mikrotom
eingespannt und in einer Dicke von 7 - 10 nm geschnitten. Mit Hilfe einer gekrimmten Nadel
oder eines Pinsels wurden die Schnitte auf Objekttrager (SuperFrost® Plus)iibertragen. Die
Objekttrager wurden auf einer 40 °C warmen Heizplatte ausgebreitet und mit Wasser bedeckt,
so daB sich die darauf gelegten Schnitte mdglichst ohne Falten ausbreiten konnen. So
hergestellte Schnitte wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.24.3.2 Hybridisierung mit *S-markierten cRNA-Sonden

Durch zweimalige je 10mindtige Xylolbehandlung wurden die Paraffinschnitte entwachst und
anschlieBend durch zweimal 5 min EtOH das Xylol entfernt. Die Schnitte wurden dann in 70%
EtOH begrenzt und durch dreimaliges Waschen in DEPC-behandeltem Wasser vollstandig
rehydriert. An eine 3mindtige Inkubation in PBS schloR sich eine Fixierung in 4% PFA in PBS
an. Nach zweimaliger Inkubation von je 5 min in PBS schloR sich eine Behandlung mit
20 ng/ml Proteinase K in Proteinase K-Puffer fiir 7 min bei RT an. AnschlieRend wurde flir 5 min
in PBS gewaschen und erneut flr 20 min in 4% PFA in PBS bei RT fixiert. Nach einer weiteren
Inkubation von 5 min in PBS wurde in 0,1 M Triethanolamin-HCI (pH 8,0), das mit 0,25 M
Essigsdureanhydrid versetzt war, unter standiger Rotation eines Magnetrihrers fir 10 min
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acetyliert. An ein zweimaliges 5miniitiges Waschen in 2 © SSC schlof? sich eine steigende
Ethanolreihe (60%, 75%, 95% und 100%), mit der die Schnitte entwéssert wurden, an. Die so
behandelten Schnitte wurden staubfrei getrocknet.

Das weitere Verfahren erfolgte wie flr die in situ-Hybridisierung an Gefrierschnitten
bereits beschrieben.

2.24.3.3 Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden

Die insitu-Hybridisierungen an Paraffinschnitten mit Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden
erfolgten, unter Berticksichtigung der Modifikationen, die bereits in 2.23.2.3 beschrieben
wurden, wie die Hybridisierungen mit den *S-markierten Sonden.

2.25 Hamalaun / Eosin (HE)-Farbung

Die Schnitte wurden durch zweimalige je 10mintige Inkubation in Xylol deparaffiniert und in
einer abnehmenden Ethanolreine (100%, 90%, 70% und 50% in Wasser) fur jeweils 2 min
rehydriert. AnschlieBend wurde zweimal fir je 3 min in Wasser gebadet. Die Objekttrager
wurden dann in eine walrige, zuvor filtrierte Hdmalaunldsung nach visueller Kontrolle gefarbt
und im Anschluf? fur ca. 5 min unter flieendem Leitungswasser gesptilt. Danach wurde in
einer waRrigen, filtrierten Eosinlosung gefdrbt. Nach einer abschlieBenden Dehydrierung in
einer ansteigenden Ethanolreihe wurde mit DPX berschichtet und mit einem Deckglas
abgeschlossen.

2.26 Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung farbt Bestandteile des rauhen endoplasmatischen Reticulcums an und zeigt
damit die Zellsomata an. Getrocknete Gefrierschnitte wurden zur Sduberung und Entfettung
fir je 3 - 5 min mit 50 und 70% EtOH in Wasser behandelt. AnschlieBend wurde rehydriert und
bis zu 15 min in filtierter Kresylviolett-Losung gefarbt. Nach dem Spiilen mit Wasser und 70%
EtOH wurden die Farbungen in 96%igen, mit einem Tropfen Eisessig angesaurtem EtOH
differenziert. AnschlieRend wurde dreimal mit 96% sowie zweimal mit 100% EtOH gespiilt. Der
AbschluR® der Farbung erfolgte durch einmalige Behandlung mit Xylol. Die Schnitte wurden
anschliefend mit EinschluBmittel tiberschichtet und mit Deckglaschen abgedeckt.
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2.27 Rezeptor-Bindungsassays mit alkalischer
Phosphatase (AP)-Fusionsproteinen

Die Methodik basiert im Wesentlichen auf dem von CHENG und FLANAGAN enwickelten Protokoll
(receptor alkaline phosphatase in situ, 1994). Die Farbungen wurden an Gefrierschnitten
durchgeftihrt, die wie in 2.24.2.1 beschrieben hergestellt wurden. Die Schnitte wurden vor den
weiteren Behandlungsschritten fir ca. 10 min in -20 °C kaltes Methanol fixiert. AnschlieRend
wurde fiir 10 min in HBHA-Puffer und flr weitere 2 h mit 4 - 7 nM AP-Fusionsproteinen
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Uwe Drescher, Tlbingen) in HBHA-Puffer
inkubiert. Nach Abschluf® der Bindungsreaktion wurden ungebundene AP-Fusionsproteine
viermal fir je 5 min mit HBS-Ldsung weggewaschen. AnschlieRend wurde flir 1,5 min mit
Fixierlosung behandelt und weitere sechsmal in HBS-Puffer gewaschen. In HBS-LGsung wurden
fir 60 min bei 65 °C endogene alkalische Phosphatasen inaktiviert und danach fir 10 min in
AP-Puffer und weitere 10 min in AP-Puffer mit 10 mM L-Homoarginin die Schnitte inkubiert.
Die Farbreaktionen erfolgte mit BM-Purple, dem 10 mM L-Homoarginin zugeftigt wurden. Nach
Erreichen der gewiinschten Farbintensitét wurde die Reaktion in PBS gestoppt. Die Schnitte
wurden leicht getrocknet, in Nuclear Fast Red (Vector, Kat.-Nr. H-3403) flir 10 min
gegengeférbt und fiir 2 min in Wasser abgespiilt. Letztlich wurde mit KAISERS Glyceringelatine
tiberschichtet und mit Deckgléschen abgedeckt.

2.28 Immunohistochemishe Farbung an
Ganzkdrperpraparaten von Embryonen

Embryonen wurden dem Uterus entnommen, von allen extraembryonalen Membranen befreit
und in 4% PFA in PBS U.N. bei 4 °C fixiert. Dieser, wie alle folgenden Inkubationsschritte,
erfolgten unter kontinuierlichem Schiitteln, um eine optimale Durchmischung zu
gewdhrleisten. Nach der Fixierung wurden sie in einer steigenden Methanolreihe (25%, 50%,
75% in PBS und zweimal 100%) dehydriert und so fiir langere Zeitrdume gelagert.

Durch eine 4 - 5stlindige Behandlung mit einer Losung aus Methanol/DMSO/30% H,0,
(4:1:1) wurden die Embryonen gebleicht und endogene Peroxidasen inaktiviert. Anschliefend
wurden die Embryonen in einer absteigenden Methanolreihe (75%, 50% und 25% in PBS)
rehydriert und in PBS flir 15 min inkubiert. Nach der Rehydrierung wurde zweimal fiir je eine
Stunde in PBS mit 2% Milchpulver und 0,1% Triton X-100 (PBSMT) bei RT gewaschen.
AnschlieBend wurde in der gleichen Losung mit dem 1:300 verdlinntem Antikorper bei 4°C
U.N. inkubiert. Durch fiinfmaliges je einstindiges Waschen mit PBSMT wurde nicht
gebundener Antikorper entfernt und im Anschluf® mit dem 1:200 verdiinnten sekundéren, mit
Meerettich-Peroxidase konjugierten Antikorper, in PBSMT G.N. bei 4 °C inkubiert. Nicht
gebundener Antikorper wurde erneut duch flinfmaliges je einstiindiges Waschen mit PBSMT
entfernt und abschlieRend die Embryonen in PBS (berflihrt. Die Farbung erfolgte durch
Addierung von 0,3 mg/ml Diaminobenzidin (DAB) in PBS fr 20 - 30 min. Die Farbentwicklung
wurde durch Hinzugabe von H,O, in einer Konzentration von 0,03% induziert und war
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innerhalb von 10 - 15 min abgeschlossen. Durch Uberfilhren in PBS wurde die Farbung
beendet.

2.29 X-Gal-Farbung

Embryonen wurden nach Entnahme aus dem Uterus und Befreiung von allen
extraembryonalen Membranen kurz bei RT mit 0,1 M Phosphatpuffer gespilt und anschlieRend
bei RT fur 20 - 30 min schittelnd in Fixier-Losung fixiert. Nach dem Fixieren wurde dreimal flir
je 15 min mit Wasch-Puffer bei RT schiittelnd gewaschen und im AnschluR die X-Gal-
Farbeldsung als Substrat fiir die b-Galaktosidase auf die Embryonen gegeben. Es wurde
mehrere Stunden bis U.N. in der Férbelésung bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Nach Abschluf3
der Farbreaktion wurden die Embryonen zweimal mit Waschlosung gespilt und in dieser
Losung unter Zusatz einiger Tropfen 1 M NaN, bei 4 °C gelagert. Im Allgemeinen intensivierte
sich die Férbung nach einiger Zeit in dieser Losung, so daR die Embryonen recht bald zur
Dokumentation fotografiert wurden.

2.30 Skelettfarbung

Skelett-Praparationen wurden mit Hilfe des Acianblau / Alizarinrot-Verfahrens durchgeftihrt,
das Knorpel blau und verkndchertes, calciumhaltiges Gewebe rot farbt (KesseL et al., 1990).

Neugeborene Méuse wurden ausgenommen, flir 4 Tage in EtOH fixiert, fir 3 Tage in
Aceton gegeben und dann kurz in Wasser gespiilt. AnschlieRend wurden sie flir 3 Tage mit
Farbelosung behandelt. Nach kurzem Abspiilen mit Wasser wurden sie in Mazerierungslsung
von allem weichen Gewebe befreit und entfarbt. Ublicherweise waren die Skelette von allem
umgebenden Gewebe innerhalb einiger Tage bzw. weniger Wochen gesaubert und wurden
dann in einer Losung aus 50% Glycerin in Wasser aufbewahrt.

2.31 Farbung von Axonen mit lipophilen Farbstoffen

In Kooperation mit Prof. Dr. Dr. Solon Thanos (Universitdt Minster) wurden Markierungen der
Axone retinaler Ganglienzellen (RGZ) mit dem retrograd transportierten lipophilen Farbstoff
N-4-4-(4-Didecylaminostyrol)-N-Methylpiridiniumjodid ~ (4-Di-10-ASP; ~ Molecular ~ Probes,
Kat.-Nr.: D-291) durchgeftihrt. Dieser Farbstoff wird aufgrund seines lipophilen Charakters in
die Zellmembran internalisiert und fluoresziert nur dann, wenn er von Membranen
aufgenommen wird. Das Absorptionsmaximum flr die Anregung liegt bei 492 nm, das
Emissionsmaximum im gelben Bereich bei 612 nm. 4-Di-10-ASP wird (iber den schnellen
axonalen Transport (200 - 400 mm/d) zum Zellsoma der RGZ transportiert und reichert sich in
zwei bis drei Tagen, nach der Injektion in den Colliculus superior, ausreichend fir eine
Detektion an.

Flr die Durchfihrung der Injektion wurden 4 - 8 Wochen alte Tiere anésthesiert,
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positionsfixiert und operiert. Dazu wurde der Schadel tiber dem Colliculus superior einer Seite
gedffnet und ein 4-Di-10-ASP-Kristall in einer ausgewahlten Position plaziert. Nach Beendigung
des Eingriffs wurde die Wunde durch Zundhen der Kopfhaut wieder verschlossen und das Tier
flr weitere flinf Tage unter normalen Bedingungen gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
das Tier durch cervicale Dislokation getdtet und Gehirn sowie Augen entnommen. Der
Colliculus superior wurde von berlagerndem Gewebe befreit und unter fluoreszierenden
Bedingungen zur exakten Positionshestimmung des 4-Di-10-ASP-Kristalls fotografiert. Die
kontralaterale Retina wurde unter PBS vom restlichen Auge freiprapariert und auf einem
Filterpapier, mit der RGZ-Schicht nach oben, ausgebreitet. Unter Fluoreszenzbeleuchtung
wurden Camera lucida-Zeichnungen angefertigt und diese ausgewertet.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jiirgen Bolz (Universitat Jena)
wurden Markierungsexperimente flir das thalamocorticale Projektionssystem durchgeftinrt.
Hierzu wurden 8 Tage alte Tiere durch cervicale Dislokation getotet, ihre Gehirne entnommen
und in 4% PFA/PBS flir mindestens 24 h immersionsfixiert. AnschlieRend wurden die Gehirne
in 4% Agarose eingebettet und 400 nm dick in einem Winkel geschnitten, der den
thalamocorticalen Pfad erhdlt. Die Anfarbung thalamocorticaler Axone erfolgte durch die
Implantation eines Kristalls von Dil (1,1”-Dioctadecyl-3,3,3",3” -Tetramethylindocarbocyanin-
perchlorat; Molecular Probes, Kat.-Nr.: D-3911) in den ventrobasalen Thalamus. Die Schnitte
wurden daraufhin bis zu zwei Wochen in PBS, dem 0,2% Natriumazid zugegeben wurde bei RT
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Analyse im konfokalen Mikroskop
(ZEISS LSM 510).

Farbungen von Axonen in embryonalen Stadien wurden ebenfalls mit Kristallen von Dil
durchgeflihrt. Hierzu wurden die Kristalle mit einer spitz ausgezogenen Glaskapilare
positioniert und die Foten solange bei RT in 4% PFA in PBS inkubiert, bis der Farbstoff alle
Nervenendigungen erreicht hatte. Die Ergebnisse der Féarbungen wurden unter
fluoreszierenden Bedingungen (Absorptionsmaximum: 549 nm, Emissionsmaximum: 565 nm)
betrachtet und dokumentiert.

2.32 Dokumentation histologischer Ergebnisse

Flr die Dokumentation histologischer Farbungen an Ganzkorperprdparaten wurden die
Embryonen in PBS in eine 6 cm-Petrischale, in die zuvor eine diinne Schicht 1%ige Agarose in
PBS gegossen worden war, gelegt. In die Agarose wurden kleine Gruben ausgearbeitet in
denen die Embryonen beliebig und stabil ausgerichtet wurden. Die Aufnahmen wurden am
Binokular-Mikroskop (Leica MZ APQO) unter einer Kombination aus Durch- und
Auflichtbeleuchtung gemacht. Diese Aufnahmetechnik erlaubte die Abbildung innerer,
angeférbter Strukturen und unterdriickte die Schattenbildung.

Hell- sowie Dunkelfeldaufnahmen von histologischen Schnitten auf Objekttrdgern
wurden mit dem Binokular-Mikroskop Leica DMRB (Objektive 2,5-100" ) und in geringerem
MaRe (bei zu groRen Objekten) mit Leica MZ APO durchgeftihrt.

Die Dokumentation der Aufnahmen erfolgte mit der Digital-Kamera ProgRes 3012,
unterstiitzt vom Programm Daguerre (Version 2.1). Die Aufnahmen wurden daraufhin ins
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Bildverarbeitungsprogramm  Adobe Photoshop (Version 4.0) importiert, auf die
interessierenden Ausschnitte verkleinert und phototechnisch bearbeitet. Kopien einzelner
Aufnahmen, die zu einer Collage zusammengefiigt werden sollten, wurden im EPS-Format in
Adobe lllustrator (Version 6.0.1) importiert und hier plaziert.

Die Identifizierung und Benennung anatomischer Strukturen an Ganzkorperpréaparaten
sowie an Schnitten erfolgte nach den Angaben in den histologischen Atlanten von KAUFMAN
(1992), Drews (1993), ScHAmBRA et al. (1992), ALTMAN und BAYER (1995), ALvAREZ-BoLAaDO und
SWANSON (1996), FRANKLIN und PAXINOS (1997), JacosowiTz und ABBOTT (1998).

2.33 Kultivierung und Manipulation embryonaler
Stammzellen (ES-Zellen) der Maus

2.33.1 Verwendete ES-Zellen

Um Ephrin-A5-defiziente Mausmutanten zu generieren, wurde der gewahlte Genabschnitt
gegen einen DNA-Vektor in pluripotenten embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus
ausgetauscht. Der Austausch zwischen dem endogenen Genabschnitt und dem Vektor erfolgt
nach Rekombination zwischen den homologen Sequenzen. Die pluripotenten, aus der inneren
Zellmasse der Mausblastozysten stammenden ES-Zellen (MARTIN, 1981; EvANS und KAUFMAN,
1981) besitzen die Fahigkeit, sich sowohl in vitro als auch in vivo in verschiedene Zelltypen zu
differenzieren. Es ist aber mdglich, diese Zellen im undifferenzierten Stadium zu kultivieren.
Bringt man die ES-Zellen durch Injektion in Mausblastozysten oder durch Aggregation mit
Mausembryonen im Morulastadium zurtick in den Embryo, so kénnen sich diese Zellen an der
Entwicklung aller Organe einschlieBlich der Gonaden beteiligen, und es entstehen Chiméren.
Bei Keimbahnchiméren werden auch Nachkommen geboren, deren Genotyp dem Genotyp der
ES-Zellen entspricht. Fir diese Arbeit wurden drei ES-Zellinien verwendet:

- die Linie R1 aus der Sublinie (129/Sv ™ 129/Sv))F, (NAGy et al., 1993)
- die Linie E14 aus der Sublinie 129/0la (Hoorer et al., 1987)
- die Linie TBV2 aus der Sublinie 129/Sv (etabliert von Dr. V. Blanquet)

Fir die Zellkultur-Arbeiten und Manipulationen der Embryonen wurden die
Fachblcher von Joyner (ed. 1993) und Hocan et al. (1994) herangezogen. Um den
undifferenzierten, pluripotenten Zustand der ES-Zellen zu erhalten, wurden diese alle zwei
Tage vereinzelt und verdinnt ausgesat. ES-Zellen wie Feederzellen wurden bei 37 °C, 5% CO,
und 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert.
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2.33.2 Praparation und Anzucht von Feederzellen

Zur Beibehaltung der pluripotenten Eigenschaften von ES-Zellen wahrend ihrer Kultivierung
werden neben speziell konditionierten Medien wie “Buffalo-Rat-Liver” (BRL)-Zellen
enthaltendes Medium (SMITH und Hooper, 1987) oder Leukémie-Inhibierungsfaktor (LIF)
enthaltendes Medium (WiLLiavs et al., 1988; SwmiTH et al., 1988) mitotisch inaktivierte
Fibroblasten (Feederzellen) (MARTIN, 1981; DOETSCHMAN, 1985) bendtigt. In dieser Arbeit
wurden die ES-Zellen auf einer einfachen Feederzellschicht im LIF enthaltenden Medium
gehalten. Die Feederzellen wurden aus Fibroblasten von E 14,5 - E 16,5 alten Maus-Embryonen
unter sterilen Bedingungen prapariert und als 1 ml-Aliquots in fllssigem Stickstoff gelagert.
Hierzu wurden Embryonen des Mausstammes CD-1 verwendet.

In fllissigem Stickstoff eingefrorene Feederzellen-Ampullen wurden schnell bei 37 °C
aufgetaut, in 10 ml DMEM gegeben und 5 Minuten bei 1.000 " g zentrifugiert, um das
Einfriermedium zu entfernen. Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM resuspendiert und auf fiinf
13,2 cm-Platten mit je 25 ml Medium verteilt. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert
und zur Teilungsinaktivierung mit Mitomycin C fir 3 h behandelt. Danach wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und in 7,5 ml Trypsin/EDTA 15 min im Inkubator vom Boden
abgeldst. Nach Vereinzelung und Zentrifugation der Zellen wurden sie in Medium
aufgenommen und die Zellzahl in der Suspension bestimmt. Die Zellen wurden je nach Bedarf
auf Platten unterschiedlicher GréRe in einer Konzentration von 2 - 2,5 x10* Zellen/cm?
ausplattiert. Die Feederplatten waren nach mindestens dreistlindiger inkubation verwendbar,
im besseren Fall aber G.N. kultiviert worden. Mit Mitomycin behandelte Feederplatten konnten
bis 7 Tage nach der Behandlung verwendet werden, wenn das Medium nach 4 Tagen
gewechselt wurde.

2.33.3 Elektroporation und Selektion von ES-Zellen

Die Elektroporation ist eine physikalische Methode zum Gentransfer. Sie basiert auf dem
Umstand, dal biologische Membranen durch die Einwirkung kurzer elektrischer Impulse
oberhalb einer kritischen Feldstarke vorlibergehend permeabilisiert werden, ohne daR die
Membranstruktur zerstort wird. Wahrend der Phase erhohter Durchlassigkeit kann ein
Stofftransport durch die Membran erfolgen. Die Elektroporation der ES-Zellen wurde nach den
Angaben von WURrsT und JOYNER (1993) durchgefiihrt.

2.33.3.1 Vorbereitung der ES-Zellen fur die Elektroporation

Die in fliissigem Stickstoff aufbewahrten ES-Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.
Um das Einfriermedium zu entfernen, wurde die Zellsuspension (ca. 1 ml) in 20 ml
Waschmedium aberfiihrt und bei 1200 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml
ES-Zell-Kulturmedium aufgenommen und auf eine 6 cm-Feederplatte ausgesat. Nach ca. 48 h
Inkubation wurden die Zellen auf der Feederplatte mit PBS gewaschen. Nach 15miniitiger
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Einwirkung von 1,5 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C wurden sie vom Boden gelGst. Um die Zellen zu
vereinzeln, pipettierte man die Zellsuspension ungeféhr 10 - 15 mal auf und ab. Nach dem
Entfernen von Trypsin/EDTA durch Waschen der Zellsuspension wurden die ES-Zellen auf eine
10cm-Feederplatte mit 10 ml Medium neu ausgeséht (Verdiinnung ca. 1:2,5).

Die Zellen wurden fiir weitere 48 h kultiviert und auf vier 10-cm Gelatineplatten
passagiert. Nach weiteren 36 - 48 h Inkubation war eine Zellzahl erreicht, die fiir zwei bis drei
Elektroporationen ausreichend war. Um ein exponentielles Wachstum von ES-Zellen zu
erreichen, wurde 3 - 5 h vor der Elektroporation das Medium gewechselt. Die Zellen wurden
gewaschen, trypsiniert, durch rigoroses Pipetieren vereinzelt, in kaltem PBS aufgenommmen
und ausgezahlt.

2.33.3.2 Vorbereitung der DNA und Elektroporation

30 ng der Vektor-DNA wurden mit 40 U Notl-Enzym fiir mindestens 3 h Stunden in einem
Volumen von bis zu 100 n liniearisiert. AnschlieRend wurde das Enzym 15 min bei 70 °C
inaktiviert und dieser Ansatz direkt fiir eine Elektroporation in einer Kiivette (Biorad, Kat.-Nr.:
165-2088) verwendet. Die Elektroporation wurde mit 6 x 10" ES-Zellen in einem
Gesamtvolumen von 850 ml durchgefiihrt. Die linearisierte Vektor-DNA wurde bei 240 V und
500 nt transfiziert. Die Werte flr die Zeitkonstante betrugen 6,6 - 6,8 ms, was im erw(inschten
Bereich lag. Nach der Elektroporation wurde der Ansatz in der Kivette fiir 10 - 15 min bei RT
belassen, anschlieend in 40 ml Medium vorichtig verteilt und auf vier 10 cm-Kulturschalen
verteilt.

24 h nach der Elektroporation konnte mit der Antibiotika-Behandlung begonnen
werden. Als positive Selektion fiir den Nachweis einer Neomycin-Resistenz und somit der
Integration der Vektor-DNA im Genom diente das Neomycin-Analogon Geneticin (G418),
welches in einer Konzentration von 200 ng/ml eingesetzt wurde. Gangcyclovir (GANC) wurde
erst 48 h nach der Elektroporation in einer Konzentration von 2 nM fiir die negative Selektion
verwendet, da GANC Zellen mit dem tk-Gen des Herpes-Simplex-Virus die Zellen abtétet.
Wahrend der Selektion wurde das Antibiotika enthaltende Medium jeden Tag gewechselt.

Die Uberlebenden Zellkolonien wurden nach der Antibiotika-Behandlung isoliert. Daftir
wurden sie unter einem Binokularmikroskop unter der Sterilbank mit einer Pipettenspitze
vom Boden abgeldst und in 96-Lochplatten mit Feederzellen Gberflihrt. In jedes Loch wurden
150 m Medium gegeben.

2.33.3.3 Kultur und Expansion resistenter Klone

Einen Tag nach ihrer Isolierung wurden die ES-Zellkolonien vereinzelt und in neue 96-Loch-
Feederplatten tberfuhrt. Zum Vereinzeln der Zellen wurden 30 m Trypsin/EDTA pro Loch
verwendet. Nach zweitégiger Kultivierung wurden die ES-Zellen wieder passagiert. Je nach
Zelldichte wurden sie entweder 1:3 oder 1:4 verdlinnt. Fir die ES-Zell-DNA-Isolierung wurden
zwei 96-Loch-Gelatineplatten angelegt. Fur die Expandierung der positiven Klone nach der
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Selektion auf homologe Rekombination wurden die ES-Zellen auf zwei 96-Loch-Feederplatten
zwei Tage nach der Passage als Aggregate von 5 - 10 Zellen eingefroren. Zum Einfrieren
verwendete man pro Loch 100 rd 2 ° Einfriermedium, das in 30 mi Trypsin/EDTA und 70 m
Kulturmedium 1:2 verdinnt wurde. Das Einfrieren der Platten bei -80 °C wurde durch
Isolierung in mit Papier ausgekleideten Pappschachteln langsam durchgefiinrt.

2.33.3.4 Uberpriifung der ES-Zell-DNA auf homologe Rekombination

Um geniigend DNA fir eine Southern-Blot-Analyse aus den Zellen zu erhalten, wurde bis zur
Konfluenz kultiviert.Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden 50 ni Lysispuffer mit 1 mg/ml
Proteinase K zu jedem Loch gegeben. Danach wurden die Platten bei 52 °C (i.N. in einer
feuchten Kammer inkubiert. Die Prézipitierung der DNA erfolgte durch Zugabe von 100 ni
kaltem EtOH mit 75 mM NaCl zum Zellysat und Schitteln der Platten fir 30 min bei RT.

Nach dem Zentrifugieren wurde die Mischung aus Lysispuffer und EtOH durch Wenden
der Platten dekantiert. Die geféllte DNA erschien als Filamente auf dem Boden der Platten. Salz
wurde durch dreimaliges Waschen mit 70%igem EtOH entfernt. Die DNA wurde im Anschluf}
auf der Platte luftgetrocknet und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Fir die Hybridisierung mit der 5 -externen-Sonde (Wildtypbande: 55 kbp,
Rekombinanten-Bande: 4,8 kbp) wurde die genomische DNA mit dem Enzym EcoRI verdaut.
Erwiesen sich Klone als homolog rekombiniert wurde die DNA der Replika-Platte fiir die
Hybridisierung mit der 3'-externen-Sonde herangezogen. Dazu wurde mit dem Enzym EcoRV
verdaut (Wildtypbande: 9,7 kbp, Rekombinanten-Bande: 7,2 kbp). Der Verdau-Ansatz bestand
aus folgenden Komponenten:

3m 10" Puffer

1,5 Restriktionsenzym (40 U/m)
1,2 Spermidin (0,1 M)

0,3 RNase A (10 mg/ml)

24 m Wasser

Der DNA-Verdau erfolgte 0.N. bei 37 °C in feuchter Umgebung. Die fragmentierte DNA
wurde anschliefend in einem 0,8%igem TAE-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
mittels Kapillartransfer auf eine Nylonmembran tibertragen.

2.33.3.5 Vermehrung der positiven ES-Zellklone

Zellklone, fur die homologe Rekombination festgestellt wurde, wurden in den 96-Loch-
Feederplatten, in denen sie eingefroren wurden, aufgetaut. Die ES-Zellen einer Platte wurden
in einem auf 37 °C eingestellten Wasserbad schnell aufgetaut, wahrend die andere
Duplikatplatte zur Reserve aufgehoben wurde. Nach flinfmindtiger Zentrifugation bei 1000 * g
wurde das Einfriermedium entfernt und die positiven ES-Zellklone auf eine neue 96-Loch-
Feederplatte tiberflinrt. Zwei Tage danach wurden die Zellen in eine 48-Loch-Feederplatte (ca.
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1:3 Verdinnung) ausgesat. Die Zellen wurden alle zwei Tage vereinzelt und jeder Klon uber
eine 24-Loch-Feederplatte, eine 3,5 cm-Feederplatte, eine 6 cm-Feederplatte und eine 10 cm-
Feederplatte auf vier 10 cm-Feederplatten expandiert.

Die so expandierten ES-Zellklone wurden dber Trypsin/EDTA-Behandlung zu
Aggregaten von 10 - 20 Zellen dissoziiert und abzentrifugiert. Die prézipitierten Zellen wurden
in kaltem ES-Zellen-Medium resuspendiert und die Zellsuspension mit dem gleichen Volumen
an kaltem 2~ Einfriermedium vermengt. AnschlieBend wurde je 1 ml dieser Suspension in ein
KryorGhrchen rasch abgeftillt. Danach wurden die Rohrchen in ein auf 4 °C gekihltes, mit
Isopropanol gefiilltes GefaR gestellt und bei -80 °C eingefroren. Das Isopropanol sollte
gewdhrleisten, daR die Temperatur graduell um ca. 1 °C/min absank. AnschlieBend wurden die
Rohrchen im Flussig-Stickstofftank aufbewahrt. Je nach Zelldichte konnten von einer 10 cm-
Platte drei oder vier Kryoréhrchen eingefroren werden. Die Zellen wurden fiir die Injektion in
Blastocysten zur Erstellung von Chiméren verwendet.

2.33.4 Aufzucht der Ephrin-A5-Mutanten

In der Regel wurden die transferierten Embryonen 16 Tage nach dem Uterustransfer geboren.
Die Chiméren unterschieden sich von den Nichtchimaren durch das braun-schwarz-gefleckte
Fell. Geschlechtsreife Chimaren in einem Alter von 6 - 8 Wochen wurden mit Mausen vom
Stamm C57BL/6 verpaart, um die Fahigkeit der ES-Zellen, zur Keimbahn beizutragen, zu
tberprifen. Nach einer dreiwGchigen Tréchtigkeit wurden Nachkommen geboren. Wenn die
Keimzellen aus den manipulierten ES-Zellen stammten, bekamen die Jungtiere ein braunes
Fell. Die Tiere wurden nach ca. 3 Wochen vom Elternpaar nach Geschlecht getrennt und
erhielten tUber Lochung der Ohren eine Kennummer. Zur Genotypisierung wurde ein Stlick
Schwanz abgeschnitten und die gewonnene DNA mittels Southern-Blot-Analyse auf
Transmission des mutierten Allels Gberprift.

Heterozygote Mause einer Generation wurden untereinander gekreuzt um kongene
Méause zu erhalten. Nachkommen dieser Verpaarungen wurden sowohl flir embryonale als auch
adulte Untersuchungen verwendet. Embryonen gewdinschter Stadien wurden der Mutter
entnommen, nachdem (ber Kontrolle des Vaginalpfropfens der Empfangniszeitpunkt
festgelegt wurde. Die weitere Haltung erfolgte wie unter 2.5 beschrieben.

2.34 Praparation von DNA fiur die Oocyten-Mikroinjektion

Die Klonierungsschritte zur Herstellung des in dieser Arbeit verwendeten Konstrukts zur
Generierung transgenener Mduse ist in 3.8.2 beschrieben. 20 ng Plasmid-DNA wurden tber
Restriktionsverdau von bakteriellen Vektorsequenzen befreit und in einem préparativen
1%igem TAE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das DNA-
Fragment nach 2. aus dem Gel isoliert in 200 - 300 d 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)/ 0,1 mM EDTA
(Mikroinjektionspuffer) eluiert und so gut wie mdglich durch wiederholtes Zentrifugieren und
Abpipetieren vom Silikat befreit. AnschlieRend wurde das Eluat durch einen Filter mit 0,22 nm



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Material und Methoden - 60

Porendurchmesser passiert (Millipore, MILLEX-GV4, Kat.-Nr. SLGVL04OS) und auf einer
Membran von 0,05 mm Porendurchmesser (Millipore, type VM, Kat.-Nr. VMWP02500) gegen ein
Volumen von 20 - 30 ml Mikroinjektionspuffer bei RT fir 3 - 4 h mikrodialysiert. Die DNA-
Konzentration wurde im Anschlul® photometrisch tber OD,,, und nach Elektrophorese visuell
tber Vergleich mit einem konzentrationsstandardisierten DNA-Molekulargewichtsstandard
bestimmt. Fir die Mikroinjektion wurde die DNA in einer Konzentration von 2 - 4 ng/ni
verdunnt.

Die Injektion von 1 - 2 pl der aufgereinigten DNA erfolgte in den (groferen)
madnnlichen Vorkern befruchteter Eizellen. Diese wurden fiir einige Stunden Kkultiviert, bevor
sie in den Eileiter einer scheintrachtigen Maus tranferiert wurden. Nach 9 - 15 Tagen wurde die
Amme getotet, die Embryonen entnommen und der X-Gal-Farbung unterzogen. Die
Genotypisierung erfolgte mit DNA, die aus dem zuvor préparierten Amnion isoliert wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 cDNA-Isolierung des Ephrin-A5-Gens und Ableitung
der Proteinstruktur

Die cDNA des Ephrin-A5-Gens wurde urpriinglich beim Huhn von DReScHER et al. (1995;
GenBank acc. no. X90377) und human von Winstow et al. (1995; GenBank acc. no.
NM_001962) isoliert. Damit stand bereits die Sequenz zwei relativ divergenter Spezies zur
Verfligung und ermdglichte es aus konservierten Bereichen geeignete Oligonukleotidprimer zu
erstellen, um mittels degenerierter PCR nach der Maus-cDNA zu suchen. In der Tat gelang es
Dr. Uwe Drescher (MPI, Tibingen) auf diesem Wege ein Fragment der cDNA der Maus zu
isolieren, welches er uns freundlicherweise fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt hat. Dieses
Fragment entspricht im wesentlichen Exon Il und Il von Ephrin-A5, und wurde fir das
Absuchen der Bibliothek nach genomischen Klonen verwendet. Zu einem spateren Zeitpunkt
wurde ein weiteres Fragment von Dr. David Wilkinson (London) zur Verfligung gestellt,
welches fur die in situ-Hybridisierungen und zur Erstellung von Primern fiir die 5”-RACE
verwendet wurde. Die Sequenz dieser cDNA-Fragmente entsprach erwartungsgeman, der kurz
darauf von FLENIKEN et al. (1996) publizierten Sequenz fiir Maus-Ephrin-A5 (GenBank acc. no.
U90664). Die daraus abgeleitete Protein-Sequenz zeigt alle Charakteristika eines
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-gebundenen Zelloberflachen-Molekiils (Abb. 3.1). Ein
hydrophober N-terminaler Bereich, der einen Teil des Signalpeptids fir den Export aus der
Zelle darstellt, wird von einem weitgehend hydrophilen Peptid gefolgt, welches in seinem
abschlieBenden C-terminalen Bereich wieder eine Signalsequenz mit hydrophoben Resten
enthdlt, die fir die GPI-Anbindung an die Zellmembran verantwortlich ist. Die jeweils
terminalen Signalsequenzen werden wéhrend der Prozessierung entfernt und sind im reifen
Protein nicht mehr enthalten (Ubersicht bei UDENFRIED und Kobukuta, 1995). Die
Spaltungsstelle fiir die N-terminale Signalsequenz wurde nach Ser? postuliert (VON HEINE,
1986) und die Spaltungsstelle fir die C-terminale Signalsequenz (w-Stelle) nach Asn®
(FErRGUSON und WiLLIams, 1988; Cross, 1990). Das reife Protein besteht demnach aus 183
Aminosaureresten zwischen GIn? und Asn®®. Zusatzlich konnte festgestellt werden, daf
Ephrin-A5 wie alle anderen bekannten Ephrine vier konsevierte Cystein-Reste besitzt, die flr
die Interaktion mit den Rezeptoren von Wichtigkeit sind (Vergleiche Abb. 3.2).

Bei Ephrin-AS der Maus handelt es sich demnach um ein Zelloberfldchen-Protein, das
tber eine lipidartige GPI-Verbindung an die AuRenseite der Zellmembran gebunden ist.
AuBerdem konnte festgestellt werden, dal? Ephrin-A5 innerhalb seines kodierenden Bereiches
alternativ gespleil3t wird (Exon IV) und damit flir zwei alternative Proteine kodiert (FLENIKEN et
al., 1996; Vergl. Abb. 3.28). Das kleinere Transkript (Ephrin-A5s) kodiert fiir ein - im C-
terminalen, nicht-rezeptorbindenden Bereich, um 27 Aminosaurereste verkiirztes Protein
(Ephrin-A5-b), welches sich in seiner Aktivitdt von der ldngeren Form (Ephrin-A5-a) nicht
unterscheidet (Lai et al., 1999).
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Abb. 3.1: Hydropathie-Index (mittlere Hydropathie von neun aufeinander-
folgenden Resten) der abgeleiteten Sequenz von Ephrin-A5 der Maus. Positive
Werte zeigen hydrophobere Regionen der Polypeptidkette an, negative Werte
hydrophilere Regionen. Die Abszisse gibt die Position der Aminoséuren in der
Sequenz an. (Nach KyTe und DooLITLE, 1982). Das abgeleitete Peptid zeigt einen flr
GPI-gebundene Zelloberflachen-Molekiile charakteristischen Hydropathie-Index.

3.2 Struktur des Ephrin-A5-Gens

3.2.1 Amplifikation und Sequenzbestimmung der cDNA Uber
5-RACE

Um das 57-Ende der cDNA zu erhalten und damit die Transkriptionsinitiationsstelle zu
kartieren wurde RNA aus Embryonen des Stadiums E 10,5 prapariert. AnschlieRend wurden
Ephrin-A5-Transkripte unter Verwendung des Ephrin-A5-genspezifischen Primers 1 (GSP-1),
wie in 2.19 und 2.20 beschrieben revers transkribiert und tber 57 -RACE amplifiziert. Die
Amplifikation der cDNA erfolgte mit den im Kit enthaltenen 5”-Primern (5”-RACE Abridged
Anchor Primer und Abridged Universal Amplification Primer) und den Ephrin-A5-spezifischen
Gegenprimern deren Sequenz Tabelle 3.1 entnommen werden kann. Dabei wurden sukzessive
Primer eingesetzt, die sich immer mehr dem 5~ -Ende néherten (primer extension). Spezifische
PCR-Produkte wurden subkloniert und sequenziert. Nachdem keine Amplifikationsprodukte
mehr gewonnen werden konnten, die eine Verldngerung der ermittelten Sequenz zum 5”-
Ende hin ermdglichten, wurde die 5°-RACE abgeschlossen und das 5”-Ende der ermittelten
Sequenz als Transkriptionsinitiationsstelle festgelegt. Die ermittelte Sequenz, die dem
57 nichttranslatierten Bereich zuzurechnen ist, konnte (iber Vergleich mit der genomischen
Sequenz aus | -1.6 génzlich dem Exon | zugerechnet werden auf dem sie kartiert.
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ACGCGCGCGEECT CACGT GGT GCCGAGGCT GCT GCCGCCT GGECCECCGCGECAGT CGEC 60
TTTACACGCAGGT CATTAACGAGGEGEECGT GCCCGAGGAGATTTTTTTTCCCATAAAGCA 120
TTTTTTCTCTCCTTTTCTTTTTTTTTTTTCCCTCCTCTTTTGCAAAACTGACTTTTCCCC 180
TCCTTTCTACTTCTCGCCAGT CTTCCCAACCT CTCCAGGCT GCTCGCGCCGCTGCACTCA 240
AGITTATTTTCCCGCCT GGGCAGAGGT TTTAGGAT TCGGT CGGTGECTTTCACCTCTCGT 300
TACTGCTGT GCCTAAGGAGGGAAGGAGGAGGCAGCTCCGGATCGEGAAGGT TTTCTGATG 360
TAGTCATCGGGGAGGT GCCAGCAGCT CGCGTGTGCTCCCTCTCCCTTTTTCCCTCCCGGT 420
TTCAAACTGATTGATGAATCTCTACAAGT TGCT GGGGT TGEEECCEGAGAGGT CCGAGTC 480
CCAGGGACACT TCTGAGAGCT CCCCCCCGEEECT CTGEECACGCCGT GCGEEEGT TCAGC 540
CTCTCTCCCGGAAGGCGAACGGAGACT GT CATCAGCCCAT CCCGGACT TGGAGGGECTCCA 600
TCCGAAAGTGATTGT TTCCCCTCTCGCTTCTCAGCCCGGECAGT TGECT TGECGT CGCCCT 660
GCAGGT TTGGECATCCCGECCCCECCT GECTGECTGGT TCACAACCTCTGCTCTTCATTC 720
ACTCCGCGECACCCACACCCGGECCAAGACAAGCTAGCAGGAGAAAT CCCCGACT CAGCCA 780
GCGCCCGEEEEET GCCATCTCGCTCTGCCTCTGCGGT CGGACT CCTTTGEGGACCTGCTGG 840
AAGACGT GAAGAGCCAAACTTTTCTTGGAGCCT TTTCCGAAGCAAGACCCGCTCCTCCTC 900
TCCTCGCCT GAGCGCT CGECTGCGECT TTGEGCAGT TCCAGGACT CCGECAGAGCCGEEC 960
TTGCGGATCCAGATCGCCACTCTTCT CTGCGCACCT CCGGGT ACCGCAGT CCACAGGACT 1020
CCTGCGAGCCT TGCGGEGEEGEET CGCCT GEGCCAAGGCACAGAAGGGAGGCTCCGGACTGCTT 1080
CCAGCCTCCTGGEGACACCAGT GT GAGGACGCCCCCCCCCCECCCCCCTCCACACAGCGC 1140
CCTCCTCCTGCAGI TTCTCTCCGGCCGCCAAAGT AACT TGGAACAAAGCGGEGEECGCACGG 1200
TGAGGGECCCAGCGCGECCGAGGAAGCCCGT GCAGACCGCGECGCCGACACT GAGCCGEEC 1260
CCGGECGEECCGEGT GTATGT CTCCCCGCAGCCGCGECGCTCAACT CCCCGTGACTGTGCAG 1320
CGCGCGCCGECCECCT GCCCCGACCCGECGCT GCCECCGCCCEECCCCGCACGCACCT CCCT 1380
CTCCCGEEGT GACCGGCT TGCAGCCGCCGCCCGAGACACAGCT CCGCACCCCTACT CCCG 1440
CCCTCGCCGCCGCCACCGCACACACGCACGCGTCTCTCCGTCTTGTGATTCTTCTCCCCT 1500
CCCGAGCCCT TCAGT GGEGEGT GCGAGT TTGT CCCCCCGCCCCAGCCACTGCCTCCTTCTT 1560
CTCTCTCTCCTCTTCCTCTTCCTCCCGCGCT CGCCGCGCGCCTCTCGCCCCTTCATCGTA 1620
TTTATTCCTATTTATTTGGCGTCCGCTCTCTTCGTCTGCCCCTCTCCCTCCCTCCCCCTG 1680
GATCCCCGATCT CTCCCCGGAGT GECGCGT CEEEEECTCCGCCGCTGECTAGCCGTGATG 1740
M 1

TTGCACGTGGAGATGI TGACGCTGCTCTTTCTGGTGCTCTGGATGT GT GT GT TCAGCCAG 1800
L HV EMLTLULZFLVL WMCVF SQ 21
GACCCGGGECTCCAAAGT CGT CGCCGACCGCTACGCCGT CTACT GGAACAGCAGCAACCCC 1860
P GSKVV ADRYAVY WNSSNP 41
AGATTCCAGAGGGGTGACTACCACATTGATGT CTGTATCAATGACTACCTGGATGITTTC 1920
R F QRGDVYHI DVCI NDY L DVF 61
TGCCCTCACTATGAGGACTCTGT CCCAGAAGACAAGACT GAGCGCTACGT CCTGTACATG 1980
CPHYEDSV®PEUDIKTERYVLYWM 81
GIGAATTTTGATGGGTACAGT GCCT GCGACCACACGT CCAAAGGGT TCAAGAGAT GGGAA 2040
V NFDGY SACDMHTSKGFKRWE 101
TGTAACCGGECCTCACT CCCCAAACGGACCGCTGAAGT TCTCGGAAAAATTCCAGCTCTTC 2100
CNRPHSPNGPLIKZFSEZKUFOQL F 121
ACTCCCTTTTCTTTAGGATTTGAAT TCAGGOCAGGOCGAGAGTATTTCTACATCR CCTCT 2160
T PF SL GFEFRPGREYFY 1l S S 141
GCAATCCCAGACAACGGAAGAAGGT CCTGT CTAAAGCTCAAAGT CTTTGT GAGACCAACA 2220
Al P DNU GRRSTCLIKLIKVFVRPT 161
AXTAGCTGTATGAAAACTATAGGT GTTCATGATCGTGT TTTCGATGTTAACGACAAAGTA 2280
N S C MK T I V H DRV F DVND KV 181
GAAAATTCATTAGAACCAGCAGAT GACACCGT ACATGAGT CAGCCGAGCCAT CCCGCGGT 2340
E NSL EPADUDTVHESAEUWPSRG 201
GAGAACGCGGECGCAGACACCAAGGATACCCAGCCGCCTTTTGECAATCCTACTGITCCTC 2400
E NA AQTPR I P S L L A1l L L F L 221
CTGGCGATGCTTTTGACATTATAGCACAGT CTCCTCCCGT CCGCCTGTGAG 2551
L AML L T L stoP 228

Abb. 3.2 zeigt die ermittelte und bekannte cDNA-Sequenz von Ephrin-A5 sowie die
abgeleitete Proteinsequenz. Das ATG-Start-Codon sowie das TAG-Stop-Codon sind
unterstrichen. Die Exongrenzen sind durch Pfeilspitzen angezeigt. Sterne (*)
stehen fiir Peptid-Spaltungsstellen. Die vier unter den Ephrinen konservierten
Cystein-Reste sind durch fette Buchstaben angegeben.
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Tabelle 3.1: Die fur die 5" -RACE verwendeten genspezifischen Primer (GSPs).

Name Sequenz5”® 3~ (Lénge) T, [°C]
GSP-1 GGT TGC TGC TGT TCC AGT AGA CG (23) 57,7
GSP-2 CTG CAC AGT CAC GGG GAG TTG AGC (24) 63,7
GSP-3 TGC GGG GAG ACA TAC ACC GGC (21) 63,5
GSP-4 GGT CTG CACGGG CTTTCTTCC G (22) 63,6
GSP-5 GGC GAC GCC AAG CCA ACT GC (20) 64,4
GSP-6 GGG AAA CAATCACTT TCG GAT GGA GC(26) 63,5
GSP-7 CTG ATG ACAGTC TCC GTT CGC CTTC(25) 62,0
GSP-8 ATG ACT ACA TCA GAA AAC CTT CCC GAT C(28) 59,9
GSP-9 GCA GTA ACG AGA GGT GAA AGC CAC C (25) 61,1

2/
—
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100 bp [ I i
v 1
——

Abb.3.3: Schematische Darstellung der in Abb.3.2 angegebenen cDNA-Sequenz. Die
Abschnitte einzelner Exons (Romische Ziffern) sind als Rechtecke dargestellt. Grau

schattierte Rechtecke stellen den kodierenden Bereich dar.

Position und

Ausdehnung der einzelnen, in dieser Arbeit verwendeten Ephrin-A5-Sonden sind
als Linien dargestellt. Thre Bezeichnung ist Gber den Linien angegeben. Die

Organisation des 3" -nichttranslatierten Bereichs wurde hier nicht ¢
so daf das 3" Ende der cDNA offen bleibt.

harakterisiert,

3.2.2 Genomische Southern-Blot-Analyse des Ephrin-A5-Gens

Ephrin-A5 liegt in einer einzelnen Kopie im Maus-Genom vor, wie aus der Hybridisierung
genomischer DNA mit der Sonde Ephrin-A5-2/I1 festgestellt wurde (Abb. 3.4). Diese Sonde
entspricht dem zweiten Exon. Die Hybridisierung von genomischen Fragementen, die mit
Restriktionendonukleasen wie Asp718 (Kpnl), BamHI, EcoRl oder Hindlll gepalten wurden
ergab jeweils ein Signal im Bereich von 5,5 bis 8 kbp.
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Abb. 3.4 zeigt das Ergebnis der genomischen Southern-Blot-Analyse fiir Ephrin-A>5.
Die DNA wurde mit den angegebenen Restriktionsenzymen verdaut und mit der
Sonde Ephrin-A5-2/11, die weitgehend dem Exon Il entspricht, unter Verwendung
der Rapid-Hyb-Losung hybridisiert. In allen Fallen konnte nur ein einziges
hybridisierendes Fragment detektiert werden. 1. Asp718 (Kpnl), 2: BamHlI,
3: EcoRl, 4: HindllI

3.2.3 Isolierung und Kartierung der »-Phagen

Bereits im Hinblick auf die spatere Mutierung des Ephrin-A5-Gens, dber homologe
Rekombination in ES-Zellen, wurden Phagenklone isogener Maus-DNA isoliert und
charakterisiert. Die Verwendung von isogener, d.h. aus dem gleichen Mausstamm erhaltener
DNA fiir das Transgen kann die Frequenz homologer Rekombination deutlich steigern (DENG
und CAPecCHI, 1992; TE RIELE et al., 1992; vaN DEURSEN und WIERINGA, 1992; WURST et al., 1994).
Phagen, die das Ephrin-A5-Gen enthalten wurden aus einer genomischen Bibliothek des
Mausstammes 129/Sv isoliert (von Dr. A. Reaume etabliert und freundlicherweise von Dr. Janet
Rossant zur Verfligung gestellt) und sind somit isogen zu den in dieser Arbeit verwendeten ES-
Zellen, die den Sublinien 129/Sv ~ 129/Sv) (R1) und 129/Sv (TBV2) entstammen. Zusatzlich
wurde die ES-Zellinie E14 verwendet, die der nicht isogenen Sublinie 129/0la entstammt. In
mehreren Experimenten wurden jeweils 6 x10° Phagen mit verschiedenen Sonden abgesucht.
Phagen, die Uber Hybridisierung mit der Sonde Ephrin-A5-1/1, Sonde Ephrin-A5-2/11/111, oder
Sonde Ephrin-A5-3 isoliert wurden, wurden respektive mit 1-1, I -2 oder I -3 gekennzeichnet.
Initial konnten aus der Hybridisierung mit Sonde Ephrin-A5-1/1 zehn Phagen klonal isoliert
werden, von denen |-1.6 néher charakterisiert wurde. Aus der Hybridisierung mit Sonde
Ephrin-A5-2/1I/111 konnten zwei Phagen (1 -2.1 und 1 -2.5) klonal isoliert werden, die beide
einer eingehenden Charakterisierung unterzogen wurden und aus der Suche mit der Sonde
Ephrin-A5-3 wurden ebenfalls zwei isolierte Phagen charakterisiert (1 -3.1 und I -3.2).



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Ergebnisse - 66

Zuerst wurden die isolierten Phagen einer Restriktionkartierung unterzogen und zur
detaillierten Analyse teilweise sequenziert. Die Restriktionskarte fir den Ephrin-A5-Locus
wurde wie in 2.17 beschrieben erstellt und ist Abb. 3.6 flir die analysierten I -Phagen zu
entnehmen. Ein exemplarisches Ergebnis aus der Restriktionskartierung eines Teilfragmentes,
des Phagen | -2.5 mit dem FLASH® Chemiluminescent Gene Mapping Kit ist aus der Abbildung
3.5 zu entnehmen.

EcoRI HindIll EcoRI HindIll
01234560123456 012834560123456
kbp S
—i—e - =68 _20@
—8_ - -
=—t=F BEBe:
—5—

—4—
— 3 — o weDhed o oS BNe

I
N
I

1kbp

HindIll HindIll
Notl EcoRl  EcoRI EcoRl Xbol

T 3 l ] | ] J

Abb. 3.5 zeigt das Ergebnis aus der Restriktionskartierung des 11,8 kbp langen
Notl/Xhol-Fragments aus dem Phagen A-2.5 mit dem Restriktionsenzym EcoRI und
Hindlll. In a ist das EtBr-gefarbte Gelbild, in b das Resultat aus der
nichtradioakiven Hybridisierung mit dem T3-Oligonukleotid zu sehen. In c ist die
graphische Darstellung der erstellten Restriktionskarte fur die beiden verwendeten
Restriktionsenzyme zu sehen. Die bei ca. 3 kbp sichtbaren Signale entsprechen
dem Vektor pBluescript 1l KS+ in den das Fragment subkloniert wurde und der
ebenfalls die T3-Sequenz besitzt. Je Spur wurden 1 ug DNA aufgetragen, die nach
dem angegebenen Schema in 2.17 verdaut wurden. Die DNA in Spur 0 wurde zur
Kontrolle auf Excision des Inserts nur mit Notl/Xhol verdaut. In Spur 1 wurde ein
kompletter Verdau ohne Zusatz von EtBr durchgefuihrt wahrend in den Spuren 2 -
6 die EtBr-Konzentration graduell erhdht wurde.
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Abb. 3.6 zeigt die fur die Phagen I1-1.6, 1-2.1, I-2.5, 1-3.1 und | -3.2 estellten
Restriktionskarten. Die Uber Sequenzanalyse kartierten Exons sind als Rechtecke
eingezeichnet. Die Rechtecke sind schwarz gefiillt fur kodierende und weil3 fur
nicht kodierende Bereiche. A: Asp718 (Kpnl), H: Hindlll, P: Pmll, N: Ncol,
RI: EcoRI, RV: EcoRV, S: Spel, X: Xbal, Xh: Xhol

Aus den drei, mit jeweils verschiedenen Sonden durchgefiihrten Suchen konnten keine
Phagen isoliert werden, die tiberlappende Fragmente zu Phagen des jeweils anderen Screens
enthalten. Um die fehlenden Intron-Sequenzen zwischen Exon | und Il und zwischen Exon I
und Il zu erhalten wurde zusétzlich eine maschinell erstellte bacterial artificial chromosome
(BAC)-Bibliothek (Research Genetics, Kat.-Nr. RPCI-23) nach genomischen Ephrin-A5-Klonen
abgesucht. Da diese Bank auRerordentlich groRe genomische DNA-Fragmente des Maus-
Stamms 129/Sv enthdlt (Ublicherweise zwischen 150 und 250 kbp) ist die Wahrscheinlichkeit
Klone zu erhalten, die den gesamten Ephrin-A5-Locus enthalten deutlich erhoht. Diese Suche
sollte somit AufschluR tiber die L&nge der intronischen Sequenzen liefern, die mit den Phagen-
Bibliothek-Screens nicht erhalten werden konnten. Ein Teil der Bibliothek (83.000 Klone auf 3
Filtern » 4,8 Genomdquivalente) wurde gleichzeitig mit den Sonden Ephrin-A5-2/11/111 und
Ephrin-A5-3 abgesucht. Aus der Suche wurden flinf Klone erhalten (370L15, 453G10, 399A10,
319A16, 376C21), die Sequenzen des Ephrin-A5-Gens enthalten. Uber Miniprépation isolierte
DNA dieser Klone wurde als Matritze fiir die PCR-Amplifikation (TagPlus® Long PCR System,
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Stratagene, Kat-Nr. 600203) der fehlenden Intron-Abschnitte verwendet. Die hierflr
verwendeten Oligonukleotidprimer sind folgender Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 3.2: Die fur die Amplifikation der fehlenden Intron-Abschnitte verwendeten Primer.

Name Sequenz5"® 3” T, [°C] Fragment aus
Efn-A5-1 -1.6-3° CAAACA TGG AGG ATG AAAGCC TTTCC 61,8

Efn-A5-1 -2.5-5"  CAG GAAACC AGC TGG GCAAACC 61,4  Intron 1/4,6 kbp
Efn-A5-1-2.1-3" CGA GAA AGT AAT GCC AGC CTG TGG 59,8

Efn-A5-1-3.1-5" TTT CTACTACAAAGG GCCACCAGCATCC 605 Intron 2/7,3 kbp

Tab. 3.3: Auflistung der bestimmten Exon/Intron-Grenzen von Maus-Ephrin-A5. Exon-Sequenzen
sind grof3- und Intron-Sequenzen kleingeschrieben. Die Codons sind durch die Aminosdurereste

fir die sie kodieren angezeigt.

SpleiR-Donorstelle* SpleiR-Akkzeptorstelle*
Intron AgGGTAA,Ge, Ty 11Ry,, 5,NC,,AGGe, Intron-GroRe Intron-Phase

1 CCCAGgtaaggtggecg ttctgtttccaacagATTC 26,8 kbp 2
Pro Ar gPhe

2 ATCTgtgagtacctgg ttgectcacccacagCCTCT 20,7 kbp 1
lle S er Ser

3 ACAAgtaagttctaga ctattttcgttatagATAGC 442 bp 1
ThrA sn Ser

4 GCAGgttagtatgctt ctetctattgaacagATGAC 6,8 kbp 1
Ala A sp Asp

5 | TAGCACAGTCTCgtcgctgtc 1,4 kbp

Stop

* Konsensus -Sequenzen basieren auf den Daten von PADGETT et al. (1986) und FicHANT (1992). Die
tiefgestellten Zahlen stehen fir den prozentuellen Anteil des Vorkommens im eukaryotischen Genom.
Invariable Positionen sind fett und unterstrichen angegeben.

Wie der Tab. 3.3 entnommen werden kann variieren die funf charakterisierten Introns
von Ephrin-AS in ihrer L&nge zwischen 442 bp und 26,8 kbp. Mit Ausnahme von Intron 1, daf}
sich in Phase 2 im Vergleich zum offenen Leseranmen befindet, befinden sich die Introns 2 - 4,
die kodierende Sequenzen trennen, in Phase 1. Eine weitere Besonderheit stellt, mit ca. 1,7 kb
die ungewdhnlich lange Sequenz des 5 -nichttranslatierten Bereichs dar. Fir den 3”-
nichttranslatierten Bereich kann demnach fiir die zwei dominanten SpleiRvarianten von 5 und
7kb (s. 3.3.1) eine GroRe von ca. 4,5 und 2,5 kb respektive abgeleitet werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daR das im Maus-Genom in einer
einzelnen Kopie vorliegende Ephrin-A5-Gen aus mindestens sechs Exons besteht, die sich tiber
einen Abschnitt von mindestens 60 kbp erstrecken. Die gesamte genomische Organisation liegt
nicht vor, da das 3”-Ende des Gens nicht vollends charakterisiert wurde. Fur die Planung der
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Mutagenisierungsstrategie erwies sich die die Kartierung des 3™ -nichttranslatierten Bereiches
als nicht notwendig.

125 418 484 565 687
1 kbp
—
| 1 1 v Vv VI
A P RI X N
HH RIH // AXhRV H N // H [la X N R X X
— Lol AL 11 1 1 1 1 1 1 1 1
/ I |
—— 26,8 kbp ] | 20,7 kbp—]

Abb. 3.7: Zusammenfassende Darstellung der Organisation von Ephrin-A5 (fur den
analysierten Bereich) und der aus diesem Locus generierten Transkripte.
Rechtecke representieren Exons. Kodierende Sequenzen sind schwarz unterlegt.
Der charakterisierte Bereich umfafdt ca. 60 kbp. Die Ausdehnung des Exons VI ist
zum 37-Ende hin offen. A: Asp718 (Kpnl), RI: EcoRI, RV: EcoRV, H: Hindlll,
P: Pmll, N: Ncol, X: Xbal, Xh: Xhol
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3.3 Expression des Ephrin-A5-Gens
3.3.1 Northern-Blot-Analyse

Gesamt-RNA aus Fibroplasten, ES-Zellen, juvenilem Gehirn (P 8) sowie aus Embryonen
verschiedener Entwicklungsstadien wurde einer Northern-Blot-Hybridisierung mit der Ephrin-
A5-spezifischen Sonde 3 unterzogen, um die GroRe des Transkripts und eventuelle alternative
SpleiRformen zu identifizieren. In allen untersuchten Proben konnten Ephrin-A5-Transkripte in
mindestens zwei SpleiRformen detektiert werden. Die Grolien der beiden Transkripte liegen
bei ca. 5 und 7 kb und sind in allen untersuchten Proben in gleichen Mengen detektierbar. Da
die GroRe der beiden SpleiBvarianten es nicht zulaRt tiber Northern-Blot-Analyse weitere, sich
in der GroRe nur geringflgig unterscheidende SpleiRformen zu erkennen, kann deren
Vorhandensein nicht ausgeschlossen werden. Das alternative Spleifen findet im 3”-
nichttranslatierten Bereich statt, der bislang nicht charakterisiert wurde.

1 2 3 4 1 g 03 4
kib
9.5
T e T B —
1: Fibroblastan - " 7.5 1:E55
2. TBVZ-ES-Fellan | ’ .a 2 E 11,5
3 B1-ES-fallen 4 4 — 3:E 13.5
4: E14-E5-Zallan ‘ 4: E 16,5 - Kopl
. |
2 4 —
a b

Abb 3.8: Northern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde Ephrin-A5-3. Je 5 (a) bzw. 10
ug (b) Gesamt-RNA wurden auf Nylonfilter transferiert und bei 68 °C mit
QuickHyb®-Puffer fir ca. 2 h hybridisiert. Gewaschen wurde bei 65 °C in 0,1 x
SSC/0,1% SDS. In allen untersuchten Proben konnten Ephrin-A5-Transkripte
detektiert werden. Die zwei zu erkennenden Spleif3varianten haben eine GroRe
von 5 und 7 kb. Die RNA-Quellen sind jeweils angegeben.

3.3.2 Embryonale Expression von Ephrin-A5

Um das zeitliche und rdumliche Muster der Expression des Ephrin-A5-Gens (Ephrin-A5) zu
bestimmen, wurden Ganzkorperpraparate von Embryonen sowie Schnitte embryonalen
Gewebes mit der Digoxigenin-markierten cRNA-Sonde Ephrin-A5-1/1/11 hybridisiert. Bereits bei
E 6,5, dem Beginn der Gastrulation, kann Ephrin-A5 in embryonalen wie extraembryonalen
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Strukturen nachgewiesen werden. Diese Expression ist im Ektoderm und Mesoderm, aber
nicht im visceralen Mesoderm und der Ektoplazenta vorhanden (Abb. 3.9a und Daten nicht
abgebildet). Die Expression in den erwdhnten Strukturen setzt sich ausgepragter bei E 7,5 fort
(Abb. 3.9b).

a EP M= b

ExSm v ExS
‘ o
ES™ ES ™
EG.5 E7.5

Abb 3.9 Expression von Ephrin-A5 bei E 6,5 (a) und E 7,5 (b) visualisiert durch in
situ-Hybridisierung an Ganzkorperprdparaten. Die jeweils links gezeigten
Embryonen sind als negativ-Kontrolle mit der Sonde des kodierenden Stranges
inkubiert worden. Hierbei konnten keine spezifischen Hybridisierungssignale
erkannt werden. Der mittlere und rechte Embryo in b unterscheiden sich
geringfiigig im Entwicklungsstadium. EP: Ektoplazenta, ES: embryonale
Strukturen, ExS: extraembryonale Strukturen.

Um E 8,5, bei einsetzender Drehung des Embryos, kann die Expression von Ephrin-AS
in den Kopffalten, mit einem Maximum im distalen Abschnitt, detektiert werden (Abb. 3.10a).
Bei E 8,75 - E 9,0 zeigt sich neben dieser Expressionsdomane, die die Kriimmung der Kopffalte
mitvollzient ein weiterer Bereich intensiver Ephrin-A5-Expression, die dem zukiinftigen
Mesencephalon entspricht (Abb. 3.10b). Diese Expressionsdomdne bleibt wéhrend der
gesamten Entwicklung erhalten, besitzt eine scharfe posteriore Grenze am Isthmus, der
Einschnlrung zwischen Mesencephalon und Metencephalon und verlauft in einem posterio-
anterior abnehmenden Gradienten im Colliculus superior (Abb. 3.10c/d/e/f und Abb. 3.11a/e).
Ab E 10 nimmt die Dynamik der Ephrin-A5-Expression deutlich zu. Neben den
Expressionsdomdnen in dem sich entwickelnden Gehirns, kdnnen Ephrin-A5-Transkripte im
nasalen Mesenchym, den Branchialbdgen, dorso-proximal in den Extremititenknospen und
schwach im posterioren Abschnitt der Somiten detektiert werden (Abb. 3.10c/d). In spéteren
Stadien nehmen die Expressionsdoménen mesenchymaler Elemente des Ober- und
Unterkiefers in Ausdehnung und Intensitét zu. Inshesondere das nasale Mesenchym sowie ein
weiter dorsal gelegener Abschnitt, der der Ursprungsregion des vomeronasalen Organs
(Jacobsonsches Organ) entspricht treten als prominente Expressionsterritorien klar hervor
(Abb. 3.10e/g/i). Ab E 10,5 wird Ephrin-A5 in einem nasal-temporal abnehmenden Gradienten
in der Retina exprimiert (Abb. 3.10d/e/g und Abb. 3.10a/c). Ab E 11,5 kann Expression von
Ephrin-A5 entlang der Rickenlinie im dorsalen Mesenchym und dem Ektoderm gesehen
werden, wdhrend die Spinalganglien frei bleiben (Abb. 3.10h und Abb. 3.11d).
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Zusétzlich konnen auf Sagittalschnitten Ephrin-A5-Transkripte, ab E 12,5, in den
Zwischenwirbelscheiben, einem proximo-ventralen Abschnitt des Unterkiefers und im
ventralen Diencephalon, der Region des sich entwickelnden Hypothalamus detektiert werden
(Abb. 3.11e). Die Rathkesche Tasche sowie das sich ventral davon entwickelnde
Knorpelgewebe bleibt frei von Ephrin-A5-Expression (Abb. 3.11f).

Abb 3.10: Embryonale Expression von Ephrin-A5 zwischen E 8,5/TS13 und
E 11,5/TS19 visualisiert durch in situ-Hybridisierung an Ganzkorperpréaparaten.
Die verschiedenen Stadien sind jeweils angegeben. Die Féten bei E 11,0 und E 11,5
sind in jeweils verschiedenen Ansichten gezeigt. Bei i ist die Position der Anlage
des vomeronasalen Organs mit einer wei3en Pfeilspitze angezeigt. AN: anteriorer
Neuroporus, BB: Branchialbdgen, Is: Isthmus, KF: Kopffalte, Mes: Mesencephalon,
Met: Metencephalon, PC: Pericard, RM: Rickenmark, So: Somiten,
Tel: Telencephalon.
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a : b

Abb. 3.11: Expressionsanalyse von Ephrin-A5 bei E 125 (TS21) am
Ganzkorperpréaparat (a - d) und im Parasagittalschnitt (e, f). In a und b sind faciale
Expressionsdomanen durch weiRe Pfeilspitzen angezeigt. In ¢ und d sind jeweils
VergrolRerungen der Retina und der dorsalen Ansicht auf den Embryo im
thorakalen Bereich zu sehen. In f ist ein Ausschnitt des Hypothalamus aus einem
parallel zu e und anndhernd mittsagittal verlaufeneden Schnitt zu sehen.
HT: Hypothalamus, Is: Isthmus, NM: nasales Mesenchym, Mes: Mesencephalon,
RM: Ruckenmark, RT: Rathkesche Tasche SG: Spinalganglien, SO: Somiten,
ZW: Zwischenwirbelscheiben, UK: Unterkiefer, Ill.: dritter Ventrikel; d: dorsal, n:
nasal, t: temporal, v: ventral.

73
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3.3.3 Ephrin-A5-Expression im Zentralnervensystem

Bereits die Expressionsanalyse embryonaler Stadien hat flr das Ephrin-A5-Gen individuelle
Abschnitte des zentralen Nervensystems als dominante Expressionsterritorien aufgezeigt. Der
Expressionsverlauf in diesen Domdnen wurde bei verschiedenen Stadien bis zum Zeitpunkt der
Geburt verfolgt, und die Ephrin-A5-Expression einzelnen Kerngebieten zugerechnet.
Hervorzuheben sind dabei Strukturen der Verarbeitung sensorischer Informationen wie der
Bulbus olfactorius sowie das sensorische Riechepithel (Regio olfactoria), der cerebrale Cortex
(Pallium), das Pretectum, die Colliculi superior und inferior sowie das Cerebellum. Weitere
Kerngebiete intensiver Ephrin-A5-Expression umfassen das Striatum, Thalamus, Hypothalamus,
Tegmentum und distinkte Kerne des Stammhirns (Abb. 3.12). Diese Expressionsdoménen
bleiben, wie im folgenden gezeigt wird, z.T. bis in adulte Stadien erhalten.

Abb 3.12: Expressionsanalyse von Ephrin-A5 bei der Geburt (P 0). Der Schnitt
verlauft anndhernd mittsagittal durch den Kopf einer neugeborenen Maus und ist
im Hellfeld (a) und im Dunkelfeld (c) gezeigt. In b ist das Ergebnis einer Kontroll-
Hybridisierung mit dem kodierenden Strang zu sehen. Die Hybridisierungen
erfolgten mit der *S-markierten cRNA-Sonde Ephrin-A5-1/I/ll. BO: Bulbus
olfactorius, CI: Colliculus inferior, Cb: Cerebellum, Cx: cerebraler Cortex,
CS: Colliculus superior, HP: Hypophyse HT: Hypothalamus Ic: Incisivus,
NH: Nasenhohle, OE: Olfaktorisches Epithel, PT: Pretectum, St: Striatum,
Te: Tegmentum, Th: Thalamus, Zu: Zunge.



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Ergebnisse - 75

Neben dem Zentralnervensystem wird das Ephrin-A5-Gen auch in nicht-neuronalen
Domanen exprimiert. Diese Expressionsterritorien sollen hier nur kurz erwéhnt werden ohne
weiter im Detail besprochen zu werden. Ephrin-A5-Expression ist in Haut und Haarwurzeln
sichthar, in mesenchymalen Elementen des Oberkiefers und in den sich bildenden Zéhnen
(Abb. 3.12). Die Expression in den Z&hnen betrifft die Epithelien des Schmelzorgans
(Adamantoblasten und &uReres Epithel), wahrend die Schmelzpulpa weitgehend frei von
Ephrin-A5-Expression bleibt.

3.3.3.1  Ephrin-A5-Expression in Hypothalamus und Hypophyse

Die Expressionsanalyse mittgestaler Entwicklungsstadien zeigte im ventralen Diencephalon
eine Expressionsdomane auf, die in mehrfacher Hinsicht besonders interessant erscheint
(Vergleiche Abb. 3.11e/f). Zum einen wird diese Region von ZHANG et al. (1996) als exklusives
Expressionsterritorium von Ephrin-A5 erwdhnt; andere Ephrine werden hier nicht exprimiert,
was durch eigene Expressionstudien bestatigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Funktionelle Redundanz zwischen Mitgliedern dieser Molekilklasse kann in diesem Areal
daher weitgehend ausgeschlossen werden. Zum anderen werden hier mit Hypothalamus und
Hypophyse die wichtigsten Strukturen des S&uger-Hormonsystems gebildet, welches von
essentieller Bedeutung fiir Entwicklung, Physiologie und Reproduktion ist (Ubersicht bei
KANDEL et al., 1991; Eckert et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit konnte eventuelle
phénotypische Verdnderungen Ephrin-A5-defizienter Méuse in diesem System, sollten mit
hoher Wahrscheinlichkeit Fehlfunktionen ausldsen. Weiterhin konnte festgestellt werden, dal
Ephrin-A5 im ventralen Diencephalon deutlich friiner exprimiert wird (E 12,5) als von ZHANG et
al. (1996) beschrieben und kénnte damit bei Zellmigrations- oder Musterbildungprozessen in
dieser Region eine Rolle spielen. Aus den oben genannten Erwdgungen wurde eine detaillierte
Expressionsanalyse fiir den Hypothalamus und die Hypophyse, wéhrend verschiedener
Entwicklungsstadien durchgefiihrt.

Bei E 12,5, ein wichtiges Entwicklungsstadium bei der Entwicklung der Hypophyse, da
hier die Trennung der Rathkeschen Tasche vom Stomodaum erfolgt (Ubersicht bei Kioussi et
al, 1999), kann Ephrin-A5 im Hypothalamus und im Infundibulum, der Anlage der
Neurohypophyse, detektiert werden. Die Rathkesche Tasche, Anlage der Adenohypophyse,
bleibt weitgehend frei von Ephrin-AS-Transkripten und grenzt sich damit klar vom
Hypothalamus und dem Infundibulum ab (Abb. 3.13a). Die Expressionsanalyse bei E 13,5 zeigt
im Hinblick auf die Verteilung der Ephrin-A5-Transkripte ein unverandertes Bild. Wahrend der
Hypothalamus und die Anlage der Neurohypophyse stark positiv sind, bleibt die Anlage der
Adenohypophyse frei von Ephrin-A5-Expression. Interessanterweise ist ein deutlicher, von
ventral nach dorsal abnehmender Gradient der Ephrin-A5-Expression im Hypothalamus zu
erkennen, der moglicherweise mit Differenzierungsprozessen zusammenhangt (Abb. 3.13b-d/f-
h). Dieses Expressionsmuster bleibt in spateren Stadien der Fotalentwicklung erhalten (Daten
nicht gezeigt).
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Abb 3.13: Expressionsanalyse von Ephrin-A5 im embryonalen Hypothalamus mit
der *S-markierten cRNA-Sonde Ephrin-A5-1/1/1l bei E 12,5/TS20 (a) und
E 13,5/TS22 (b - d und f - h). Die abgebildeten Ausschnitte entsprechen dem
ventralen Diencephalon und verlaufen anndhernd mittsagittal. Die in situ-
Hybridisierungen wurden an Paraffinschnitten durchgefihrt. In a - d sind
Dunkelfeld-Aufnahmen gezeigt. In f - h Hellfeld-Aufnahmen von b - d respektive. In
e ist zur besseren Verdeutlichung der Strukturen eine schematische Darstellung
der Aufnahme a gezeigt. HT: Hypothalamus, In: Infundibulum, LR: Lumen der
Ratkeschen Tasche, RT: Rathkesche Tasche, St: Stomoddum, UK: Unterkiefer,
vMet: ventrales Metencephalon, I11: dritter Ventrikel.

Im Hypothalamus ist Ephrin-A5 auch in postnatalen Stadien exprimiert, wobei
individuelle Kerne differenziert werden konnen. Unmittelbar nach der Geburt (P 0) kann
Ephrin-A5-Expression im gesamten Hypothalamus, in einem ventral nach dorsal abnehmenden
Gradienten festgestellt werden (Abb. 3.14a/b). Besonders interessant erscheint das
Expressionsmuster in der Hypophyse, wo Hinter- und Mittellappen intensiv Ephrin-A5
exprimieren, der Vorderlappen hingegen negativ ist. In Coronarschnitten kdnnen inshesondere
der Nucleus arcuatus sowie die Nuclei mammillari medialis und lateralis als stark Ephrin-A5-
positiv identifiziert werden (Abb. 3.14c/d). Bei P 6 ist Ephrin-A5-mRNA insbesondere in
folgenden Kernen vorhanden: Nucleus hypothalamicus dorsomedialis, Nucleus hypothalamicus
ventromedialis, Nucleus arcuatus, Nucleus mammillaris medialis, Nucleus supramammillaris
lateralis (Abb. 3.14e/f/l/m). Durch eine sukzessive von anterior nach posterior durchgefiihrte
Expressionsanalyse des adulten Hypothalamus kénnen folgende Kerne als Doménen der
Ephrin-A5-Expression  identifiziert ~ werden:  Nucleus  suprachiasmaticus,  Nucleus
paraventricularis, Nucleus arcuatus und Nucleus mammillaris lateralis. Zusatzlich kénnen
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Transkripte im dorsalen Abschnitt der Eminentia mediana festgestellt werden
(Abb. 3.14g-k/n-r).

Abb 3.14: Expressionsanalyse von Ephrin-A5 im Hypothalamus ab der Geburt (P 0).
In a und e - k sind Dunkelfeld-Aufnahmen der Hellfeld-Aufnahmen in bund I - r
respektive gezeigt. a, b Mittsagittal verlaufender Schnitt durch Hypothalamus und
Hypophyse. ¢, d Coronar verlaufende Schnitte bei P 0. e, f bzw. I, m Coronar-
schnitte bei ca. eine Woche (P 6) alten Tieren. g - k bzw. n - o coronar verlaufende
Schnitte bei adulten Tieren AH: Adenohypophyse, AR: Nucleus arcuatus,
EM: Eminentia mediana, HDM: Nucleus hypothalamicus dorsomedialis,
HT: Hypothalamus, HVM: Nucleus hypothalamicus ventromedialis, MM: Nucleus
mammillaris medialis, ML: Nucleus mammillaris lateralis, NH: Neurohypophyse,
Pl Pars intermedia, PV: Nucleus paraventricularis, SC: Nucleus suprachiasmaticus,
SL: Nucleus supramammillaris lateralis, I11.: dritter Ventrikel.
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3.3.3.2  Ephrin-A5-Expression in corticalen Strukturen

Ephrin-A5 wird im sich entwickelnden Cortex areal- und schichtenspezifisch exprimiert. Bei
neugeborenen Mausen kann die stdrkste Expression im sensomotorischen Areal vor allem des
somatomotorischen Cortex gesehen werden (Abb. 3.15a). Spdter in der postnalen Entwicklung
und adult wird Ephrin-A5 auch in anderen Arealen, wie z.B. dem limbischen Cortex exprimiert
(Abb. 3.15¢,d). Ausserdem wird Ephrin-A5 im adulten Cortex von Nervenzellen in allen
Schichten exprimiert. Je nach Areal sind jedoch bestimmte Schichten durch eine besonders
starke Expression gekennzeichnet. So kann z.B. Ephrin-A5-mRNA in besonders hohen Mengen
in den Pyramidenzellen der Schicht V, den Zellen die subcortical projezieren, detektiert
werden.

Abb. 3.15: Expression von Ephrin-A5 im neonatalen (P 0), juvenilen (P 6) und
adulten (P 60) cerebralen Cortex. a. Sagittalschnitt durch den Cortex bei P 0
hybridisiert mit der Ephrin-A5-Sonde und im Hellfeld fotografiert. a”. Ausschnitt
des sensomotorischen Bereichs im Dunkelfeld. Intensive Signale kdnnen im
sensomotorischen Cortex (sCx) und in der subplate (SP) detektiert werden.
b. Coronarschnitt durch den Cortex und Hippocampus bei P 6 (b) im Hellfeld.
Intensive Expression kann in der Pyramidenzellschicht des amygdalo-
hippocampalen Areals detektiert werden. c. Im juvenillen Cortex kann je nach
Areal eine schichtenspezifische Expression von Ephrin-A5 gesehen werden. d. Im
adulten Cortex wird Ephrin-A5 weiterhin schichtenspezifisch exprimiert. Die
starkste Expression in diesem Areal kann in Schicht V detektiert werden.
AH: amygdalo-hippocampales Areal, GD: Gyrus dentatus, HC: Hippocampus,
ICx: limbischer Cortex, OT: optischer Trakt, Py: Pyramidenzellschicht des
Hippocampus, sCx: sensomotorischer Cortex, SP: subplate St: Striatum,
Su: Subiculum, Th: Thalamus, II1.; dritter Ventrikel. Die corticalen Schichten sind
in rémischen Ziffern angegeben.
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Flr Ephrin-A5 liegt im Cortex, wie schon flr andere Systeme beschrieben, ein
Expressionsgradient vor. Dieser verlauft von anterior nach posterior und medial nach lateral
abnehmend und geht damit mit der fortschreitenden Differenzierung der Neurone einher. In
frihen Stadien kann Ephrin-A5-Expression nicht nur in der corticalen Platte, der corticalen
Struktur in der sich die ausdifferenzierenden Neurone befinden, beobachtet werden. Zusatzlich
ist Ephrin-AS besonders stark in den am weitesten differenzierten Neuroblasten der
Rindenplatte, einer nur transient auftretenden Zellschicht in der Matrixzone des Cortex
(subplate), lokalisiert. Die subplate ist insbesondere flir die Entwicklung der thalamocorticalen
Projektionen und damit flir die Informationszufuhr des Cortex von essentieller Bedeutung
(Ubersicht bei ALLENDOERFER und ScHATZ, 1994). Im Hippocampus juveniler Stadien wird
Ephrin-A5 in der Pyramidenzellschicht des amygdalo-hippocampalen Areals exprimiert. In
anderen Regionen des Hippocampus konnte hingegen keine Expression gesehen werden.

3.3.3.3  Ephrin-A5-Expression im olfaktorischen System

Die Analyse der Ephrin-A5-Expression bei neugeborenen Méusen zeigte bislang nicht-
dokumentierte Expressionsterritorien im olfaktorischen System auf. Hierzu gehdren das
olfaktorische sensorische Epithel, der Bulbus olfactorius, das vomeronasale Organ und seine
Zielregion, der Bulbus olfactorius accessorius (Abb. 3.16). Um der Frage nach potentiellen
Migrationsdefekten bzw. Zielfindungsdefekten olfaktorischer Nerven nachzgehen zu konnen,
wurde primdr eine detaillierte Expressionsstudie durchgefiihrt. Der Schwerpunkt liegt hier auf
dem akzessorischen olfaktorischen System, welches einerseits in seiner einfacheren
Organisation zuganglicher fir eine spétere phanotypische Analyse ist, anderseits aber in der
molekularen Regulation seiner Organisation weniger gut verstanden ist.

Ephrin-A5-Transkripte kénnen bei der Geburt in allen Turbinalia (I - IV) des
olfaktorischen Epithels detektiert werden sowie in einzelnen Schichten des Bulbus olfactorius.
Bei diesen Schichten handelt es sich um die &uRere Nervenschicht, die externe plexiforme
Schicht sowie die Kornerzellschicht. Interessanterweise spiegelt das Expressionsmuster in den
Kornerzellen den Migrationspfad von Interneuron-Vorldufern wieder. Diese entstehen in der
anterioren subventrikuldren Zone des Palliums und wandern in den Bulbus olfactorius ein, um
dort zu Interneuronen auszudifferenzieren (LuskiN, 1993; Ubersicht bei O”ROURKE, 1996). Im
akzessorischen  Riechkolben finden sich  Ephrin-A5-Transkripte ebenfalls in  der
Kornerzellschicht und der externen plexiformen Schicht sowie der duBeren Nervenschicht, wo
die intensivsten Signale detektiert werden konnen. Dies ist insofern tiberraschend als es sich
hier nur um axonale Nervenzellfortsdtze ohne eigenen Transkriptionsapparat handelt.
Offensichtlich wird die Ephrin-A5S-mRNA (Gber weite Strecken von den sensorischen
olfaktorischen Zellen in ihre Axonendigungen transportiert, um dort translatiert und als reifes
Protein an die AuRenseite der Zellmembran geheftet zu werden. In der Tat kdnnen intensive
Ephrin-A5-Signale im sensorischen Epithel des vomeronasalen Organs (Jacobsonsches Organ;
VNO) detektiert werden. Uber Ch-EphA3-AP-Farbung kann jedoch gezeigt werden, daR die
Ephrin-A5-mRNA in erster Linie in den Axonen der Sinneszellen translatiert wird. In den
Somata, die im sensorischen Epithel liegen, werden deutlich geringere Mengen des reifen
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Proteins detektiert als in den austretenden Fasern. Die Translation findet somit hauptsdchlich
in den Axonen der olfaktorischen Sinneszellen statt.

Um der Frage nach einer potentiellen funktionellen Redundanz mit anderen Ephrinen
nachzugehen, wurden in situ-Hybridisierungen mit Sonden fiir alle weiteren Ephrine der
A-Klasse durchgefiihrt. In diesen Koexpressionsstudien konnte gezeigt werden, dafll zwei
weitere Ephrine im vomeronasalen Organ exprimiert werden: Ephrin-A3 im sensorischen
Epithel und Ephrin-A4 in den Stiitzzellen (Abb. 3.16c,d). Weiterhin konnten in situ-
Hybridisierungen mit Sonden fiir EphA-Rezeptoren einen potentiellen Interaktionspartner flir
Ephrin-A5 im akzessorischen olfaktorischen System aufzeigen. Intensive EphA6-Expression
kann in der externen plexiformen und Mitralzellenschicht des akzessorischen Riechkolbens
detektiert werden, wahrend Signale geringerer Intensitat sich in der Kérnerzellschicht finden.
Interessanterweise kénnen EphA6-Transkripte in der anterioren externen plexiformen Schicht
des akzessorischen Riechkolben in gréReren Mengen detektiert werden als in der posterioren,
was eine Rolle bei der funktionenllen Unterteilung des akzessorischen Riechkolbens nahelegt
(Abb 3.16m).

Abb. 3.16: Expression von Ephrinen und Eph-Rezeptoren im olfaktorischen
System. a. Hellfeld-Aufnahme eines mit der Ephrin-A5-Sonde hybridisierten und
mit Thionin gegengefdrbten, coronar verlaufenden Schnittes durch das
vomeronasale Organ. b. Der gleiche Schnitt wie in a in Dunkelfeld-Beleuchtung.
¢, d. Dunkelfeld-Aufnahmen von parallel zu a/b verlaufenden Schnitten, die
respektive mit den Sonden fur Ephrin-A3 und Ephrin-A4 hybridisiert wurden.
Wahrend Ephrin-A3 in den sensorischen Zellen detektiert werden kann, bleibt die
Ephrin-Ad-Expression auf die Stutzzellen begrenzt. e, f. Eine Ephrin-A5-in situ-
Hybridisierung durch eine sagittale Ebene der Nasenscheidewand in Hellfeld- (e)
und Dunkelfeld-Aufnahme (f) zeigt Expression in den sensorischen Neuronen des
VNO. g, h. Ch-EphA3-AP-Farbungen mit der Ephrin-A-Liganden detektiert werden
kénnen. g zeigt im Sagittalschnitt durch das VNO intensive Signale in den
austretenden Fasern. h. Weiter dorsal kdnnen die Fasern bei ihrem Eintritt in den
Bulbus olfactorius durch die cribiforme Platte verfolgt werden. I, j. Hellfeld- (i)
und Dunkelfeld-Aufnahme (j) einer Ephrin-A5-in situ-Hybridisierung an einem
Sagittalschnitt des Riechkolbens. k. Ein parallel zu i/j verlaufender Schnitt zeigt die
Verteilung von Ephrin-A-Liganden nach der Durchfiihrung eines Bindungsassays
mit Ch-EphA3-AP. |, m. Expression von EphA6 im Bulbus olfactorius in Hellfeld- (1)
und Dunkelfeld-Aufnahme (m) eines Sagittalschnitts durch den Riechkolben. Die
Expression in der externen plaexiformen Schicht des akzessorischen Riechkolbens
ist nicht homogen, sondern konzentiert sich im anterioren Abschnitt. BO: Bulbus
olfactorius, BOA: Bulbus olfactorius accessorius, CP: cribiforme Platte,
Cx: cerebraler Cortex, EP: externe plexiforme Schicht, GS: glomerulére Schicht,
KOZ: Kornerzellen, MZ: Mitralzellenschicht, NH: Nasenhohle, NP: Nasopharynx,
NS:  Nervenschicht, NSe: Nasenseptum, OE: olfaktorisches Epithel,
SZ: subventrikuldre Zone, VNO: vomeronasales Organ, Zu: Zunge.
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3.3.3.4  Expression von Ephrin-A5 im Cerebellum

Ephrin-A5-Expression kann bereits bei der Geburt, noch vor Ausbildung der typischen
Dreischichtung des cerebellaren Cortex, in den Purkinje-Zellen des Cerebellums detektiert
werden. Die Purkinje-Zellen sind die einzigen efferenten Elemente der cerebellaren Rinde und
bilden im ausdifferenzierten Zustand das Stratum ganglionare. Durch die postnatale
Entwicklung hindurch bis in adulte Stadien hinein bleiben diese Zellen Ephrin-A5-positiv. In
anderen Zellen des cerebelldren Cortex konnten keine Ephrin-A5-Trankripte nachgewiesen
werden. Durch Rezeptor-Bindungsassays mit Ch-EphA3-AP an coronar verlaufenden Schnitten
des Cerebellums konnten keine Signale identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Dieses
tiberraschende Ergebnis konnte auf eine zu geringe Sensitivitdt des Assays oder eine von der
MRNA verschiedene Lokalisation des reifen Proteins zurlickzufiihren sein.

Zu den Doménen der Ephrin-AS-Expression im Kleinhirn gehdren auch dessen
zentralen Kerne. Bei der Geburt koénnen Ephrin-AS-Transkripte in Zellen des sich
ausdifferenzierenden Nucleus fastigii detektiert werden. In spéteren Stadien ist der Nucleus
dentatus, die am intensivsten Ephrin-A5 exprimierende Struktur im Cerebellum. Er erhlt das
GroB, der efferenten Fasern der Purkinje-Zellen und ist somit Hauptschaltstation fur die
Ausgangssignale des Kleinhirns (Ubersicht bei ALTMAN und BAYER, 1997, VOoGD und GLICKSTEIN,
1998).

i

Abb. 3.17: Ephrin-A5-Expression im Cerebellum. a, e Sagittalschnitt durch das
Cerebellum einer neugeborenen Maus. Transkripte konnen im  Stratum
ganglionare, der Schicht, der sich entwickelnden Purkinje-Zellen sichtbar gemacht
werden. b, f. Zwei Tage nach der Geburt bleibt die Expression in den Purkinje-
Zellen erhalten. Zusétzlich kann intensive Ephrin-A5-Expression im Nucleus
dentatus visualisiert werden. c, g. Bei P 6 kann die Expression von Ephrin-A5 in
den gleichen Strukturen gesehen werden, wie bereits in P2 beschrieben. d, h.
Adulte Expression in der Purkinje-Zellschicht. CI: Colliculus inferior, DE: Nucleus
dentatus, DT: dorsales Tegmentum, FA: Nucleus facialis, GS: Germinative Schicht,
PZ: Purkinje-Zellen, SG: Stratum ganglionare, IV.: vierter Ventrikel.
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3.4 Vergleichende Expressionsanalyse von Ephrin-A5 und
Ephrin-A2

Ephrin-A5 und sein nachstes homolog Ephrin-A2, ein Molekul mit dem es auf Proteinebene ca.
50% Identitat aufweist, besitzen &hnliche Expressionsdoménen und sind beide als repulsive
Faktoren, die regulierend in die Entwicklung der retinotektalen Topographie eingreifen
beschrieben worden (CHENG und FLANAGAN, 1994; CHENG et al., 1995; WinsLow et al., 1995;
DRESCHER et al. 1995; Ubersicht bei TESSIER-LAVIGNE, 1995; DRESCHER et al., 1997; FLANAGAN und
VANDERHAEGHEN, 1998). Trotz der &hnlichen Eigenschaften beider Molekiile zeigen sich beim
Modellorganismus Huhn auch Unterschiede in Expression und Funktion. Insbesondere die
Expressionsterritorien beider Molekile unterscheiden sich stark entlang der anterio-
posterioren Achse des Tectums. Die anteriore Ausdehnung von Ephrin-A2 reicht (iber die von
Ephrin-A5 hinaus und bedeckt fast das gesamte Tectum (MonscHAU et al., 1997). Um diese
Verhdltnisse in der Maus zu Uberprifen wurden Expressionsanalysen fiir beide Molekiile an
embryonalen Stadien der Maus durchgeftihrt.

a

C Epbrin-A5

Abb 3.18: Vergleichende Expression von Ephrin-A5 (a,c,e) und Ephrin-A2 (b,d,f)
wahrend der mittgestalen Entwicklung. Die Stadien sind jeweils angegeben. a - d
zeigen die Ergebnisse von Ganzkdrper-in situ-Hybridisierungen, e und f hingegen
mittsagittal verlaufende Ausschnitte des dorsalen Mesencephalon, die mit *S-
markierten cRNA-Sonden hybridisiert worden sind. ClI: Colliculus inferior, CS:
Colliculus superior, 1S: Isthmus, Mes: Mesencephalon, OF: Oberkieferfortsatz.
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Bei E 11,0 zeigen Ephrin-A5 und Ephrin-A2 einen d&hnlich verlaufenden
Expressionsgradienten im dorsalen Mesencephalon mit einem Maximum im Isthmus. Das
Expressionsterritorium von Ephrin-A2 reicht dabei erkennbar weiter anterior im Vergleich zu
Ephrin-A5. Schwdchere Signale fiir Ephrin-A2 konnen auch im Bereich der proximalen
Extremitdtenknospe (Abb. 3.18a/b) detektiert werden. Zusétzlich zeigt Ephrin-AS5, die bereits in
3.3.2 dargestellten Expressionsdomanen in der Retina, im nasalen Mesenchym im Mandibular-
Bogen und den fusionierten Bogen 1l und IV. Der Expressionsgradient im Mesencephalon
bleibt wéhrend der gesamten Embryonalentwicklung erhalten, verlduft jedoch fiir Ephrin-A2
graduierter und zieht sich weiter anterior (3.18c-f). Das Expressionsmaximum liegt bei Ephrin-
A2 im posterioren Colliculus superior, wéhrend Ephrin-AS am Isthmus am stérksten exprimiert
wird (Abb. 3.18e/f). Spétestens ab E 13,5 reicht die Ephrin-A2-Expression nicht mehr in den
Colliculus inferior hinein sondern bleibt auf den Colliculus superior beschrénkt (Abb. 3.18f).
Die Expressionsdomane von Ephrin-A5 hingegen ist durch eine scharf verlaufende posteriore
Grenze am Isthmus gekenzeichnet (Abb. 3.18e).

3.5 Mutagenisierung von Ephrin-A5

Das Studium entwicklungsgenetischer Prozesse bei der Maus basierte (ber viele Jahrzehnte
hinweg im Wesentlichen auf dem Vorhandensein nattirlich vorkommender oder Mutagen-
induzierter Mutanten. Wéhrend der letzten zwanzig Jahre wurde es zunehmend mdglich
gezieltere Eingriffe in das Genom der Maus vorzunehmen, die eine direktere Korrelierung
zwischen genetischer und phanotypischer Veranderung erlauben (Ubersicht bei Hocan et al.,
1994). Zu den Methoden der stabilen und vererbbaren Veranderung des Maus-Genoms zéhlen
die direkte Mikroinjektion eines Transgens in die befruchtete Eizelle (BRINSTER et al., 1981),
retrovirale Infektion (JAENISCH 1976; VAN DER PUTTEN et al., 1985; SORIANO und JAENISCH, 1986)
sowie die Einbringung genetischer Information in embryonale Stammzellen (ES-Zellen) und
ihren Retransfer in einen Wirts-Embryo, wo sie alle somatischen Gewebe sowie die Keimbahn
kolonisieren kénnen (GOsSLER et al., 1986; ROBERTSON et al., 1986; HooPer et al., 1987). Die
Methode, die hier angewendet wurde um den Ephrin-A5-Locus zu mutagenisieren basiert auf
der homologen Rekombination des nativen chromosomalen Allels durch eingefiihrte exogene
DNA in ES-Zellen (THomas und CapeccHI, 1987; Ubersicht bei CappecHi, 1989; BRADLEY et al.,
1992; MELTON, 1994; BALLING, 1997).

3.5.1 Strategie der homologen Rekombination

Der Konstruktion des Mutagenisierungskonstrukts lag die Aufschliisselung der genomischen
Organisation des Ephrin-A5-Gens sowie die erstellte Restriktionskarte zugrunde (Abb. 3.6 und
3.7). Anhand dieser Informationen wurde entschieden ein 670 bp groRes Hindlll/EcoRI-
Fragment, daf® 260 bp des zweiten Exons enthlt zu deletieren. Da es mit 293 bp das groRte
kodierende Exon (97 der 228 Aminoséurereste) ist sollte der Verlust an Sequenzinformation in
jedem Fall zu einem defekten und damit nicht aktiven Protein flinren (Nullmutante). Die dabei
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eingesetzten Konstrukte zur homologen Rekombination tauschen endogene Sequenzen des
nativen Allels durch speziesfremde, heterologe DNA-Segmente aus. Hierbei handelt es sich um
die vom ubiquitdren Phosphoglycerat-Kinase (PGK)-Promotor regulierte Neomycin-Resistenz
(PGK-neo®)-Kassette mit einer GroRe von ca. 1,8 kbp, die fiir eine Phosphotransferase kodiert
und flir die positive Selektion der rekombinierten ES-Zellklone mit dem Neomycin-Analogon
Geneticin  (G418) verantwortlich ist, bzw. die En2-SA (SpleiB-Akzeptor)-lacZ-PGK-neo*-
Kassetten mit einer Gesamtlange von 6,9 kbp, die zugleich fiir den Expressions-Reporter b-
Galactosidase kodieren, dessen Aktivitat Uber X-Gal-Farbung visualisiert werden kann.

Fir die homologe Rekombination in ES-Zellen der Maus werden flankierende,
genomische Fragmente, in der Regel in einer GroRe von 1 - 6 kbp, benétigt. Diese
flankierenden Fragmente wurden dem genomischen Phagenklon | -2.1 entnommen, der etwa
12,5 kbp des Ephrin-A5-Gens inkl. des zweiten Exons enthdlt (Abb. 3.6). Die Auswahl der
flankierenden genomischen Bereiche (Arme der homologen Rekombination) ist entscheidend
fir die Effizienz eines Mutagenisierungskonstuktes und orientierte sich an folgenden Kriterien:
(1) Wie in 3.2.3 bereits dargestellt wurde isogene DNA verwendet. (ii) Die beiden Arme sind
unterschiedlich lang. Der kiirzere Arm soll dabei die Mdglichkeit zur Suche nach
Rekombinationsereignissen tber PCR mit Primern ermdglichen, die Fragmente Gber den
Rekombinationsbruchpunkt amplifizieren. Sollte die Rekombinationsfrequenz fir den Ephrin-
A5-Locus sehr niedrig liegen, kdnnte im Hinblick auf Zeit- und Materialaufwand die PCR-Suche
eine gunstigere Alternative zur Southern-Blot-Analyse auf der Suche nach derart seltenen
Rekombinationsereignissen werden. (i) HasTy et al. (1991) konnten fiir den hprt-Locus
zeigen, dal® der kurze Arm 2 kbp mdglichst nicht unterschreiten sollte um eine noch effiziente
Rekombinationsfrequenz zu erzielen, hingegen die Ausdehnung des langen Armes tiber 6 kbp
keine Steigerung derselben mehr erbringt. So wurde entschieden fiir den kurzen Arm ein 2 kbp
und fiir den langen Arm ein 6,4 kbp groRes Fragment zu verwenden.

Da die homologe Rekombination gegentber der nicht-homologen Integration bis zum
Faktor 10° seltener auftreten kann wurden Konstrukte verwendet, die eine positiv/negativ
Doppelselektion und damit eine Anreicherung homolog rekombinierter Klone ermdglichen.
Dabei wird auf die Prasenz der neo*Kassette durch Zugabe des Neomycin-Analogons G418
positiv selektiert. Eine endstandige Stellung der Thymidin-Kinase-Kassette des Herpes-Simplex-
Virus (HSV-tk®) im Vektor kann zur negativ-Selektion verwendet werden. Nach homologer
Rekombination sollte diese abbrechen und daher nicht in der Lage sein das Nukleotid-
Analogon Gangcyclovir, daf} dem Medium zugegeben wird, zu einem flir ES-Zellen toxischen
Produkt umzusetzen (MANSOUR et al., 1988; Ubersicht bei ZIMMER, 1992; BRADLEY et al., 1992;
JOYNER (Ed.), 1993).

Ist das zu mutierende Gen in ES-Zellen exprimiert, kann die Anreicherung homologer
Rekombinationsereignisse auch dadurch erreicht werden, dafl eine promotorlose, positive
Selektion im Konstrukt eingebaut wird. Alle Integrationseregnisse, die nicht zu einer effizienten
Transkription des positiven Selektionsmarkers in ES-Zellen fiihren werden in der Folge
eliminiert. In dieser Arbeit wurde fiir das in ES-Zellen exprimierte Ephrin-A5-Gen (s. Abb. 3.8)
diese Methode ebenfalls angewendet. Hierflir wurde ein Konstrukt verwendet welches die
heterologen Sequenzen En2-SA-IRES-pgeo-pA enthdlt (MouNTFORD et al., 1994). Der Vektor
enthlt, im Unterschied zu den bislang vorgestellten Vektoren, ein internal ribosome-entry site
(IRES)-Fragment aus dem 5~ untranslatierten Bereich des Enkephalomyokarditis-Virus (EMCV),
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welches die Translation bicistronischer Transkripte erlaubt (GHATTAS et al., 1994; Ubersicht bei
MOUNTFORD UND SMITH, 1995). Dieses Element folgt dem zweiten Exon des En2-Gens, dessen
Spleil-Akzeptor-Sequenz im die Integration in das reife Transkript ermdglicht (JoYNER und
MARTIN, 1987). Letztlich ermdglicht ein lacZ-neo®-Fusionsgen (pgeo) ohne eigenen Promotor
gleichzeitig Selektion und Detektion (FRIEDRICH und SoRIANO, 1991). Da aus der Elektoporation
dieses Konstruktes in ES-Zellen (R1 und E14) keine homolog rekombinierten Klone erhalten
wurden, werden zu seiner Herstellung und Elektroporation keine Ergebnisse présentiert.
AbschlieRend wird dieses Ergebnis in der Diskussion besprochen.

3.5.2 Klonierung des PGK-neoR-Mutagenisierungskonstrukts

Die PGK-neof-Kassette wurde 5" mit dem 2 kbp kurzen Arm und 3" mit dem 6,4 kbp langen
Arm flankiert, die dem Phagen | -2.1 entnommen wurden und die homologe Rekombination
vermitteln. 5" des 5 -Armes wurde fiir die negative Selektion mit Gangcyclovir die PGK-
Thymidin Kinase-Kassette (PGK-tk®) kloniert.

Die Klonierungsschritte im Einzelnen: Der EcoRV/HindllI-geschnittene 2 kbp grole
5”-Rekombinationsarm wurde in das entsprechend vorgeschnittene pBluescript 11 KS+
Phagemid ligiert. Aus dem pPNT-Vektor (TyBuLEwicz et al., 1991) wurde mit Asp718 und
Hindlll die PGK-HSV-tk®-Kassette (2,8 kbp) ausgeschnitten und die Uberhdnge mit dem
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E. coli aufgeflillt (Blunten). Das isolierte Fragment
wurde in 57-3"-Orientierung in den Smal-vorgeschnittenen Vektor aus dem ersten
Klonierungsschritt ligiert. Ein 6,4 kbp groBes EcoRI/Hindlll-Fragment soll als 3”-
Rekombinationsarm dienen und wurde aus | -2.1 isoliert. Dieses Fragment wurde in den Xhol-
vorgeschnittenen Vektor aus dem zweiten Ligationsschritt 3" des 5”-Rekombinationsarms
ligiert. Vor diesem Ligationsschritt wurden die kohassiven Enden von Insert und Vektor mit
dem Klenow-Fragment aufgefiillt. Finaler Klonierungsschritt war die Insertion, der PGK-neo™-
Kassette zwischen die beiden Arme der homologen Rekombination. Dazu wurde sie (ber
Xhol/Sall-Verdau dem pGEM7(KJ1) Sall/PGK-neo®-Vektor (freundlicherweise von Dr. Alexandra
Joyner zur Verfligung gestellt) entnommen, durch Klenow-Behandlung mit glatten Enden
versehen und in den Sall-vorgeschnittenen und ebenfalls mit glatten Enden versehenen
Vektor hineinligiert. Aus diesem Ligationsschritt ergaben sich Produkte in denen die PGK-neo®-
Kassette in 5-3" sowie in 37-5”-Orientierung zur Ausrichtung der Rekombinationsarme ligiert
wurde. Flr die homologe Rekombination in ES-Zellen wurde jedoch, die mit dem endogenen
Locus tbereinstimmende Orientierung gewahlt (Abb. 3.20). Das so hergestellte Konstrukt kann
tber die einzige endstandige Notl-Restriktionsschnittstelle linearisiert werden.
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Abb 3.19 zeigt in a die zirkulare Karte des PGK-neo®-Mutagenisierungsvektors und
in b das Ergebnis des Kontrollverdaus des Mutagenisierungskonstrukts mit
verschiedenen Restriktionsenzymen. Die erhaltenen Fragmente entsprechen den
Vorgaben der Karte. 1: Asp718, 2: EcoRl, 3: EcoRV, 4: Ncol.

RI RV
Vepgenisierungs: | e Y ————
Vektor pBluescript Il KS +
1kbp
A: 718
RI: RI
RV: RV
RI H:  dill
RI K X RV H N N KN N RV K N: |
Genomischer Locus L L L 1 T — L ] X1
Sond J—
onden > -
wt 5" Sonde / Rl - |
5,5 kbp
- # wt3'Sonde/ RV
9,7 kbp
RI RV
Mutagenisierter R K xRV ﬂ_ N N KN N RV
genomischer Locus
> -
mt 5'Sonde / Rl
4,8 kbp
- # mt 3'Sonde/ RV

7,2 kbp

Abb. 3.20: Strategie zur Deletion des Ephrin-A5-Gens der Maus. Schematische
Darstellung des Vorgangs der homologen Rekombination. Oben ist der des PGK-
neo®-Mutagenisierungsvektor dargestellt, dessen zum genomischen Locus (in der
Mitte dargestellt) homologen Sequenzen (dicke Linien) rekombinieren. Das
Ergebnis ist, wie unten dargestellt, ein mutiertes Allel in dem ein 670 bp grof3es
Hindlll/EcoRI-Fragment, das 280 bp des zweiten Exons enthdlt, durch die
bakterielle PGK-neo*-Kassette ersetzt ist. Die nicht homologen Sequenzen von
HSV-tk® und pBluescript Il KS+ werden nicht integriert. Als doppelspitzige Pfeile
sind die mit den externen Sonden hybridisierenden genomischen Fragmente
gezeigt. Die Positionen der Genotypisierungs-Primer sind durch Pfeile angegeben.

87
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3.5.3 Die Elektroporation des PGK-neoR-Konstruktes

Die ES-Zellen wurden wie in 2.32.3.1 beschrieben fiir die Elektoporation vorbereitet.
Exponentiell wachsende R1-ES-Zellen (NAGY et al., 1993) der Passage 11 wurden durch
Trypsinisierung geerntet und mit 30 ng Vektor-DNA transfiziert. Die Zellen wurden
anschliefend auf vier mit Gelatine beschichtete 10 cm-Kulturschalen ausgeséht. Die Selektion
in G418 (positiv-Selektion) begann nach 24 h, in Gangcyclovir (negativ-Selektion) nach 48 h.
Die Selektion wurde insgesammt fur 8 bis 9 Tage aufrechterhalten bis alle Zellen, mit
Ausnahme klar zu unterscheidender, individueller, resistenter Klone, abstarben. Zur Kontrolle
der Rekombinationseffizienz wurden die Zellen einer Platte nur mit G418 selektioniert.

Aus acht Elektoporationen mit der R1-ES-Zelllinie wurden 600 doppeltselektionierte
Klone Gber Southern-Blot-Analyse mit der 5~ -externen Sonde auf homologe Rekombination
abgesucht. Aus dieser Suche konnten zwei, mit beiden Armen homolog rekombinierte Klone
isoliert werden (4E5 und 5A3). Die Rekombinationsfrequenz lag somit bei 0,33%.

4E5 5A3 K K 4F5  BA3

- —— i
(W) 8,7 - - s -
W) 5.5 . d }‘_ -
{mt) 4.8 me) 7.2 - d

a b [

Abb. 3.21 zeigt die Southern-Blot-Analyse fir die homolog rekombinierten ES-Zell-
Klone 4E5 und 5A3 sowie von Kontroll-DNA (K). In a ist die Analyse mit der 5”-
externen Sonde, nach Verdau mit EcoRI und in b mit der 3”-externen Sonde zu
nach Verdau mit ECoRV zu sehen. In c ist die Hybridisierung mit der internen neo-
Sonde, nach Verdau mit EcoRI zu sehen. Der Verdau mit EcoRI, mit einer internen
und einer externen Schnittestelle, ermdglicht die Detektion multipler
Integrationen. Die Polymorphismen entsprechen den erwarteten Gréen wie in
Abb. 3.20 dargestellt.

Das PGK-neo®-Konstrukt wurde ebenfalls der E14-ES-Zellinie (Hooper et al., 1987)
unter den weiter oben dargestellten Bedingungen transfiziert. Die Suche nach homologer
Rekombination, Uber Southern-Blot-Analyse mit der 5”-externen Sonde, konnte bei 280
doppeltselektionierten ES-Zell-Klonen kein derartiges Ereignis identifiziert werden.
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3.5.4 Die Generierung von Chiméaren aus den mutagenisierten ES-
Zellen

Die ES-Zellklone 4E5 und 5A3, fur die tGber Southern-Blot-Analyse ein homolog rekombiniertes
Allel nachgewiesen wurde, wurden expandiert, in fliissigem Stickstoff kryokonserviert und fiir
die Injektion in Blastocysten (E 3,5) verwendet, die aus superovulierten C57BL/6-Weibchen
gewonnen wurden. Die mit ES-Zellen injezierten Blastocysten wurden in scheintrdchtige
Ammenmause retransferiert und die Chiméren anhand der Agouti-Fellfarbe identifiziert. Die
Ergebnisse aus der Injektion der ES-Zellen und der aus ihnen generierten Chimaren sind Tab.
3.4 zu entnehmen.

Tab. 3.4: Injektions- und Transfer-Daten sowie Anzahl und Qualitdt der aus ihnen generierten
Chimaren. Der Chimarismus wurde anhand der Fellfarbe im Alter von ca. 5 Wochen bestimmt.

Zellinie retransferierte WurfgroRe mannliche weibliche #/Agouti-
Embryos Chimdren Chimdren Férbung
4E5 16

16

16 10 5 1 1/40%
2/50%
3/50%
4/80%
6/90%

18 5 2 - 7/100%
8/20%

18 5 2 2 9/100%
10/95%
11/50%
12/50%

18 10 6 - 13/80%
14/90%
15/100%
16/100%
17/90%
18/20%
16 6 4 1 19/100%
20/100%
21/100%
22/90%
23/50%

5A3 19 1 1 - 24/100%
18 1 1 - 25/100%

Chimdren deren Fellfarbe zu 90 - 100% der Agouti-Férbung entsprach wurden mit
Mausen des Stammes C57BL/6 riickgekreuzt und die Nachkommen Gber Southern-Blot-Analyse
auf Transmission des mutierten Allels berprift. Die folgende Tabelle listet die Ergebnisse aus
der Ruckkreuzung auf.
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Tab. 3.5: Ergebnisse aus der Rickkreuzung ausgewahlter mannlicher Chimaren mit C57BL/6-
Weibchen.

Chimére (#) Nachkommen mit Heterozygote (+/-)
Agouti-Fellfarbe

7 3 1

9 7
8
9

14 6

16 2 2

17 8 6

19 9 3
9 5
13 8

20 6 3
7 2

21 2 1
11 6
4

22 7

25 11 -
3 3

Anteil 32%

Nachkommen der F1-Generation, die ein mutiertes Allel trugen wurden untereinander,
zur Generierung homozygot mutanter Nachkommen verpaart. Die Nachkommen wurden tber
Southern-Blot-Analyse bzw. PCR genotypisiert wie in Abschnitt 2.21 beschrieben. Alle
maglichen Allel-Kombinationen konnten detektiert werden (+/+, +/-,-/-).

++ +I- -/ -/-
bp
-

(mt) 670
(wt) 402

Rl S R e o B A SN Y Y S M

kbp

(wt) 5,5
(mt) 4,7

a b

Abb. 3.22: Genotypisierung von Tieren der F2-Generation. a Southern-Blot-Analyse
Uber Hybridisierung mit der 5”-externen Sonde. b EtBr-gefarbtes Agarosegel, in
dem die Produkte der PCR-Genotypisierung eines Wurfes elekrtophoretisch
aufgetrennt wurden. Es kdnnen alle drei mdglichen Allel-Kombinationen detektiert
werden. M: Molekulargewichtsstandard.
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3.5.5 Klonierung des lacZ-PGK-neoR-Mutagenisierungs-konstruktes

Die Untersuchungen dieser Arbeit sowie anderer Gruppen haben gezeigt, daf es sich bei
Ephrin-A5 um ein rdumlich wie zeitlich, dynamisch und komplex reguliertes Gen handelt. Um
die Expression von Ephrin-A5 detaillierter verfolgen zu kdnnen wurde entschieden den Locus
zusdtzlich durch ein Konstrukt zu mutagenisieren, daf nicht nur zur Inaktivierung des Gens
fuhrt sondern zusdtzlich lacZ als Reportergen enthélt. Das Reportergenprodukt (b-
Galaktosidase) kann durch relativ einfache histochemische Methoden visualisiert werden. Die
Aktivitdt der b-Galaktosidase, die die Spaltung von Laktose in Glukose und Galaktose
katalysiert, kann mit chemischen Substraten, z.B. 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-R3-D-galactosid (X-
Gal), nachgewiesen werden. Die b-Galaktosidase setzt das farblose X-Gal in das 5-Brom-4-
chlorindoxyl um, daR an der Luft zu blauem 5,5"-Dibrom-4,4"-dichlorindigo oxidiert. Somit
sollte im Idealfall der Expresionsverlauf des Reporters, der leicht an der blauen Féarbung
erkannt werden kann, der Expression von Ephrin-A5 folgen.

Die im PGT-3/PT-1-Vektor (kloniert von Dr. David Hill und Dr. Wolfgang Wurst,
modifiziert von Peter Timpel) enthaltene En2-SA-lacZ-PGK-neof-Kassette (6,9 kbp) wurde
jeweils nach partiellem Verdau mit Hindlll und Bglll (durch Hinzuftigen von EtBr) sukzessive
an den flankierenden Hindlll- und Bglll-Restriktionsschnittstellen mit folgenden, jeweils eine
Sall-Schnittstelle enthaltende, Verbindungsstiicken versehen:

Hindlll sall Hindlll
Hindlll: AGCTTCGCGTAGT CGACGCGA
AGCGCATCAGCTGCGCTTCGA

Blll sall Blll
Bglll: GATCTCGOGTAGT CGACGCGA
AGCGCATCAGCTGCGCTCTAG

AnschlieBend wurde Gber Verdau mit Sall die Kassette ausgeschnitten und in den mit
Sall vorgeshnittenen Vektor ligiert, der wie in 3.5.2 bereits beschrieben aus den PGK-HSV-tk®,
57-2 kbp-Rekombinationsarm und 37-6,4 kbp-Rekombinationsarm besteht. Das in diesem
Vektor verwendete lacZ-Gen besitzt weder einen eigenen Promotor noch ein eigenes
Translationsinitiationscodon und unterliegt daher der Regulation des endogenen Locus. Um zu
gewdhrleisten, daB nach der homologen Rekombination die lacZ-Kassette im richtigen
Leserahmen in den endogenen Ephrin-A5-Locus integriert, wurde ein Vektor verwendet, in
welchem das En2-Intron mit dem pSA3-SpleiR-Akzeptor ausgestattet ist. Dieser Spleil3-Akzeptor
(agG TCC CAG) simuliert Phase 2 fiir das En2-Intron und befindet sich demnach in der
gleichen Phase wie auch das erste Intron des Ephrin-A5-Gens. Der modifizierte Locus sollte
demnach zu einem reifen Transkript bestehend aus dem ersten Ephrin-A5-Exon und lacZ
fihren sowie die korrekte Translation in die b-Galaktosidase ermdglichen.
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Abb 3.23 zeigt in a die zirkulare Karte des lacZ-PGK-neo®-Mutagenisierungsvektors
und in b Kontrollverdau-Ergebnisse des Vektors mit verschiedenen
Restriktionsenzymen. Die erhaltenen Restriktionsfragmente entsprechen den
Angaben der Karte. 1: Asp718, 2: Clal, 3: EcoRl, 4: EcoRV, 5: Ncol 6: Sall.

RI
P RV H 1 1 N N AN N
Mutagenisierungs- Pok NN e v m ) N

Vektor

Genomischer Locus

—
RI RI: EcoRI
RI A X RV H N N AN N HRV A RV: EcoRV

! 11 1 ! 1 1l | [ 1 H: Hindlll

Sonden > < R E Irf‘;;(njll

X: Xhol

wt 5' Sonde / EcoRI
5.5 kbp
- $ w3 Sonde/EcoRV
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genomischer Locus

mt 5' Sonde / ECOR| < —————————————fpp ¢ # mt3 Sonde / EcoRV

4.8 kbp 7.2 kbp

Abb. 3.24: Strategie zur Deletion des Ephrin-A5-Gens der Maus mit dem
lacZ-PGK-neo®-Mutagenisierungsvektor ~ anhand  einer  schematischen
Darstellung des Vorgangs der homologen Rekombination. Im oberen Teil ist
der Vektor dargestellt, der mit seinen zum genomischen Locus (in der Mitte
dargestellt) homologen Sequenzen (dicke Linien) rekombiniert. Das Ergebnis
ist, wie unten gezeigt, ein mutiertes Allel, in dem ein 670 bp groles
HindlIl/EcoRI-Fragment, dafl 280 bp des zweiten Exons enthdlt durch die
bakteriellen lacZ-PGK-neo®-Kassetten ersetzt wird. Die nicht homologen
Sequenzen von HSV-tk® und pBluescript 11 KS+ werden nicht integriert. Als
doppelspitzige Pfeile sind die mit den externen Sonden hybridisierenden
genomischen Fragmente dargestellt. Die Positionen der Primer zur PCR-
Genotypisierung sind als Pfeilspitzen angegeben.
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3.5.6 Die Elektroporation des lacZ-PGK-neoR-Konstruktes

ES-Zellen der Linie TBV2 (hergestellt von Dr. Veronique Blanquet) wurden wie in 2.32.3.1
beschrieben fiir die Elektoporation vorbereitet. Exponentiell wachsende ES-Zellen der Passage
10 wurden durch Trypsinisierung geerntet und mit 30 ng (ber Notl-Verdau linearisierter
Vektor-DNA transfiziert. Aussaat und Selektion der Zellen wurde wie in 3.5.3 fiir das PGK-neo®-
Konstrukt bereits beschrieben durchgeflinrt. Zur Kontrolle der Rekombinationseffizienz
wurden die Zellen einer Platte nur mit G418 selektioniert. Im Ergebnis ergab die
Doppelselektion ungefdhr eine Halbierung der Anzahl resistenter Klone im Vergleich zur
Einfachselektion.

Aus drei Elektoporationen mit der TBV2-ES-Zelllinie wurden 575 doppeltselektionierte
Klone Uber Southern-Blot-Analyse mit der 5" externen Sonde auf homologe Rekombination
abgesucht. Aus dieser Suche konnten drei, mit beiden Armen homolog rekombinierte Klone
isoliert werden (1F6, 2D7 und 7D2). Die Rekombinationsfrequenz lag somit bei ca. 0,5%.

6 A & © A & © A &
PO PO PO
; kbp kbp.

kbp
.

: wt) 9,7 ..-‘
(wt) 5,5 .::: e (mt) 3,6 '...b

(mt) 4,8
my72 -l

a b (o

Abb. 3.25 zeigt die Ergebnisse der Southern-Blot-Analyse fur die homolog
rekombinierten ES-Zell-Klone 1F6, 2D7 und 7D2 sowie von Kontroll-DNA (K). In a
ist das Hybridisierungs-Ergebnis der EcoRI-gespaltenen Fragmente mit der 5 -
externen Sonde zu sehen, in b das Ergebnis flr die EcoRV-gespaltenen Fragmente
mit der 3”-externen Sonde und in ¢ mit der internen neo-Sonde nach EcoRV-
Verdau. Die Restriktions-Polymorphismen entsprechen den erwarteten GréRen wie
aus Abb. 3.24 zu entnehmen.

3.5.7 Die Generierung von Chiméaren aus den mutagenisierten ES-
Zellen

Wie bereits in 3.5.4 dargestellt wurden resistente ES-Zell-Klone, die fir das lacZ-PGK-neo®-
enthaltende Mutagenisierungskonstrukt homologe Rekombination zeigten zur Generierung
von Chiméren {ber Blastocysteninjektion und den Ricktransfer in scheintrdchtige
Ammenmause verwendet. Die Injektions- und Transfer-Daten kénnen folgender Tabelle
entnommen werden.
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Tab. 3.6: Injektions- und Transfer-Daten sowie Anzahl und und Qualitat der aus ihnen generierten
Chimaren fiir das lacZ-PGK-neo®-Mutagenisierungskonstrukt. Der Chimarismus wurde anhand der
Fellfarbe im Alter von ca. 5 Wochen bestimmt.

Zellinie retransferierte Wurfgrofie mannliche weibliche #lAgouti-
Embryos Chimaren Chimaren Farbung
2D7 16 5 2 1 1/50%
2/50%
3/20%
18 5 - - -
20 3 1 - 4/60%
20 - - - -
21 9 1 5 5/80%
6/40%
7/80%
8/50%
9/40%
10/10%
20 6 1 1 11/10%
12/70%
1F6 22 -
D2 22 - - - -
17 8 3 2 13/80%
14/90%
15/100%
16/90%
17/50%
17 -

Einzelne Chimdren mit hohem Anteil an Agouti-Farbung in der Fellfarbe wurden mit
Mausen des Stammes C57BL/6 rtickgekreuzt und die Nachkommen (iber Southern-Blot-Analyse
auf Transmission des mutierten Allels Gberprift. Die folgende Tabelle listet die Ergebnisse aus
der Ruckkreuzung auf.

Tab. 3.7: Ergebnisse aus der Rickkreuzung ausgewahlter mannlicher Chimaren mit C57BL/6-
Weibchen.

Chimére (#) Nachkommen mit | Heterozygote (+/-)
Agouti-Fellfarbe

13 1
1
5 5
3 1
5 2

14 1 1
1 1
4 1

Anteil 52%
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Abb. 3.26 zeigt die Genotypisierung von Tieren der F2-Generation mittels
Southern-Blot-Analyse nach EcoRI-Verdau Gber Hybridisierung mit der 5 -externen
Sonde. Es kénnen alle drei moglichen Allel-Kombinationen detektiert werden.

Um die Aktivierung des lacZ-Reportergens zu Uberprifen wurde vier Wochen alten
wildtypischen sowie mutanten Tieren das Gehirn entnommen, coronar geschnitten und einer
X-Gal-Farbung unterzogen. Nach drei Tagen Inkubation in der Farbeldsung sowie weiteren flinf
Tagen Lagerung in 4% PFA-enthaltendem PBS konnte eine ausreichende Intensitdt der Farbung
zur Dokumentation erreicht werden (Abb. 3.27). Da die X-Gal-Farbung oft schon nach wenigen
Stunden zu intensiven Signalen flihrt 140Gt dieses Ergebnis auf eine geringe b-Galaktosidase-
Aktivitdt und damit auf eine ineffiziente Transkription des LacZ-Gens schlieRen. In der Tat
konnte tiber RT-PCR-Analyse, wie im Falle des PGK-neo®-Konstruktes (s. 3.6.1), ein nativ nicht
auftetendes, die integrierten Kassetten umgehendes, aberrantes SpleilRen festgestellt werden.
Darliberhinaus konnte in jlingeren Stadien (E 9,5, E 10,5, E11,5) keinerlei b-Galaktosidase-
Aktivitdt detektiert werden. Erst ab E 17 kann eine schwache Férbung facialer Elemente sowie
der Extremitdten gesehen werden (Daten nicht gezeigt). Die Ursache hierflir konnte in der
Deletion regulatischer Elemente des zweiten Introns liegen. Der Vergleich der lacZ-Expression
mit den Daten aus den in situ-Hybridisierungen zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung mit
Ausnahme des Hypothalamus, wo die flir Ephrin-A5 charakteristischen Expressionsdoménen
transgen nicht rekonstruiert werden.
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Abb. 3.27: Detektion der B-Galaktosidase-Aktivitat in Ephrin-A5="*ZMausen. Fir
die X-Gal-Farbung wurden ca. 1 mm-dicke, coronar verlaufende Gehirn-Schnitte
verwendet. Schnitte eines transgenen Tieres (a - d) sind den Schnitten eines
wildtypischen Tieres (e - g, i) gegeniibergestellt. Die Schnitte verlaufen in a und e
auf der Hohe des Septum, in b und f auf Héhe des Fornix in ¢ und g ungeféhr in
der Mitte des Hippocampus und in d und i auf Hohe des Colliulus superior. In h ist
eine Ephrin-A5-in situ-Hybridisierung gezeigt, die mit einem &hnlich wie in ¢ und g
verlaufenden Schnitt durchgefiihrt wurde. Der Vergleich mit der Lokalisation der
mRNA soll bei der Interpretation der X-Gal-Farbung helfen. CC: Corpus calosum,
CS: Colliculus superior, Cx: cerebraler Cortex, Fo: Fornix, HC: Hippocampus,
HT: Hypothalamus, Se: Septum, St:Striatum, Th: Thalamus.

3.6 Analyse des Phanotyps Ephrin-A5-defizienter Mause

Samtliche hier beschriebenen phdnotypischen Analysen wurden an F2-Nachkommmen der
Chimdren durchgeftihrt, die aus den ES-Zellklonen 4E5 und 5A3 generiert wurden. Diese ES-
Zell-Klone wurden aus der Transfektion mit dem PGK-neo®-Mutagenisierungvektor gewonnen.
Zwischen den Nachkommen der beiden ES-Zellinien konnten weder in Qualitdt noch in

Quantitdt Unterschiede in einzelnen untersuchten phanotypischen Parametern beobachtet
werden.

3.6.1 Kontrolle des Ephrin-A5-Transkripts bei den Mutanten

Um festzustellen ob das Transkript des mutierten Allels hergestellt wird und damit die Effizienz
der SV40-Terminierungs- und Polyadenylierungs-Sequenzen (SV40-pA), die das 3”-Ende der
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PGK-neo®-Kassette darstellen zu tiberpriifen, wurde mittels RT-PCR- und Northern-Blot-Analyse
das Ephrin-A5-Transkript bei heterozygot und homozygot Mutanten berprift. Das Ergebnis
aus Abb. 3.28 zeigt, daB die SV40-pA-Kassette nicht zu einer Terminierung der Transkription
fuhrt, sondern aus dem mutierten Allel ein aberrantes, um das zweite Exon verkirztes
Transkript entsteht. Dieses verkirzte Transkript, des rekombinierten Allels befindet sich, wie
tber Sequenzierung bestimmt wurde, nach Base 124 der kodierenden Sequenz ausserhalb des
Leserahmens. Der versetzte Leserahmen ergibt sich dadurch, daf das letzte Triplett des Exons |
2/1 gespalten wird (Phase 2), hingegen das erste Triplett des Exons Il 1/2 gespalten wird
(Phase 1). Dieses verkirzte Transkript kodiert flr ein verkirztes Protein von 65
Aminoséureresten, da die verbleibende kodierende Sequenz nach 192 bp ein TAG-Stop-Kodon
im aberranten Leserahmen enthélt. Die C-terminal liegenden 23 der 65 Aminosdurereste
werden demnach von einem um 2 Nukleotide verschobenen offenen Leserahmen kodiert und
weisen eine von Ephrin-A5 verschiedene Sequenz auf.

| I n v v vi
100 bp
|_|
1 2 3
> > >
- - -
a 6 5 4
EfnA5-1/6 EfnA5-2/5 EfnA5-3/4 EfnA5-1/4
K +/+ +/- -/- K +/+ +/- -/- K +/+ +/- -/- K +/+ +/- -/-
bp bp bp bp
687
606
395
234 fgg St

120

Abb. 3.28: Um das Ephrin-A5-Transkript nach der Mutagenisierung des Locus zu
Uberprifen wurde eine PCR-Strategie entwickelt, die in a schematisch dargestellt
wird. Primer wurden so konstruiert, daf? sie Sequenzen des 1. (1/4), I1. (2/5), I11. -V.
(3/4) und 1. - V. (1/4) Exons amplifizieren (s. Tab. 3.8). Aus Gehirn von
wildtypischen, heterozygoten und homozygoten Mutanten wurde Gesamt-RNA
isoliert, mRNA revers transkribiert, restliche RNA verdaut, die cDNA aufgereinigt
und fur die PCR-Reaktionen eingesetzt. In b ist das Ergebnis aus der RT-PCR mit
den verschiedenen Primer-Kombinationen zu sehen. Im mutierten Allel wird das
Trankript, um das deletierte Exon verkirzt, hergestellt.
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Tabelle 3.8: Die fur die Kontrolle des Ephrin-A5-Transkripts verwendeten Primer.

Name Sequenz5”® 3~ (Lénge) T, [°C]
EfnA5-1 ATG TTG CAC GTG GAG ATG TTG AC (23) 56,2
EfnA5-2 CAC ATT GAT GTC TGT ATC AAT GAC TAC C (28) 55,0
EfnA5-3 CTCCTC TGC AAT CCCAGACAAC (22) 55,1
EfnA5-4 GCT ATAATG TCAAAAGCATCG CC (23) 54,8
EfnA5-5 ATC CTA AAG AAA AGG GAG TGA AGA GC (28) 56,0
EfnA5-6 GGT TGC TGC TGT TCC AGT AGA CG (23) 57,7

3.6.2 Analyse der Wurfgrof3en - embryonale Letalitat

Heterozygote Méuse der F1-Generation, die aus der Verpaarung der Chimaren Mit C57BL/6-
Mausen hervorgingen und das mutierte Allel trugen wurden untereinander verpaart um in der
F2-Generation Nachkommen mit zwei inaktivierten Allelen zu erhalten, sog. Nullmutanten. Die
genotypische Analyse der F2-Generation zeigt ein deutliches Ungleichgewicht in der Verteilung
zwischen Mutanten (-/-) und Hetreozygoten (+/-) bzw. WT-Mausen (+/+), wie aus Tabelle 3.9
entnommen werden kann. Die Analyse von 317 Nachkommen aus 42 Wiirfen ergab einen
Anteil an homozygot Mutanten, der deutlich unter dem nach dem Mendelschen
Vererbungsgesetz zu erwartenden Viertel liegt. Der Anteil der WT-Mduse hingegen liegt
deutlich Gber dem zu erwartenden Viertel. Diese Zahlen sind ein deutlicher Hinweis auf
embryonale Letalitat, die im Folgenden analysiert werden sollte.

Tab. 3.9: Statistische Verteilung der Genotyp +/+ +/- -/-
Genotypen in der F2-Generation Anzahl (n) 104 156 57
nach Heterozygoten-Verpaarungen prozentueller Anteil (%) | ~32,8 ~ 49,2 18

3.6.3 Analyse der Defekte des anterioren Neuralrohrs

Um die Ursachen der embryonalen Letalitat zu untersuchen, wurden die Foten dem Mutterleib
entnommen. Aus 56 isolierten Embryonen des Genotyps -/- und der Stadien E 11,5 bis E 17,5
konnten 8 Foten mit Defekten des Neuralrohres identifiziert werden. Der sich daraus
ergebende Anteil von ca. 14% kann nur die Hdlfte der embryonalen Letalitat (iber
Neuralrohrdefekte erléren. Diese betragt 28%, wie sich aus der Reduktion des zu erwartenden
Viertels an homozygot Mutanten auf 18% errechnen IRt (s. Tab. 3.9). Da Ephrin-A5 bereits
frih in der Embyonalentwicklung exprimiert wird (Abb. 3.9) kdnnten z.B. Gastrulationsdefekte
flr den Verlust der restlichen homozygot Mutanten Embryonen verantwortlich sein.

Die Defekte des Neuralrohrs fiihren in den untersuchten embryonalen Stadien zu einer
Exencephalie, die das Gehirn vom Vorderhirn bis ins Rickenmark betrifft. Das
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tberproliferierende Gewebe stiilpt sich dabei tber das restliche Gehirn und umschliel3t, wie
auf sagittal gefihrten Schnitten zu sehen ist, groRe fllssigkeitsgefiillte Ventrikel. Die
phénotypischen Veranderungen betreffen nicht nur die Strukturen des dorsalen Gehirns
sondern auch ventrale Abschnitte, wie Hypothalamus und Hypophyse, die weitgehend
disorganisiert sind (Abb. 3.29 und Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.29: Heterozygot (a, links) und homozygot (a rechts, b und ¢) mutante Foten
der F2-Generation. In a liegt das Stadium E 11,5 in b und ¢ E 13,5 vor. Der
homozygote Embryo in b (links) ist phanotypisch nicht auffallig, wie die meisten
Nachkommen dieses Genotyps. In c ist das exencephalische Individuum aus b in
zwei Hamatoxylin/Eosin-gefarbten mittsagittal (unten) und parasagittal (oben)
verlaufenden Schnitten gezeigt. Met: Metencephalon, Tel: Telencephalon

Tiere mit Neuralrohrdefekten starben innerhalb weniger Sekunden nach der Geburt
und zeigten ein offenes Cranium mit Fehlen der dartiberliegenden Haut sowie reduziertem
Telencephalon (Abb. 3.30). Offenbar wird hier die Exencephalie im Laufe der weiteren
Entwicklung  soweit  zurlickgebildet, daR letztlich eine  Anencephalie entsteht.
Skelettpraparationen dieser Tiere, die mit wildtypischen und heterozygoten Geschwistern
verglichen wurden, zeigen fehlende Elemente des Neurocraniums (Gehirn-bedeckender Anteil
des Dermatocraniums) entlang der gesamten anterio-posterioren Ausdehnung der dorsalen
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Schadelkapsel. Fiir weitere Elemente insbesondere des ventralen Craniums sowie andere
Skelett-Elemente konnten keine Veranderungen festgestellt werden (Abb. 3.30)

Abb. 3.30: a. Holotyp neugeborener anencephalischer Ephrin-A5"™"-Mause.
b. Skelettpréparation eines anencephalischen Individums zeigt aufer der offenen
Schadelkapsel keine weiteren Verdnderungen in der Skelett-Organisation. c, d.
Vergleich des Schadels zwischen wildtypischen (c) und mutanten (d),
anencephalischen F2-Nachkommen. Elemente des dorsalen Neurocraniums, wie
Nasale, Frontale, Parietale und Interparietale, fehlen den Mutanten, was in einen
offenen Schadel resultiert. Dies ist durch die Pfeilspitzen in d angedeutet. At: Atlas,
De: Os Dentale, Fr: Os Frontale, Ic: Incisivus, IP: Os Interparietale, Ma: Os
Maxillare, Na: OS Nasale, Nse: Nasenseptum, Pa: Os Parietale, Pma: Os
Praemaxillare, Ty: Os Tympanicum.

3.6.4 Zellidentitatsanalyse bei den Ephrin-A5""°-Fgten

Um die Zellidentitat der Ephrin-AS-defizienten Foten zu (iberprifen wurden Ganzkorper-in
situ-Hybridisierungen mit einer Auswahl an molekularen Markern durchgefiihrt. Hierbei
wurden insbesondere Marker verwendet, die charakteristisch fiir die mes-/metencephalische
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Region sind, bzw. an deren Spezifizierung mitwirken. Insbesondere wurde die Expression der
Transkriptionsfaktoren En2 und Pax2 sowie von Ephrin-A2, welches eine &hnliche Expression
im dorsalen Mesencephalon wie Ephrin-A5 besitzt und des EphA4-Rezeptors, der die
Expression von von Ephrin-AS im Bereich der Extremitdten und des Oberkiefers umgrenzt
Uberpraft (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31: Ganzkdrper-in situ-Hybridisierungen mit  heterozygoten und
homozygoten Ephrin-A5-Mutanten. Alle Féten entsprechen dem Stadium E 11,5
(TS19). Die Sonden sind jeweils links und die Genotypen jeweils oben angegeben.
In ¢ und f wurden exencephalische Embryonen mit den entsprechenden Sonden
hybridisiert. Wahrend bei den Ephrin-A5-defizienten Embryonen ohne Neuralrohr-
Defekte keine Abweichungen vom wildtypischen Expressionsmuster festgestellt
werden konnen, zeigen sich bei den exencephalischen Féten Veranderungen, die
auf die abnorme Morphologie zurlickzuftihren sind.
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Zwischen Embryonen verschiedener Genotypen konnten in der Expression der
einzelnen Marker keine Unterschiede festgestellt werden. Sowohl Verteilung als auch Starke
der Signale aus den in situ-Hybridisierungen unterscheiden sich, in allen Domdnen, nicht
zwischen Mutanten und Wildtyp (Abb. 3.31). Allerdings kann die abnorme Morphologie der
exencephalischen Foten auch anhand der Expressionsmuster, der hier exprimierten Gene
nachvollzogen werden. Die molekulare Identitét des stark proliferierenden Gewebes im mes-
/metencephalischen Bereich der exencephalischen Féten bleibt jedoch erhalten (Abb. 3.31c).
Der Expressionsverlauf von Pax2 zeigt deutlch, daB sich die Defekte bis ins Riickenmark
ausdehnen (Abb. 3.31f).

3.6.5 Analyse der Entwicklung des Nervensystems

Die Analyse der Expression von Ephrin-A5 wahrend der Embryonalentwicklung zeigte neben
Domaénen, die im Zusammenhang mit der retinotektalen Topographie stehen (Retina, Tectum;
Abb. 3.10, 3.11, 3.12, 3.18) weitere Expressionsterritorien auf. Interessanterweise stehen
manche dieser Territorien in enger rdumlicher Beziehung zum frihen Verlauf einzelner
Cranialnerven, wie z.B. des Trigeminus oder Fasern motorischer Neurone des Riickenmarks,
die in die Extremitatenknospen einwachsen. Diese Verhéltnisse legen eine Beteiligung von
Ephrin-A5 bei der korrekten Zielfindung und/oder Faszikulation dieser Nerven nahe. In der Tat
konnte in vitro fiir Ephrin-AS ein inhibitorischer Effekt auf das Auswachsen von Motoneuron-
Neuriten festgestellt werden (OHTA et al., 1997). Um diese Annahme in vivo zu uberpriifen
wurden an Ganzkorperprdparaten von Embryonen immunhistochemische Farbungen mit
einem monoklonalen a-Neurofilament 160-AntikGrper (Sigma, Kat-Nr.: N-5264) durchgeftihrt.
Dieser Antikorper richtet sich gegen das 160 kDa-Polypeptid der Neurofilamente (aus drei
Proteinen aufgebaute intermedidre Filamente von Nervenzellen) und ermdglicht damit die
Visualisierung von Axonen und den aus ihnen gebildeten Nerven. Aus dem Vergleich der
Immunfarbung von WT- mit Ephrin-A5"""-Foten sollen potentielle Defekte ersichtlich
werden und aus der Relation zur Expression von Ephrin-A5 in ihrem Mechanismus verstanden
werden.

Die untersuchten Stadien fur die Neurofilamentfarbungen lagen zwischen E 11,0 und
E 12,5. Insgesamt 5 +/+, 5 +/- und 8 -/- sowie 3 +/+, 6 +/- und 5 -/- FOten der Stadien
E 11,0/11,5 und E 12,5 respektive wurden analysiert. Bei 12,5 Tage alte Embryonen konnte
aufgrund der zunehmenden Dicke des Gewebes und seiner geringeren Zugénglichkeit fir die
Antikérper nur Teile der Innervierung, in erster Linie der Extremitaten und die Spinalganglien
sichtbar gemacht werden. Bei keinem Stadium konnten fiir die Ephrin-A5"™*"-Féten Defekte
in Auswachsen oder Faszikulation von Nerven oder sonstige Abweichungen in der Organisation
des Nervensystems erkannt werden. Sowohl die Cranialnerven als auch Spinalganglien oder
motorische Fasern, die in die Extremitdtenknospen einwachsen zeigen sich normal faszikuliert
und zeigen einen wiltypischen Verlauf.
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3.32: Neurofilament-Immunfarbungen an Ganzkorper-Praparaten von heterozygot
(a, d, f, h) und homozygot (b, €, g, i) mutanten Foten. In c ist eine Ephrin-A5-
Ganzkorper-in situ-Hybridisierung gezeigt. Sie ermdglicht den direkten Vergleich
des Ephrin-A5-Expressionsmusters mit dem Verlauf wichtiger Cranialnerven. Die
in a - e gezeigten Foten sind 11,5 Tage alt, die Embryos in f - i 12,5 Tage alt. In f
und g sind Ausschnitte der ventralen Riickenlinie in der Sacralregion und in h und
i der Vorderextremitat zu sehen. Bei den homozygot Mutanten liegt keine
Abweichnug vom wildtypischen Innervierungsmuster ab. HE: hintere
Extremitdatenknospe, Mes: Mesencephalon, SG: Spinalganglien, Tel: Telencephalon,
VE: vordere Extremitatenknospe, Ill: Nervus occulomotorius, 1V: Nervus
trochlearis, V: Nervus trigeminus, VII: Nervus facialis, X: Nervus vagus, XI: Nervus
accessorius.



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Ergebnisse - 104

Die Innervierung, der sich entwicklenden Extremitdten wurde zusatzlich durch
Anféarben der Axone mit Dil-Kristallen, die proximo-dorsal in die Extremitdtenknospen von 13,5
Tage alten Foten gesetzt wurden untersucht. Nach abgeschlossener Diffusion wurde das
Innervierungsmuster zwischen Mutant und Wildtyp im Holotyp und Horizontalschnitt
verglichen und ausgewertet. Aus diesen Studien konnten ebenfalls keine Abweichung im
Auswachsen der motorischen Nerven bei Ephrin-A5-defizienten Embryonen festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).

3.6.6 Analyse des retinocollicularen Systems

Da der Expressionsverlauf sowie die Ergebnisse von in vitro- und in vivo-Studien beim Huhn
(Gallus gallus domesticus), Ephrin-A5 in die Entwicklung der retinotektalen Karte
implementieren (DResCHER et al ., 1995; MONSCHAU et al., 1997; Clossek et al., 1998; Ubersicht
bei TESSIER-LAVIGNE, 1995; HARRIS und HoLT, 1995; DReSCHER et al., 1997), wurde versucht die
Rolle von Ephrin-A5 beim homologen retinocollicularen System der Séuger, tber die Analyse
der in dieser Arbeit generierten Ephrin-A5-defizienten Mause (Ephrin-A5™°), zu entschllsseln.
Die Herstellung von genetisch defizienten Hiihnern ist derzeit nicht mdglich, wodurch der
Wechsel des Modellorganismus sich anbietet, um diese technische Limitierung zu umgehen.
Die Tatsache, daR die prinzipielle Organisation der retinocollicularen Karte der Maus mit der
retinotektalen des Huhns (bereinstimmt und die Expression von Ephrin-A5 bei beiden
Modellorganismen sehr dhnlich verlduft, erlaubt eine Interpretation der Ergebnisse im Sinne
der urspriinglich beim Huhn erhobenen funktionellen Daten zu Ephrin-Ab5.

Um eine eventuelle Disorganisation der Topographie im retinocollicularen
Projektionssystem zu erfassen, wurden Experimente zur retrograden Markierung von Axonen
retinaler Ganglienzellen (RGZ) mit dem fluoreszierenden Farbstoff 4-Di-10-Asp durchgefiihrt.
Die Markierungen erfolgten an 4 - 6 Wochen alten M&usen. Hierzu wurde der Farbstoff
operativ, fokal in festgelegte Positionen des Colliculus superior eingebracht. Nach retrogradem
Transport des Farbstoffs tber drei Tage wurden die Mduse getétet, Retinae sowie Gehirne
prapariert und die Ergebnisse dokumentiert. Insgesamt wurden 6 wildtypische und 17
homozygot mutante Mause beider Geschlechter injiziert. Zusétzlich wurde an coronar
verlaufenden Schnitten tberprft ob innerhalb des optischen Nervs ein abnormer Verlauf der
markierten Fasern auftritt, was auf ihre Disorganisation in intermedidren Strukturen der
retinotektalen Verbindung schlieRen [&Rt.

Aus den Ergebnissen der retrograden Markierungen ergeben sich keine Abweichungen
in der Organisation der retinocollicularen Karte bei den Ephrin-A5"™-Mausen (Abb. 3.33).
Alle retrograd geférbten retinalen Areale bei den Mutanten entsprechen auch im Wildtyp den
jeweiligen korrespondierenden collicularen Positionen. Der Erhalt der retinocollicularen Karte
betrifft sowohl Bereiche des dulersten nasalen als auch des temporalen Anteils der Retina. In
der besonders prazisen Topographie zentraler retinaler Areale kann ebenfalls keine
Abweichung vom Wildtyp festgestellt werden (Abb. 3.33). Die Auswertung coronar geflinrter
Schnitte durch den optischen Nerv zeigte ebenfalls keine Abweichungen im Verlauf retinaler
Fasern eines bestimmten Areals (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend kann aus der
durchgeflihrten Analyse geschlossen werden, dal® in adulten Ephrin-A5-defizienten M&usen
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keine Veranderungen der topographischen Projektion retinaler Axone in den Colliculus
superior auftreten.

Abb. 3.33 zeigt acht exemplarische Ergebnisse aus der Analyse der
retinocollicularen  Projektionen adulter Ephrin-A5"*"°-Mause nach fokaler
Injektion von Dil in den Colliculus superior. Die Camera lucida-Zeichnungen
zeigen ausgebreitete Retinae, in denen die retrograd angefarbten Areale rot
dargestellt sind. Die Injektionsstellen in den Colliculus superior (jeweils 1 - 4)
korrelieren zu den Retina-Bildern. Als eingefligte Schwarzweil3-Fotografien sind
links ein Ausschnitt aus einer retrograd gefarbten Retina zu sehen und rechts ein
markierter Colliculus. CB: Cerebellum, GZ: retinale Ganglienzellen (markiert),
IC: Colliculus inferior, ON: Austrittsstelle des optischen Nervs, SC: Colliculus
superior; d: dorsal, n: nasal, t: temporal, v: ventral,

3.6.7 Analyse der thalamocorticalen Projektionen

Hinweise aus Expressionsstudien und in vitro-Experimenten deuten eine Beteiligung von
Ephrin-A5 bei der Regionalisierung und/oder thalamischen Innervierung des cerebralen Cortex
an. Wie bereits gezeigt (Abb. 3.15 und 3.27), wird Ephrin-A5 bei der Geburt und in spéteren
Stadien im sensomotorischen corticalen Areal exprimiert. So wird vermutet, dal Ephrin-A5 fiir
die abstoRende Wirkung auf Axone des medialen Thalamus verantwortlich ist (Gao et al.,
1998/a). Diese Fasern limbischer Neurone exprimieren den Rezeptor EphAS und meiden ein
Einwachsen in das sensomotorische Areal. Zusétzlich konnte Ephrin-A5 aufgrund seiner
Expression mit der schichtenspezifischen Innervierung des Cortex in Verbindung stehen.
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CasTELLANI et al. (1998) berichten davon, daf sich die Ephrin-A5-Expression, ab P 8 in Schicht
IV dieses Areals konzentiert, der Schicht in der die meisten thalamischen Axone terminieren.
Diese Axone bilden in Schicht IV terminale Seitenzweige, die der synaptischen Verbindung zu
corticalen Neuronen dienen und leiten so den bei weitem gréRten Anteil der sensorischen
Information in den Cortex.
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Abb. 3.34: Auswertung der Ergebnisse zur Bildung terminaler Verzweigungen bei
Wildtyp und Ephrin-A5-defizienten Mdusen. In a und b sind Camera lucida-
Zeichnungen thalamischer Axone gezeigt, die exemplarische Ergebnisse aus der
Analyse der Verzweigungen in Schicht IV des Cortex bei Wildtyp- und homozygot
mutanten Tieren respektive darstellen. Die corticalen Schichten sind in rémischen
Ziffern angegeben. In c ist die statistische Auswertung (t-Test) der Gesamtlénge der
terminalen Verzweigungen graphisch dargestellt. Die Gesamtlange resultiert aus
der Anzahl der Arborisationen und L&nge jeder einzelnen Arborisation, die beide
bei den Mutanten betroffen sind. Der Balken entspricht 100 um.

Um die Wirkung von Ephrin-A5 auf das thalamocorticale Projektionssystem in vivo zu
tberprifen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jirgen Bolz
(Universitat Jena) bei Ephrin-A5-defizienten Mdusen Markierungsexperimente thalamischer
Axone durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dall in homozygot Mutanten die laminare
Organisation des Cortex sowie die Terminierung thalamischer Afferenzen in der corticalen
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Schicht 1V erhalten bleibt. Die Zielfindung und schichtenspezifitdt ventrobasaler thalamischer
Axone, welche mit Dil markiert wurden, zeigt in den homozygot Mutanten die gleiche Prazision
wie im Wildtyp. Dagegen ist die terminale Arborisation in Schicht IV des Cortex, also die Ldnge
und Anzahl der Verzweigungen die thalamische Axone hier bilden, stark reduziert. Die
Untersuchung und statistische Auswertung (t-test) derartiger terminaler Verzweigungen an
jeweils 32, mit Hilfe konfokaler Mikroskopie rekonstruierter, thalamischer Axonen von
homozygot Mutanten und Wildtyp-Mausen, ergab bei den homozygot Mutanten eine
Reduktion ihrer Gesamtldnge um ca. 60% (Abb. 3.34). Zusétzlich zeigen Untersuchungen zum
Verlauf von Axonen des limischen Thalamus Zielfindungsfehler dieser Fasern bei den
Mutanten. Diese wachsen nun aberrant in den somatosensorischen Cortex ein, ein Areal
welches sie im Wildtyp meiden (Daten nicht gezeigt).

3.6.8 Defekte des Cerebellums

Die Analyse des Cerebellums Ephrin-A5-defizienter Méuse zeigte ein unerwartetes Ergebnis.
Bei allen untersuchten (n = 6) Individuen konnte eine abnorme Faltung der
Kleinhirnhemisphéren gesehen werden. Die makroskopische Untersuchung deutete auf einen
Faltungsdefekt des distalen Abschnitts der zwei letzten cerebellaren Lobuli, des Paraflocculus
(Lobulus IX) und des Flocullus (Lobulus X), hin. Diese sind erhalten jedoch verkleinert und
durch eine horizontalere Ausrichtung gekennzeichnet (Abb. 3.35).

Abb. 3.35 zeigt die phanotypischen Veranderungen im Cerebellum Ephrin-A5-
defizienter adulter Mduse. Flocculus und Paraflocculus sind durch weil3e Pfeile
angezeigt und bei den Mutanten gegeniiber dem Wildtyp (oben) deutlich
verkleinert. KhH: Kleinhirnhemisphére, Vr: Vermis, IX: Flocculus, X: Paraflocculus.
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Da makroskopisch keine weiteren Unterschiede festzustellen waren, wurde eine
histologische Untersuchung des Cerebellums durchgefiihrt. An coronar gefiinrten Schnitten
konnte gezeigt werden, daf sich der Faltungsdefekt auf den Paraflocculus beschrénkt, wahrend
der Flocculus sich in GroRe und Faltung vom Wildtyp nicht unterscheidet. Der Paraflocculus
erscheint um ca. 1/3 seiner Ldnge verkirzt ansonsten aber normal organisiert (Abb. 3.36). Die
weitere histologische Untersuchung des Cerebellums konnte keine morphologisch falRbaren
Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante aufzeigen. Bei den heterozygot und homozygot
Mutanten entsprechen sowohl die GroRenverhéltnisse der einzelnen Strukturen als auch die
Laminierung der wildtypischen Organisation. Zusdtzlich kénnen keine Unterschiede in
Verteilung und Architektur der einzelnen Zelltypen festgestellt werden (Abb. 3.36).

Abb. 3.36: Nissl-Farbung an Coronarschnitten des Cerebellums eines phanotypisch
unaufféligen, heterozygoten (a, a”) und eines homozygot mutanten Individuums
(b, b™). In a”und b”sind jeweils vergroRerte Ausschnitte zu sehen, in denen die
einzelnen Zelltypen unterschieden werden konnen. Mit Ausnahme des
GroRenunterschieds der Paraflocculi kdnnen keine weiteren Unterschiede
festgestellt werden. Die Balken entsprechen in a, b 500 um und in a”, b”50 wm.
KOZ: Kdrnerzellen, PZ: Purkinje-Zellen; 1X: Flocculus, X: Paraflocculus.

3.6.9 Postnatale Entwicklung Ephrin-A5-defizienter Mause

Bei Ephrin-A5-defizienten Mdusen, die offensichtlich keinen friihnatal sichtbaren Defekten des
Neuralrohres unterliegen, konnte auch im weiteren Verlauf ihrer postnatalen Entwicklung
keine Abnormalitat festgestellt werden. Sie sind von ihren wildtypischen Geschwistern in
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Verhalten und Morphologie nicht zu unterscheiden sowie uneingeschrankt und unabhéngig
vom Geschlecht paarungsfahig.

Wie bereits in 3.3.3.1 gezeigt gehdren zu den prominentesten Expressiondoménen von
Ephrin-A5, der Hypothalamus und die Hypohyse. Diese Strukturen sind die
Hauptschaltzzentralen der Hormonregulation im S&ugetierorganismus und damit auch fiir die
Regulation des Wachstums verantwortlich (Ubersicht bei KANDEL et al., 1991; ECKERT et al.,
1993). Um zu uberprifen ob es in den Ephrin-A5-defizienten Mausen zu Wachstumsstérungen
wahrend der postnatalen Entwicklung kommt, wurde die Gewichtszunahme bei einer Anzahl
von Tieren wéhrend der ersten sechs Lebenswochen tberprift. Die Kohorte umfai3te 32 Tiere
(15 Mannchen und 17 Weibchen) der F2-Generation, aus finf Wirfen mit folgender Verteilung
der Genotypen: 8 +/+, 14, +/- und 10 -/-. Die Tiere wurden wahrend der ersten drei Wochen
alle zwei Tage, spdter in groBeren zeitlichen Abstdnden gewogen und die Daten statistisch
ausgewertet. Hierzu wurde die Steigung der ,Tag-Gewicht“-Relation errechnet und deren
approximierte Gerade (linearer Fit) unter den verschiedenen Genotypen verglichen. Die so
durchgefiihrte Auswertung der Daten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Tieren verschiedener Genotypen, wie Abb. 3.37 entnommen werden kann. Zwar kann ein
Unterschied in der Gewichtszunahme zwischen den Geschlechtern festgestellt werden, dieser
ist allerdings unabhangig vom Genotyp.

g Mannchen | Weibchen

0,8 1

0,6 -
&>
£ 04
? 0,2

0
++ +/- -I-
Genotyp

Abb. 3.37: Graphische Darstellung der ausgewerteten Daten aus dem Verlauf der
Gewichtszunahme von 32 F2-Nachkommen. Die Balken geben die Steigung der
approximierten Geraden (linearer Fit) der , Tag-Gewicht“-Relation an. Zusatzlich ist
jeweils die Standardabweichung angegeben. Die Daten fur Méannchen und
Weibchen sind getrennt berechnet und gezeigt. Zwischen den einzelnen
Genotypen konnen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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3.7 Expression der Ephrin-A-Liganden in Enl-Mutanten

Die  Transkriptionsfaktoren Enl und En2 (Engrailed) sind, neben anderen
Transkriptionsfaktoren, im dorsalen Mesencephalon in einem posterio-anterior abnehmenden
Gradienten ab dem 1- bzw. 5-Somitenstadium exprimiert (McMAHON et al., 1991). Die
Ergebnisse verschiedener, in erster Linie am Huhn durchgefihrter, in vitro- wie in vivo-
Experimente haben die Vorstellung entstehen lassen, daR die En-Transkriptionsfaktoren
requlierend auf die Etablierung der retinotektalen Topographie wirken (Ubersicht bei RETAUX
und HaRrRris, 1996). Es konnte inshesondere gezeigt werden, dal? die ektopische Expression von
Enl und En2 zur Storung der Retinotopie und dem Wachstumsverhalten retinaler Fasern im
Streifen-Assay flihrt (ITasaki und NAKAMURA, 1996; LoGAN et al., 1996; FRIEDMAN und O~ LEARY,
1996). Zusétzlich konnte festgestellt werden, dai? die ektopische Expression von Enl und En2,
evtl. durch direkte transkriptionelle Kontrolle, zur ektopischen Expression von Ephrin-A2 und
Ephrin-A5 im Tectum flihrt (Locan et al., 1996; SHIGETANI, et al., 1997). Dieser interessante
Befund liefert damit ein mdgliches molekulares Bindeglied zwischen der ektopischen
Expression der En-Transkriptionsfaktoren und der beobachteten aberranten Topographie.

Um die Annahme, bei den En-Faktoren handelt es sich um die transkriptionellen
Aktivatoren der Ephrine im Tectum zu (berpriifen, wurden En1™?e“Mutanten in
verschiedenen Entwicklungsstadien auf die Expression von Ephrin-A2 und -A5 hin untersucht.
En2-Mutanten wurden fiir diese Studie nicht herangezogen da, im Gegensatz zu den Enl-
Mutanten, retinale Fasern in Streifen-Assays, die mit tektalen Membranpréparationen dieser
M&use durchgeflihrt wurden keine Abweichung vom wildtypischen Wachstumsverhalten zeigen
(personliche Mitteilung Dr. Andrea Wizenmann, Universitdt Wrzburg). Dies deutet darauf hin,
daB hier von einer Veranderung in der Expression der Ephrine im dorsalen Mittelhirn nicht
ausgegangen werden kann. Die Uberpriifung von En1/2-Doppelmutanten, im Bezug auf die
Expression von Ephrin-A2/-A5 im Mittelhirn, wirde sich anbieten, um die funktionelle
Redundanz der En-Faktoren zu umgehen. Dies ist bei diesen Tieren allerdings nicht mdglich,
da hier die Defizienz in beiden En-Genen zur Deletion des gesamten mes-/metencephalischen
Gewebes fiihrt, welche den Verlust der Colliculi superiores und inferiores umfa3t (personliche
Mitteilung Dr. Veronique Blanquet). Fiir die Untersuchungen in den Enl-Mutanten wurden
sowohl RNA-in situ-Hybridisierungen als auch in situ-Bindungsassays mit Rezeptor-AP-
Fusionsproteinen durchgeftinrt, um sowohl mRNA als auch Protein zu detektieren. Die in der
Untersuchung verwendeten Entwicklungsstadien von Enl-defizienten Foten sind E 10,5, E 15,5,
E 16,5 und P 0. Diese Stadien wurden gewdhlt, da sie mit wichtigen Entwicklunsschritten der
retinocollicularen Topographie korrelieren. Bei E 10,5 werden erstmals die Ephrin-Gradienten
im dorsalen Mesencephalon aufgebaut, zwischen E 15 und E 16 erreichen und wachsen retinale
Axone in die Colliculi ein und P 0 ist das alteste Stadium, daR bei den Enl-Mutanten zur
Verfligung stand, da diese Mutation unmittelbar postnatal zum Tod der Tiere fiihrt. Fiir jedes
Stadium wurden jeweils drei Tiere der verschiedenen Genotypen verwendet. Die Embryonen
wurden im Ganzkorperpréparat (E 10,5) bzw. in mittsagittalen Schnitten (alle weiteren Stadien)
beprobt.
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Abb. 3.38: Ganzkdrper-in situ-Hybridisierungen an 10,5 Tage alten Embryonen mit
den Sonden flr Ephrin-A2 und Ephrin-A5. In beiden Féllen kdnnen Transkripte bei
detektiert werden. Die
Expressionsdomanen sind allerdings aufgrund der mes-/metencephalischen
Deletion Enl-defizienter Mduse gegeniiber den phénotypisch unaufféligen
heterozygot Mutanten (a, c) eingeschrankt. Bei der Ephrin-A5-Expression kénnen
wenige positive Zellen detektiert werden, die auRerhalb der mesencephalischen

den homozygot Mutanten Embryonen (b, d)

Doméne liegen (schwarze Pfeilspitze in d).

Die Ganzkorper-in situ-Hybridisierungen an 10,5 Tage alten Embryonen ergaben, daf3
mit Ausnahme des durch die Enl-Mutation deletierten mesencephalischen Gewebes die
Expressionsdomanen von Ephrin-A2 und Ephrin-A5 erhalten bleiben (Abb. 3.38). Im Falle von
Ephrin-A2, dessen graduelle Expression sich weiter anterior erstreckt und flacher als die von
Ephrin-A5 verlauft bleibt auch der Gradient im verbleibenden Gewebe erhalten. Zuséatzlich wird
Ephrin-A2 bei E 10,5 transient auch in einer metencephalischen Domane exprimiert (Abb.
3.38a). Bei den En1®ZMutanten ist diese Doméne zwar reduziert aber noch vorhanden. Die
Ephrin-A5-in situ-Hybridisierung zeigt, in Abweichung zur normalen Expression, eine wenige
Zellen betreffende ektopische Expression ventral des Isthmus.
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Abb. 3.39: Expressionsanalyse von Ephrin-A2 (c, d) und Ephrin-A5 (e, f) im
Mittelhirn neugeborener heterozygoter und homozygoter Enl-Mutanten. In a und
b sind jeweils Hellfeld-Aufnahmen zur Verdeutlichung der Strukturen in den
mittsagittal verlaufenden Schnitten zu erkennen. In ¢ und d ist die Expression von
Ephrin-A2 im heterozygot und homozygot mutanten Individuum respektive
gezeigt. In e und f ist entsprechend die Expression von Ephrin-A5 gezeigt. Da bei
den homozygot Mutanten je nach Schnittebene, wohl aufgrund einer allgemeinen
strukturellen Disorganisation, das Expressionsmuster stark variieren kann werden
hier mehrere Aufnahmen verschiedener Schnittebenen gezeigt. In g und h sind
Rezeptor-Bindungsassays mit Ch-EphA3-AP gezeigt. In den homozygot Mutanten
kénnen Ephrin-A-Proteine nachgewiesen werden. CB: Cerebellum, CI: Colliculus
inferior, CS: Colliculus superior, PC: Plexus choroideus.
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Die Untersuchung der Stadien E 15,5, E 16,5 (Daten nicht gezeigt) und P 0 (Abb. 3.39)
an Sagittalschnitten ergab flir die Ephrine A2 und A5 einen Erhalt ihrer Expression. Lediglich
fir Ephrin-A5, dessen Expressionsmaximum weiter posterior liegt, kann ein Verlust an
gradueller Expression festgestellt werden (Abb. 3.39g). Dieser aberrante Expressionsverlauf von
Ephrin-A5 in den neugeborenen Mutanten ist wahrscheinlich auf eine allgemeinere
Disorganisation des Gewebes in dieser, der Deletion unmittelbar benachbarten, Region
zurlickzuflinren. Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen der Abb. 3.38 und 3.39
geschlossen werden, daf die Expression der Ephrine A2 und A5 im Tectum opticum nicht an
die Expression des Enl-Transkriptionsfaktors gebunden ist.

3.8 Untersuchungen zur Promotorregion des Ephrin-A5-
Gens

Nach Ermittlung des 5" -Endes der cDNA Gber 5”-RACE und Kartierung dieser Position auf
genomischer Ebene wurde der stromaufwértsliegende Bereich einer computergestiitzten
Analyse auf Bindungsmotive von Transkriptionsfaktoren unterzogen. Die Anordnung und
Akkumulation derartiger Bindungsmotive erlaubt einen Riickschluf auf eine evtl. vorhandene
Promotoraktivitdt, die in weitergehenden Studien detaillierter analysiert werden kann. Zu
diesen weitergehenden Analysen, die hier ebenfalls angewendet wurden, gehort insbesondere
die Herstellung von Reporterkonstrukten, die tber Vorkerninjektion dem Genom von M&usen
in einer zufélligen Position integriert werden und (iber die Expression des bakteriellen lacZ-
Reportergens Riickschllsse auf die Promotoraktivitét zulassen.

3.8.1 Computergestitzte Analyse der Promotorregion

Etwa 8,2 kbp des Bereichs um die Transkriptionsinitiationsstelle (5,4 kbp stromaufwdrts und
2,8 kbp stromabwarts) wurden einer mit dem Programm Matinspector (Version 2.2;
QuaNDT et al., 1995; http://www.gsf.de/cgl-bin/matsearch.pl) durchgeflihrten in silico-Analyse
auf Bindungsmotive flir Transkriptionsfaktoren unterzogen. Dieses Programm bedient sich der
TRANSFAC-Datenbank (Version 4.0; HEINEMEYER et al., 1999) von Sequenzmotiven fir
Transkriptionsfaktoren. Aus der Analyse dieser Sequenz ergaben sich 703 potentielle
Bindungsstellen auf beiden Strangen..

Diese Bindungsstellen wurden nach Akkumulation bzw. Héufigkeit (iber die gesamte
Sequenz gewertet. Aus bislang durchgefiinrten Analysen an groRen Bereichen genomischer
DNA der Maus ist die Haufigkeit bestimmter Sequenzmotive bekannt. Liegt nun eine
bestimmtes Motiv deutlich 6fter vor als es durch reine Zufallsverteilung zu erwarten ware, so ist
dies ein deutliches Indiz auf Bindungsstellen, die auch in vivo eine Funktion ausiben. Eine
derartige Haufung konnte u.a. fur Sequenzmotive entwicklungsregulierter Transkriptions-
faktoren, wie Hox13 (24fach tibereprasentiert), Pax5 (10fach), Pax9 (30fach), Pbx1 (35fach) und
NGFI-C (45fach) errechnet werden. Fiir die Pbx1-Bindungsstellen konnte dariiberhinaus im
Bereich um -3000 eine besonders hohe Akkumulation festgestellt werden. Hier finden sich
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innerhalb von weniger als 40 bp vier Pbx1-Bindungsmotive. Eine besonders groRe Haufung
konnte auch fiir abgeleitete Bindungsstellen des Zinkfinger enthaltenden NGFI-C festgestellt
werden, da hier nahe dem Transkriptionsstart drei Sequenzmotive in weniger als 150 bp
vorkommen (Abb. 3.40).

0 1 2 3 4 5 6 7 8  kbp
| | | | | | | | | | |
PBX1 Asp718 Pl
EcoRI EcoRlI EcoRl \ |
CAAT-Box GC-Box PAX9  ATG .
spel HOX13 spel Hindlll
Hindlll 4 p Il [ I paxg  ind
( NGFI-C
PAX9 PA|X5 P|B|x1(4X) PA|X9 @%) PAXS
| |1
[ 11 | [
PBX1  PBXL  PBX1 HOX13 HOX13 NGFI-C PAX5| PBX1
T PBX1
PBX1 PAX9

Ephrin-A5 - Promotor lacZ

Abb. 3.40 zeigt eine schematische Darstellung ausgewahlter Ergebnisse der
computergestitzten Promotoranalyse von Ephrin-A5. Potentielle Bindungstellen
fir  Transkriptionsfaktoren mit Homeodomédnen sind ebenso wie die
Sequenzmotive fir den Zinkfinger enthaltenden Transkriptionsfaktor NGFI-C rot
eingezeichnet. Basale Promotorelemente und das Startkodon der Translation sind
in schwarz angegeben. Cis-standige Elemente sind oberhalb der durchgezogenen
Linie angegeben, trans-stdndige darunter. Das erste Exon ist als Rechteck
eingezeichnet, der kodierende Abschnitt grau unterlegt. Zusétzlich sind die
Positionen ausgewahlter Restriktionsschnittstellen angegeben. Eingezeichnet ist
auch eine schematische Darstellung des Reporter-Konstruktes flr die
Vorkerninjektion. Ein 6,4 kbp langes Fragment wurde vor einen hsp68-
Minimalpromotor und die lacZ-Kassette kloniert.

Eine detailliertere Untersuchung des Bereiches um -250, im allgemeinen der Abschnitt
der basalen Promotorelemente des Transkriptionsinitiation, zeigte eine Besonderheit des
Ephrin-A5-Promotors auf. Im Gegensatz zu den meisten entwicklungshedingt regulierten
Genen enthalt dieser keine TATA-Box als transkriptionsiniziierendes Element sondern eine GC-
Box, die zumeist in konstitutiv aktiven Genen vorhanden ist. Diese wird vom Zinkfiger-
Transkriptionsfaktor SP1 gebunden und tritt in vielen eukaryotischen Genen auf (DyNAN und
TuiAN, 1983; Ubersicht bei McKNIGHT und Taian, 1986). Zusatzlich sind im Bereich zwischen -200
und -250 zwei CAAT-Boxen, die vom Transkriptionsfaktor CP1 erkannt werden, vorhanden.
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CAAT-Box CAAT-Box
253  TGTAAGCAAACAGCAGGCCTCTCCCTGACTGGTTACTCCAATCACCCCCC

203 ACCCTCCAAGTAAACT GCAT GGAGGEGAGEEGEGAGT GGGEGAGGEGAGCAGC
153 CCACATGACCT GEECCGCCGAGECAGCAGCGECCEECEECECCTCCCCCT G

103 CTCGGTCCCGAGCT CACCCCCACGCT CECECCGECCTGCCAACCCAGCGECC

GC-Box
-53 CCGCGCAACACGCCCEEECEGAGCCCCCCT CCCECTEECCCACGT CCACG

+1
-3 TCCACGCCC

Initiator

Abb. 3.41: Schematische Darstellung der cis-standigen Elemente der Region bis
-253 von Ephrin-A5. Der Initiator-Sequenz gehen eine GC-Box sowie zwei CAAT-
Boxen voraus. Die Sequenzmotive sind jeweils unterstrichen. Die Expression des
Ephrin-A5-Gens wird durch einen TATA-losen Promotor reguliert.

Aus der computergestlitzten Analyse der Ephrin-A5-Promotorregion konnten u.a.
potentielle Bindungsstellen flir die Transkriptionsfaktoren Pax1 und Pax9 identifiziert werden.
Um die Rolle dieser Elemente wdhrend der Embryonalentwicklung direkt im Organismus zu
tberprifen wurden Pax9-defiziente Embryonen bzw. Pax1/Pax9-Doppelmutanten (fur diese
Arbeit freundlicherweise von Prof. Dr. Rudi Balling zur Verfligung gestellt) im
Ganzkorperpraparat mit der Ephrin-A5-Sonde hybridisiert. Eventuelle Veradnderungen im
Expressionssmuster konnten somit Aufschluf® dber die Rolle dieser Transkriptionsfaktoren bei
der Expressionsregulation von Ephrin-A5 geben. Aus den Ergebnissen dieser Analysen, die bei
den Stadien E 11,5 und E 12,5 durchgefiihrt wurden, konnten weder bei den Pax1 und Pax9-
Mutanten noch bei den Pax1/Pax9-Doppelmutanten Verédnderungen in der Expression von
Ephrin-A5 festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). In allen, sich zumindest teilweise
tberlappenden Expressionsdoménen von Ephrin-A5 mit Paxl und Pax9, wie das nasale
Mesenchym, die BranchialbGgen und die Extremitdtenknospen (NEUBUSER et al., 1995; PETERS et
al., 1998), konnten keinerlei Abweichungen vom Wildtyp festgestellt werden. Da eine
detaillierte Koexpressionsanalyse insbesondere an Schnittpraparaten nicht zur Verfigung
stand, besteht die Mdglichkeit subtiler Veranderungen in tiefer gelegenen Strukturen.

3.8.2 Klonierung des Ephrin-A5-Reporterkonstruktes

Um die Funktion des in silico charakterisierten Ephrin-A5-Promotors in vivo zu uberpriifen
wurde ein Vektor konstruiert, der das bakterielle lacZ-Reportergen enthdlt, welches fir die
b-Galaktosidase kodiert (s. Abb. 3.40). Dem lacZ-Gen wurde der putative Ephrin-A5-Promotor,
der seine Expression regulieren soll, vorangestellt. Dieses Konstrukt wurde befruchteten
Eizellen injiziert um eine Integration in deren Genom zu erzielen. Nach Durchflihrung einer
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X-Gal-Farbung mit den sich daraus entwickelnden transgenen Embryonen, sollte im Falle der
Aktivierung des Reporters ein blauer Niederschlag seine Expression anzeigen. Entspricht der
Expressionsverlauf des Reporters zumindest teilweise der endogenen Expression von Ephrin-
A5, kann davon ausgegangen werden, dal die notwendigen Elemente flir die Ephrin-Ab-
Expression in den entsprechenden Domdnen auf dem Transgen vorhanden sind.

Ein 6,4 kbp groRes Asp718-Fragment wurde aus dem in pBluescript Il KS+
subklonierten Phagenklon I -1.6 isoliert (s. Abb. 3.6) und in den mit Asp718 gespaltenen Vektor
~pBluescript 1l KS+ (Sall-Sall)/hsp68/lacZpA” (hergestellt von Dr. Cairine Logan und von Dr.
A. Joyner freundlicherweise zur Verfligung gestellt) ligiert. Dieses Fragment wurde ausgewahlt,
da es den gesamten sequenzanalysierten, 5~ des Transkriptionsstarts von Ephrin-A5 gelegenen
Bereich enthélt. Durch Doppel-Verdau mit Sall und Notl konnte, das den Oocyten zu
Injizierende Fragment von den Sequenzen des bakteriellen Vektors getrennt werden.

3.8.3 Expression des Reporters in transgenen Embryonen

Ammenmiitter, die Embryonen aus den Oocyten-Injektionen austrugen, wurden zumeist zehn
Tage nach dem Ricktransfer der Embryonen gedffnet um diese zu entnehmen. Die Foten
entsprachen zu diesem Zeitpunkt dem Stadium E 11,0/TS18. Aus den Injektionen des
Reporterkonstruktes konnten insgesamt fiinf transgene Foten gewonnen werden, die alle
verschiedene Expressionsmuster des Transgens nach der X-Gal-Férbung zeigten. Die Effizienz
bei der Generierung transgener Tiere mit diesem Konstrukt lab bei 6,2% (Tab. 3.10)

Tab. 3.10: Auflistung der Ergebnisse aus den Ricktransfers von mit dem Reporterkonstrukt
injizierter Oocyten in scheinschwangere Ammenmditter.

Ammenmutter (#) WurfgroRRe Transgene

160 7 1
164 14 1
218 7 -
219
244
344
378
405
449
460
479
596
597
598
599
619
620
643

Anteil 6,2%

NG

gl w o (NN oo w5
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Abb. 3.42 zeigt die Ergebnisse aus der Vorkern-Injektion des Reporter-
Konstrukts. Die transgenen Embryonen wurden einer X-Gal-Farbung
unterzogen. a - d: E 11,0, e/f: E 17. Die Farbung in Auge und Unterkiefer von e
beruht auf Hintergrundaktivitat, wie sich aus dem Vergleich mit dem nicht
transgenen Fotus 405/7 in f ergibt. Bo: Bogengang, RP: Riechplakode, V: Nervus
Trigeminus.
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Bei den analysierten Embryonen konnte in keinem Fall ein Expressionsverlauf
festgestellt werden, welcher der endogenen Ephrin-A5-Expression in allen Punkten entspricht.
In einzelnen Féllen konnten Expressionsdoméanen festgestellt werden, die teiweise mit der
Ephrin-A5-Expression korrelieren. So kann im Embryo 449/3 (Abb. 3.42c) Expression in der
Riechplakode gesehen werden, eine Doméne in der Ephrin-AS ebenfalls sehr friih exprimiert
wird. Im Embryo 619/2 (Abb. 3.42d)zeigt die Expression ventro-posterior des
Rhombencephalons einen dhnlichen Verlauf, wie die Expression von Ephrin-A5 in der gleichen
Doméne. Bei den meisten beobachteten Expressionsterritorien kann davon ausgegangen
werden, daf sie auf die genetische Umgebung ihrer Integration zurlickzufiinren sind. Ein
derartiger Integrationsdefekt wird insbesondere im Fall des Embryos 160/2 (Abb. 3.42a)
offensichtlich, da hier eine ubiquitdre Expression festgestellt werden kann.
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4 Diskussion

Ephrin-A5, ein Ligand flir Tyrosin-Kinase-Rezeptoren des Eph-Subtyps ist aus Erkenntnissen
von in vitro- wie in vivo-Studien, die in erster Linie am Huhn durchgefiihrt wurden, mit einer
Vielzahl von Prozessen neuronaler Konnektivitat assoziiert worden. Inshesondere seine
graduelle Expression im Tectum opticum sowie seine repulsive Aktivitdt auf retinale Fasern
machen es zu einem interessanten Kanditaten-Molekdl flir die Regulation der Retinotopie, der
topographischen Anordnung von Projektionen der retinalen Ganglienzellen in das Tectum
opticum (DRescHER et al., 1995; MonscHAU et al., 1997, DUTTING et al., 1999). Diese
grundlegenden Zusammenhdnge sind auch bei der Organisation der retinocollicularen
Projektionen der Maus erhalten und erlauben damit die Uberprifung der Funktion von
Ephrin-A5 durch gezielte Geninaktivierung. In dieser Arbeit wurde das Ephrin-A5-Gen in
embryonalen Stammzellen der Maus mutiert und mit Hilfe von chiméren Méusen auf die
Keimbahn Gbertragen. Somit stand ein Tiermodell zur Verfigung mit dem die Funktion von
Ephrin-A5 in vivo untersucht werden konnte. Die phdnotypischen Verdnderungen, denen
Ephrin-A5-defiziente Mause unterliegen, wurden eingehend studiert und lieferten interessante
Erkentnisse Uber die Funktion dieses Molekils wahrend der Neuronalentwicklung. Im
Gegensatz zur postulierten Funktion von Ephrin-A5 bei der Regulierung des retinotektalen
Topographie, konnten hier keine persistenten Veranderungen festgestellt werden.
Interessanterweise zeigen Verénderungen im thalamocorticalen Projektionssystem Ephrin-A5-
defizienter Mause erstmalig, dal® Ephrin-A5 in vivo auch als wachstumsférdender Faktor auf
neuronale Fortsdtze wirken kann. Zusétzlich scheinen in erster Linie Musterbildungsprozesse
bei den mutanten Tieren betroffen zu sein, die z.T. zu aberranter NeuralrohrschlieBung, z.T. zu
Faltungsdefekten des Cerebellums fiihren. Diese Ergebnisse zeigen die Bedeutung von Ephrin-
A5 bei Musterbildungsprozessen auf, wie sie bereits flir andere Vertreter dieser Molekiilklasse
nachgewiesen wurde (Ubersicht bei HOLDER und KLEIN, 1999).

4.1 Organisation des Ephrin-A5-Gens

Fir die Entwicklung der Mutagenisierungsstrategie tiber homologe Rekombination sowie die
Identifizierung regulatorischer Elemente war es von essentieller Bedeutung die genomische
Struktur des Ephrin-A5-Gens der Maus aufzuklaren. Die Aufklarung erfolgte in erster Linie tiber
Analyse der isolierten Phagen-Klone.

Die Sequenzhomologie unter den Ephrin-Genen zeigt ihren Ursprung von einem
gemeinsamen Vorlaufer an, der Gber die Prozesse der Genduplikation und anschieBenden
Diversifikation zu den acht bekannten Mitgliedern dieser Familie bei der Maus fiihrte. Ein
derartiger Entstehungsprozel von Genfamilien fihrt oft zu einer gruppierten chromosomalen
Lokalisation der entstandenen Gene, wie sie z.B. fiir die Hox-Gene aufgekldrt worden ist
(Ubersicht bei HoLLAND, 1992; KRUMLAUF, 1992). Dementsprechend konnte festgestellt werden,
daR die Ephrin-Gene A1, A3 und A4 in nachbarschaftlicher Beziehung auf Maus-Chromosom 3
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und Mensch-Chromosom 1 (CerreTTi et al., 1996/a) kartieren. Kartierungsexperimente zum
Ephrin-A5-Locus ergaben hingegen eine isolierte chromosomale Stellung zu den anderen
Ephrin-Genen. Das Ephrin-A5-Gen kommt in einer einzigen Kopie auf Maus-Chromosom 17
und Mensch-Chromosom 5 bei Bande g21 vor (CerreTTI et al., 1996/b). Fiir Ephrin-A2 liegt nur
die kartierte Position des humanen Gens bei Chromosom 19, Bande p13.3 vor (AAsHEIM et al.,
1998). Maus-Ephrin-A5 setzt sich aus mindestens 6 Exons zusammen, die sich iber mindestens
60 kbp genomischer Sequenz erstrecken (s. Abb. 3.7). Das Gen erweist sich damit trotz der
durchschnittlichen GroRe des reifen Proteins als ausgesprochen groR3, was bereits die
ungewdhnliche Lange des Transkripts vermuten lieR. Die grofite SpleiRvariante hat eine GrofRe
von 7 kb und ist damit ca. 10 mal langer als die kodierende Sequenz.

Der Vergleich der Organisation der Ephrin-Gene zeigt Unterschiede sowie
Gemeinsamkeiten untereinander auf. Die Ephrin-Gene A2 (Mensch), A3 (Maus), A4 (Maus), A5
(Maus, Daten aus dieser Arbeit) und B1 (Maus), deren genomische Struktur teilweise aufgeklért
wurde bestehen aus mindestens funf Exons. lhre Exon-Grenzen stimmen, bis auf folgende
Unterschiede miteinander (berein: (i) Ephrin-A3 und Ephrin-A5 besitzen ein alternativ
gespleilites viertes Exon, dal® den anderen Ephrin-Genen fehlt (FLENIKEN et al., 1996; KozLOsKY
etal., 1997; CERRETTI und NELSON, 1998; Lai et al., 1999). (i) Fir Ephrin-A4 konnte kiirzlich in
B-Zellen eine weitere SpleiRform entdeckt werden, bei der 146 bp des vierten Exons
ausgespleilt werden. Dieser SpleiRform fehlt die kodierende Sequenz fir das Signal zur
Aushildung einer GPI-Verbindung, was aus Ephrin-A4 das einzige bekanntermalien sekretierte
Ephrin macht (AasHeim et al., 2000). (iii) Das funfte Exon von Ephrin-B1 kodiert fir die
intrazellulare Domdne, die den Ephrinen der A-Klasse fehlt, was naturgemdR dazu fuhrt, dai
der kodierende Bereich dieses Exons, den der anderen Ephrin-Gene bertifft (FLETCHER et al.,
1994; CerreTTI und NELSON, 1998). Ein gemeinsames Merkmal der Gene dieser Molekiilklasse
ist, das in seiner Grole alle anderen Introns (ibertreffende erste Intron: Ephrin-A2 (9,2 kbp),
Ephrin-A3 (= 1 kbp), Ephrin-A4 (= 1,5 kbp), Ephrin-A5 (26,8 kbp) und Ephrin-B1 (8,5 kbp).
Dies konnte ein Hinweis auf regulative, zwischen den Ephrin-Genen konservierte Elemente
sein, die im ersten Intron lokalisiert sind. Ein weiteres gemeinsames Merkmal fiir die Gene
Ephrin-A2, Ephrin-A4, Ephrin-A5 und Ephrin-B1 betrifft ebenfalls Intron 1, daB in diesen Féllen
in Phase 2 vorliegt (der Leseranmen wird zwischen 2. und 3. Base eines Kodons unterbrochen).
Die Haufigkeit von Introns in Phase 2 ist gegentiber einer Zufallsverteilung signifikant reduziert
und betragt bei Wirbeltieren ca. 17% (FicHanT, 1992). Diese Ergebnisse verdeutlichen
eindrucksvoll, die in beiden Subklassen konservierte Organisation der Ephrin-Gene und ihren
gemeinsamen Ursprung aus einem ancestralen Vorganger.

4.2 Expression von Ephrin-A5

Ephrin-A5 ist in einer Vielzahl von Geweben und Organen wahrend der Entwicklung und in
adulten Stadien exprimiert. Das Ephrin-A5-Expressionsmuster wurde in dieser Arbeit
eingehend studiert und soll im folgenden in die Daten der vorhandenen Literatur integriert
und diskutiert werden.
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Die Northern-Blot-Analyse fur Ephrin-A5 ergab, daf in allen untersuchten Stadien und
Geweben zwei dominante alternative Transkripte von 5 und 7 kb vorliegen. Das bzw. die
alternativ gespleiiten Exons, die diesen differentielen Transkripten zugrunde liegen, konnten
im analysierten 5 -Bereich des Ephrin-A5-Gens (2,55 kbp, Exon | - V) nicht identifiziert
werden. Sie liegen 3"von Exon V. Die RT-PCR-Analyse ergab jedoch ein weiteres alternatives
Transkript, welches aus dem Ausspleilen des vierten Exons hervorgeht. Dieses Transkript ist
um 80 bp verkirzt und kann aufgrund der GesamtgroRe der Transkripte in der Northern-Blot-
Analyse nicht unterschieden werden. Damit ist Exon 1V das einzige Exon des kodierenden
Bereiches, das alternativ gespleilt wird, was zu den Isoformen Ephrin-ASa und b fiihrt, die sich
in ihrer L&nge um 27 Aminoséurereste unterscheiden. Die kiirzere SpleiRform kann auRRer bei
der Maus auch bei Mensch und Ratte identifiziert werden (FLENNIKEN et al., 1996; Lai et al.,
1999). Die langere Spleitform kommt ebenfalls beim Menschen sowie bei Huhn und Zebrafisch
vor (WinsLow et al., 1995; DRrescHER et al., 1995; GALE et al., 1996; KozLosky et al., 1997,
BRENNAN et al., 1997; Lai et al., 1999). Diese langere SpleiRform ist ein gemeinsames Merkmal
zwischen Ephrin-A5 und Ephrin-A3 und wird in beiden Féllen in hoheren Mengen als das
klirzere Spleiprodukt transkribiert, existiert jedoch nicht in anderen Ephrin-Genen der A-
Klasse (Abb. 3.28; Lal et al., 1999). Die Aktivitat der beiden Isoformen unterscheidet sich weder
in Bindungs-Assays mit dem Rezeptor EphA3 noch in ihrer abstoenden Wirkung auf
auswachsende Neuriten von Spinalganglien in signifikanter Weise (Lai et al., 1999). Da in allen
untersuchten Geweben und Entwicklungsstadien beide Isoformen vorkommen bleibt die Frage
nach der Ursache des Vorhandenseins zweier Formen eines Molekdls mit gleicher biologischer
Wirkung ungeklart. Die zwei detektierten Transkripte der Northern-Blot-Analyse stimmen mit
den Daten von DONOGHUE et al., (1996) Gberein. In teilweiser Abweichung zu den eigenen
Daten berichten DavenpoRrT et al. (1998) und Lai et al. (1999) von drei dominanten
Transkripten von 7,2, 5,9 und 4,2 kb bei der Northern-Blot-Analyse von Maus-Gewebe, von
denen das 5,9 kb groRe Transkript stark unterreprésentiert ist. Dieser Unterschied zum
eigenen Befund konnte auf die Verwendung von verschiedenen Sonden zuriickzufiihren sein
und/oder auf die Verwendung von Maus-Gewebe, das Tieren eines anderen Mausstammes
entnommen wurde. In Frage kommend ist auch eine nicht ausreichende Sensitivitat, der
eigenen Northern-Blot-Analyse fur die Detektion des unterreprasentierten Trankriptes. Drei
Transkripte kdnnen auch beim Huhn (6,0, 5,0 und 2,5 kb) und beim Menschen (7,5, 6,0 und
3,5 kb) detektiert werden, wahrend bei der Ratte gewebeabhangig, die Anzahl der Transkripte,
mit Ausnahme eines dominanten Transkripts von 5 kb, variiert (DReSCHER et al., 1995; WiNsLOw
et al., 1995; KozLosky et al., 1997).

Ephrin-A5-Expression konnte Gber Northern-Blot- und RT-PCR-Analyse auch in ES-
Zellen nachgewiesen werden (s. Abb. 3.8). Da ES-Zellen, der in Kultur genommenen inneren
Zellmasse von Blastocysten (E 3,5) entsprechen, kdnnte es sich hier um ein Indiz fiir eine sehr
frihe Expression von Ephrin-A5 handeln, also bereits im Prdimplantationsstadium. Wie von
LickLITER et al. (1996) nachgewiesen sind mehrere Eph-Rezeptoren beider Subklassen in ES-
Zellen exprimiert und daher mdgliche Interaktionspartner fur Ephrin-A5 vorhanden. Die
Bedeutung dieser potentiell friinen Expression von Eph-Rezeptoren und ihren Liganden bleibt
unklar, konnte jedoch in Zellmigrations-, Separations- oder Differenzierungsprozessen liegen.
Unter Ber(icksichtigung des onkogenen Potentials mancher Eph-Rezeptoren, ist es auch
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vorstellbar, dal® sie wahrend der Embryogenese Einflu auf die lokale Proliferation von Zellen
nehmen (HirAI et al.,, 1987; Bovyp et al., 1992; Soans et al., 1994; Kivokawa et al., 1994;
RoBINSON et al., 1996; Ubersicht bei Xu und WILKINSON, 1997; ZHou, 1998). Hier kénnte
einzelnen Zellen ihre korrekte Position innerhalb des Zellverbands tber die Interaktion von
Eph-Rezeptoren und Ephrinen vermittelt werden, was sich in der Folge auf ihr
Teilungsverhalten auswirkt.

4.2.1 Embryonale Expression von Ephrin-A5

Ephrin-A5 wird wahrend der Embryonalentwicklung ausgesprochen dynamisch exprimiert. Die
Domanen der Expression umfassen sowohl neuronale als auch nicht neuronale Strukturen und
betreffen Organanlagen des ektodermalen sowie mesodermalen Keimblattes. Expression kann
bereits zu Beginn der Gastrulation (E 6,5) im Ektoderm detektiert werden und zusétzlich im
weiteren Verlauf im sich bildenden Mesoderm. Diese, erstmals in dieser Arbeit dokumentierte,
noch vor der Organogenese stattfindende Expression konnte im Zusammenhang mit der
frihen Regionalisierung des Embryos stehen. Ihr Ausfall in Ephrin-A5-defizienten Embryonen
konnte einen Teil der beobachteten embryonalen Letalitdt bedingen, wie in einem der
folgenden Abschnitte besprochen wird.

Okupiert die Ephrin-A5-Expression urpriinglich (bei E 8,5) die gesamte Gehirnanlage,
die Kopffalten, beginnt bald eine Regionalisierung. Ab E 8,75 kann die Expression von Ephrin-
A5 im zukinftigen Mesencephalon gesehen werden und verlduft hier spatestens ab E 9,5
graduell, posterio-anterior abnehmend. In der Retina kann ebenfalls eine graduell, von nasal
nach temporal abnehmende Expression ab E 10,5 festgestellt werden. Diese friihe Expression
im zuk{nftigen Tectum und der sich bildenden Retina ist nicht allein Gber die Funktion von
Ephrin-A5 bei der Regulierung der retinotektalen Topographie erklarbar. Die Innervierung des
dorsalen Mittelhirns durch retinale Fasern beginnt erst ab E 14 bei der Maus, also zu einem
deutlich spateren Stadium (SimoN und O”Leary, 1992). Die deutlich friiher einsetzende
Expression von Ephrin-A5 (und A2) konnte Folge eines Differenzierungs- oder
Regionalisierungsprozesses sein. Die festgestellten Unterschiede im Expressionsverlauf von
Ephrin-A5 und A2 im Mesencephalon entsprechen dem von FLENNIKEN et al. (1996), ZHANG et
al. (1996), Frisen et al., (1998) und FeLDHEIM et al., (2000) gezeigten raumlich-zeitlichen
Muster. Ephrin-A5 besitzt hier eine scharfe, posteriore Expressionsgrenze am Isthmus im
Gegensatz zu Ephrin-A2, dessen Expression ab E 135 den Isthmus nicht mehr erreicht.
Wahrend das Expressionsmaximum von Ephrin-A5 im Colliculus inferior liegt, bleibt Ephrin-A2-
Expression im Colliculus superior beschrénkt, was zu tiberlappenden Gradienten fiihrt und
eine kooperative Role der beiden Molekdile bei der Organisation der Retinotopie andeutet.

Ab E 10 wird die Expression von Ephrin-A5 im nasalen Mesenchym deutlich, eine
Expressionsdomdne, die Uber den gesamten Verlauf der Embryonalentwicklung
aufrechterhalten wird und erst ab der Geburt deutlich an Starke abnimmt. Zusétzlich
exprimieren im Laufe der Entwicklung einzelne Abschnitte des Oberflachen-Ektoderms in
dieser Region Ephrin-A5. Die Funktion von Ephrin-A5 in diesem Bereich bleibt unklar. Die
Analyse Ephrin-AS-defizienter Mduse konnte keine Abnormitéten sich hier bildender Elemente
des Facialskeletts aufzeigen.
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Ephrin-A5 wird wdhrend der Entwicklung in den nur transient auftretenden
BranchialbGgen exprimiert. Die Expression beginnt hier ab ca. E 9,5 und begrenzt sich, wie an
Schnittpraparaten festgestellt werden konnte, auf das Oberflachen-Ektoderm. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den Daten von FLENNIKEN et al. (1996). Interessanterweise kann die
Expression urpringlich in allen Branchialbdgern detektiert werden, ab E 11 allerdings nicht
mehr im zweiten Branchialbogen. Die Dynamik der Ephrin-A5-Expression in diesen Territorien
kénnte mit ihrer Innervierung durch die Cranialnerven in Zusammenhang stehen.

4.2.2 Ephrin-A5-Expression in Hypothalamus und Hypophyse

Ephrin-A5 wird bereits friih in der Entwicklung im Neuroepithel des ventralen Diencephalon
exprimiert (s. Abb. 3.13). In dieser Region entstehen die Anlagen von Hypothalamus und
Hypophyse die zentralen neuronalen Systeme der hormonellen Kontrolle bei Wirbeltieren
(Ubersicht bei KANDEL et al., 1991; EcKErT et al., 1993). Die Expression in diesen Doménen
bleibt wahrend der gesamten Embryonalentwicklung erhalten und kann fiir distinkte
hypothalamische Kerne auch adult detektiert werden. Bereits ab E 12,5 kann dabei ein
Expressionsgradient beobachtet werden, der von ventral nach dorsal abnimmt. Die
Hypothalamus-Expression von Ephrin-A5 ist bislang nur von ZHANG et al. (1996) fur das
Stadium E 16 beschrieben und wurde im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht (ZARBALIS
und WursT, 2000). Die Expression von Ephrin-A5 im adulten Hypothalamus verlguft entlang
seiner gesamten anterio-posterioren Ausdehnung in distinkten Kernen. Ventral gelegene Kerne
(2.B Nucleus arcuatus) exprimieren dabei starker Ephrin-A5 als dorsaler liegende (z.B. Nucleus
paraventricularis). Die Funktion von Ephrin-A5 in dieser Expressionsdomdne bleibt bislang
ungeklart, konnte allerdings in Zusammenhang mit Abgrenzung und/oder Konnektivitat
hypothalamischer Kerne stehen. Eine weitere Funktion konnte in der Regulierung der
Wanderung retinaler Fasern in diesem Bereich liegen. Ventral des Hypothalamus bilden die
Axone der RGZ das Chiasma opticum, indem sie groRtenteils zur kontralateralen Seite kreuzen.
Nach dem Chiasma vollziehen sie eine deutliche Anderung ihrer Wachstumsrichtung von
horizontal nach vertikal, um dorsal gelegene Kerngebiete des Thalamus und den Colliculus
superior zu innervieren. TUTTLE et al. (1998) sowie Marcus et al. (2000) konnten zeigen, da
hypothalamische Zellen in vitro eine abstoRende Wirkung auf retinale Fasern austiben, was,
wie die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten lassen, auf das hier exprimierte Ephrin-AS
zuriickzufiihren ist. Da temporale Fasern dabei stérker betroffen sind als nasale Fasern, besteht
die Mdoglichkeit der Vermittlung einer Positionsinformation an die retinalen Axone. Eine
Erklarung fur die stérkere Ephrin-A5-Expression im ventralen Hypothalamus und ihre
Abschwichung weiter dorsal, ware aus der Situation gegeben, daR bereits im Ubergang von
Hypothalamus zu Thalamus eine Defaszikulation des optischen Traktes stattfindet. Diese steht
im Dienste der notwenigen Verbindungen, die zwischen den retinalen Axonen und dem hier
lokalisierten Corpus geniculatum laterale gebildet werden missen. Da Ephrin-A5 die
Faszikulation von neuronalen Fortsatzen fordert, ware eine Expression hier unerwiinscht
(WinsLow et al., 1995; Ubersicht bei Caras et al., 1997). Sollte die Ephrin-A5-Expression im
Hypothalamus im Zusammenhang mit dem Verlauf retinaler Axone am Chiasma stehen, so
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kénnte es sich dabei nur um einen transienten Effekt handeln, da die Organisation retinaler
Projektionen im optischen Nerv bei adulten Ephrin-A5-defizienten Mausen erhalten bleibt, wie
in einem der folgenden Abschnitte besprochen wird.

Die Expression in der Hypophyse beschrankt sich urpriinglich auf den neuronalen
Anteil (Neurohypophyse), die aus dem Infundibulum entsteht. Die Adenohypophyse, die eine
Aussttilpung des Munddachs darstellt ist Ephrin-A5-negativ. Ab E 15 kann Ephrin-A5 zusétzlich
in der Pars intermedia, die aus der Adenohypophyse entsteht, detektiert werden. Die
Expression von Ephrin-A5 kénnte hier z.B. dazu dienen die Vermischung von Zellen aus diesen
beiden unterschiedlichen Anteilen zu verhindern. Damit kdnnte Ephrin-A5 eine regulierende
Signalfunktion bei der Induktion der Adenohypophyse durch das ventrale Diencephalon
zukommen (ERICSON et al., 1998; TaKumA et al., 1998; Ubersicht bei TReIER und ROSENFELD,
1996). Diese Annahme wiirde die Expression eines Eph-Rezeptors in der Adenohypophyse
voraussetzten, was in den Expressionsstudien dieser Arbeit nicht festgestellt werden konnte.
Eine makroskopische Untersuchung der Hypophyse adulter Ephrin-A5-defizienter Mause
konnte keine Hinweise auf phénotypische Verdnderungen liefern. Da sich homozygote, wie
heterozygote Mutanten von WT-Mdusen weder in ihrer postnatalen Entwicklung noch in ihrer
Fortpflanzungsfahigkeit unterscheiden, ist eine tiefgreifende Verdnderung der damit
zusammenhangenden Funktionen des endokrinen Systems nicht wahrscheinlich.

4.2.3 Ephrin-A5-Expression in corticalen Strukturen

Ephrin-A5 wird in schichten- und arealspezifischerweise im cerebralen Cortex exprimiert. Der
Beginn der Expression liegt zwischen E 16,5 und P 0, was in Ubereinstimmung mit den Daten
von VANDERHAEGHEN et al. (2000) steht, die den Expressionbeginn auf E 18 datieren konnten.
Die Expression bleibt perinatal im Wesentlichen im somatosensorischen und priméren
motorischen Areal (zusammenfassend sensomotorisch genannt) lokalisiert und verlduft hier
graduell von dorso-medial nach ventro-lateral abnehmend. Interessanterweise wird perinatal
diese Expressionsdoméne anterior und posterior von der Expression der Rezeptoren EphA5S
und EphA7 im Cortex begrenzt (Gao et al., 1998/a; RUBENSTEIN et al., 1999). Dies stellt ein
weiteres Beispiel fur die komplementére Verteilung von Rezeptor und Ligand dar und stutzt die
Vermutung Ephrin-AS wiirde an der Regionalisierung der Rindenplatte mitwirken. Zusétzlich
kann Ephrin-AS bei P 0 in einer nur transient auftretenden Schicht von sich differenzierenden
Neuroblasten an der Basis der Rindenplatte, der sog. subplate detekiert werden. Die subplate
ist von besonderer Bedeutung fiir die thalamische Innervierung von Schicht IV des Cortex, was
Ephrin-A5 mit einem weiteren System neuronaler Konnektivitdt in Zusammenhang bringt
(Ubersicht bei ALLENDOERFER und SCHATZ, 1994). In der Tat konnte in vitro gezeigt werden, daB
Ephrin-A5 das Auswachsen thalamischer Neurite, die EphA5 exprimieren, inhibiert (Gao et al.,
1998/a). Desweiteren werden im perinatalen Cortex weitere Ephrine exprimiert (Ephrin-A2, -A3
und -Ad), ohne allerdings die arealspezifische Verteilung von Ephrin-A5 (eigene Befunde;
MACKAREHTSCHIAN et al., 1999; VANDERHAEGHEN et al., 2000).

Nach Vollendung der corticalen Schichtenbildung, ca. eine Woche nach der Geburt,
verlduft die Expression von Ephrin-A5 schichtenspezifisch, allerdings nicht mehr auf das
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sensomotorische Areal begrenzt. Diese Schichtenspezifizitat variiert abhangig vom corticalen
Areal. Im somatosensorischen Cortex z.B. ist in erster Linie Schicht IV Ephrin-A5-positiv,
wahrend im priméren motorischen Cortex zusétzlich die Schichten V und VI Ephrin-A5 stark
exprimieren. Diese Daten stehen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von CASTELLANI et
al. (1998), MackaREHTSCHIAN et al. (1999) und VANDERHAEGHEN et al. (2000). Weiterhin konnte
festgestellt werden, daR die Expression in Schicht IV des somatosensorischen Areals,
offensichtlich durch die komplementare Expression von EphA5, in den Schichten II/111 und V
begrenzt wird (CasTELLANI et al., 1998).

Ephrin-A5 wird neben dem cerebralen Cortex auch in der Pyramidenzellschicht des
Cornu ammonis im Hippocampus exprimiert. Hier kann juvenil besonders starke Expression
im amygdalo-hippocampalen Areal gesehen werden (s. Abb. 3.15b), eine bislang
undokumentierte Expressionsdoméne, die Ephrin-AS mit Fragestellungen neuronaler Plastizitét
in Zusammenhang bringt. Abweichende Expressionsdaten werden im Hippocampus von Ratten
beschrieben. Gao et al. (1998/b) berichten von Expression im adulten Gyrus dentatus, was in
den eigenen Expressionsanalysen bei keinem Stadium beobachtet werden konnte, wahrend
STEIN et al. (1999) ab P 2 Ephrin-A5-RNA in der Pyramidenzellschicht des Cornu ammonis
sehen, hingegen, in Ubereinstimmung mit den eigenen Daten (bei der Maus), keine im Gyrus
dentatus. Die Funktion von Ephrin-A5 in Zusammenhang mit seiner hippocampalen Expression
bleibt unklar. Wéhrend fir das hier dhnlich exprimierte Ephrin-A3 in vitro eine abstol3ende
Wirkung auf Neuriten des entorhinalen Cortex, die in der duBeren Molekularschicht des
Hippocampus terminieren, festgestellt werden konnte, zeigt Ephrin-AS keine derartige
Wirkung (STEIN et al., 1999).

4.2.4 Ephrin-A5-Expression im olfaktorischen System

Zu den prominentesten Doménen der Ephrin-A5-Expression wdhrend der Entwicklung
gehdren Strukturen des olfaktorischen Systems, wie das Riechepithel oder bestimmte
Schichten des Bulbus olfactorius (S. Abb. 3.16i). Interessanterweise kann Uber Rezeptor-AP-
Bindung in den Zellkérpern des olfaktorischen Epithels kein Ephrin-A5 detektiert werden, was
den Schlul® zulaRt, daR die Translation der Ephrin-A5-mRNA in den Fasern der olfaktorischen
Sinneszellen stattfindet. Diese treten durch die cribiforme Platte in den Riechkolben ein, wo sie
die Nervenschicht bilden, in der Ephrin-A5 (iber Rezeptor-AP-Bindung detekiert werden kann
(S. Abb. 3.16K).

Zusétzlich exprimieren auch Elemente des akzessorischen olfakorischen Systems,
welches in erster Linie fur die Perzeption von Botenstoffen sog. Pheromone verantwortlich ist,
Ephrin-A5 seht stark. Die sensorischen Neurone fir die Wahrnehmung der Pheromone sitzen
im Epithel eines am Boden der Nasenscheidewand paarig angeordneten spezialisierten
Organes, des vomeronasalen Organs (Jacobsonsches Organ). Fasern dieser Sinneszellen treten
gebiindelt aus dem vomeronasalen Organ (VNO) aus und projezieren in den akzessorischen
Riechkolben (AOB), um dort in der glomeruldren Schicht geordnete synaptische Verbindungen
mit den Axonen der Mitralzellen einzugehen (RoDRIGUEZ et al., 1999; BeLLuscIO et al., 1999;
Ubersicht bei HALPERN, 1987; FARBMAN, 1992; TIRINDELLI et al., 1998; KEVERNE, 1999). Ephrin-A5-



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Diskussion - 126

positive Strukturen des akzessorischen Riechsystems sind die Sinneszellen des VNO und der
akzessorische olfaktorische Nerv, in dem hohe Mengen der mRNA detektiert werden kdnnen
(Abb. 3.16b/f/}). Die Detektion des Ephrin-A5-Proteins (iber Rezeptor-AP-Bindung zeigt im
Wesentlichen und in Ubereinstimmung mit den Befunden von ZHANG et al. (1996) die gleiche
Verteilung wie die mRNA, mit dem Unterschied, dal® hohere Mengen des reifen Proteins in den
Fasern als in den Somata der Sinneszellen vorhanden sind (Abb. 3.16g/h/k). Zusammenfassend
kann davon ausgegangen werden, daR das Ephrin-A5>-Gen in hohen Mengen in den
Zellkérpern der Sinneszellen exprimiert wird und die mRNA (iber einen aktiven Transport in
deren Axone gelangt, wo sie kontinuierlich translatiert wird.

Da es sich bei Ephrin-A5 um ein Molekil handelt, welches bei verschiedenen Systemen
neuronaler Konnektivitat eine repulsive Aktivitat auf EphA-exprimierende Zellen und Fasern
austbt, liegt auch hier der Vermutung nahe, daf} Fasern des akzessorischen Riechnervs durch
die Prasentierung von Ephrin-A5 an ihrer Oberfléche Fasern anderer Zellen daran hindern, mit
ihnen unerwiinschte Verbindungen einzugehen. Wie bereits erwdhnt, bilden sich
Verbindungen zwischen den Axonen des akzessorischen Riechnerven und den dendritischen
Fortsdtzen der Mitralzellen in der glomeruléren Schicht des akzessorischen Riechkolbens. Die
Suche nach einem Rezeptor, welcher selektiv im akzessorischen Riechkolben exprimiert wird,
fihrte bei EphA6 zum Erfolg. Dieser Rezeptor wird intensiv in den Zellen der externen
plexiformen, der Mitralzell- und der Kdrnerzellschicht exprimiert. Interessanterweise ist die
EphA6-Verteilung in der externen plexiformen Schicht nicht homogen, sondern konzentriert
sich vorallem im anterioren Abschnitt. Im Gegensatz dazu verlduft die Expression in den
Mitralzellen und den tiefer gelegenen Kornerzellen des AOB gleichm&Rig. Damit stellt EphA6
das erste bekannte Molekiil dar, daB in der externen plexiformen Schicht des AOB differentiell
exprimiert wird. Die Bedeutung einer derartigen anterio-posterioren Unterteilung der tieferen
Schichten des AOB, die in jungster Zeit auch durch histochemische und physiologische
Methoden nachgewiesen wurde, ist bislang unklar, konnte allerdings im Dienste einer
topographischen Organisation der zu bildenden Verbindungen stehen (Jia und HALPERN, 1997;
Sucal et al., 1997; Sucal et al., 2000).

4.3 Mutagenisierung des Ephrin-A5-Gens

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels homologer Rekombination in ES-Zellen das
Ephrin-A5-Gen der Maus mutagenisiert. Hierflir wurden zwei Konstrukte mit identischen
Rekombinationsarmen verwendet, die jedoch unterschiedliche Kassetten in den Ephrin-A5-
Locus einftihren. Wahrend es sich in dem einen Fall um die PGK-neo®Kassette handelt, wird
diese im zweiten Konstrukt zusatzlich stromaufwdrts von dem Reportergen lacZ und En2-
Intronsequenzen  flankiert.  Dieser Intronabschnitt  enthdlt eine  SpleiRakzeptor-
Erkennungssequenz, welche die Integration der lacZ-Kassette in das reife Transkript der
transgenen Maus-Mutanten ermdglichen soll. Dadurch soll der Expressionsverlauf von Ephrin-
A5 durch den einfachen histochemischen Nachweis der b-Galaktosidase-Aktivitat sichtbar
gemacht werden. Im folgenden sollen Aspekte der homologen Rekombination des Ephrin-A5-
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Locus in ES-Zellen, wie Rekombinationseffizienz und Transkription des mutierten Allels,
diskutiert werden.

Die homologe Rekombination eines Transgens in Sdugerzellen ist gegeniber einer
nicht-homologen Integration, tiblicherweise in einer GroRenordnung von 10 bis 10°, seltener
(Ubersicht bei Hooper, 1993). Um eine Anreicherung homolog rekombinierter Klone zu
erreichen wurden Vektoren eingesetzt, die mit PGK-neo®/PGK-HSV-tk® positiv/negativ doppelt
selektierbar sind. Die Frequenz homologer Rekombination an beiden Armen lag beim PGK-
neo®-Konstrukt bei 0,33% (2 aus 600) wahrend sie beim LacZ-PGK-neo®-Konstrukt mit 0,5% (3
aus 575) hoher lag. Dies ist umso interessanter als im zweiten Fall 0,67 kbp endogener Sequenz
durch ein ca. 7 kbp groRes Transgen ersetzt werden wéhrend im Falle des PGK-neo™
Konstruktes das Verhéltnis ersetzter zu ersetzender Sequenz deutlich ausgewogener ist
(0,67 kbp durch 1,8 kbp). Ein zusétzlicher Unterschied bestand allerdings in der Wahl der ES-
Zellinie. Wahrend mit dem PGK-neo®-Konstrukt die Linie R1 aus der Sublinie (129/Sv *
129/Sv))F, verwendet wurde, war es im Falle des LacZ-PGK-neo®-Konstruktes die Linie TBV2
aus der Sublinie (129/Sv ~ 129/Sv)F,. Die Rekombinationsarme des Vektors, der aus Maus-DNA
des Stamms 129/Sv hergestellt wurde, konnten Sequenzabweichungen zu den
korresponierenden DNA-Abschnitten der R1-Linie enthalten, die sich negativ auf seine
Rekombinationseffizienz auswirken (DENG und CAPECCHI, 1992; TE RIELE et al., 1992; VAN
DEURSEN und WIERINGA, 1992, WURST et al., 1994).

Beide Konstrukte fihren bei den mutierten Allelen zu aberranten, nativ nicht
auftretenden SpleiRprodukten. Das primére Transkript des Ephrin-A5-Locus wird durch die
SV40-Polyadenylierungskassette nicht terminiert. In der Folge wird ein reifes Transkript
gespleit welches der nativen Sequenz unter Aussparung des zweiten Exons bzw. der
inserierten transgenen Sequenzen entspricht. Glinstigerweise fiihrt die Deletion des zweiten
Exons bei Fortsetzung der Transkription im mutierten Allel zu einem abweichenden
Leserahmen und so zu einem Inaktiven Genprodukt. Dieses aberrante SpleiRen wirkt sich
insbesondere bei der Verwendung der lacZ-Reportergenkassette nachteilig aus. Hier fiihrt es
dazu, daR diese ineffizient trankribiert wird und damit die Signalintensitét der X-Gal-Farbung so
niedrig liegt, dal ihre Detektion erschwert ist.

Aberrantes Spleiien ist wahrscheinlich auch die Ursache daftir, daR kein homologes
Rekombinationsereignis aus der Elektroporation mit dem En2-SA-IRES-Bgeo-pA-Vektor isoliert
werden konnte. Die Resistenz mutagenisierter Klone basiert hier auf der Expressionskontrolle
des Selektionsmarkers (neo®) durch den endogenen Locus. Da die homologe Rekombination
zu einem aberranten AusspleiRen der pgeo und damit der neof-Kassette aus dem reifen
Transkript flihrt bedeutet das auch einen Verlust der Resistenz gegeniber der Selektion mit
G418.
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4.4 Phanotypische Veranderungen der Ephrin-A5neomnee.
Mutanten

Phanotypische Analysen deren Ergebnisse nachfolgend diskutiert werden, wurden an F2-
Nachkommmen der Chiméren durchgeftihrt, die aus den ES-Zellklonen 4E5 und 5A3 generiert
wurden. Beide ES-Zell-Klone stammen aus der Transfektion mit dem PGK-neo®
Mutagenisierungsvektor. Homozygot mutante Tiere wurden mit Wildtypen oder mit den
phénotypisch nicht auffélligen heterozygoten Tieren verglichen.

4.4.1 Defekte des Neuralrohrs

Bereits die Analyse der ersten Wiirfe aus den Verpaarungen heterozygot mutanter Tiere zeigte
einen unerwarteten Phanotyp. Ein Teil der homozygoten Nachkommen, der spdter auf 14%
festgelegt werden konnte, zeigt Defekte des Neuralrohres, die im wesentlichen der Pathologie
einer Anencephalie entsprechen. Diese Tiere sterben innerhalb kirzester Zeit nach der Geburt
und zeigen eine starke Reduktion des Telencephalons und des bedeckenden Schédels. In
pranatalen Stadien bis E 13,5 findet sich jedoch ein anderes Bild. Hier liegt eine Exencephalie
vor, eine Uberproliferation von Gewebe, die in erster Linie Mesencephalon und
Metencephalon betrifft. Offensichtlich wird das Gberproliferierte Gewebe im weiteren Verlauf
der Gestation zuriickgebildet und flhrt damit bei den perinatalen Stadien zur beobachteten
Anencephalie. Insgesamt betreffen die Neuralrohr-Defekte der Ephrin-A5™*™®-Mutanten das
gesamte Gehirn vom Telencephalon zum Myelencephalon und seinen Ubergang ins
Ruckenmark. Aus der Analyse sagittal verlaufender Schnitte konnte zusétzlich festgestellt
werden, dal’ auch die ventralen Abschnitte des Gehirns, wie Hypothalamus, Hypophyse und
Pons von Disorganisation und einer abnormen Morphologie gekennzeichnet sind.

Wéhrend der Embryonalentwicklung der Maus schliet sich das urpriinglich offene
Neuralrohr auf Hohe des spateren Gehirns zuerst an drei Punkten: der Grenze zwischen
Ruckenmark und Rhombencephalon, zwischen Diencephalon und Mesencephalon und am
duBersten rostralen Punkt des Telencephalons, dem anterioren Neuroporus. Von diesen
Punkten ausgehend vollzieht sich die SchlieBung des Neuralrohres in beide Richtungen nach
rostral und caudal (Ubersicht bei Sakal, 1989; Copp et al., 1990; MorRriss-KAY et al., 1994;
GILBERT, 1997; WoLPerT, 1998). Ephrin-AS ist in allen drei Regionen zum Zeitpunkt (E 8,5) der
Neuralrohr-SchlieBung exprimiert (s. Abb. 3.10a/b) und konnte damit eine direkte Rolle bei
diesem Prozef zu spielen. Zusétzlich ist der Rezeptor EphA7 ebenfalls zu diesem Zeitpunkt um
den anterioren Neuroporus exprimiert und konnte damit als Rezeptor von Ephrin-A5 zu der
korrekten SchlieBung des anterioren Neuroporus beitragen (persénliche Mitteilung Dr. Jonas
Frisén, Karolinska Institut, Stockholm).

Weitere Mausmutanten mit dhnlichen Neuralrohr-Defekten sind bereits beschrieben
worden. Hierzu gehdren die Mauslinie SELH/Bc (MACDONALD et al., 1989; JURILOFF et al., 1989),
die natiirliche Mutante Splotch (Pax-3) (AUERBACH, 1954) sowie die transgenen Linien open
brain (opb) (GUNTHER et al., 1994) und Hes-1 (IsHiBASHI et al., 1995). Wahrend bei der
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Mauslinie SELH/Bc die Identifizierung einer konkreten Mutation flir diesen Defekt
systembedingt ausbleibt und fiir opb bislang kein Kandidatengen eingegrenzt werden konnte
ist bei splotch, das fiir den Transkriptionsfaktor Pax-3 kodierende Gen als mutiert identifiziert
worden. Die Hes-1-Mutation wurde (iber gezielte Geninaktivierung nach homologer
Rekombination in ES-Zellen erzielt. Bei Hes-1 handelt es sich ebenfalls um einen
Trankriptionsfaktor, der als negativer Regulator der Neurogenese wirkt. Somit handelt es sich
bei Ephrin-A5"" hislang um die einzige Mausmutante bei der ein Faltungsdefekt des
Neuralrohrs einem Zelloberfldchenmolekill zugeordnet werden konnte. Im Unterschied zu
diesen weiteren Mutanten liegt allerdings bei Ephrin-A5""" nur eine partielle Penetranz der
Neuralrohrdefekte vor.

FRISEN et al. (1998) beschreiben bei Ephrin-A5>-Mutanten gleichen genetischen
Hintergrunds wie die hier verwendeten Mause eine Penetranz von Neuaralrohr-Defekten, die
bei 17% liegt allerdings mit einer unterschiedlich starken Auspragung bei den neugeborenen
Tieren. Die Defekte variieren hier zwischen einer kleinen Offnung am Schédel bis zur
Anencephalie mit weit offenem Schédel, gespaltenen Gaumen und Fehlen groRerer
Gehirnareale. Auch hier sterben alle anencephalischen Tiere unmittelbar nach der Geburt. Bei
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten neugeborenen Tieren konnte nur die schwerste
Auspragung dieses Phanotyps festgestellt werden.

Wie sieht jedoch der Mechanismus aus, der nach der Inaktivierung eines repulsiv
wirkenden Zelloberflachen-Molekiils zur Umorganisation des Cytoskeletts der betroffenen
Zellen fuhrt und damit zu Faltungsdefekten des Neuralrohrs? Wdre der Effekt nicht-
zellautonomer Natur, so konnte die Antwort im EinfluB der Eph-Rezeptoren auf die
Organisation des Cytoskeletts, z.B. tiber PDZ-Domanen-enthaltende intrazellulére Molekiile,
liegen (Hock et al., 1998; BUCHERT et al., 1999). Kirzlich konnte (iber gene trap-Mutagenese
eine Mausmutante erzeugt werden, in welcher der shroom (shrm)-Locus inaktiviert ist
(HILDEBRAND und SoriANO, 1999). Shroom kodiert flir zwei Proteine (ShrmL, ShrmS), die aus
alternativem SpleiBen hervorgehen und eine PDZ-Doméne enthalten. Shrm bindet direkt an
fadiges (F-) Actin, welches die sogenannten StreRfasern des Cytoskeletts bildet und an
Bewegungsvorgdngen von Zellen teilnimmt. Die Inaktivierung von shrm flhrt bei allen
Nachkommen zu Neuralrohrdefekten, die im Wesentlichen denen der Ephrin-A5-Mutanten
entsprechen, allerdings bei partieller Penetranz (23%) zusétzlich auch zu VerschluRstdrungen
des Riickenmarks (Spina bifida). Werden die an den Neuralfalten wéhrend der Neurulation
exprimierten EphA-Rezeptoren aufgrund des Fehlens von Ephrin-A5 nicht phosphoryliert, so
unterbleibt auch ihre Interaktion mit PDZ-Faktoren und damit ihre Wirkung auf Organisation
des Cytoskeletts und Bewegung der Zellen. Hierin konnte der molekulare Mechanismus der
Anencephalie Ephrin-AS-defizienter Mause liegen. Die Wirkung der Eph-Rezeptoren auf die
Anordnung der Actin-Filamente, die auch Grundlage von Bewegungsvorgangen wahrend der
axonalen Zielfindung ist, findet allerdings nicht nur iber PDZ-Domdnen enthaltende Faktoren
statt. Vielmehr haben sich Hinweise auf verschiedenste Wege der Signaltranduktion ergeben,
von denen die Interaktion mit Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie hervorgehoben
werden soll (MEIMA et al., 1997; HOLLAND et al., 1997; Ubersicht bei BRUCKNER und KLEIN, 1998).
Ein physiologisches Substrat von Src ist Cortactin, welches direkt in die Quervernetzung von
F-Actin positiv eingreift und von Src negativ reguliert wird (HUANG et al., 1997). Ein Modell der
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molekularen Interaktionen, die zur Uberproliferation der Zellen entlang der Neuralfalten
fihren und damit zur Anencephalie der Ephrin-A5"™"™-FGten konnte folgendermaRen
aussehen: Die fehlende Aktivierung der EphA-Rezeptoren flihrt zu inaktivem Src, dafl seine
negativ-regulierende Wirkung auf Cortactin verliert und damit zu einer Verstarkung der
Quervernetzung der Actin-Filamente fiihrt. Diese zunehmende Quervenetzung flihrt zu einer
JErstarrung” des Cytoskelett, was dazu flihrt, da® die Zellen an den notwendigen
Bewegungsvorgangen nicht mehr teilnehmen kdnnen.

Die molekularen Mechanismen, die zu den Neuralrohrdefekten der Ephrin-A5-
defizienten Embryonen fiihren, konnten auch auf einen zellautonomen Effekt beruhen. Wie
Davy et al. (1999) zeigen konnten ist Ephrin-A5 in der Lage nach Rezeptor-Bindung ein Signal
ins Zellinnere zu transduzieren. Dieser Vorgang findet an den sog. Mikrodoménen statt in
denen Ephrin-A5 mit einer Vielzahl von Molekulen kolokalisiert, die mit intrazelluldren
Doménen ausgestattet sind und damit zur Signaltransduktion ins Zellinnere fahig sind. Dieses
Ereignis erfordert die Aktivierung der Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase Fyn, die ebenfalls die
Vernetzung des Cytoskeletts und damit Zellform und -adhesion regulieren kann.

Die grolRe Mehrheit der SchlieRungsdefekte des Neuralrohrs kann beim Menschen Gber
die Verabreichung von Folsaure an Schwangere verhindert werden (Ubersicht bei CORCORAN,
1998). Die Neuralrohrdefekte, die von der Ephrin-A5™"-Mutation verursacht werden
scheinen jedoch gegentiber einer derartigen Behandlung resistent zu sein, wie nach
Verabreichung von physiologisch wirksamen Konzentrationen von Folséure an trdchtige
Weibchen hervorgeht (personliche Mitteilung Dr. Jonas Frisén, Karolinska Institut, Stockholm).
Flr eine weitere Mausmutante, die von Folsdure-resistenten Neuralrohrdefekten betroffen ist,
die curly tail (ct)-Mutante, konnte eine wirksame Behandlung mit Inositol erzielt werden
(GReene und Corp, 1997). Eine derartige Inositol-Behandlung, deren Wirkung auf der
Hochregulation des Retinsiure-Rezeptors-b basiert, kdnnte auch bei der Ephrin-A5-Mutante
ebenfalls zur Vermeidung der Neuralrohrdefekte fiihren.

Die partielle Penetranz IaRt sich (iber den genetisch nicht homogenen Hintergrund
(C57BL/6 ~ 129/Sv) der Zucht erkldren. Es ist vorstellbar, daf kleine Unterschiede in der
Regulation anderer, &hnlich exprimierter Ephrine dazu flihren, daf sie zeitlich oder rdumlich
das fehlende Ephrin-A5-Signal kompensieren kénnen. Nur in einem Anteil der Ephrin-A5"/".
Tiere wird diese Kompensation verfehlt. Eine Expressionsanalyse fir die Gesamtheit der
Ephrine und Eph-Rezeptoren im rostralen Neuralrohr zum Zeitpunkt der Neurulation kénnte
weiteren Einblick in die molekularen Mechanismen liefern. Reinziichtungen auf den Stamm
129/Sv sind momentan mit der Linie Ephrin-A52# in Arbeit und konnten Aufkléarung tiber
den EinfluR des genetischen Hintergrunds auf die Penetranz der Neuralrohrdefekte geben.

4.4.2 Weitere Ursachen embryonaler Letalitat

Etwa 30% der Ephrin-A5-defizienten Mduse sind von embryonaler Letalitdt betroffen. Die
Untersuchung embryonaler Stadien (ab E 11,5) ergab, daR nur ein Teil (14%) der Sterblichkeit
tber die beschriebenen Neuralrohrdefekte erklart werden kann. Insofern miissen weitere
Ursachen fir die Letalitit der Ephrin-A5™™-Embryonen vorliegen. Diese Ursachen sind



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Diskussion - 131

momentan unklar und konnten verschiedene Entwicklungsstadien betreffen. So kénnte z.B.
die Organisation der Blastocyste betroffen sein, ihre Implanation in die Uteruswand oder ein
Postimplantationsstadium wie die Gastrulation.

In der Tat konnte gezeigt werden, dal} Ephrin-A5 Gastrulationsdefekte im Zebrafisch
induzieren kann. Wird es ektopisch als 16sliche Form exprimiert, so wirkt es dominant-negativ
indem es die Rezeptor-Funktion blockiert und flihrt bei Zebrafisch-Embryonen inshesondere
zu einer Disorganisation des paraxialen Mesoderms (OATes et al, 1999). Der
korrespondierende Rezeptor scheint dabei EphA3 zu sein, der wie die Rezeptoren EphA2 und
EphA4 wahrend der Gastrulation exprimiert wird (Xu et al., 1994; Ganw et al., 1994; Ruiz et al.,
1994; WINNING und SARGENT, 1994). Ephrin-A5 wird allerdings wahrend der Gastrulation im
Zebrafisch nicht exprimiert (BRENNAN et al., 1997). Offensichtlich unterbricht die ektopische
Expression von Ephrin-A5 die Bindung von Ephrin-Al, das friih-embryonal exprimiert wird, an
den EphA3-Rezeptor, zu dem Ephrin-A5 die hdchste Affinitdt besitzt (LACKMANN et al., 1996;
LACKMANN et al., 1997). Die Verhdltnisse liegen allerdings bei der Maus sowohl im Hinblick auf
die Gastrulationsprozesse als auch auf die Ephrin-A5-Expression anders als beim Zebrafisch. In
der Maus wird Ephrin-A5 ab E 6,5, dem Beginn der Gastrulation, im mesodermalen und
ektodermalen Keimblatt exprimiert (s. Abb. 3.9). Diese Expression setzt sich bis zur
Neurulation fort (E 8,5), ab der sie sich auf die Neuralfalten beschrankt (Ubersicht iiber die
frihe Embryonalentwicklung der Maus bei Hocan et al., 1994; GILBERT, 1997; WoLPERT, 1998;
BEDDINGTON und ROBERTSON, 1998; BEDDINGTON und ROBERTSON, 1999). Es ist vortellbar, dafi3
diese friihe Expression von Ephrin-A5 im Dienste von Funktionen wie Zelladhdsion und
Zellmigration und damit der Kompartimentierung und frithen Organisation des Embryos steht.
DaR ein Verlust von Ephrin-A5, zu einem nicht voll penetranten Phénotyp im Hinblick auf die
vermuteten frihen Defekte flhrt, konnte, wie schon im Falle der Neuralrohrdefekte
dargestellt, im nicht homogenen genetischen Hintergrund auf eine teiweise Kompensation
durch andere Ephrine zurlckzuflihren sein.

4.4.3 Analyse der Zellidentitat iber molekulare Marker

Eine wichtige Funktion der Ephrine und ihrer Rezeptoren besteht darin als repulsive Signale
die Migration von Zellen und damit Musterbildungsprozesse zu regulieren (Ubersicht bei
DRESCHER, 1997; FRISEN und BARBACID, 1997; GALE und Y ANCOPOULOS, 1997; ZISCH und PASQUALE,
1997; PASQUALE 1997; SEFTON und NIETO, 1997; OrioLI und KLEIN, 1997; Xu und WILKINSON, 1997;
ZHou, 1998; HoLDER et al., 1998; FLANAGAN und VANDERHAEGHEN, 1998: FRISEN et al., 1999;
HoLDER und KLEIN, 1999).

Um Verdnderungen in Musterbildung und Zellidentitat zu Gberprifen wurden in situ-
Hybridisierungen an Ganzkorperpréparaten von Ephrin-A5-defizienten Embryonen (E 11,5)
durchgeftihrt. Dabei wurden cRNA-Sonden von in distinkten, neuronalen Doménen
exprimierten  Molekllen verwendet. Bei diesen Markern, die charakteristische
Expressionsdomdnen innerhalb des Neuralrohres einnehmen, handelt es sich um En2, Pax2,
Ephrin-A2 und EphA4.
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Die Transkriptionsfaktoren En2 - ein Marker der mes- metencephalischen Region - und
Pax2 - ein Marker des medialen Riickemarks, des Augenstiels sowie des otischen Vesikels am
Tag 11 der Embryogenese - zeigen in den Mutanten keinerlei Abweichung vom wildtypischen
Expressionsterritorium. Fiir Ephrin-A2, das &hnlich exprimierte und nachste Homolog von
Ephrin-A5, kann ebenfalls keine Veranderung im Expressionsverlauf festgestellt werden, was in
Ubereinstimmung zu den Ergebnissen von Frisen et al. (1998) und VANDERHAEGHEN et al.
(2000) steht. Fur den Eph-Rezeptor EphA4 konnten ebenfalls keine Verdnderungen im
Expressionsverlauf gezeigt werden. Dieser Eph-Rezeptor wird komplementar zu Ephrin-A5-
Expressionsdomdnen, insbesondere facialer Strukturen, exprimiert und konnte deren
morphologische Abgrenzung bewirken.

Die Ergebnisse dieser Experimente konnten keinen EinfluR der Ephrin-A5-Mutation auf
die embryonale Musterbildung aufzeigen, wobei dies fiir subtile Veranderungen nicht mit
letzter Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Zellidentitdt bzw. -migration scheinen nicht
verdandert zu sein, was sich auch aus der offensichtlich normal erhaltenen Organisation des
Embryos ergibt. Da nicht ausgeschlossen werden kann, daR in spateren Stadien der pré- und
postnatalen Entwicklung derartige Defekte auftreten, wurde die Organisation adulter Gehirne
in Schnittpraparaten untersucht.

Die Analyse des adulten Gehirns wurde mit histologischen Férbungen durchgeftihrt
und ergab ebenso keine offensichtlichen morphologischen Veranderungen bei den Ephrin-A5-
defizienten Tieren. Alle mit diesen Methoden klar abgrenzbaren Kerne sind bei den Mutanten
vorhanden und nehmen ihre normale Position ein. Zusétzlich konnten keine Unterschiede in
der Schichtenbildung des cerebralen Cortex, Hippocampus oder Tectum festgestellt werden.
Diese Befunde deuten eine weitgehend erhaltene zellulare Struktur und Architektur des
adulten Gehirns der tberlebenden Ephrin-A5"™"-Méuse an.

4.4.4 Analyse der embryonalen Innervierung

In embryonalen Stadien kdnnen Domanen der Ephrin-A5-Expression gesehen werden, die im
raumlichen Zusammenhang zu Gehirnnerven, Spinalganglien und motorischen Fasern der
Extremitdten-Innervierung stehen (s. Abb. 3.10, 3.11 und 3.32). Einzelne Cranialnerven
(inshesondere Branchialnerven), wie der Nervus Trigeminus verlaufen entlang Ephrin-A5-
exprimierenden Gewebes. Die Spinalganglien wiederum werden von intensiv Ephrin-A5-
exprimierenden Streifen des Oberflachen-Ektoderms begrenzt (s. Abb. 3.10g/h, 3.11a/d und
3.32). In den Extremitdtenknospen konnen zwei proximo-laterale Domanen erkannt werden,
welche die medial eintretenden motorischen und sensorischen Fasern umgrenzen (s. Abb.
3.10, 3.11 und 3.32). Diese Expressionsdoménen lassen vermuten, Ephrin-AS konnte bei der
Zielfindung und/oder Faszikulation dieser Nerven von Bedeutung sein, was in Ephrin-A5-
defizienten Embryonen in vivo Uberprift wurde. Hierzu wurden a-Neurofilament 160-
Immunhistochemische Farbungen und Dil-Markierungen durchgeftihrt.

Die Ergebnisse dieser Experimente konnten weder fiir die heterozygot- noch
homozygot-mutanten Embryonen Unterschiede in der Organisation der erwahnten Systeme
nachweisen. Alle Gehirnerven, die Spinalganglien und Motoneuronfasern der Extremitéten-
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Innervierung zeigen in den untersuchten Stadien (E 11,0 - E 13,5) keine Verdnderungen
(s. Abb. 3.32). Dieser Befund ist insofern tiberraschend als Ephrin-A5 in vitro inshesondere mit
der Innervierung der Extremitaten aufgrund seiner repulsiven Aktivitat auf motorische Fasern
des Riickenmarks in Verbindung gebracht worden ist (OHTA et al., 1997). Eph-Rezeptoren der
A-Klasse, die in den Motoneuronen exprimiert werden, und damit fir die Interaktion mit
Ephrin-A5 in Frage kommen sind EphA3, EphA4 und EphAS5 (KiLpaTRICK et al., 1996; OHTA et al.,
1996; ZHANG et al., 1997; YUE et al., 1999). Da in den Domanen der Extremitatenknospe Ephrin-
A2 (s. Abb. 3.18; OHTA et al., 1997) ebenfalls exprimiert wird kann nicht ausgeschlossen
werden, dal Redundanz zwischen den beiden Liganden das Fehlen von Ephrin-AS
kompensiert. Tatséchlich konnten bei Ephrin-A2/A5-Doppelmutanten topographische Defekte
der Extremitéten-Innervierung durch motorische Fasern festgestellt werden (FENG et al., 2000).

Flr Ephrin-A5 wurde ein weiteres Konzept entwickelt, dal es mit der Innervierung der
Extremitaten in Zusammenhang bringt. So konnte in Expressionsstudien festgestellt werden,
daB es in der Maus (FLENNIKEN et al., 1996) und im Huhn (ARauiO et al., 1998) in einer
Subpopulation von Motoneuronen exprimiert wird. Die einzelnen Motoneuronsdulen werden
durch die Expression verschiedener LIM-Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren spezifiziert
und innervieren verschiedene Anteile der Axialmuskulatur bzw. der Extremitdtenmuskulatur
(Ubersicht bei TANABE und JESSELL, 1996). Interessanterweise verlauft in Huhn-Embryonen die
Ephrin-A5-Expression nicht gleichmaRig, sondern findet sich im thorakalen Abschnitt in den
visceralen Motoneuronen, wéhrend sie sich im brachialen und lumbalen Abschnitt in den
lateralen Motoneuronen konzentriert. Die lateralen Motoneuronensdulen innervieren in diesen
Bereichen den dorsalen Anteil der Extremitatenkonspen, die wiederum in ihrem dorso-
proximalen Mesenchym EphA7 exprimieren (ArRauiO und NIETO, 1997; ARAUIO et al., 1998). Die
EphAT7-Expression kann, nach operativer Entfernung des dorsalen Oberflachen-Ektoderms
unterbunden werden, da sich hier offensichtlich ein EphA7-induzierendes Signal findet.
Daraufhin  disorganisieren sich auch die Fasern, die den dorsalen Anteil der
Extremitatenknospe innervieren, was eine Folge der fehlenden Interaktion zwischen Ephrin-A5
und EphA7 sein kdnnte (ArAUJO et al., 1998).

Da diese funktionelle Studien in Huhn-Embryonen durchgefiihrt wurden, kann nicht
ausgeschlossen werden, dal} Spezies-Unterschiede in der Expression und letztlich Funktion
dazu fiihren, dal in Ephrin-A5-defizienten Mausembryonen keine phénotypischen
Verdnderungen festgestellt werden konnen. In der Tat konnten YUE et al. (1999) zeigen, daR
sich im lumbalen Riickenmark von 14 Tage alten Maus-Embryonen keine Expression von
Ephrin-A5 in den Motoneuronen findet, daftr aber im dorsalen Rickenmark. Diese Daten
stehen in Ubereinstimmung mit GALE et al. (1996), die im brachialen Bereich iiber Rezeptor-AP-
Bindungsassay Ephrine der A-Klasse ebenfalls nur im dorsalen Riickenmark detektieren
konnen. Zusétzlich konnte festgestellt werden, dal® Ephrin-A5 eine wachstumsinhibierende
Funktion auf Neuriten von Motoneuren austibt, die, wie bereits erwahnt, mehrere EphA-
Rezeptoren exprimieren (YUE et al., 1999). Hierdurch scheint eine Mitwirkung von Ephrin-A5
bei der dorso-ventralen Organisation des Rickenmarks madglich. Letztlich kann festgestellt
werden, daR etwaige Verdnderungen in der Organisation des Riickenmarks bzw. der
Innervierung der Extremitdten in Ephrin-A5-defizienten Mdusen hochstwahrscheinlich in
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Lokomotions-Problemen fiir diese Tiere resultieren wiirden. Dies konnte weder fir einzelne
Tiere noch bestimmte postnatale Stadien beobachtet werden.

4.4.5 Analyse der retinocollicularen Projektionen

Die Analyse der retinocollicularen Projektionen adulter Mause ergab unerwartete Befunde.
Retrograde Markierungen retinaler Fasern in den Ephrin-A5""-Mutanten zeigten eine
normale retinocolliculare Topographie. Es konnten dabei fir alle analysierten retinalen bzw.
korrespondierend collicularen Positionen keine Abweichungen von der wildtypischen
Organisation festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist insofern (iberraschend, als Ephrin-A5 seit
seiner Identifizierung von DReSCHER et al. (1995) als Schllisselmolekdil fur die Entwicklung der
Retinotopie angesehen wird. Zur Entwicklung dieser Vorstellung haben sowohl in vitro- als
auch in vivo-Daten beigetragen. Sowohl Kollaps- als auch Streifen-Assay zeigen bei Huhn-
Embryonen eine repulsive Aktivitdt von Ephrin-A5S auf temporale und nasale retinale Axone,
wobei temporale Fasern sensitiver reagieren (DRESCHER et al., 1995; MoNscHAU et al., 1997).
Eine lGsliche, dominant-negativ wirkende Form von Ephrin-A5 bewirkt eine komplette
Desensitivierung und damit ungeordnetes Wachstum retinaler Fasern im Streifen-Assay
(Ciossek et al., 1998). Ephrin-A5 wird in RGZ in einem nasal (hoch)-temporalen (niedrig)
Gradienten exprimiert, was eine Modulierung der ebenfalls in der Retina exprimierten EphA-
Rezeptoren bewirkt. Wird Ephrin-A5 in der Retina ektopisch in temporalen Axonen exprimiert
so hat dies topographische Fehler in der Projektion zur Folge (DUTTING et al., 1999). Diese
Daten werden durch die Analyse juveniler (P 14) Ephrin-A5-defizienter Mause durch FRISEN et
al. (1998) und FeLDHEIM et al. (2000) gestutzt. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, da3
Tiere dieses Stadiums mit 50%iger Penetranz topographische Fehler temporaler retinaler
Fasern zeigen, die teilweise posterior gelegene Ziele im Colliculus superior innervieren. Axone
nasaler RGZ zeigen, zusétzlich zu normalen topographischen Projektionen, in fast allen Féllen
aberrante Terminationszonen in weiter anterior gelegenen Positionen (FELDHEIM et al., 2000).
Da sowohl genetischer Hintergrund der M&use als auch die Mutagenisierungsstrategie in
diesen Arbeiten mit der eigenen Arbeit (ibereinstimmen, kann hier nicht die Ursache fiir die
Diskrepanz in den Ergebnissen liegen.

Die Kooperation von Ephrin-A5 mit Ephrin-A2 bei der Etablierung der retinotektalen
Topographie konnte eine Erklérung fiir die korrekte Retinotopie Ephrin-A5-defizienter Mause
sein. Ephrin-A2 konnte hier das fehlende Ephrin-A5 kompensieren. Diese Annahme ist
allerdings nicht sehr wahrscheinlich, da sich zwischen den beiden Liganden sowohl in
Expression als auch in ihrer Affinitat zu den Eph-Rezeptoren deutliche Unterschiede zeigen. In
der Tat konnte die Analyse heterozygoter und homozygoter Doppelmutanten die kooperative
aber sich nicht gegenseitig ersetzende Funktion dieser beiden Liganden zeigen (FELDHEIM et al.,
2000). Ahnlich wie in den Ephrin-A5-Mutanten kénnen bei Ephrin-A2-defizienten Méusen
topographische Fehler temporaler retinaler Axone mit einer 57%igen Penetranz festgestellt
werden, wahrend nasale Axone nicht betroffen sind. Der additive Effekt flihrt bei den
Doppelmutanten zu einem allgemein schwereren Phanotyp. Temporale Fasern sind in nun in
85% der Tiere von Zielfindungsdefekten betroffen, wahrend bei den nasalen Fasern hinsichtlich
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der Penetranz keine Verénderungen auftreten. Bei den Doppelmutanten zeigen sich allerdings
im Gegensatz zu den Einzelmutanten nun mehrere (bis zu finf) Arborisationszentren flr
einzelne markierte Faserbiindel, wahrend bei den Einzelmutanten immer nur eine weitere
Terminierung festgestellt werden kann. Zusétzlich treten bei den Doppelmutanten auch Fehler
in der Topographie entlang der dorso-ventralen Achse auf.

Die wahrscheinlichste Erklarung fur die Diskrepanz zwischen den Daten dieser Arbeit
und den Arbeiten von FRISEN et al. (1998) und FeLbHEIM et al. (2000) liegt in den
unterschiedlichen postnatalen Stadien in denen die Projektionen RGZ studiert wurden. Die
retinalen Projektionen wurden von FRrISEN et al. (1998) und FeLDHEIM et al. (2000) zu dem
Zeitpunkt P 14 studiert, da allgemein angenommen wird, dal® die retinotektale Topographie
dann bereits abgeschlossen ist (SimoN und O~ Leary, 1992). Das Studium é&lterer Stadien
erfolgte somit erstmals in dieser Arbeit. Das Fehlen aberranter Verbindungen in adulten
Mutanten dieser Arbeit, stellt einen starken Hinweis auf Plastizitat innerhalb des retinotektalen
Systems dar, die auch nach der Fertigstellung der topographischen Karte wirksam wird. Hier
konnten inshesondere aktivitatsabhéngige Prozesse von Bedeutung sein, wie sie flir das visuelle
System von Saugern bereits vielfach beschrieben worden sind (Ubersicht bei Goobman und
SHATZ, 1993; CRAMER und SUR, 1995; KaTz und SHATZ, 1996). Ein Indiz flr die Plastizitat
enthalten bereits die Daten von FRISEN et al., (1998), da hier unmittelbar nach der Geburt (P 0)
in den Colliculus inferior (iberschieBende Fasern bei zwei Wochen alten Tieren nicht mehr
beobachtet werden konnen. Diese Fasern werden offensichtlich wieder zurtickgezogen oder
abgebaut, infolge einer nachtréglichen Korrektur, deren Mechanismus bislang nicht untersucht
wurde. Die Tatsache, daR selbst bei der initiallen Topographie die Penteranz der
topographischen Fehler nicht vollstdndig ist, und neben den aberranten auch normale
Terminationszonen vorhanden sind, konnte Gber das Fehlen von Ephrin-A5 und A2 in der
Retina erkldrt werden. Die beiden Molekiile werden hier in nasal (hoch)-temporalen (niedrig)
Gradienten exprimiert, was offensichtlich zur graduellen Desensitivierung der RGZ-Axone UGber
Aktivierung der kolokalisierten EphA-Rezeptoren fiihrt (HORNBERGER et al., 1999; DUTTING et al.,
1999). In den Mutanten fehlen nun die Liganden sowohl im Tectum als auch in der Retina. Dies
fihrt zur Sensibilisierung der nasalen retinalen Fasern, die nun auf den noch im Tectum
erhaltenen Liganden (bei den Einzelmutanten) deutlich sensitiver reagieren kénnen und daher
in ihrer topographischen Organisation nur teilweise gestort sind.

Die Resultate zeigen, dai? die retinotektale Topographie nicht allein auf das molekulare
System der EphA-Rezeptoren und ihrer Liganden zurlickgeflinrt werden kann. Fir weitere
Molekdilklassen ist eine regulatorische Wirkung bereits nachgewiesen auch wenn der
Mechanismus noch weniger gut verstanden ist. So filhrt z.B. bei Xenopus die Inaktivierung von
FGF (fibroblast growth factor)-Rezeptoren, die in der Retina exprimiert werden, zu fehlerhafter
Zielerkennung retinaler Fasern im Tectum (McFARLANE et al., 1996; Ubersicht bei MCFARLANE
UND HoLT, 1997). Ahnliche Experimente bei der Ratte zeigen, daR die Blockierung der FGF-
Rezeptor-Aktivitdt (iber ein entsprechendes Antiserum, zu einer Desorganisation und
Defaszikulation RGZ-Fasern in der Retina fiihrt (BriTTis et al., 1996). Fiir den Faktor GAP
(growth associated protein)-43, einen charakteristischen Marker auswachsender Axone
(Ubersicht bei BENowITZ und ROUTTENBERG, 1997), konnte ebenfalls ein direkter EinfluR auf die
Aushildung der retinotektalen Topographie festgestellt werden. In GAP-43-defizienten Mausen
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fuhrt eine unzureichende Auftrennung der retinalen Fasern am Chiasma opticum zu einer
Auflosung der Retinotopie. Axone der RGZ, die normalerweise kontralateral projezieren,
verbleiben auf der ipsilateralen Seite, erreichen im weiteren Verlauf den Colliculus superior,
verlieren allerdings ihre Fahigkeit zur Knipfung geordneter topographischer Verbindungen
(STRITTMATER et al., 1995; SReTavaN und KRUGER, 1998; ZHu und JuLIEN, 1999). Vor kurzem
konnte bei Xenopus festgestellt werden, daB die Auftrennung kontralateral und ipsilateral
projezierender retinaler Fasern am Chiasma auch unter den EinfluR von Ephrinen und Eph-
Rezeptoren der B-Klasse steht. Dabei wird Ephrin-B1 und Ephrin-B2 am Chiasma opticum
exprimiert und bewirkt das ipsilaterale Auswachsen einer Teilpopulation von Axonen RGZ, die
EphB-Rezeptoren exprimieren (NAKAGAWA et al., 2000).

Da es wenig wahrscheinlich ist, daR die bislang untersuchten Molekile fiir die
Ausbildung der retinotektalen topographischen Karte ausreichen, wird insbesondere durch
ENU (ethylnitrosourea)-Mutagenese im Zebrafisch (Danio rerio) die Identifizierung neuer
Molekdilklassen erwartet, die Einsicht in die Bildung der Retinotopie bringen konnten. So
konnten bereits mehr als hundert Mutationen (ca. 35 individuelle Gene) identifiziert werden,
die zu Storungen der Retinotopie filhren (BAIER et al., 1996; TROWE et al., 1996). Zusétzlich
wurden mehr als 80 Mutationen identifiziert, die EinfluR auf das zielgerichtete Auswachsen
retinaler Fasern austiben (KarLsTROM et al., 1996; Ubersicht bei KArLSTROM et al., 1997). Diese
Daten lassen erkennen, dafR derartig komplexe biologische Prozesse, wie die Aushildung
topographischer Karten, von ebenso komplexen molekularen Zusammenhangen gesteuert
werden.

4.4.6 Die Funktion von Ephrin-A5 in den thalamocorticalen
Projektionen

Ephrin-A5 wird intensiv im Cortex transkribiert und wurde sowohl mit seiner Regionalisierung
als auch Prozessen axonaler Zielfindung in Verbindung gebracht (CAsTELLANI et al., 1998; Gao
et al., 1998/a; MACKARETSCHIAN et al., 1999; DONOGHUE und RAKIC, 1999). In Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Jirgen Bolz (Universitdt Jena) gelang der Nachweis einer
Mitwirkung von Ephrin-A5 bei der Bildung terminaler Verzweigungen thalamocorticaler Fasern.
Thalamische Axone wachsen wahrend der embryonalen und friinen postnatalen Entwicklung in
den Cortex ein und bilden in Schicht IV terminale Kollaterale aus, (iber die sie synaptische
Verbindungen zu cortikalen Neuronen kniipfen (GHosH und SHATZ, 1992; MILLER et al., 1993;
AGMON et al., 1993).

In Ephrin-A5-defizienten Mdusen konnte tiber Markierung der thalamischen Neurone
und ihrer Axone mit Dil ihr Verlauf festgestellt werden. Die thalamischen Axone mutanter Tiere
erreichen zwar den normal geschichteten Cortex und erkennen in Schicht IV ihre
Terminationszone, da sie sich hier verzweigen. In der Folge sind allerdings Anzahl und Lénge
der terminalen Verzweigungen um die Hélfte reduziert. Dies resultiert in einer geringeren
Dichte der Innervation und dementsprechend zu weniger synaptischen Verbindungen
zwischen thalamischen und corticalen Neuronen. In vitro Experimente konnten zeigen, daf3
die wachstumsstimulierende Wirkung auf terminale Verzweigungen tatsachlich von Ephrin-A5
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ausgeht, da von Membranpréparationen Ephrin-AS-tranfizierter Zellen die gleiche Wirkung
ausgeht (personliche Mitteilung, Prof. Jirgen Bolz). Damit ist flir Ephrin-A5 erstmalig in vivo
gezeigt, da es nicht nur repulsiv, sondern auch als wachstumsstimulierender Faktor auf
einwachsende Axone wirken kann. Diese wachstumsstimulierende Wirkung von Ephrin-A5 ist
bislang flr kein anderes System neuronaler Konnektivitdt gezeigt worden. Eine Mdglichkeit
diese neue Aktivitat zu erklaren, ware das Vorhandensein verschiedener Kofaktoren fiir die
Eph-Rezeptoren, die, abhéngig von den zu bildenden Projektionen, verschiedene zellulére
Antworten nach erfolgter Ligandenbindung vermitteln. Das wirde bedeuten, daf das
Wachstumsverhalten bestimmter axonaler Populationen von der Expression derartiger
Kofaktoren abhangig ist. In der Tat gibt es bereits Indizien fir eine derartige Verbindung
zwischen  Eph-Rezeptor-Aktivierung und -Funktion und Mitgliedern der L1-Familie von
Zelladhdsionsmolekiilen. Diese werden offensichtlich von Eph-Rezeptoren phosphoryliert und
ermoglichen Uber ihre Interaktionen mit anderen Kinasen, wie den FGF-Rezeptoren,
unterschiedliche zellulire Reaktionen (ZiscH et al. 1997; Ubersicht bei ZiscH und PASQUALE,
1997). Intrinsische Unterschiede zwischen verschiedenen Fasersystemen oder der gleichen
axonalen Population zu verschiedenen Stadien konnten auch {ber einen einzigen
Rezeptormechanismus erklart werden. So konnte gezeigt werden, daR die Erhéhung der
intrazelluldren Konzentration cyclischer Nukleotide (cAMP oder cGMP) in auswachsenden
Neuriten ausreicht um eine urpringlich abstoRende Wirkung von Netrin-1 oder Semaphorin
[, in eine attraktive Wirkung umzuwandeln (MinG et al., 1997, SonG et al., 1998).
Unterschiedliches Wachstumsverhalten bestimmter Axone kdnnte auch (iber eine Modulierung
der Rezeptor-Funktion durch Ephrine erzielt werden. Flr das retinotektale System konnte
gezeigt werden, daR auf RGZ mit EphA-Rezeptoren koexprimierte Ephrin-A-Liganden zur
Desensitivierung dieser retinalen Fasern gegentiber anderen Ephrin-A-exprimierenden Zellen
fihrt (HORNBERGER et al., 1999; DUTTING et al., 1999). Im thalamocorticalen System kdnnte die
sog. subplate zur Desensitivierung der thalamischen Axone flihren, da diese transient
auftretende Zellschicht Ephrin-A3 und A5 exprimiert und von den thalamischen Projektionen
passiert wird (MACKAREHTSCHIAN et al., 1999; Ubersicht bei ALLENDORFER und SHATZ, 1994). Die
thalamischen Afferenzen konnten demnach, nach ihrem Einwachsen in den embryonalen
Cortex, nicht mehr in ihrem Wachstum inhibiert werden, sondern stattdessen zur Ausbildung
terminaler Verzweigungen beféhigt sein.

Die Ephrin-A5-Defizienz flihrt im primaren somatosensorischen corticalen Areal (S1) zu
weiteren Veranderungen, die vor kurzem von VANDERHAEGHEN et al. (2000) beschrieben
wurden. Dabei konnte fetsgestellt werden, dal} sowohl die Ausdehnung der hier lokalisierten
Columnen als auch ihr Abstand zueinander, graduell, entlang der medio-lateralen Achse dieses
Areals ,verschoben® sind. Dies ist offensichtlich eine Folge des Verlustes, der entlang der
gleichen Achse verlaufenden, graduellen Ephrin-A5-Expression in diesem Areal, welche diese
Parameter reguliert.

Im thalamocorticalen Projektionssystem konnte dariiberhinaus ein Zielfindungsdefekt
fur limbische thalamische Axone, die von Neuronen des medialen Thalamus ausgehen,
festgestellt werden. Diese meiden im Wildtyp das somatosensorische corticale Areal
(vermutlich weil sie EphAS exprimieren) wachsen aber bei den Ephrin-A5-Mutanten in dieses
ein, was darauf hinweist, daR Ephrin-A5 fiir diese Fasern ein repulsives Signal darstellt. Dieses
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Resultat steht in Ubereinstimmung mit der von Gao et al. (1998/a), anhand von in vitro-
Experimenten, entwickelten Vorstellung Ephrin-A5 wirde arealspezifische Informationen an
einwachsende thalamische Axone vermitteln. Diese Ergebnisse weisen auf eine duale Funktion
von  Ephrin-A5 im  System thalamocorticaler ~ Projektionen  hin.  Einerseits
wachstumsstimulierend auf terminale Verzweigungen thalamischer Axone und andererseits
repulsiv wirkend auf Fasern limbischer thalamischer Neurone.

4.4.7 Analyse der Veranderungen des Cerebellums

Das Cerebellum der Suger, eine Struktur des Metencephalons, unterteilt sich in einen stark
gefalteten Cortex, der hauptséchlich der neuronalen Prozessierung dient und den zentral
gelegenen Nuclei, die als Ausgangskanéle der prozessierten Information dienen (Ubersicht bei
ALTMAN und BAYER, 1997; VooGD und GLICKSTEIN, 1998). Die Hauptfalten des Cerebellums sind
die durch Sulci getrennten zehn Lobuli (I-X). Wéhrend der Entwicklung des Cerebellums kann
Ephrin-A5-Expression im Wesentlichen in zwei Domanen detektiert werden, den Purkinje-
Zellen, die das Stratum ganglionare bilden und im Nucleus dentatus.

Die Analyse der homozygot mutanten Ephrin-A5""®-Méuse zeigt, bei voller Penetranz,
einen Faltungsdefekt des Cerebellums. Der Lobulus X, der sog. Paraflocculus ist verkleinert und
abnorm gefaltet, was zu einer horizontaleren Ausrichtung fiihrt. Die zelluldre Architektur
scheint bei den Mutanten nicht betroffen zu sein, da die histologische Analyse das
Vorhandensein aller Zelltypen in normaler Verteilung zeigt (s. Abb 3.36). Die Ursache dieses
Defektes konnte verschiedene Griinde haben, die im Folgenden diskutiert werden sollen.

Zur Zeit sind drei Mutationen bekannt die spezifisch zu Faltungsdefekten des
Cerebellums fiihren. Die bislang molekular nicht klonierten Mutationen Cerebellar folial
pattern-1 (Cfp-1) (NEumaANN et al., 1990) und declival sulcus of cerebellum (dsc) (WAHLSTEN
und AnDISON, 1991) fiihren zur abnormen Bildung einzener Sulci. Die Inaktivierung des En2-
Gens fiihrt neben einer allgemeinen Verkleinerung des Cerebellums auch zu einer Vielzahl von
Faltungsdefekten, die in erster Linie die Vermis und die weiter posterior gelegenen Lobuli
betreffen (JOYNER et al., 1991; MILLEN et al., 1994; KuemerLE et al.,1997). Allerdings sind im
Vergleich zu diesen Defekten die Veranderungen bei den Ephrin-A5-Mutanten deutlich subtiler.

NEUMANN et al. (1990) haben, aufgrund der Analyse der Cfp-1-Mutanten, die Hypothese
aufgestellt, die normale Faltung des Cerebellums sei an die Bildung einer normalen Purkinje-
Zellschicht gebunden. Die Maglichkeit, dal? die Purkinje-Zell-spezifische Ephrin-A5-Expression
flr die Spezifizierung oder Migration dieses Zelltypus verantwortlich ist kdnnte bestehen. Da
die Purkinje-Zellen jedoch in allen cerebellaren Lobuli verteilt sind, die abnorme Faltung
jedoch nur die Lobuli IX und X betrifft erscheint das Fehlen des Ephrin-A5-Signals fiir diesen
Zelltypus als einzige mechanistische Erklarung des Phénotyps als simplifizierend. Es besteht
jedoch die Mdglichkeit, dal die ungestorte Ausdifferenzierung des Paraflocculus an die
unmittelbare Interaktion der Purkinje-Zellen in diesem Bereich mit einem Rezeptor gebunden
ist, der wiederum selektiv nur in diesem Lobulus exprimiert wird. In der Tat konnten ROGERS et
al. (1999) zeigen, dal} Eph-Rezeptoren und Ephrine, die friihest bekannten Molekdle sind, die
Lobuli-spezifisch exprimiert werden. So werden EphA-Rezeptoren bereits prenatal im Lobulus



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Diskussion - 139

VI und/oder VII exprimiert und EphB-Rezeptoren in den Lobuli VII, VIII und IX. Ephrin-A-
Liganden werden im Lobulus VIII, wahrend Ephrin-B-Liganden erst postnatal in nicht Lobuli-
spezifischer Weise exprimiert werden. Demnach konnten die Eph-Rezeptoren und ihre
Liganden bei der Spezifizierung lobuldrer Identitat eine Rolle spielen. Interessanterweise zeigen
die Ephrin-A-Liganden friih postnatal, wie Uber Farbungen mit einem EphA7-AP-Fusionsprotein
nachgewiesen wurde, einen Expressionsverlauf der auch die Flocculi und Paraflocculi mit
einschliel3t. Es ist jedoch noch unklar welche Ephrine zu diesem friih postnatalen Zeitpunkt
exprimiert werden. Sollte es sich dabei um Ephrin-A5 handeln, wére die Hypothese bei den
Eph-Rezeptoren und Ephrinen handelt es sich um Molekiile, die Musterbildung und lobulére
Spezifizierung des Cerebellums regulieren stark gestiitzt.

4.5 Regulation des Ephrin-A5-Gens

Die Expressionsanalyse des Ephrin-A5-Gens zeigt deutlich, daf es sich dabei um ein rdumlich
und zeitlich hochkomplex reguliertes Gen handelt. In dieser Arbeit wurde auf verschiedenem
Wege versucht, die Regulation von Ephrin-A5 aufzuschllisseln. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen werden nachfolgend diskutiert.

4.5.1 Analyse des Ephrin-A5-Promotors

Flr das Verstandnis der Regulation eines Gens ist die Charakterisierung seiner regulatorischen
Elemente von essentieller Bedeutung. Derartige regulatorische Elemente, die den Promotor
bilden finden sich in erster Linie im 5~ -Bereich vor dem Transkriptionsstart. Fiir das Ephrin-A5-
Gen wurden ca. 5,5 kbp an genomischer Sequenz stromamaufwérts des Transkriptionsstarts
ermittelt und mit dieser Sequenz eine Computeranalyse im Hinblick auf potentielle
Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt. Diese Analyse ergab neben
Elementen eines basalen Promotors auch eine Vielzahl potentieller Bindungsstellen fur
entwicklungsregulierte Transkriptionsfaktoren wie Pbx-1, NGFI-C, Hoxal3 und Pax-1/9 (s. Abb.
3.37).

Die basalen Promotor-Elemente beinhalten eine GC-Box bei -36 sowie zwei CAAT-
Boxen bei -214 und -245. Die vorhandene GC-Box und das Fehlen einer TATA-Box stellen eine
Abweichung zur Mehrheit der entwicklungsregulierten Gene, die sich im allgemeinen durch
die umgekehrte Konstellation auszeichnen, dar. Die GC-Box (SP1-Erkennungssequenz) konnte
bei einer Vielzahl eukaryotischer Gene als basales Promotor-Element identifiziert werden ist
allerdings charakteristisch fur konstitutiv exprimierte Gene (housekeeping genes) (DynaN und
Diian, 1983; Ubersicht bei McKNIGHT und Tuan, 1986; VOET und VOET, 1995). Genen ohne
TATA-Box ist zumeist eine Trankriptions-Initiations-Erkennungssequenz gemein (Inr), die die
RNA-Polymerase Il an die korrekte Start-Stelle dirigiert (Ubersicht bei VOET und VOET, 1995;
Brown, 1999; Knippers 1999; Lewin, 1999). Dieses Element (Py,CAPy:) findet sich auch bei
Ephrin-A5, weicht allerdings vom wenig konservierten Konsensus in den Positionen +3 und
+5 durch die Purinbase G ab (s. Abb. 3.41).
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Um zu (berprifen, ob der charakterisierte Bereich Elemente enthdlt, die flir das
rdumliche Expressionmuster von Ephrin-A5 verantwortlich sind, wurden transgene Linien
untersucht in denen das Reportergen lacZ unter Kontrolle dieses Bereiches exprimiert wird. In
den untersuchten Linien konnte keine Rekapitulation des endogenen Ephrin-A5-
Expressionsmusters erreicht werden. Hierflir kommen verschiedene Ursachen in Frage. Zum
einen konnte in diesem Bereich ausschlie3lich der basale Promotor fiir die transkriptionelle
Aktivierung lokalisiert sein, wéhrend sich Elemente der rdumlichen Expression in anderen
Bereichen des mindestens 60 kbp-groRen Ephrin-A5-Gens finden. In der Tat gibt es Hinweise
darauf, daf flir die Expression wichtige Elemente weiter im 3”-Bereich lokalisiert sind. In der
Linie Ephrin-A5™ kann das zeitlich-raumliche Muster der Ephrin-A5-Expression erst ab E 16,5
durch die lacZ-Expression reproduziert werden. In friiheren Stadien wird das lacZ-Gen nicht
aktiviert. Dies konnte auf die Deletion von ca. 400 bp des zweiten Introns zurtickzufiihren sein,
die sich nach der Integration des Vektors ereignet. In diesen 400 bp konnten sich somit
regultorische Elemente der zeitlich-raumlichen Expressionskontrolle finden.

Von den abgeleiteten Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren erscheinen die
Erkennungssequenzen von NGFI-C (nerve growth factor induced clone C) als besonders
interessant. Diese zeigen gegentiber einer Zufallsverteilung eine 45fache Uberreprasentierung,
die hdchste im analysierten Sequenz-Abschnitt. Zum anderen sind Modelle vorstellbar, die sie
in die genetische Regulation neuronaler Konnektivitdt einbinden. Bei NGFI-C handelt es sich
um einen neuronal exprimierten Transkriptionsfaktor, dessen DNA-bindende Doméne aus sog.
Zinkfingern besteht (CrosBy et al., 1991; Crossy et al., 1992; Mack et al., 1995). NGFI-C-
Expression wird innerhalb von Minuten nach Applikation von Nervenwachstumsfaktor (NGF)
auf PC12-Zellen induziert und zahlt damit zu den sog. early response genes (CrRosBy et al.,
1991). Sollte NGFI-C ein positiver Regulator der Ephrin-A5-Expression sein, so kdnnten seine
Bindungsstellen nahe dem Transkriptionsstart in Zusammenhang mit der Regulation der
gerichteten  Zielfindung auswachsender Axone stehen. Reagieren Neurone auf das
Vorhandensein von NGF kénnen sie zu einem verstarkten Auswachsen ihrer Axone angeregt
werden, was wiederum dber Erh6hung der intrazelluldren NGFI-C-Konzentration zur
verstdrkten Produktion von Ephrin-AS flihrt. Die repulsive Wirkung die Ephrin-A5 nach der
Bindung an EphA-Rezeptoren vermittelt, kénnte diesem axonalen Wachstum die notwendige
regulierende Komponente hinzufiigen, mit der das Einwachsen in unzuldssige Territorien
verhindert wird.

Da Méuse mit einer Null-Mutation im Pax1- sowie Pax9-Gen zur Verfligung standen,
konnte die biologische Signifikanz der ermittelten Bindungsstellen durch Expressionsanalyse
von Ephrin-A5 in diesen Tieren in vivo getestet werden. Hierzu wurden in situ-
Hybridisierungen an Ganzkorperprdparaten von Embryonen durchgefiihrt, um zu tberprifen,
ob der Expressionsverlauf von Ephrin-A5 gestort ist. Hier sind inshesondere die Territorien von
Interesse, in denen Pax1/9 und Ephrin-A5 eine teilweise Uberlappende Expression, wie in
facialen Strukturen oder den Extremitatenknospen, zeigen (NEUBUSER et al., 1995; PETERs et al.,
1998). Es konnten weder bei Pax1- oder Pax9-Mutanten noch bei Pax1/9-Doppelmutanten
Unterschiede zur normalen Expression von Ephrin-A5 festgestellt werden. Dies kdnnte darauf
zurlickzuflinren sein, dal die ermittelten Bindungsstellen in vivo nicht benutzt werden.
Ebenso denkbar wére eine Kompensierung durch andere Pax-Faktoren in den Pax1/9-
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Mutanten. Eine weitere Erkldrung fur den Befund kdnnte sein, dal Ephrin-A5 und Pax1/9 nur
in ganz bestimmten Zellen oder Stadien koexprimiert werden, die hier nicht erfal3t wurden.
Eine andere Maglichkeit die Computervorhersage in vivo zu testen, waren Experimente, die
auf der ektopischen oder Uberexpression (gain of function) von Pax1/9 basieren, um
festzustellen, ob dadurch auch eine Aktivierung der Ephrin-A5-Expression erfolgt.

Zwei weitere Transkriptionsfaktoren, die durch die Computeranalyse nicht erfafit
wurden, sind mit der Regulation der Ephrin-A5-Expression in Verbindung gebracht worden.
Otx2 und Gbx2 werden wahrend der Embryonalentwicklung im Neuroepithelium in Domédnen
exprimiert, die exakt vom Isthmus begrenzt werden. Fiir Otx2 stellt der Isthmus die posteriore
Expressionsgrenze dar, wahrend er fiir Gbx2 die Expression anterior begrenzt. Somit
tiberlappen sich die Expressionsdomanen von Otx2 und Gbx2 nicht (MILLET et al., 1996; MILLET
et al.,, 1999; Ubersicht bei BALLY-CUIF und BONCINELLI, 1997; WAsser und JOYNER, 1997). Der
Vergleich der Expression dieser Faktoren mit der Expression von Ephrin-Ab, die posterior
ebenfalls vom Isthmus begrenzt wird (s. Abb. 3.10), legt die Vermutung nahe, daf sie an der
Expressionsregulation von Ephrin-A5 mitwirken: Otx2 als positiver Regulator und Gbx2 als
negativer Regulator. In der Tat konnten Expressionsstudien, die an transgenen Tiermodellen
durchgefiihrt wurden diese Annahme stiitzen. In Gbx2-defizienten Mausen kommt es sowohl
zu einem Verlust an posterior des Isthmus gelegenen Strukturen, wie dem Cerebellum, als
auch zu einer Verschiebung des Ephrin-A5-Expression in weiter posterior gelegene Bereiche
(WassarmAN et al., 1997). In Maus-Mutanten, in denen Otx2 ektopisch in der En1-Domdne des
Metencephalons exprimiert wird, flihrt dies auch zu einer ektopischen Expression von Ephrin-
A5 (Broccoll et al., 1999). Ob diese ektopische Expression von Ephrin-A5 einer direkten
transkriptionellen Aktivierung durch Otx2 unterliegt konnte bislang nicht geklart werden, da
die Kontrollelemente, die fiir die gewebsspezifische Expression von Ephrin-A5 in dieser Region
verantwortlich sind, nicht lokalisiert sind.

Da in der zur Verfligung stehenden TRANSFAC-Datenbank-Version (4.0) keine DNA-
Bindungssequenzen fiir die Faktoren Enl und En2 (engrailed) spezifiziert sind, war eine
comutergestiitzte Analyse der Ephrin-A5-Sequenz hier nicht mdglich. Wie im folgenden
Abschnitt diskutiert wird handelt es sich allerdings bei den En-Faktoren um besonders
interessante Kandidaten der Expressionsregulation von Ephrin-A5 (und -A2). Zusétzlich besteht
die Mdglichkeit einer kooperativen Bindung von En mit Pbx1. Bei Pbx1 handelt es sich um
einem Transkriptionsfaktor mit 35fach (bereprésentierten putativen Bindungsstellen im
analysierten Sequenzabschnitt, der mit der sog. EH2-Doméne der En-Faktoren interagiert (VAN
Dik et al., 1995; PELTENBURG und MURRE, 1996). Um die Regulation von Ephrin-A5/A2 durch En
In vivo zu tberpriifen wurde ihre Expression in En-defizienten Mausen Gberprdift.

4.5.2 Expression von Ephrin-A-Liganden in Enl-Mutanten

Die Gene Enl und En2, Homologe der Drosophila-Segmentpolaritdtsgene engrailed und
invected, sind wahrend der Entwicklung in der mes- metencephalischen Region exprimiert und
kodieren fir Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren  (DAvis und  JOYNER, 1988).
Geninaktivierungsstudien konnten zeigen, dai3 ihre Expression wéhrend der Entwicklung des
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Wirbeltiergehirns notwendig fiir seine Musterbildung ist (JOYNER et al., 1991; WuRrsT et al.,
1994). Zusétzlich deutet die im Mesencephalon graduell von anterior nach posterior
abnehmende Expression der En-Faktoren eine Rolle bei seiner Spezifizierung und
Differenzierung entlang dieser Achse hin. Infolgedessen wurden sie auch mit der Entwicklung
der retinotektalen Topographie in Verbindung gebracht, die urpringlich durch
Transplantations-Experimente an Huhn-Embryonen studiert wurde. Die Ergebnisse dieser
Arbeiten zeigen, dal® die Transplantation stark En-exprimierenden Gewebes aus dem Isthmus
in das Diencephalon zwar nicht zu einem Verlust der En-Expression fiihrt, sich allerdings der
Expressionsgradient umkehrt (ITasaki et al., 1991; MARTINEZ et al., 1991). Transplantationen, die
bewirken, daf? ein Tectum ausschlie3lich anteriore bzw. posteriore Identitat erhlt, fiihren zu
einer aberranten Topographie retinotektaler Projektionen (ITasaki et al., 1991; ITAasaki und
NaKAMURA, 1992). Die ektopische Expression von Enl bzw. En2 im optischen Tectum des
Huhnembryos, mittels retroviraler Vektoren, bewirkt eine Stérung der geordneten
Topographie, da nasale bzw. temporale RGZ-Axone die Region erhéhter En-Expression meiden
(ITasakl und NAKAMURA, 1996). Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, daf die ektopische
Expression der En-Transkriptionsfaktoren, evtl. tber direkte transkriptionale Kontrolle die
ektopische Expression der Liganden Ephrin-A2 und -A5 im Tectum aktiviert (LoGaN et al., 1996;
FRIEDMAN und O~ LEARY, 1996; SHIGETANI et al., 1997). Deren graduiert repulsive Eigenschaften
auf retinale Fasern wirken wiederum regulierend auf die Etablierung der retinotektalen Karte,
womit sich der molekulare Zusammenhang zwischen der En-Expression und der Retinotopie
erklaren lieRe (Ubersicht bei RETAUX und HaRRIS, 1996). Diese Hypothese wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit einer Uberprifung unterzogen, deren Ergebnisse hier diskutiert
werden sollen.

Streifen-Assays, die mit Fasern normaler Retinae und collicularen Membran-
praparationen aus Enl- und En2-Mutanten durchgefihrt wurden konnten zeigen, daf?
temporale Fasern nicht zwischen anterioren und posterioren Membranpraparationen des
Colliculus ~ superior von  Enl-Mutanten unterscheiden. Hingegen bleibt das
Unterscheidungsvermdgen in den Membranpréparationen der En2-Mutanten erhalten
(personliche Mitteilung Dr. Andrea Wizenmann, Universitat Regensburg). Dieser Befund hat
zum EntschluB geflinrt, die Expression der Ephrine A2 und A5 in den Enl-Mutanten zu
Uberpriifen, da in den En2-Mutanten, aufgrund der Befunde der Streifen-Assays, davon
ausgegangen werden kann, dal® keine Verdnderungen auftreten. Da zwischen den En-Genen
eine funktionelle Redundanz besteht, ware das ideale Modellsystem zur in vivo-Untersuchung
ihres EinfluBes auf die Expression der Ephrine Enl/2-Doppelmutanten (HANKs et al., 1995).
Derartige Expressionsstudien sind bei den Doppelmutanten allerdings nicht moglich, da hier
u.a. eine Deletion des gesamten dorsalen Mittelhirns auftritt (personliche Mitteilung Dr.
Veronique Blanquet).

In Enl-defizienten Mdusen kann in allen Gberpriiften Stadien Expression von Ephrin-A2
und Ephrin-A5 im Colliculus superior gesehen werden. Neben der mRNA kann auch das reife
Protein (iber Rezeptor-Bindungsassay detektiert werden. Die Enl-Mutation fiihrt im
allgemeinen zu perinatalem Tod, so daR &ltere Stadien als P 0 nicht tiberprift werden konnten.
Die Expressionsdoménen sind fur Ephrin-A2 und Ephrin-A5 allerdings in unterschiedlichem
Ausmal? betroffen. Ephrin-A5 wird zum Zeitpunkt der Geburt sowohl im Colliculus superior als
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auch im Colliculus inferior eprimiert, wahrend Ephrin-A2 nur im Colliculus superior exprimiert
wird. Bedingt durch die Deletion mesencephalischen Gewebes ist folglich Ephrin-A5 stérker
betroffen als Ephrin-A2, daR sich von der Expression im Wildtyp kaum unterscheidet.
Zusatzlich erscheint die Ephrin-A5-Expressionsdomdne im posterioren Colliculus superior,
wohl aufgrund einer tiefgreifenden strukturellen Veranderung in dieser Region, disorganisiert
und unregelmaRig. Die Ergebnisse dieser Analysen zeigen, daf die Expression von Ephrin-A2
und Ephrin-A5 nicht notwendigerweise an die Aktivierung durch den Enl-Transkriptionsfaktor
gebunden ist. Die Enl-Funktion konnte durch das Vorhandensein von En2 kompensiert
werden, das die Enl-Funktion in vivo Ubernehmen kann (HANKS et al., 1995).

4.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit untersuchten Veranderungen bei Ephrin-A>-defizienten Mausen
konzentrierten in erster Linie auf anatomische Parameter. Andere magliche Folgen der Ephrin-
A5-Defizienz, die z.B. neuronale Integration und Verhalten betreffen wurden bislang nicht
studiert. Es ist vorstellbar, daR z.B. die Verdnderungen im Cerebellum zu einem gestorten
Gleichgewichts-Empfinden bei diesen Tieren fiihren. DaR die Beobachtung der Tiere keine
offensichtlichen Stérungen zeigt, kann einen subtilen Effekt nicht ausschliefen. Die
verminderte Innervierungsdichte durch thalamische Afferenzen im somatosensorischen
corticalen Areal konnte zu einer Veranderung des Tastempfindens flhren. In jingster Zeit
wurde Ephrin-A5 auch mit Vorgéngen in Verbindung gebracht, die Verhaltens- und Lerndefizite
bei den Mutanten bewirken konnten. Mehrere Eph-Rezeptoren sind in Pyramidenzellen des
Hippocampus wahrend der Entwicklung und insbesondere auch adult exprimiert, was den
Verdacht nahe legt, sie konnten in Prozesse synaptischer Plastizitat involviert sein. Ephrin-AS
sowie andere Liganden sind ebenfalls in bestimmten Regionen des Hippocampus exprimiert,
was eine Interaktion mit den Rezeptoren ermdglicht. So konnte gezeigt werden, daf die
Perfusion des Hippocampus mit Ephrin-A5 zu einer Erhéhung der normalen synaptischen
Transmission flihrt, ein Vorgang der einer Langzeitpotenzierung ahnelt (Gao et al., 1998/b). Bei
der Langzeitpotenzierung handelt es sich um einen synaptischen Mechanismus von dem
angenommen wird, er wirde eine zellulare Basis von Lernen und Erinnerung darstellen
(Ubersicht bei BLiss und COLLINGRIDGE, 1993). Die Untersuchung des Verhaltens bei Tieren, die
mit einer derartigen hippocampalen Ephrin-A5-Perfusion behandelt wurden, zeigte in zwei
verschiedenen Tests (T-maze und kontextabhéngige Angst-Konditionierung) eine deutliche
Verbesserung der Lernfahigkeit (GerLAl et al., 1999). Zusétzlich konnten GERLAI und MCNAMARA
(2000) karzlich zeigen, daB eine retrograde Amnesie, wie sie nach einer Anésthesie induziert
werden kann, durch eine hippocampale Ephrin-A5-Perfusion teiweise wieder aufgehoben
werden kann. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf die Funktion von Eph-Rezeptoren und
Ephrin-A5 auf die Bildung von Erinnerung. Die Ephrin-AS-defizienten Mduse konnten weitere
Aufklarung in die Zusammenhdnge zwischen synaptischer Plastizitdt und Eph-Rezeptor-Ephrin-
Interaktion bringen.



Dissertation: Molekulare und funktionale Analyse des Ephrin-A5-Gens der Maus Zusammenfassung - 144

5 Zusammenfassung

Ephrin-A5 ist ein membranstandiges, GPl-verankertes 25 kDa-Glykoprotein, das einen Liganden
der Eph-Subklasse von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren darstellt. Ephrin-A5 ist in einem
abnehmenden posterio-anterioren Gradienten im Tectum opticum exprimiert und zeigt in in
vitro-Assays eine abstoRende Wirkung auf Axone von retinalen Ganglienzellen der temporalen
Retina. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dal’ die ektopische Expression von Ephrin-AS im
anterioren Tectum, zur aberranten Terminierung retinaler Fasern in diesem Bereich flihrt.
Ephrin-A5 konnte somit an der Etablierung der retinotektalen Topographie beteiligt sein.

Um weitere mdgliche Funktionen von Ephrin-AS wahrend der Entwicklung und im
adulten Organismus naher bestimmen zu konnen, wurden zunichst detaillierte
Expressionsstudien an GanzkOrperprdparaten und Schnitten von Embryonen sowie an
Schnitten adulter Gehirne durchgeftinrt. Die Ergebnisse dieser Analysen zeigen bislang nicht
dokumentierte Doménen der Ephrin-A5-Expression, die mit verschiedenen Systemen
neuronaler Konnektivitat assoziiert werden konnen. Hervorzuheben sind dabei der cerebrale
Cortex, wo Ephrin-A5 sowohl areal- als auch schichtenspezifisch exprimiert wird, die
Hypophyse und der Hypothalamus, wo distinkte Kerne Ephrin-A5-positiv sind sowie
Strukturen des olfaktorischen Systems, wie das Riechepithel, das vomeronasale Organ und
einzelne Schichten des Riechkolbens. Zusétzlich kann Ephrin-A5 spatembryonal und postnatal
im Cerebellum detektiert werden.

Des weiteren wurden Studien zur Expressions-Regulation von Ephrin-A5 durchgeftihrt.
Hierzu wurden ca. 5,4 kbp an genomischer Sequenz stromaufwdrts des Transkriptionsstarts
ermittelt und einer Computeranalyse im  Hinblick auf Bindungsstellen  fr
Transkriptionsfaktoren unterzogen. Diese Analyse ergab, neben Elementen des basalen
Promotors, Bindungsstellen  fir  entwicklungs- und  gewebsspezifisch  regulierte
Transkriptionsfaktoren wie NGFI-C, Hox13, Pbxl und Pax1/9. Um die Funktion der
identifizierten Elemente zu bestimmen wurden Konstrukte kloniert, in denen sie vor das
bakterielle lacZ-Reportergen geschaltet wurden. Diese Konstrukte wurden Gber
Vorkerninjektion in befruchtete Eizellen eingeschleust und die transgenen Embryonen im
Hinblick auf die Expression des Reportergens durch X-Gal-Farbung untersucht. Diese
Experimente zeigten eine Aktivierung der lacZ-Expression, allerdings ohne eine Rekapitulation
der endogenen Ephrin-A5-Expression, was darauf schlieRen laRt, daR die Kontrollelemente fiir
die gewebsspezifische Ephrin-AS-Expression nicht im 54 kbp proximal stromaufwarts
gelegenen Bereich des Ephrin-A5-Gens liegen. Zusdtzlich ist aus der Literatur bekannt, daf die
ektopische Expression der En (Engrailed)-Transkriptionsfaktoren die Expression von Ephrin-
A5 induziert. Diese Regulation kann entweder direkt oder tber die Interaktion mit Phx1, fur
das Bindungsstellen identifiziert wurden, vermittelt werden. Aus diesem Grunde wurde die
Regulation der Ephrin-A5-Expression in Enl-defizienten Mausen untersucht. Die Ergebnisse
dieser Versuche zeigen eine Verdnderung der Ephrin-A5-Expression im posterioren Colliculus
superior, jedoch keinen vollstandigen Verlust. Die Ursache fiir diesen Befund konnte in der
Kompensation der En1-Funktion durch En2 liegen.
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Die Ephrin-A5-Funktion in vivo zu studieren, wurde durch die gezielte Mutagenese des
Ephrin-A5-kodierenden Gens Uber homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen
(ES)-Zellen der Maus ermdglicht. Hierzu wurden Klone genomischer Maus-DNA isoliert und
diese Uber Restriktionskartierung und Sequenzierung charakterisiert. Die so gewonnene
Information (iber die genomische Organisation des Ephrin-A5-Locus wurde dazu verwendet,
,gene targeting“-Konstrukte zu seiner gezielten Mutagenese und damit Inaktivierung
herzustellen. Mit diesen Mutagenisierungsvektoren gelang die homologe Rekombination in ES-
Zellen und die Zellklone mit dem korrekten Rekombinationsereignis wurden zur Generierung
von chiméren M4usen eingesetzt. Die erhaltenen Chimdren transmittierten das mutierte Allel
an ihre Nachkommen. Durch diese Versuche wurden zwei unabhangige Mutantenlinien
etabliert.

Die phanotypische Analyse der homozygot mutanten Tiere zeigte erwartungsgemal
Verénderungen in Ephrin-A5-exprimierenden Geweben. So treten bei einem Teil der Ephrin-
A5-Mutanten (14%) schwere Defekte in der Organisation des Neuralrohrs auf. Diese Defekte
resultieren aus einer unzureichenden Schlieung des anterioren Neuralrohrs (wo Ephrin-A5
exprimiert wird), was letztlich zu Anencephalie und perinataler Letalitat fihrt. Ausserdem
konnten Faltungsdefekte des Cerebellums sowie Innervierungsdefekte des cerebralen Cortex
durch thalamische Axone festgestellt werden. Die retinotektale Topographie Ephrin-A5-
defizienter Mduse wurde (iber retrograde Markierungsexperimente untersucht. Hier konnte flir
adulte Tiere keine Veranderung festgestellt werden, was auf eine Korrektur aberranter
Verbindungen, die eventuell friih in der postnatalen Entwicklung auftreten, schlieBen IaRt. Eine
weitere Erklarung fiir dieses unerwartete Ergebnis ware eine Kompensation durch das dhnlich
exprimierte und wirkende Ephrin-A2. Die Analyse des thalamocorticalen Projektionssystems
zeigte interessante Befunde in Bezug auf weitere Funktionen von Ephrin-A5 auf. Hier konnte
festgestellt werden, dai thalamische Afferenzen eine Reduzierung ihrer Verzweigungen in ihrer
Zielschicht, der corticalen Schicht IV, aufweisen, was erstmals zeigt, da Ephrin-A5 auch als
wachstumsstimulierender Faktor auf neuronale Fortsatze wirken kann.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB es sich bei Ephrin-A5 um ein komplex
reguliertes Gen handelt, welches in erster Linie neuronal exprimiert wird. In verschiedenen
Systemen neuronaler Konnektivitdt und Musterbildung konnte eine funktionelle Beteiligung
von Ephrin-A5 nachgewiesen werden. Insbesondere die Analyse des thalamocorticalen Systems
zeigte erstmals eine Beteiligung von Ephrin-A5 in einen wachstumstimulierenden Prozel3 auf.
Axone thalamischer Neurone werden hier durch Ephrin-A5 zur Bildung von Verzweigungen
angeregt.
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7 Anhang

7.1 Ermittelte genomische Sequenzen

Die folgenden Daten entstammen der Sequenzanalyse genomischer Klone und entsprechen
den Bereichen, die einzelne Exons umgeben. Die Exons selbst werden durch fette Schrift
hervorgehoben.

7.1.1 Ermittelte Ephrin-A5-Promotorsequenz

Nachfolgend ist die komplette Sequenz angegeben, die fiir die computergestlitzte Analyse
potentieller Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren herangezogen wurde. Sie enthdlt das
komplette erste Exon von Ephrin-A5 sowie ca. 5400 bp stromaufwarts des Transkriptionsstart.
Eine schematische Darstellung dieses sequenzierten Bereiches des Ephrin-A5-Locus ist Abb.
3.20 zu entnehmen.

GGATCCAGT CCCCCCCCCCCGCCCCCACCACCACAGAAGCT TTTCGT CTGCAGGAAAAT GCACATAATTTAAAGAAAGAA 80
GATCTGAGTI TTGCCATAATTCCATGCTTTCCTTCCCTTTGCCAGT TTTGAACCGAAGGGGAAAAGT AAAGCCAGAGCTAA 160
AAAGGGCTTGGAACCAGCCTTCCCCATTTTATATAATCATGCT TATTGACTGGAGGT TATATGCTATGCTCCTCTTTAAA 240
TAGAATTCTTGCAGAAGT TGATGAAAATCTTTGGT GAAAAACT GATTGAGAACAAGT TTTCTCTACCTCCATGCTTGIGT 320
GTCTGTAGATTTCCGCACAGGAATCCCATGTCCCTGT TTGT GTACATATACGGTAGCACTGGCCACTTTTACAGAGATGT 400
ATTGGCTTTTGTAGACTTTCAAAGCAAGTAAAAGAATTTTTAAAAAACGCACACT TGTGTGCCCTCTGGGTGATGGTCTA 480
TGTAACTGGCAGAACAGGCATATCCTAATCACTAGT TGGAATGT GGAAAATGT GTAAATTCAATTTATTTCTGTAATAAC 560
TACACATATTCCTTTAAAAATGGGTGTTATAGATCCAATTATAAAATACAGATACCGACTCTCTTATTGATATTCACTTG 640
TAGTGATATATTGICTTAAGCAAGATATTTATTTAATAATTCAGAGAAGATAGTATTGGGT TATACTTTATGCTAATTGA 720
TTAGATTTGCAAAATGGAGACAATTTTCATCCACAGAATTTTATTTAAAAAGAT GAAGAGGGAAATACAGAATAAAACTA 800
TGTACATGCTCAAGCAGT GAGATTAGAGAAAT TGCT TAAGGGGAATAAACTCATTTATGTGCTTAGTGGCTGGT TACACA 880
ATCCTGTATATATTCTGAAATCTGCATAATAAAACGT GACGT GGGACTGGCTGAGACAACACTTATTTGCTTTCAGAATC 960
ACAAATGGACACACACACCTTTGTAATACAAATGTATACACACACACTTACACACATACACACTTACACACATACACACA 1040
CACATGCACCTTATTAGGAGATCTAGGT GT TTCTCAAAATGACTGCTAACACATCTGCACATTTGGAGAATTTGCTACAG 1120
TCGCATTATTTAAAACGTGT TTTGAAGTAGGAAGAACAACACACAGCTTGCTCATTCCGAAATGGAACAACTTTAAATCC 1200
CTGTTTTAGAATATCACAGAGCCTTTTAAAAACCATTTCTGGATTGITTTGI TTGGTTGITCTTGITGTTGITTTTTTCC 1280
CCCTAGAGT GTAAAAGGAAGGAT GCTGAAACAGACTACAGGAAGT CCCAGCACAGAAAGAGT CACATGAGAAGGAGACAA 1360
AAGATCAGGGT GATTGGTAT TAAAGGTAGGGAT GTGATAGT CTGTAAGCAAGATCAGAGGTTGAAAATGAATGTTTCCCC - 1440
TCATCGGGCTGT CTGAGGAGAGAAGAGGCAGCAGACTTATTATTTCTAAGTGT TCTGAGAAACTTCTCTTGTGAAAGAGG 1520
GTAAAGAAGAGAGTAGATAGAGCT TCACT TCAGT CTGAGGGCAGGGT CGCGGAGT GACAGCTTAGTGGTTGGAGCTCTCA - 1600
CTGAGGATTTAGAACAAACACTAAAAGCT CTGCAGAAACAGTAGGATTGGCTTAAATACTATGCTAACATTCATTAGGGT 1680
TGITTTTGI TTAATTAGGGATGT TAACTATACTTTCTTTAATTCTTGCTCTAGAGT TTGTTTCCTCTATTACTTTTGCTG 1760
GATACAAGT TCCAATTTCACATCTTAACATAGTI TAAATTTGATTTTCCTAAATTGAGAGT TGCCGAGTCTACAAACGGTG 1840
GGGCCTTGATTCACTTTTTATTTATTTAATTTATCTCATTCACTCATTTTGGCTGGACACTTGACATAATAGAACTCTAC 1920
AACGCTAATTCCAATAAGCCAAATAGAAAGAT TTGCCCCACATTTAAAGGTAGGTATTGCTCCTGTAGTCATATCTTGGA 2000
GATCATACTTGTAAATAATTGI GTGACATGGAAAATTGT TTAAAAGCGT CTTTCAACTTAGCAGACTGGATCAAGAAACT 2080
CTGCCTCACTGGTGAGCTGATAAATAAGAATGGGCCTTATTTTCCTGAAAGATTGAAGTAATTAAGGCAAAAATAAATTA 2160
CCTGGATCAGCGCTTCTCAATCTTCTATCCTCATTAGAATTCTCCAGAGAGCTTTTTAAAAATTACAGATCCAGGTCTAG 2240
CCTAAACAACGGGEGEGEECTCAGGCACTCTCCTTCTAGAGAGCTCCCCTCAGTGATTCTAACTCATAGTTTAGATTAGAACA 2320
CAGATTTGGT CAGT TAAAAGCAAACAAGACAAAACAAAACAAAACAGAAATAAAAAAAAAAAAGAAAAACCCAAAGCAAA - 2400
ACAAAACTAAAT CAATCAACCAACCAACCAATCAATCAATCAATCAATCAATTAGAGCCAATTCATGT TTTGAGGCAAAT - 2480
AATGGTTTTGCCTCAGTATTACTGGT TTTAAAGT TACCAGAGTACTTGTCTGCTGATACCCATTTACAGGACTGCGAGEG 2560
CCCTGCATAGACCATTACCAACCTGCTTTTAAGGTTCTACCCTGTTTTCATCTTGTGGAACTTAACACCTTCATCAATTC 2640
CATGAATTTTTATTCCTTCACTTTTAATGGCTCTTGI TTTCTTTTGGT TGGACAAGAGGCTCCTGCCTTAGCTGAAGAAA 2720
AGCTACTCATTGTATAAAGAGCAGATTGGTAACATGGGGT TAAAACCACTATTTTATATGGAACTATTTTCTATGGATTT 2800
ACTGTGTGTGT CTTCCGACAGAGT CACATTACCTCGACTAGT CACATTACCTCGTAAGGCGTGTATAGT TAATATATACT 2880
TCTCTTCCAATTGTATCCACTCACGTATTCAAGGGTCACATTGCTTAGTAAGT CCAATGTCAATACTTGGCTCCAGAGGA 2960
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GACATTTAATTTAGAATTATTTCTAATAGACATCTGAGTTCTGTTTTGAACTATTTCAAATCTAGTATCTTATTCCAACC 3040
CCATGAATCATTTTAAGGAAGACCATAGCATACTTTTGTCTCATTAAAATAGGGCCATTCCTATTTAAAATAAAGTGGAG 3120
ATGTTTAAGATATTAAAATGGACTTGTTCTTTTGGT TTGATGACTTTTTACATCTATATGCATTTCCAAGGGGGAAATAA 3200
GCATGTATTATTTCTTTTTTTTTGTCTGCCCCTTTTCAACTGTGGTGTCTTAGGAAGCCAGCTGGCTCCGTCCCTGATAC 3280
CTGATAGCTCTTTGAGACTCTTTCTGAGT TTCAGCATTTTCCTCAAGACAGAAGTCTTGAATTCCCTCCTTCCTAAAGAT 3360
ACACATAACCTTTTAAAGGGT TCAGAATATTTCCTGCAGAAATATTCTCATGTGCCTTTGTCACATGAGTGCCTATTACA - 3440
GTTACCAT CAAAAAGGCT GGGAAAGAAAT CTAT CCTTCCACAGCAGAGAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATACCCTG 3520
AACTTGT TCACCAGCCAGAGGGACAGCAGCATTTTAAATGAAAAACCCAAATTGATTTTAATAGT TAAATCTTATCGTICT 3600
TGITTCTTTAAGGTGTATCCCTCCTTTCTTGACGT TGGAAATTTGGT GAAAGAAGCAGAGGAGAGCTTAAGCGAATAGAA - 3680
TAGICTCAATTTAAACTCTTATAAATTAGT CTATCAGT TGGT CAGTCATGCAGT CTAACGATAACGGT TGTAATTTACGT 3760
CTGGTCACTCAACATGGACGT TCCTTCAGGATAATTAGGGAAAAT CTCCATCACGT CCAGTAACGCCCAGCCTGTGGGAA 3840
CTGCTTCTTTCCTCTCATGICTTCACTCATCCTGACCTTAGATTTTCCATCAGGCTCAGCGT GGGCTGAGGCTGCCGTCA 3920
TTGCCCCTGCTGEGT GCGGACT GCAGGCCGACCACT GGAGGCGT CTGGACGCTTCCAAATTTCTCCGAAGCGCTGGAAAC - 4000
CCAGGCCGAGCTTTGGAAAACGCAGGATGGAGAATTTGATATTTAATTTTATTCGTCTAATATGTAAAAGGGAAAAGACG 4080
CAGTGT TGAGAGGATGGAAAGAAAGGTAAACGECTTTCTTTTTTGGGT TCGGCCTTCTTACCAGGCTGTATACACTAGAG 4160
AACAAAATAAAAAGT CTGGGAT GCAGGT CTCAGCAGCAT CGGGT AT GGGGECT CGAT GCCAGGGCGCAGGACCACAGGEGA 4240
CCCGT CCCGAGGCGCCAGGACT CCTCGCT CCCAGGAGAT CCGECT TAGCTGGCCTCAAAGGATCTGGGECCCTGCAACCTC 4320
CTGACCAGCCCAGGAATGCACGGECCTTTTTTCAGCAATAAAGGCGTTTTCCCTCCCTCTCACTATTTCCCTCCCTTTTCT - 4400
TCTCAAACCGAGT TTAGT TCAAGATATTTATGT GGGGT GTGCGT GT GCGTAGCGAACCAGCCCCAGGATCCGCGTGGAAA - 4480
AGGTGTAAAGT ACT GACGGGCTCGCGCGCTGCGT TTTTCTCCTTCCAGCTGAAGGT TCACCCTGAATTGTAATCACTTTA - 4560
AACTGAGATTTTTTTTTTTTCTCCGACTTTTCAAAACCTGCTTTCAGAGAATCACTTTAAAGAAAAGTCCCATTTCCTGC 4640
CCCCAAGCCTTTAAATCTCGGGTAGAAAGAGAGGGT TGAAAGGCACAAGAGAGATGCTCAGATTTCCAGATGACCCTGTG - 4720
CGGCGT GT GCGGECGT GAAGAACGAGCGGAGGT TTACACGAACT CCGATTTACT TAGGGCTGCCCTAGCCAGTCAGCGCAG - 4800
ACTTCACGT CACCT GAGCGGT CCCCGAAGCAATTTTCGGCTCCCCTTTTGGAGT GGGAGCCAGT TTCTTTTCAATCGAAA - 4880
GACCCTACT CCCAAGT AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAT GCCAAATCACTCTGAGT CCAGACGCACTTCAGCA 4960
ACCAAAGGGT TACT CGT GCT GCCGEGECT GEGECCGCGGAGAGEGT GCCTCGGECACTCTCAGTAATTCAATTAGTCAGGTTT - 5040
CAGGAAGGT GEEGECEEEEGET GAGGGT GGAGGCGT GGEGAGGGAGGAGAT GAGGAAAACGCTCTTTCTCCCGGAGCAAACC 5120
AATCCGGT TAGAGAAAAGAGAGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAACCGAT CTGTAAGCAAACAGCAGGCCTCTCCCTGACTGG - 5200
TTACTCCAATCACCCCCCACCCT CCAAGT AAACT GCAT GGAGGGAGGEGEGEGAGT GGGGAGGEGEGAGCAGCCCACATGACCTG - 5280
GGCCGCCGAGGECAGCAGCGCCGEECEECECCT CCCCCT GCT CGGT CCGGAGCT CACCCCCACGCTCGCGCCGCCTGCCAAC 5360
CCAGCGCCCCGCGCAACACGCCCGEECEEAGCCCCCCT CCCGCT GGCCCACGT CCACGT CCACGCGCGCGEEECTCGCGTG - 5440
GTGCCGAGGCT GCTGCCGCCT GEECCGECCGCGECAGT CGECTTTACACGCAGGT CATTAACGAGGEGEGEECGTGCCCGAGGA 5520
GATTTTTTTTCCCATAAAGCATTTTTTCTCTCCTTTTCTTTTTTTTTTTTCCCTCCTCTTTTGCAAAACTGACTTTTCCC 5600
CTCCTTTCTACTTCTCGCCAGT CTTCCCAACCT CTCCAGGCTGCTCGCGCCGCTGCACTCAAGI TTATTTTCCCGCCTGG - 5680
GCAGAGGTTTTAGGATTCGGT CGGTGECTTTCACCTCTCGT TACTGCTGT GCCTAAGGAGGGAAGGAGGAGGCAGCTCCG - 5760
GATCGGGAAGGT TTTCTGATGTAGT CAT CGGGGAGGT GCCAGCAGCTCGCGTGTGCTCCCTCTCCCTTTTTCCCTCCCGG - 5840
TTTCAAACTGATTGATGAATCTCTACAAGT TGCT GGGEGT TGEEECCGGAGAGGT CCGAGTCCCAGGGACACTTCTGAGAG - 5920
CTCCCCCCCEEEECTCTGEECACGCCGT GCGEEGEGET TCAGCCT CTCTCCCGGAAGGCGAACGGAGACTGTCATCAGCCCA - 6000
TCCCGGACT TGGAGGGCTCCATCCGAAAGT GATTGT TTCCCCTCTCGCTTCTCAGCCCGGCAGT TGECTTGECGTCGCCC - 6080
TGCAGGT TTGGGCATCCCGECCCCGCCTGECTGECTGGT TCACAACCTCTGCTCTTCATTCACTCCGCGGECACCCACACC 6160
CGGCCAAGACAAGCTAGCAGGAGAAAT CCCCGACT CAGCCAGCGCCCGEEEGT GCCATCTCGCTCTGCCTCTGCGGICGG - 6240
ACTCCTTTGGGGACCTGCTGGAAGACGT GAAGAGCCAAACT TTTCTTGGAGCCT TTTCCGAAGCAAGACCCGCTCCTCCT - 6320
CTCCTCGCCTGAGCGCT CGECTGCGECT TTGEGECAGT TCCAGGACT CCGECAGAGCCGGECTTGCGGATCCAGATCGCCA 6400
CTCTTCTCTGCGCACCT CCGEGTACCGCAGT CCACAGGACT CCTGCGAGCCT TGCGGEGEEEGT CGCCTGECCAAGECACAG 6480
AAGGGAGGCTCCGGACT GCTTCCAGCCT CCT GGGGACACCAGT GT GAGGACGCCCCCCCCCCGCCCCCCTCCACACAGCG . 6560
CCCTCCTCCTGCAGT TTCTCTCCGGCCGCCAAAGT AACT TGGAACAAAGCGGEGECGCACGGT GAGGGECCCAGCGCGECEG 6640
AGGAAGCCCGT GCAGACCGCGECGCCGACACT GAGCCGEEECCCEECEEECCEET GTATGTCTCCCCGCAGCCGCGECECT - 6720
CAACTCCCCGT GACT GT GCAGCGCGECECCECCECCT GCCCCGACCCGECECT GCCGCCGECCCGECCCCGCACGCACCTCCC . 6800
TCTCCCGGEGET GACCGGECT TGCAGCCGCCGCCCGAGACACAGCT CCGCACCCCTACT CCCGCCCTCGCCGCCGCCACCGC 6880
ACACACGCACGCGTCTCTCCGTCTTGTGATTCTTCTCCCCTCCCGAGCCCTTCAGT GGGGGTGCGAGI TTGTCCCCCCGC 6960
CCCAGCCACTGCCTCCTTCTTCTCTCTCTCCTCTTCCTCTTCCTCCCGCGCT CGCCGCGCGCCTCTCGCCCCTTCATCGT - 7040
ATTTATTCCTATTTATTTGGCGT CCGCTCTCTTCGTCTGCCCCTCTCCCTCCCTCCCCCTGGATCCCCGATCTCTCCCCG 7120
GAGT GECGCGT CGEGEEECT CCGCCGCTGECTAGGECGT GATGT TGCACGT GGAGATGT TGACGCTGCTCTTTCTGGTGCTC - 7200
TGGATGTGT GT GT TCAGCCAGGACCCGGEGECT CCAAAGT CGT CGCCGACCGCTACGCCGTCTACTGGAACAGCAGCAACCC 7280
CAGGTAAGGT GECCGEEECEEEEECECCAAAAGCT CGEECT CCECGEEECCT GEGECCGEGAGCAGEEGACACGECGEECCEG 7360
GAGCGGCGCGCACCAGCCGCAGGECAGCGT GCGCCCTCEGAGCCT GCGT CGCCAGACGCCGCTGECCGCCCEECECCEECG - 7440
GGAAGCGCTCGCTCCGCGCCGCTCTTTGT TAAGCCAGGGECGECAGGEECCGECGECTGCTAGCAATCCCCAGGECTGCGECG - 7520
GAGCCGCT GCCTCCGACCGEGET GCGGEEGAAGACACGGEGAAT GEECGEGAGCCCCGGACCCGEECCATCGCTTCCCAGTCG - 7600
GGGAGAT TGECCCGCACCT CCGGATCCCGGCT TAGAGCT TGGGT GCTGGTAGCCT CGGGT GCGTACTGCCAAGAGGTCCT - 7680
CCCTGGAGCCT GEGEGEEECECEEEECT GAGGCCGGEGATCCTGATAGATAGCATCAAAGT TTTCTTTTTTTTTTAATTTTAA - 7760
AATTTTTACTTAAACATAATGCCTTCTTTTACCT CCTTGCGCGCATAGAGAGAGCGCGTACCGGT TAGAGGGAAGCAAAG 7840
GGGGGT TGGAGGGATGEGT GAGT GGAAAGCGGAAGCT TTAGGGT TTAATGT TCTTTTTAACTGCGAGATAACTGI TAGGT 7920
GACCCCCCCCCCCCCCCACACACACACCGCCAAGT CGGT CTAGGCCCATCGCGCTTGECCCTGGAAAGGATTCTCCCAGC 8000
TCGGGCACCCTCCTTTCCCCCCCAGT GGGCT TAAGGT GCCAAAAAGT TTGATCGAATGCCGGGT TACGTCACGAGTGCAG - 8080
AGCGAGCCGCT GGAGT TGGECAAGCCGGAAGGT GGGAGCCT TCGECCCCGEGEEECCT GGCGCTGTGCACCTGGAGGGACGCGC 8160
GTGGITACCTGC 8172
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7.1.2 Ermittelte Sequenz um Exon Il

CGCAAAT CTCGAGGACAGCAAATGCTTGT TATGT CCAGT GAAT GGAAAAGAGGACT GGAACCCCAACAAGAATTGTCTCT 80
CTAGGGACT GTGAAGCGGACCTATGGACAT GGCGT TAGCAAGT TAATCTCT TAGGAAATGT TAGCTCCCAGGTCACTTTC 160
CCCTCTACCTTTTACTAGCTAGGAACACTGGGTATGTCATGTGATTCCCTAAACTCCGT TTCTTTGCCTTTGAATGGATA 240
TGACAACAGT GGGGATTCTGT GTGCTGTGATGAATGT TAACT GAAATAATGAAT GTCACACAGAGAGT GCTCAGT GTTAA 320
GTCATGCTCGTGAGT TTCTTCCCAGT GAGAAAGCCATGACCACT TTGTACCCAAT CGGGGAGGGECTTGGTATAAAATAAG 400
GATATCTCATGCTGTCTTTCTCATTTATACTTGAGCACATTATACAATAACTTTCATGTATTTCAGTTAGTAATTGITTG 480
TGTATACACACACACACACGCACATCTTATTCTTTGACATGCAGTAGTAGACAAACT TGTGCAAATGAAAGATTTGTAAC 560
CAGACAGACAAGCCTATAAT CCTATCAT GCAGGAGGCAGACACAAGAGGT TTAGGAGT TCAAGGGCCATTCTTGGCAACA 640
GAGCAGATTCTAGCATAGCCT CAGCCACCTAACACCCTTGT CTGAAAAGACAAGCCCGAAT GAAGCACAACTGTGAATTG 720
ACTATGATAGATTATTGTCTTCGGATATTGATCGGAGAGTACGAATATTACTCTGTACAAGAATCACATGTTTAAAATAC 800
AACCCTCAGT AATGTAAGCAT CTCACATAAAAGCACACTATCCCTCAGTAATGTACACATCTCACATAAAAGCACTCTAT 880
CTCCTGAAGGGAACACCACTCACCCCACTGTGGAGTGGGT TTTCAGT TCCATAGT TTTGCTTCCTTAAGATTCTAGTAAC 960
ATGAACAGGGACAAAGAT GGAAAAGAT GAACT GAGCCTGAAATAATAATAGTAATAATAATAACAACAACAACGTGACAA - 1040
CGTGGCTTTTAATTGTAGAAAAACGGAAT TACAGAATAAAGGAATAACGGEGGT GTGCCCAGGTAGCTGCAGI TTTCATTT - 1120
TCAATTTAAGCACTTTCACATGCTAGT CAAGCTAGCATGAAT GACACT TAGGGAGAGGAAAAAAAAAACTTCCCCCTTGA 1200
ATGICTTTAAAATCTGTAATAATAATATAATAGT ATAAAGT GCATCTGGGCATCGCCTTCTGCTGCAGITCTTGICTGEC - 1280
GTTTGTCCAATGCTGTCAGGCTACTCTTGAGT GGTGATGATTCATAGCCCAGCACCTTTTATCTGAACACTGCAATGTCT 1360
TTTCTTTGTACTTAAGCAGTGATGI TACCTTGATGI TCAGAAATCTTTTAAAAGCAAGTCTTCCCTTGIGTCTTGACAAA - 1440
TCATTGT CCACCAGT AATGAAGAAGAGGGAAAT GCGCGAGCAT TCTAAACACAAAGAAATAAACATGTATGECGTATGEC 1520
TCTCTTTGCAAGAAGT GGCCCACGAGAGAGGATTCTCATTGAAATGCAGATCCTCTGATGAAACCTCAGGGTTTTCTTCT 1600
ATGCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT CTGAGACT TGAGGGT CCTTGGGAGECCAGCAGGACGGATTCTCATTG 1680
TTATCCTATCTTATTCATTGGGAAACT GAGGCT CTGGATGATGTATGACGT CATCAGATCCGAGTCTTAAAGCCAGTITCT - 1760
GCCCACTCAATGAGTAGAACCATCACTTTCTCCTTTAAACAATGCTGTCTCTCCAAAGGGAATCTTTGTCAGAGAGTATT 1840
TAGCATTGAGGAGAAAAGTAGT CTTATTTCTCCCAGGT TGAACATTAGT TCCTAAGT GCTGAAAGTCTCATGAGTGGGTC - 1920
CTACATTTTAAGAACTCATTGGGAAACT GGGEGEGECGET GCGGAGGATCCTGGAAT GAGAAGGAGT CTGGGAATCATCCCAGA 2000
GATAACCAAAGGGACGAGGATTTTCACGT GT GGGGAAAGCGAAAGGAGAAT CCAGAGACTGCTGACATCTCGGAATGTTT - 2080
TATAGACTACCT TGCAGAAGAAGAATTAGAT TCGCCCTTTGT AACT CCAGGCAGCAGAAGT CGGATCCGTGGGTAGGAAT - 2160
TACACAGAAGCAGATTTATGCTCAATACAGGAAGAAAGT TTCTAACATTTAGAGATGTCCAAAAATGGAATTGACCCGCT 2240
CATCATCACTGGGAAGT GTTCATGTGAGACT GACTGT CCGGCATGAAGATTATGGCACTTTATGAGTGTTGTATTTCAGC 2320
AGGAACACAGT TTTATGGTGAACCT TTCTGAGGGCT TAGGGAAGAATTTCCTCAGGAGCTAAAAACAAAAGCTTTTTTTT 2400
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTATGCTTTCCTGCCGCCATGACTTTAGGCTGAGAAAGATTTACCCATATGACCCCTGA 2480
TTCCCACTTCAGTATGTCCTGTGAAATACATTTCAGCTGT TTGGAAGAAGTCATTAATTAAAACAGAGAAGCCATAGITT 2560
TATAAAGT TAAACT GAAGCGGGATTTGGTACT CGCAGGGGTGATGT GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTAT 2640
GTAAAACGT TTCAAATCAGGCTATAAATCCTAAGCGT TCAGTGAAGACTTTTCATACAAAATGT TTGATCTCCAAAGTTA 2720
TTGAAGGATACAAGT GTAGAT TCCGAGCAGAAACACCTCCCGGTATGAATTACCGTGITCTTTCCTTCTGTTTCCAACAG - 2800
ATTCCAGAGGGGTGACTACCACATTGATGT CTGTATCAATGACTACCTGGATGT TTTCTGCCCTCACTATGAGGACTCTG - 2880
TCCCAGAAGACAAGACTGAGCGCTACGT CCTGTACATGGTGAATTTTGATGGGTACAGT GCCTGCGACCACACGTCCAAA - 2960
GGGTTCAAGAGAT GGGAAT GTAACCGGCCT CACTCCCCAAACGGACCGCTGAAGT TCTCGGAAAAATTCCAGCTCTTCAC 3040
TCCCTTTTCTTTAGGATTTGAAT TCCAGGCCAGGCCGAGAGTATTTCTACATCTGTGAGTACCTGGAGATTTATTACGIT 3120
GTGGGECAGCTGCAAAACTCTTGACTGATTTCTTCTTCTTTTTTTTAAACCTGTGTTTTGGAGAACTGCACAGCTGGACT 3200
CTGTGITTACAGATGTCTCCTTGTGAACACATACATCATGATCCCTAGATACATTAGCTGGGAATTGAGAGCCCAAATTAG 3280
ATTAAAGCAACGGCACCTCTTCCTCTATGAAACCCCGT GTCAGCCT GTGCAGT GAACCACTGCCGACATTTATTTCTTTT - 3360
AAATGAAAATTGCCAGGACTATTTTTCTTTTTTTAAATCTTGGAGAAAGGGGAAAAAAAAAGATTCCTGGAAATAAAAAA 3440
AAAAACTGAAGGAAATAATTAAATTTACATAACTTGGAGTCC 3482
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7.1.3 Ermittelte Sequenz um die Exons IlI/IV

CCCGCAGGCCTTGATACCGAAGT TACAGT GAAATCTTAAAAGT AGGGAAGT ATATATCTTCCCGAAAAAACTCTCCTCAG 80
TGTGAACTAAAATGT TGTCGTGTCTTTGTACCCATTTATAAL TCCATCCTTCTCTGGGAAAATTAAGGAAGATAAACATG 160
CTAAAAAACCGGT GCTTTCAAAGCAATTGT GCTCAAAAGCACT GCGGAGT CGCCGGGT TCAGCCAGT CATATAGAAGAAA 240
GCACAGCCAAAT CCCCAGAAAACCT CAAAAAT ACCT GCT GCGGAGCACT GACAGAAAGCT TTCAGGACAGAAAAAGCTCT 320
GCTTTCCCCAGCAGAAGT AGGTCAAGT TGAAGT CCGCCTTGTAACTGTCTGT TACGGGT TTTGACAGCACTCTCACTGTG 400
GGGECTCTGCTGEECTCTTTTTTTTTTTTCCCCTGTGGT TGAGGAGCTGI TCCTGAAGCAAGAGAGT TCAGGCATTATCCC 480
TCCCGATTTAGAGAAAATTGATAGCAGAT CAAGT GAAAGGGGAGT GACTTGAAATAGAAGT CTAAGCATTTTCCTATAGG 560
ATTACCACATTCCTGCATGATTCTTCCTTTATTGI TTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAGAT GGGAATATGAGAGTCGCCTTC 640
CTATAGCATTTAGCTCAGT CTGGAAAGTATTGTI TTGT TTTAACT TCAGGACAAGACGCAGACAAGT GTATATCCCGCAAG 720
AGITTGAGTAGAGCATTTATTCGCATGT GTAAAACAAAGAGTAATGAGT TGTTATTCTCTCCTTTTTCTTCTGCCCTCTC 800
TCTTTGCCTCACCCACAGCCT CTGCAATCCCAGACAACGGAAGAAGGT CCTGT CTAAAGCTCAAAGT CTTTGTGAGACCA 880
ACAAGTAAGT TCTAGAAAAGAGCT TCTGAGGGT CCCCCTCACT GCGCATGCTCCATCCTATGGT CTGGT TCACAGCGGTA 960
AAATTCTGGTTTCATTCTGI TGTATCTATTTATTTTTACTGT TCGAGACGTGTGTGGTACCTGTTTTGTATATCCACATC 1040
CATGITTGAGITTTCCATCATATTTTTTTTCCTCATTCCTCATGATGCTTTTTTATTTCGTGTATCGAAGGACCCAGCAG 1120
TTGCTAACTTGT TGTTTCTCAGACT GTTGT CCAT GCACACAGCAAACGGGAACGATACTGGCATGTGGATACATGCCATG - 1200
GATTGTAATGAAACAAT CTCTACATTAATAAAAGGAAACGATAGAGAGAAAGAAAAAAAAGAGGAAGTGGGAGT TTAAGG 1280
GTGTCTTCACTAACATATTTGGCTGT TATCTCTATTTTCGT TATAGATAGCTGTATGAAAACTATAGGTGTTCATGATCG 1360
TGITTTCGATGT TAACGACAAAGTAGAAAATTCATTAGAACCAGCAGGT TAGTATGCTTAGAGAATCTCTTGTTAACCAA - 1440
CGCATCTCTCTCCGGTGCCTTAGTCCTGGT TTTCCTTTCTTCCTTTCTGCATGCGTGCATGCGCCCGTTGITTCTGCTTC - 1520
TGCCCATTGCTAGCCGCTTGCTAATATTACTTATCTTCTATCTCATTCCTCCAGTATTTTTGTGTAGTGCATGCTAGATA 1600
GAGTACAACTTTTCTTTCTTGGACATGGGT CCCATTGGAAGCAGT TATTCTAATATAGAAGCCCTAAATACTAAAATCCC 1680
ACTGTCTTCTACCACAGCCTCACGT GTGTCAATGGATCACAGTACATATAAAGCCAGT TTTCATACAAGACAGAAAACAT 1760
TTCTACTGTACATGI TTATGAAACTTTCTTTTATTTTTCTTAATACCATATCCAAATCCGTGGATAAAAGCAGTAAGATG 1840
ACTGCACCAAATTAGCGACTGATTTAGCTTTCTCTAGTGCATCCAATGACGAAACTGACTAAACGT G 1907

7.1.4 Ermittelte Sequenz um Exon V

TTAAGGGATGTGAATCTCATGAATGTGGCTCTCTATTGAACAGAT GACACCGT ACAT GAGT CACCGAGCCAT CCCGCGGT 80
GAGAACGCGGECGCAGACACCAAGGGATCCCACCCCTTTTGGECAACCCTACTGTCCCTCCTGGCGATGCTTTTGACATTAT 160
AGCACAGT CTCGT CGCTGT CACAGAAAAT GT CAGGGT CTTGGAACCACCAGAGAT CCACTAACT GCTCATCCCAAGAAGG 240
GACTTGITATTGGTTTTTGGCAGATGTCAGATTTTGI TTTCCCTTCAGCCTGATTTCTAAGCAACAACTTGGGGTTGTTG 320
GGT GGGT GEGEEGEEEEEGAACCCAGT TGCTGCCTCCTTCACCCCACCCTACCCCTAAGCCCT TGCCCTTGACTCCTCTCAT 400
CCCCTTCCCAATCAAACGGAGT CCAGAT AAAAAT GCCAGAT TGT CAGAGT GACAGCAGCAGGT CTTGGECCTCCTGTGCGT 480
TTCTAGA 487

7.2 Ein-und Dreibuchstaben-Code fir Aminosauren

A Ala  Alanin M Met  Methionin
C Cys  Cystein N Asn  Asparagin
D Asp  Asparaginsaure P Pro  Prolin

E Glu  Glutaminsdure Q Gln  Glutamin
F Phe  Phenylalanin R Arg  Arginin

G Gly  Glycin S Ser  Serin

H His  Histidin T Thr  Threonin

I lle  Isoleucin Vv Val  Valin

K Lys  Lysin W Trp  Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr  Tyrosin
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