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1 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass bel der Aushildung und Differenzierung des
Gehirns eine Vidzahl von Transkriptionsfaktoren und Signalmolekllen betelligt Snd. Zu
diesen Faktoren zahlen auch FGF8, FGF17 und FGF18, die zur Familie der Fibroblasten
Wachsumsfaktoren (FGFs) gehtren und in die Aushildung der Mittel hirn/Hinterhirngrenze
(MH-Grenze) bei der Mausinvolviert Snd.

Um die spezifische Funktion von FGF8, 17 und 18 im Zusammenspiel mit anderen
Faktoren, wie Otx2, Gbx2, Wntl, Enl, Pax2 und 5, die ebenfalls an dieser Musterbildung
betelligt snd aufzuklaren, wurde im Rahmen des ersten Projekts der verkirzte, dominant
negative Fibroblasten Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (FGF-Rezeptor 2) ektopisch unter dem
Engrailed 1-Promotor in der MH-Region der Maus exprimiert. Die Dimeriserung des
dominant negativen FGF-Rezeptors 2 mit den endogenen Rezeptoren flihrt zu einer
Inaktivierung der FGF-Signalkaskade in der MH-Region. Uber diese spezifische
Inhibierung der FGF-Signakaskade sollte die Funktion von FGFsim Isthmus der sich
entwickelnden Maus untersucht werden.

Die heterozygoten Mause dieser Linie sind weder anhand der Expression friher
Musterbildungsgene in der Entwicklung, noch anhand der Anatomie des adulten Gehirns
vom Wildtyp zu unterscheiden, d. h. Se zeigen keinen offendchtlichen Phénotyp. Die
Erklarung hierfir ist vermutlich auf einen zu geringen Transkriptiondeve der ektopischen
sense-RNA, die ektopische Expression der antisense-RNA oder auf die FGF-FGF-
Rezeptor Interaktion a's solche zurlickzuftihren.

Auch FGF2 it wie FGF8 ein wichtiges Signalmol ekl wel ches an der Aushildung des
Gehirns beteligt ist. FGF2 it bisher eher fir seine Involvierung in zdlulére
Differenzierungsvorgange bekannt. Da Uber die Faktoren, welche durch FGF2 im Gehirn
reguliert werden wenig bekannt ist, wurde in einem zweiten Projekt ein Genfallen-
Experiment mit FGF2 (bFGF) durchgefiihrt. Dabel wurde ein neues Maus Gen mbFZb
(Maus bFGF reprimiertes, mogliches Zic3 bindendes Protein) isoliert und anschlief3end
dessen Expression wéhrend der Entwicklung der Maus studiert.

MbFZb kommt im Embryo in zwei Spliceformen vor. Diese beinhadten einen 600
Basenpaare umspannenden, trandatierbaren Bereich. Das mbFZb-Protein zeigt eine Sarke
Homologie zu dem maglichen Zic3 (Zink finger in cerebellum 3)-bindenden
Transkriptionsfaktor in Xenopus (Acc. Nr. AF12913), ist jedoch in keine bekannte Klasse
von Proteinen enzuordnen.

Aus den mbFZb-mutierten Zellen des Genfalen-Experiment wurden Méuse generiert. Daes
jedoch in diesen Tieren im Rahmen der Transkription zum Splicen um den Genfallenvektor
herum kommt, und somit ein Tall (ca. 10%) des Wildtyptranskripts weiterhin fur die
Trandation beraitsteht, zeigen auch die homozygoten Tiere dieser Linie keinen Phanotyp.

In Wildtyp-Mausen ist mbFZb schon am Tag 9.5 der Embryondentwicklung ubiquitér zu
detektieren. Spéter ist zudem eine Verstérkung der Expression im Gehirn (v. a. den
Ganglien der craniden Nerven 1V, V, VIII, IX und X) im Neurdrohr und den
Spinaganglien zu beobachten. Auch im sich entwickelnden Auge ist mbFZb in der Linse und
der neuronaen Retina zu detektieren. Im Gehirn adulter M&use konzentriert Sich die
Expresson auf den Hippocampus, den piriformen Cortex und Zelpopulaionenim
olfaktorischen Bulbus. Diese Expressonshereiche Uberlgppen zu einem Grof¥ell mit den for
FGF2 und die Zic-Gene beschriebenen Expressionsdomanen.



Diese Expresson |&% zusammen mit der Tatsache, dass die Expresson von mbFZb im
Genfalenexperiment durch FGF2 reprimiert wird, die Vermutung zu, dass mbFZb im
Zusammengpie mit FGF2 und Zic vor dlem eine Rolle be der Proliferation und
Differenzierung von neuronaen Zdlen wahrend der Entwicklung und bei plastischen
Vorgangen in der adulten Maus Ubernimmt.



2 Einleitung

2.1  Musterbildung im zentralen Nervensystem

Die Entwicklung des zentrden Nervensystems der Wirbeltiere, ausgehend von dem
unssgmentierten Neurarohr hin zu dem hochkomplexen Gehirn und Riickenmark, eréffnet
viele Fragen in Bezug auf die strukturelle und funktiondle Differenzierung der einzelnen
Bereiche.

Die anteriore Region des Neurdrohrs (das zukiinftige Gehirn) ist zu einem frihen Stadium in
drel Bl&schen unterteilt (Vorderhirn, Mittelhirn und Rautenhirn). Das Vorderhirn gliedert sch
gpéter noch in das Endhirn, welches Grolthirnhemisphére, Streifenkorper, Amygdaaund
den olfaktorischen Bulbus bildet und das Zwischenhirn, das Thalamus, Hypothdamus,
Neurohypophyse und die Augenbl&schen hervorbringt. Das Mittelhirn bildet im dorsalen
Bereich die superioren und inferioren Colliculi, das Endhirn bildet dorsa das Cerebelum
und ventral den Hirnstamm aus.

Die friihe Differenzierung der verschiedenen Gehirnbereiche findet offengchtlich nach zwel
Prinzipien gatt: Segmentierung und Organisation von Signazentren aus.

Das Hinterhirn ist in Seben Segmente (Rhombomere) unterteilt, welche durch die
differenzierte Expresson verschiedener Gene determiniert werden. Jedes Rhombomer zeigt
dabe en anderes Expressonsmudter, welches ihm eine eindeutige | dentitét zuwelst. Diese
Identitét ist z.B. fir das zidrichtige Auswachsen der Motorneurone der Cranialnerven von
entscheidender Bedeutung. Vor alem die Familie der Hox-Gene spidlt bei dieser
Determinierung der Rhombomer-Segmente eine wichtige Rolle (Ubersicht in (Lumsden und
Krumlauf, 1996)).

Auch die Doménen des Vorderhirns werden vermuitlich nach einem ahnlichen Prinzip
determiniert. Die Analyse der Uiberlappenden Expression verschiedener Gene (Nkx2.1,
Nkx2.2, DIx2, Gbx2, Otx2, Shh etc.) fihrte zur Einteillung in die Prosomere 1-6
(Rubengtein et d., 1994; Rubengtein et d., 1998).

Im Gegensatz zu dieser segmentierten Organisation des Vorder- und Hinterhirns steht die
Musterbildung im Mittelhirn. Schon das loka begrenzte Expressionsmuster der
Musterbildungsgene Enl, FGF8, Pax5, Wntlund Pax2 an der Grenze zwischen Mittelhirn
und Hinterhirn zeigt, dass es Sch ba dieser Ishmusregion um ein Gewebe mit besonderem
Potential handdlt. Die Transplantation von Isthmusgewebe in das caudale VVorderhirn und
rostrale Hinterhirn zeigte, dass dieser Gehirnbereich ektopisch die Expression der
entsprechenden Musterbildungsgene induzieren kann, mit nachfolgender Entwicklung der
Gehirnbereiche (Mittelhirnstrukturen im Vorderhirn, Cerebdlumstrukturen im Hinterhirn),
welche normaerweise durch die Ishmusregion determiniert werden. Damit st die
Mittelhirn/Hinterhirngrenze ein Organisationszentrum dar, von dem aus das Mittelhirn und
Telle des Hinterhirns in ihren Doméanen bestimmt werden (Sehe 2.5.1, Joyner, 1996;
Wassef und Joyner, 1997).



Der Prozef3 dieser " groben” Strukturierung des Gehirns wird dann abgel 6t von viden
weiteren Differenzierungsvorgangen, bei dem die jeweiligen Gehirnregionen ihren Funktionen
entsprechend gestaltet werden.

In die Prozesse der Musterbildung und Differenzierung im zentrden Nervensystem sind auch
Mitglieder der Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren involviert so z.B. FGF8 (sehe
2.3.2), welchesim Rahmen der Neurulation und bel der Determinierung der
Mittelhirn/Hinterhirngrenze eine wichtige Rolle spidt sowie FGF2, welches z.B. bel der
Aushildung der Schichten im Cortex von Bedeutung ist (Sehe 2.3.1).

2.2 Die Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren und ihrer
Rezeptoren

Die ersten Mitglieder der Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren (FGFs) wurden aus
dem Gehirn von Rindern isoliert und aufgrund ihres positiven Einflusses auf die Zdlteilung
und Blutgefd3ildung charakterisert (Gospodarowicz et d., 1975; Maciag et d., 1979).
Bisher and 19 verschiedene FGFs bel den unterschiedlichsten Tierfamilien, angefangen von
C.degans (Nematod), Uber die Fruchtfliege Drosophila (Insekt) bis hin zu den
verschiedensten Mitgliedern der Familie der Wirbdtiere (Fisch, Huhn, Frosch, Maus und
Mensch) identifiziert worden (FGF1-19, siehe (Szebenyi und Fallon, 1999)). Die
Homologie der FGFs zwischen den Tierfamilien betrégt auf der Aminosdure-Ebene
zwischen 71% und 100%.

Die Funktion der FGFProteine it vor dlem im Rahmen der Embryondentwicklung und
auch wahrend der Morphogenese der verschiedensten Organe sehr vidfatig und komplex.
Mitglieder der Familie der FGFs sind zu bestimmten Zeitabschnitten in alen Gewebetypen
(Epithd-, Muskd-, Binde- und Nervengewebe) des sich entwickenden Organismus zu
finden.

Die FGFs werden im Rahmen ihrer Synthese verschiedensten Modifikationen auf der Ebene
der Transkription, der Trandation und der posttrandationalen Veranderung unterworfen.
Diese Modifikationen flhren z.B. zur Entstehung von Spliceformen der einzelnen FGFs und
FGF-Rezeptoren, wel che gewebsspezifisch wirken.

Die meisten FGFs werden durch drel Exons codiert, wobei die Lange der cDNA ca. 600bp
umfald. Jedes Exon codiert fir einen [>-Strang, so dass die drel Strénge gemeinsam eine
sogenannte Kleeblattstruktur ausbilden (Murzin et ., 1992).

Die 19 verschiedenen FGFs haben einen 120bp umspannenden hochkonservierten
"Herzbereich” gemensam, in welchem zum einen die Bindungsstellen fiir die verschiedenen
Rezeptoren liegen und zum anderen Signde fir posttrandationae Modifikationen
(Phosphorylierung, Glycosylierung etc.) (Sehe Abb. 1).

Einige der FGF-Proteine (FGFL, 2, 3, 12, 13) weisenim 5 Bereich nukleére
Lokalisationssgnale auf, welche fir den Trangport der FGFsin den Kern der Zelle sorgen.
FGF2 besitzt neben dem konservierten Trandationsstart (ATG), der dlen FGFsgemeinist
noch drel weitere potentielle Transkriptions-Initigtionsstdllen (CUG, Sehe 2.3.1)

Eine spezielle Signalsequenz 3" des ATG sorgt bel einigen FGFs (FGF4, 5, 6, 7, 8, 10, 15)
fur die Sekretion der Molekille Uber den ER-Golgi Weg (Sehe 2.3.2).
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Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung eines FGF-Proteins, wobei die Besonderheiten des
FGF8-Proteins (Signal sequenz) bzw. FGF2-Proteins (alternative Translationsinitiationsstellen und
nukledre L okalisationssignale) gesondert bezeichnet sind, modifiziert nach (Szebenyi und Fallon, 1999).

Die sekretierten FGF-Signdproteine interagieren auf der Zdloberfléche der Zidzdlen mit
drel verschiedenen Klassen von Rezeptoren. Zu diesen gehdren auf der einen Saite die
hoch-bindungsspezifischen FGF-Rezeptoren 1-4, auf der anderen Seite die weniger

bi ndungsspezifischen Heparansulfat Proteoglycane (HSPGs) und die cysteinreichen FGF-
Rezeptoren (CFRs).

Die FGF-Rezeptoren 1-4 gehtren zur Familie der einfach-membranspannenden Proteine
(sehe Abb. 2). Ihr extrazellulérer Bereich bildet drel Immunglobulin-Doménen (IgD) aus,
wobe nur die IgDIl und IgDIII wichtig fir die spezifische Bindung der FGFs an die
Rezeptoren sind (Wang et &., 1995b; Shi et ., 1993; Cheon et d., 1994; Zimmer et d.,
1993). Naturlich vorkommende Spliceformen, denen die IgDI fehlt, zeigen volle Aktivitét
(Dionne et d., 1990; Johnson et d., 1990). Die Funktion der I1gDI liegt vermutlich in der
Erhohung der Affinitét des Rezeptors beztiglich der Interaktion mit HSPG und FGF (Wang
et al., 1995a).

Der Bereich zwischen der IgDI und IgDII beherbergt eine Bindungsstelle fur Zdll-
Adhésionsmolekile (CAM: L1, neurales CAM), welche auch Uber die FGF-Rezeptoren
dieintrazeluldre Signdkette aktivieren konnen (Doherty und Wash, 1994; Williamset d.,
199%4a Williams et ., 1994b). Des weiteren befindet sich dort auch eine ” acidic box”,
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welche spezifisch fur die Klasse der FGF-Rezeptoren ist und Uber die Bindung zwelwertiger
Kationen den FGF-Rezeptor-Komplex stabilisert (Chaudhuri et d., 1993).
Dieintrazdlulére Tyrosn-Kinase-Doméne ist essentiell fur die Aktivierung der
Signalkaskade in der Zelle nach der Bindung eines FGFs an den Rezeptor.

Diese Tyrosin-Kinase-Doméne ordnet die FGF-Rezeptoren in die Gruppe der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen ein, zusammen mit den Rezeptoren fr Insulin, den epidermalen
Wachstumsfaktor, den Nerven-Wachstumsfaktor, den Hepatozyten-Wachstumsfaktor etc.
(van der Geer et d., 1994).

NH2
Igl
Igll
FGF-bindende | alternativ gesplicter Bereich
Domane der IgDIl (llla, b bzw. c)
Iglll
[ ] acidic box
Transmembran Domaéane
[ cAM bindende Domane
I— HSPG bindende Doméne
|:| juxtamembrane Doméne
I Kinase Insert
COOH

Abbildung 2 zeigt das Schema eines FGF-Rezeptor-Proteins nach (Szebenyi und Fallon, 1999).
Die Doménensymbole sind im Bild benannt. Beschreibung der Doménen im Text.
[gl-111: Immunglobulindoméne I-111, TK: Tyrosin-Kinase Doméane.

Die FGF-Rezeptoren kommen in einer Vielzahl verschiedener Spliceformen vor. Diese
welsen z.B. Verkirzungen im extrazelluléren Bereich der IgDs oder im transmembranenen
und intrazdllul&ren Bereich des Proteins auf. So gibt es auch FGF-Rezeptoren, die mangels
ener Tranamembrandomane frel im Cytoplasma exigtieren. Einige Belspiele verschiedener
FGF -Rezeptor-Molekile sind fur den FGF-Rezeptor 2 in Abb. 3 gezeigt.
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Diesen fehlen z.B. N-terminde Bereiche (KGFR, K-sam), oder Se beinhdten
Modifikationen am C-terminalen Ende (K-sam, TK25, sehe Abb.3).

Neben den FGF-Rezeptoren, denen einzelne Doménen fehlen, exigtieren auch dternative
Spliceprodukte fur die IgDI11 der Rezeptoren (IgDllIa, b oder cin Abbildung 2, 3). Die
verschiedenen Spliceprodukte innerhalb der 1gDI I bestimmen auch die Bindungsaffinitét der
FGFs an die FGF-Rezeptoren. Die Isoform I11c des FGF-Rezeptors 2 bindet FGF8 z.B.
zehnmal so stark wie die Isoform 111b (Ornitz et d., 1996).

= -

Igll Igll Igll H H
gl Iglll Iglll m M
|:| IgD b
. IgD lllc
.|:| alternative
C-terminale Enden
K-sam"’ KGFR K-sam BEK BEK”~ TK25

Abbildung 3 zeigt bekannte Spliceformen des FGF-Rezeptors 2.

Neben alternativen Splicevarianten der IgDII1 treten Verkiirzungen im 5” Bereich und Modifikationenim
3" Bereich des Proteins auf.

Die Spliceformen K-sam, K-sam™ wurden aus einer Magen-Krebszellinie isoliert. KGFR steht fr

K eratinozyten-Wachstums-Rezeptor. BEK und BEK™ wurden aus einer Maus Leber cDNA-Libary
isoliert, TK25 aus einer Tumor cDNA-Libary.

Benennung der Doménen siehe Abb. 2. Die Zeichnung wurde nach (Johnson und Lewis, 1993)
modifiziert, dort sind auch die Literaturzitate fir die Splicevarianten zu finden.

Die Bindung der FGFs an die hochaffinen FGF-Rezeptoren 1-4 erfolgt nach einem
bestimmten Modell. Jedes FGF-Molekul bindet ein HSPG-Molekdl, wobei dieser
Komplex an einen FGF-Rezeptor ”andockt” (Plotnikov et d., 1999). Eine Aktivierung des
Rezeptors passert jedoch nur dann, wenn ein benachbarter FGF-Rezeptor ebenfalls
gebunden wird. Dabel kann es zur Bildung von Homodimeren (Molekiile einer FGF-
Rezeptor-Art bilden den Komplex) oder zur Bildung von Heterodimeren (Rezeptoren zwel
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verschiedener Arten bilden den Komplex) kommen (Abb. 4a). Das Zusammenfinden dieser
Doppeldimere aus zwel FGF-Molekilen und zwel FGF-Rezeptor-Molekilen, fuhrt dann zu
ener intermolekularen Autophosphorylierung der FGF-Rezeptoren im intrazdlluldren
Bereich (Bdlot et d., 1991). Diese Phosphorylierung aktiviert wiederum die Tyrosin-
Kinase, welche dann ihrersaits Molekiile innerhab der verschiedenen Signakaskaden
phosphoryliert und so aktiviert (Heldin, 1995; Mohammadi et d., 1996).

Im Allgemeinen interagieren die phosphorylierten FGF-Rezeptoren mit verschiedenen
Enzymen oder Adapter-Molekilen, welche eine SH2-Doméne beinhaten. Hierzu gehort
z.B. die PhospholipaseC-g oder die Adaptor-Molekiile FGF-Rezeptor-Substrat 2 und
Grb2, welche Uber verschiedene Wege zur Aktivierung von Raf und Ras fuihren und somit
eine Regulation der Transkription Uber die MAP-Kinase nach sich ziehen (Ubersicht in
(Klint und Claesson-Welsh , 1999)). Die aktivierte Signakette filhrt dann in der Zielzelle
z.B. zu einer vermehrten Proliferation der Zdlle as Reaktion auf die Bindung von FGF an
den Rezeptor (sehe Abb. 4a).

a b

FGFR FGFR FGFR
Homodimer Heterodimer dominant negativ

:

:

wow v

0

ﬁ

Phosphorylierung )i(
PLCg , FRS2, Grb2

Transkription von Zielgenen keine Aktivierung

Heparansulfatproteoglycan

FGF

IgDI-1lIl FGFR1

R AN
i NUREE D¢

IgDI-1lIl FGFR2

o O @ @3

intermolekulare Phosphorylierung

von Zielgenen

Abbildung 4 zeigt schematisch die Aktivierung von FGF-Rezeptoren durch die Bildung von Homo- oder
Heterodimeren zwischen den Rezeptoren (4a). Diese Aktivierung der FGF-Rezeptoren Uber den
FGF/HSPG Komplex fuhrt Uber die Phosphorylierung der Tyrosin-Kinasen zur der Aktivierung von PLCg
(PhospholipaseC-g), FRS2 (FGF-Rezeptor Substrat2) und Grb2. Auf diese Weise wird die Transkription
von Zielgenen reguliert.

Die Bindung von dominant negativen Rezeptoren fihrt zur Inaktivierung der Signalkaskade (4b).

Neben den hoch bindungsspezifischen FGF-Rezeptoren sind noch die
Heparansulfatproteoglycane und die cysteinreichen FGF-Rezeptoren as Molektile bekannt,
welche mit FGFs interagieren kdnnen und daher eine Rolle bel der FGF-Signatransduktion
oiden.

Heparansulfatproteoglycane (HSPGs) sind ubiquitdr exprimierte Makromolekiile, welche
mit der Zelloberfl&che oder der extrazelluléren Matrix assoziiert Snd. Sie bestehen aus
einem Proteinsamm, an den Heparansulfat-Glycosaminoglykane (HS-GAG) angelagert
and. Diese HS- GAG-Ketten sind negativ geladen und fir die Bindung der FGFs
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verantwortlich (Esko, 1991; DiGabride et d., 1998). Die Bindung der FGFs an die HSPGs
bewahrt erstere zum einen vor proteolytischer Spatung, zum anderen wird die
Konzentration der FGFs an der Oberfléche der Zelle erhoht und die Bindung der FGFs an
die FGF-Rezeptoren 1-4 erleichtert (Quarto und Amdric, 1994; Roghani et d., 1994,
Faham et d., 1996).

Dal3 diese Rolle der HSPGs auch in vivo von Bedeutung i, konnte in Xenopus und
Drosophila gezeigt werden. In Xenopus fuhrt die Abspaltung von Satenketten der HSPGs
zur Inhibierung der Mesoderm Differenzierung, in einem anderen Ansatz wird das
Wachstums und die Zidfindung von Axonen des optischen Systems durch die Modifikation
der HSPGs beintréchtigt (Itoh und Sokol, 1994; Walz et d., 1997).

In Fliegen, bel denen dig, fir die Synthese die HSPGs verantwortlichen Enzyme mutiert
sind, wurde ein Phanotyp beschrieben, welcher dem von FGF-Rezeptor-1naktivierungs-
Experimenten dhndt. Die Aushildung des Tracheensystems in diesen Tieren ist stark gestort.
Die Uberexpression des FGF-Rezeptor-Liganden in den Fliegen, welche die Enzym-
Mutation zeigen, fuhrt zu ener fast vollsténdigen Normdiserung des Phénotyps (Lin et d.,
1999). Das Ergebnis dieser Experimente untermauert auch die Vorgtellung, dass die HSPGs
die Interaktion von FGF und FGF-Rezeptoren erleichtern und den Komplex stabiliseren
(Burgess und Maciag, 1989; Ornitz et ., 1995; Schlessinger et ., 1995; Venkataraman et
al., 1996; Plotnikov et al., 1999).

Cydeinreiche FGF-Rezeptoren (CFRs) sind Glykoproteine, die im extrazelluléren Bereich
16 cystein-reiche Wiederholungssequenzen besitzten, gefolgt von einer
Transmembrandomane und einem kurzen intrazdlluldren Bereich (Burrus et d., 1992). Die
Bindung der CFRs an die FGFs findet in dem selben Bereich der FGF-Proteine Statt, in
dem auch die Bindung zu den hochspezifischen FGF-Rezeptoren passert (Zhou et d.,
1997).

CFRssnd im Golgi-Apparat der Zelle lokdidert und fihren in Zdlen, welche keine FGF
Rezeptoren exprimieren, zur Verringerung des intrazdl luléren FGF-Leves (Zuber et d.,
1997). HSPGs haben vermuitlich auch eine Funktion in Bezug auf die Vertellung der FGFs
zwischen dem extrazd luléren Bereich und dem Cytoplasmader Zdlle. In Zdlen, denen die
FGF-Rezeptoren fehlen, wird FGF2 Uber einen Mechanismus, bei dem HSPGs involviert
and, in die Zele transportiert (Quarto und Amalric, 1994).

Das Vorhandensain von FGF-Rezeptoren, die fir die spezifische Aktivierung der FGF
Signakaskade verantwortlich sind auf der einen Seite, und den HSPGs und CFRs, welche
die Aktivierung der Sgnakaskade unterstiitzen und fir die Vertellung der FGF-Molekile
im Gewebe verantwortlich snd auf der anderen Saite, ermdglicht eine feine Regulation der
FGFSgndtransduktion in den Zdllen.

Die Funktionen der FGFsim Organismus werden so durch einen komplexen
Regulationsmechanismus gesteuert, der ein feines Zusammenspiel der exprimierten
Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren in verschiedenen Geweben zu verschiedenen
Entwicklungsstadien erfordert und ermadglicht.

Die Komplexitét dieses Systems entsteht wie bereits beschrieben durch das Vorhandensain
VOon:

- 19 FGFs

- verschiedenen Rezeptoren (FGF-Rezeptorl-4, HSPG, CFR)

- Homo-und Heterodimerenbildung der Rezeptoren

- Splicevarianten der FGFs und FGF-Rezeptoren
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- gewebespezifischer Expression

Be ener Beantrachtigung dieses feinen Zusammenspies zwischen FGFs und ihren
Rezeptoren, kann es zu erheblichen Stérungen wéahrend der Entwicklung kommen.
Tabelle A1 zeigt eine Ubersicht Uber die Auswirkung der verschiedenen Mutationen von
FGFs bzw. FGF-Rezeptoren in der Maus. Die meisten Mutationen der aufgefiihrten FGF
Molekiile, fiihren zu Mifildungen verschiedener Organe, welche die Tiere zumindest bis
zur Geburt Uberleben lassen (FGF3, FGF5, FGF6 €tc.).
Andere FGFs, wie FGF8 fuhren bei einer Null-Mutation zu einem sehr friihen, letalen
Phanotyp (E8.5) in der Maus. FGF8 it jedoch nicht nur sehr friih bel der Ausbildung des
Primitivatreifens von Bedeutung, es besitzt auch auch zu einem spéteren Zeitpunkt (E9.5)
eine wichtige Funktion in Bezug auf die Etablierung der Mittehirn/Hinterhirn-Grenze in der
Maus (Sehe 2.3.2). Die Null-Mutante von FGF8 zeigt nur die frihe Funktion des Gens auf.
Daher snd zeit- und gewebsspezifische Funktionsstudien bel den FGFs, deren Null-
Mutationen einen sehr friihen letalen Phénotypen zeigen, notwendig.

Fur die Klasse der FGF-Rezeptoren gilt das gleiche. Die Null-Mutante des FGF-Rezeptors
3 Uberlebt mit spezifischen Veranderungen (Verénderungen der Knochen und Taubheit) bis
nach der Geburt, wéhrend die Null-Mutanten der FGF-Rezeptoren 1 und 2 sehr friihe,
letae Phanotypen haben. Auch hier wird die differenzierte Andyse von Tieren, bel denen
die FGF-Rezeptoren zu einem bestimmten Zatpunkt in e@nem bestimmten Gewebe inhibiert
snd, weiter Aufschluf3 Uber deren spezifische Funktion geben.

Gen Mutationen letal Phanotyp Referenzen

FGF2, [Null Zytoarchitektur des Neocortex |(Ortegaet a., 1998)

bFGF verandert (Dono et al., 1998)
Uberleben (Zhou et al., 1997)

FGF3  [Null postnatal  [Innenohrdefekte, (Mansour et a., 1993)

FGH  [Null ES5 Epiblast Defekte, (Feldman et a., 1995)

FGF5  [Null Haar Follikel Defekt, (Hebert et d., 1994)
Uberleben

FGF6  [Null Muskel Regenerations- (Flosset al., 1997)
Probleme

FGF7  [Null K eratinozyten Organisation (Guoet dl., 1996)
beeintréchtigt

FGF8  [Null E85 Primitive Streifen Defekt, (Meyerset a., 1998)

(Sunetd., 1999)

FGF9  [Null normal Ornitz, siehe (Xu et a., 1999b)

FGF10 (Null PO Extremitédten und Lunge (Minetal., 1998)
fehlen

FGFR1 (Null E7595 Wachstumsretardation, (Deng et d., 1994)
mesodermal e Defekte, (Yamaguchi et al., 1994)

FGFR1 |alsoformen E95125 |Extremitdtenknospen verkirzt, |(Xu et al., 1999c)

zerstort posteriore Defekte,

FGFR2 |Null E4555 (Arman et ., 1998)

FGFR2 |DeletionIglll E 105 Extremitéten Initiierungs- (Xuetal., 1998)
und Placentabildungsdefekte,

FGFR3 (Null postnatal  |Knochen Uberproliferation, (Calvinetal., 1996)

Innenohr Defekte
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|[FGFR4 [Nl |normal |(Weinstein et ., 1998)

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iiber einige Ergebnisse verschiedener FGF- bzw. FGF-Rezeptor (FGF-
Rezeptor)-Mutationen in der Maus, nach (Xu et al., 1999b).

Beim Menschen and eine Vidzahl von Mutationen der FGFs und ihrer Rezeptoren bekannt.
So zeigen z.B. Patienten mit Innenohrdefekten Mutationen im FGF3-Gen. Petienten, bei
denen das Haarwachstum gestort ist, zeigen Verdnderungen des FGF5-Gens. Agtrocytome
konnen durch Defekte im FGF1- und FGF2-Gen verursacht werden (Muenke und Schell,
1995).

Be Mutationen der FGF-Rezeptoren handdt es Sch zumest um Punktmutationen, die vor
dlem dieIgD der FGF-Rezeptoren betreffen und zu einer stdndigen Aktivierung der
Signdkaskade fuhren. Diese Hyperaktivierung fihrt zu verschiedenen Krankheitsbildern wie
der Achondroplasie, dem Pfeffer-, Apert- und Crouzon-Syndrom. Die Peatienten zeigen je
nach Art der Erkrankung Fehlbildungen im Bereich der Extremitéten, der Schédelknochen,
des Innenohrs und des Gesichts (Muenke und Schell, 1995; Y amaguchi und Rossant, 1995;
Webster und Donoghue, 1997; Wilkie, 1997).

Fir die meisten der humanen Krankheiten, die durch Mutationen in den FGFs bzw. den
FGF-Rezeptoren verursacht werden, existieren Mausmodelle (Sehe Tabelle 1), die sehr
ahnliche Phanotypen aufwe sen und somit gut geeignet Sind die humanen Krankheiten zu
erkléren und mogliche Thergpien zu erarbeiten.

2.3 FGF8und FGF2 - zwei Signalmolekile aus der Gruppe der
Fibroblasten Wachstumsfaktoren

Nach der dlgemeinen Vorstdlung der Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren werden
nun die beiden Fibroblasten Wachstumsfaktoren FGF2 und FGF8 im Detail beschrieben.
FGF2 und FGF8 spiden beide eine wichtige Rolle wahrend der Entwicklung und der
Differenzierung des Nervensystemsin der Maus.

FGF8 (AIGF) wurde bei Experimenten in Zdlkultur (SC3-Mammary Carcinom Zdlen)
aufgrund sainer, das Zdlwachsum stimulierenden Eigenschaft identifiziert. Hierbe konnte
FGF8 durch den Zusatz von Testosteron in das Medium induziert werden (AIGF: Androgen
Induced Growth Factor) (Tanaka et a., 1992).

FGF2 (bFGF: basic FGF) wurde urspriinglich aus Rinder Hypophysen isoliert und aufgrund
seines i sodl ektrischen Punkts benannt (Bohlen et ., 1984; Abraham et d., 1986).

FGF2 und FGF8 gehtren beide zur Familie der FGF-Signamolekiile (siehe 2.2). Daher
entspricht ihre Struktur im Prinzip dem in Abb. 1 gezeigten Proteinmodell, jedoch mit einigen
Besonderheiten, welche dort auch angefiihrt sind.

FGF2 it im Organismusiin vier verschiedenen molekularen Grof3en zu finden (18, 22, 22.5,
24kDa). Die HMW-Formen (high molecular weight, 22-24kDa) entstehen durch dternative
Trandation und beinhdten im N-terminden Bereich des Proteins ein Zdlkern-spezifisches
Lokaiserungsssgna (sehe Abb. 1). Der kleinen, cytoplasmatischen Form (18kDa) fehlit
dieses Signd (Florkiewicz und Sommer, 1989; Prats et al., 1989; Bugler et d., 1991;
ZunigaMsgjiaBorjaet d., 1993). Die beiden Isoformen werden gewebsspezifisch
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trandatiert (Coffin et d., 1995), und zeigen unterschiedliche biologische Aktivitét. Nur die
18kDa-Form hat in vitro eine Mitose stimulierende Eigenschaft (Bikfavi et d., 1995).

FGF8 besitzt kein nukledres Lokaisationssgnd, tritt allerdings auch in verschiedenen
Spliceformen auf. Die acht Varianten des FGF8-Transkripts zeigen Variationen der
Sequenz im mittleren Bereich des Gens; der Leserahmen, der 5° und der 3" Bereich des
Gens der unterschiedlichen Formen sind jedoch identisch (Abb. 5) (Crosdey und Martin,
1995; MacArthur et d., 1995a) . Die Signa sequenz, welche die Sekretion von FGF8 Uber
den ER-Golgi-Pathway bestimmt, ist in dlen Spliceformen vorhanden (Sehe Abb. 1, 5)
(Fernig und Gallagher, 1994). Die Ursache fir das V orhandensain der verschiedenen
Spliceformen liegt in der Unterteilung des ersten Exons des FGF-8 Gens in mindestens vier
Exons (1A-D, sehe Abb. 5), wodurch FGF8 mit insgesamt mindestens sechs codierenden
Exons eine gesonderte Stellung in der Gruppe der Ubrigen FGFs einnimmt, die in der Regel
nur drei Exons codiert werden (sehe 2.2) (Szebenyi und Fallon, 1999).

nicht codierendes Exon

Abbildung 5 beschreibt die bekannten Spliceformen von FGF8 nach (MacArthur et a., 1995a). Abb. 5a
zeigt die genomische DNA von FGF8, Abb. 5b die verschiedenen fiir die Translation gesplicten
Isoformen. Fir die Codierung der acht | soformen von FGF8 sind mindestens 6 Exons verantwortlich.
Das Exon 1 der anderen FGFsist auf mindestens 4 Exons (A1-A4) aufgeteilt. Daa Signal peptid und der
3" Bereich sind konserviert und in allen Spliceformen zu finden.

Signalpeptid

konservierter Bereich

-]

modifizierter Bereich
(Spliceformen)

Die Sekretion von FGF8 aus der Zelle erfolgt wie bereits erwahnt Uber den tiblichen ER-
Golgi-Weg. Im Gegensatz zur Sekretion dazu findet die Sekretion von FGF2 mangels eines
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Signals fur diesen Sekretionsweg auf bisher unbekannte Weise statt (Mignatti et d., 1992;
Florkiewicz et d., 1995).

FGF2 und FGF8 zeigen wie dle Fibroblasten Wachstumsfaktoren neben der niederaffinen
Bindung an HSPG und CFR auch spezifische Bindungen zu den FGF-Rezeptoren (Sehe
2.2). Dabe bindet FGF2 in Zdlkultur mit zunehmender Affinitét die FGF-Rezeptoren 3l11b,
2l11b, 1llb, 2llic, 1llic, 3llic und 4ll1c. FGF8b zeigt Bindung zu R1llic, 3l1ib, 1l11b,
2111b, 2I1Ic, 3lllc und 4l11c mit zunehmender Bindungsstérke (Ornitz et d., 1996).

Fur FGF8 wurde zudem eine detallierte Analyse der Interaktion der verschiedenen FGF8-
Spliceformen (sehe Abb. 5) mit den FGF-Rezeptor-Spliceformen (Sehe Abb. 3)
durchgeftihrt (Blunt et d., 1997). Dabel binden die Isoformen FGF8c, d, e und g den FGF-
Rezeptor 3l11c und FGF-Rezeptor 4 wdhrend FGF8b und f die Rezeptoren 2llic, 3ll1c und
4 binden. Fur FGF8a konnte hier keine spezifische Bindung nachgewiesen werden.

Da diese Experimente in Zdlkultur unternommen wurden, geben se nur einen Hinwel's auf
magliche FGF-FGF-Rezeptor Interaktionen in vivo. Eine genaue Beschrelbung der
Expressonsmuster und Interaktionen der FGF- und FGF-Rezeptor-Spliceformen in den
verschiedenen Geweben werden die in-vivo-Daten in Zukunft erbringen.

2.3.1 DieExpresson und Funktion von FGF2

Im Gegensatz zu den sehr restringiert exprimierten anderen FGFsist FGF2 im sich
entwickelnden Embryo vom Stadium der Neurulation an sehr weitlaufig in verschiedenen
Geweben vorhanden. Hierzu gehdren nicht nur verschiedenen Bereiche des Nervensystems
sondern z.B. auch die sich entwickelnden Extremitéten, Herz, Lunge und Nieren (Gonzalez
et a., 1990; Weise et d., 1993; Dono und Zdller, 1994; Riese, Zdller, 1995).

Entsprechend vidfdtig sind auch die Aufgaben, die FGF2 wéahrend der Embryogenese und
im adulten Tier Ubernimmt. In ener Vidzahl von in-vitro- und in-vivo-Experimenten konnten
FGF2 verschiedene Funktionen zugeschrieben werden.

Waéhrend der Aushildung des Nervensystemns kommen FGF2 unterschiedliche Funktionen
zu. In Zdlkultur wurde zunéchst gezeigt, dass FGF2 sowohl die Tellung von cortikden und
hippocampa en, multipotenten Stammzellen anregt, d's auch die Differenzierung und das
Uberleben von postmitotischen Neuronen fordert (Vescovi et ., 1993; Ghosh und
Greenberg, 1995; Temple und Qiang, 1995; Vicario-Abgon et d., 1995; Qiang et dl.,
1997; Pdmer et d., 1999). Daneben hat FGF2 auch einen Einflul3 auf die Morphogenese
und Funktionsgestaltung von Glia-Zellen (Petroski et d., 1991; Condron, 1999).

In der Maus wurde gezeigt, dass die Uberexpression von FGF2 zu einer Uberproliferation
des Neurarohrsfuhrt (ZunigaMegiaBorjaet d., 1996). Des weiteren zeigen FGF2

I naktivierungs-Experimente, dass FGF2 in der Maus eine spezifische Rolle bal der
korrekten Aushildung einzelner Schichten im Cortex Ubernimmt - in den FGF2-Mutanten
finden einzelne Neurone die ihnen zugedachten Schichten nicht mehr. (Dono et d., 1998;
Ortega et a., 1998).

Neben den vidfédtigen Funktionen von FGF2 im Nervensystem funktioniert FGF2 in

Xenopus a's Mesoderm induzierender und differenzierender Faktor (Sack et d., 1987;
Gillespie et d., 1992; Kimelman und Maas, 1992; Sack et d., 1992; Corndl und

19



Kimeman, 1994; Labonne und Whitman, 1994; Gatoh et d., 1995) und kann wahrend der
Extremitétenentwicklung im Huhn die AER (gpicd ectodermd ridge) ersetzen bzw. die
Bildung einer neuen Extremitétenknospe induzieren (Fallon et d., 1994; Cohn et d., 1995).

Daneben spidt FGF2 auch eine Rolle bem Tumorwachstum und der Blutgefé3ildung
(Badlico und Moscatdlli, 1992; Bikfavi et d., 1997). Der pogtive Einflu® auf die
Blutgefabildung wurde in der Maus ebenfalls in Uberexpressionsstudien gezeigt (Fulgham
et d., 1999). Andererseits haben FGF2-defiziente Tiere einen niedrigeren Blutdruck und
eine verzogerte Wundheilung (Dono et d., 1998; Ortega et d., 1998).

Die Uberexpression von FGF2 zeigt den EinfluRd dieses Faktors auf das Knochenwachstum;
FGF2 transgene Tiere zeigen eine Verkirzung der Knochen (Coffin et ., 1995).

Wie soeben beschrieben, besitzt FGF2 eine Vidzahl von Funktionen wahrend der
Entwicklung der Maus. Welche Gene in den verschiedenen Geweben durch die FGF2-
Signakaskade reguliert werden, muss noch geklart werden. Eine Moglichkelt bietet z.B. die
Genfalen-Methode, be der gezielt nach Genen gesucht wird, die durch FGF2 reguliert
werden (sehe 2.5.2).

2.3.2 DieExpresson und Funktion von FGF8

Im Gegensaiz zu FGF2 (sSehe 2.3.1) ist FGF8 ein Wachstumsfaktor, der wahrend der
Embryonaentwicklung ein sehr didtinktes Expressonsmuster zeigt.

Die Expresson von FGF8 in der Mausist ab dem Tag 5.5 im visceralen, embryonaen
Endoderm zu detektieren. Mit Beginn der Gadtrulation ist FGF8 im Primitivsireifen, spéter
dann in den Somiten, im sich entwickelnden Herz, in den sich entwickelnden Nieren, im
Kopfbereich (Mittelhirn/Hinterhirngrenze, Epithd des 1ten Kiemenbogens und der
olfaktorischen Placode bis Tag 10.5 bzw. 12.5) und in den sich entwickelnden Extremitéten
(AER der Vorder- und Hinterextremitéten bis Tag 14.5) zu finden (Ohuchi et d., 1994,
Crosdey und Martin, 1995; Mahmood et d., 1995). In Xenopus, im Zebrafisch und im
Huhn it FGF8 in nahezu identischen Regionen im Lauf der Embryogenese exprimiert
(Mahmood et al., 1995; Christen und Slack, 1997; Reifers et d., 1998). Im adulten Tier
konnte FGF8 bisher nicht detektiert werden.

Im Rahmen der Gehirnentwicklung ist FGF8 mal3geblich an der Aushildung der
Mittelhirn/Hinterhirngrenze (Ishmus) beteligt. In Zebrafisch acerebellar (FGF8) Mutanten
fehlt der Isthmus und das Cerebdlum (Reifers et d., 1998).

Die Trangplantation von FGF8-Trégerkugeln in verschiedene Gehrinregionen im Huhn zeigt,
dass FGF8 das Potentia besitzt, im entsprechenden Umfeld einen ektopischen Isthmus mit
den entsprechenden Markergenen und nachfolgend Mittelhirn- und Cerebe lumstrukturen zu
induzieren (Crosdey et d., 1996a; Martinez et ., 1999).

Mause, bei denen im FGF8-Lokus eine allelische Serie von Mutationen erzeugt werden
kann, zeigen unterschiedlich schwere Phénotypen: angefangen von Gadtrulationsdefekten
Uber Defekte bei der Herzentwicklung bis hin zu Milsentwicklungen bei der Vorderhirn-,
Mittelhirn- und Cerebdlumentstehung (Meyers et d., 1998).

In FGF8 mutierten Mausen und FGF8-Uberexpressionsstudien im Zebrafisch konnte
gezeigt werden, dass FGF8 schon wahrend der Gastrulation eine entscheidene Rolle bel der
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Mesoderm- und Endodermbildung, der dorso-ventraen Definierung und der Differenzierung
des Neuroektoderms zukommt (Christen und Slack, 1997; Furthauer et a., 1997; Sun et
al., 1999).

Des walteren spidt FGF8 zu einem frilhen Stadium auch eine Rolle bel der links-rechts
Definition im Embryo (Boettger et d., 1999; Meyers und Martin, 1999).

Die Zebrafisch FGF8-Mutante acerebellar zeigt neben den Defekten des Nervensystems
(dehe oben) auch, dass FGF8 entscheidend fir die Induktion und die Musterbildung der
Vorlauferzellen des Herzens ist (Reifers et d., 2000).

Auch die Entwicklung der Extremitéten wird durch FGF8 beainflusst. Nach der Entfernung
der Extremitétenvorlaufer bel Xenopusist FGF8 in der Lage die Bildung neuer
funktionsfahiger Extremitdten zu induzieren (Christen und Slack, 1997). Im Huhn fuhrt die
Applikation von FGF8 getrankten Tragerkugeln zur ektopischen Induktion von
Extremitétenknospen und die Entfernung der AER zu einem friihen Stadium kann durch die
Applikation von FGF8 ausgeglichen werden (Vogel et d., 1996).

Diese Ergebnisse bestétigen, dass FGF8 einige spezifische Funktionen im Rahmen der
embryonden Entwicklung zukommen, wobe noch zu kléren bleibt, mit welchen FGF
Rezeptoren FGF8 in den verschiedenen Regionen interagiert und Uber welche
Signakaskaden die Aktivierung von Zielgenen funktioniert.

24  Der FGF-Rezeptor 2

Der FGF-Rezeptor 2 gehdrt zur Familie der hochspezifischen FGF-Rezeptoren (Sehe 2.2)
und tritt in sechs verschiedenen Spliceformen auf. Diese sechs Formen werden zwel
Gruppen zugeordnet, welche sich im Vorhandensain der IgDI11b (bek) bzw. IgDIllIc (K-
sam) (sehe Abb. 3) unterscheiden. Dabel werden diese beiden Formen auch unterschiedlich
exprimiert; die Expression von bek findet sich vor alem im Mesenchym, wéhrend die
Expresson von K-sam eher im Epithelium auftritt (Johnson, 1993).

Die beiden Spliceformen sind &b E 7.5 in der Maus exprimiert. Zunéchst snd seim
primitiven Ektoderm, in der Kopffate und schwach im Mesoderm zu sehen. Spéter
beschrankt sich die Expresson dann auf Strukturen wie die Somiten, die Herz- und
Lungenanlage, die Extremit&tenanlagen, das otische Veske und seine Derivate, das
Verdauungs- und Exkretionssystem (Magen, Darm, Leber, Pankreas, Niere etc.), die sich
entwickelnden Knochen, Derivate der Kiemenbdgen und die Haut mit ihren Derivaten. Im
Nervensystem zeigt sich die Expresson des FGF-Rezeptors 2 zundchst im vorderen Tell
des Neurarohrs und beschkrankt sich dann weitgehend auf Bereiche des Diencephalon, des
vorderen Mesencephaon und Metencephaon und des Riickenmarks (Orr-Urtreger et d.,
1991; Orr-Urtreger et ., 1993; Peterset d., 1994). Diese Expressionsdoméanen sind
entsprechend auch im Huhn und im Fisch beschrieben (Noji et d., 1993; Wilkeet d., 1997;
Carl und Wittbrodt, 1999; Walshe und Mason, 2000).

Die Bindungsspezifitét der beiden FGF-Rezeptor 2 Spliceformen wurde in in-vitro-Studien
gezeigt. Dabel bindet die I11b Variante (bek) mit absteigender Bindungsstrérke FGF7,
FGF1, FGF3 und FGF4, die Variante Illc (K-sam’) FGF4, FGF9, FGF6 und FGF1
(Ornitz et d., 1996).

Die Bindungsaffinitét von FGF8 an FGF-Rezeptor 2 wurde ebenfalsin Zdlkultur sudiert.
Daba zeigte dielllc Variante des FGF-Rezeptors 2 eine rdativ starke Aktivierung durch
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FGF8b, wahrend FGF8c diese Variante nur schwach aktiviert. Die I11b Variante des
Rezeptors zeigt keine Aktivierung durch FGF8. Da die beide FGF8-1soformen und der
FGF-Rezeptor 2l11c auch in Uberlappenden Regionen in vivo exprimiert werden, scheint
eine Interaktion im Tier wahrscheinlich (MacArthur et d., 19953)!

Neben diesen in-vitro-Experimenten wurden einige in-vivo-Studien durchgefiihrt, wobel der
FGF-Rezeptor 2 bzw. einzelne Spliceformen gezidt inaktiviert bzw. dominant negative (dn)
Versonen des Rezeptors exprimiert wurden, um einen Inhibierung der Signalkaskade zu
erreichen (Sehe Abb. 3, Tabdlle 1).

Die FGF-Rezeptor 2 Inaktivierung, bei dem beide Spliceformen, die Transmembrandoméane
und Telle der Tyrosin-Kinasedoméane betroffen sind, fihrt zu einem Defekt in der
Entwicklung der Tiere schon vor der Gagtrulation. Die innere Zdlmasse zeigt Probleme bel
der Entwicklung; die Differenzierung des viscerden Endoderms bleibt aus (Arman et d.,
1998).

Bel einem anderen Inaktivierungs-Ansatz, bel welchem nur die IgDIII des Rezeptors fehlt,
Uberleben die homozygoten Tiere bis zum Tag 10-11 der embryonaen Entwicklung. Die
Pacenten der homozygoten Tiere entwicken Sch nicht vollstandig, aul¥erdem zeigen se
Probleme bei der Aushildung der Extremitédten. Das Auswvachsen der Extremitéten beruht
vermutlich auf einer Interaktion von FGF10 mit dem FGF-Rezeptor 2111b im Epithel der
Extremit&tenanlage, was zu ener Aktivierung von FGF8 fuhrt. FGF8 interagiert dann mit
dem FGF-Rezeptor 2I11cim Mesenchym der Extremitétenanlage und fiihrt so zum Erhalt
der FGF10 Expression (Xu et d., 1998; Lizarraga et d., 1999).

Mause, denen nur die I11b Variante des FGF-Rezeptors 2 fehlt, sterben bel der Geburt
aufgrund einer Unterentwicklung der Lunge. Des weiteren zeigen Se Defekte im Bereich der
Extremitéten, der Augen, der Ohren, der Knochenentwicklung, der Zdhne und der Haut (De
Moerlooze et a., 2000).

In X enopus konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression eines dominant negativen
FGF-Rezeptors zu Gastrulationsdefekten und einer fehlerhaften Ausbildung des Mesoderm
fuhrt (Amayaet a., 1991).

Das gleiche FGF-Rezeptor-K onstrukt wurde in Medaka-Embryonen zu verschiedenen
Entwicklungsstadien injiziert, was bei hoher Dosierung zu Defekten wahrend der
Gadtrulation (siehe oben), bel niederer Dosierung zu Deletionen im Kopf und
Schwanzbereich bzw. zu subtilen Veranderungen in der Mittelhirn/Hinterhirnregion fuhrte
(Carl und Wittbrodt, 1999).

Die Uberexpression von dnFGF-Rezeptor 2-K onstrukten in der Maus erbrachte
unterschiedliche Ergebnisse in Abhdngigkeit von dem verwendeten Promotor und FGF-
Rezeptor-K onstrukt.

Die Uberexpression eines FGF-Rezeptor 2111b dem nur die Tyrosin-Kinase-Doméne fehlt,
der jedoch membrangebunden bleibt, fihrt unter dem SP-C Promotor (human surfactant
protein C) zu einer starken Beaintréchtigung der Lungenentwicklung (Peters et d., 1994).
Die Expression des FGF-Rezeptor 2I11b unter einem Metallothionein-Promotor zeigte fur
die membrangebundene Variante keinen Phanotyp, wohingegen die |6diche Variante zu
Verklrzungen der Extremitéten, Veranderungen im Gehirn- und Kopfbereich und der Haut
fuhrten (Cdli et d., 1998).

Der efolgreiche Einsatz von Kongtrukten fir membrangebundene, dominant negetive
Rezeptoren in vivo ist demnach auch abhéngig vom Expressondeve der verwendeten
Promotoren.
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2.5 Experimente zur Funktionsweise von FGF2 und FGF8
wahrend der Entwicklung des Nervensystems der Maus

Um die Funktion von FGF2 und FGF8 im Nervensystem der sich entwickelnden Maus
genauer zu studieren, wurden zwel verschiedene Ansétze gewahlt.

Zum einen wurden durch die gezielte Uberexpression des dominant negativen FGF-
Rezeptors 2l11c die Einfliisse von FGF8 in der Mittelhirn/Hinterhirnregion (MH-Region) der
Maus andysert, zum anderen wurden mit der Genfallen-Technologie Zielgene von FGF2
identifiziert.

25.1 Expresson desdominant negativen FGF-Rezeptors 2 unter dem Engrailed
1-Promotor in der Maus

Die Unterteilung des Nervensystemsin der Maus wird durch die differenzierte Expresson
bestimmter Gene vollzogen.

So wird die Untertellung des Hinterhirns in einzelne Segmente (Rhombomere) unter
anderem durch ein jedem Segment elgenes Expressonsmuster verschiedener Hox-Gene
definiert. Im Mittdhirnbereich erfolgt diese Unterteilung in verschiedene Bereiche von
bestimmten Signazentren aus (Lumsden und Krumlauf, 1996; Wassef und Joyner, 1997).
Zu diesen gehdrt auch der Ishmus, die spétere Grenze zwischen Mittelhirn und Hinterhirn.
Verschiedene Gene sind zu dem kritischen Entwicklungsstadium um den Tag 9 der
Mausentwicklung im Nervensystem exprimiert und bilden ein Moddll zur Ausprégung dieser
Mittelhirn/Hinterhirngrenze (Abb. 6a).

Zu diesen Genen gehtren zum einen die beiden Transkriptionsfaktoren Otx2 und Gbx2,
deren Expression sich genau am Isthmus konfrontiert und so die Aushildung dieser Grenze
initiiert (Millet et d., 1996; Wassarmann et d., 1997; Shamim und Mason, 1998; Hidago-
Sanchez et d., 1999b). Durch dieses Aufeinandertreffen von Otx2 bzw. Gbx2
exprimierenden Zdlen wird die Expression von FGF8 angestolien, welches ds
Sgndmoalekll vom Ihmus aus eine erse Determinierung der Mittelhirn- und
Hinterhirnregion vornimmt (Ohuchi et a., 1994; Crosdey und Martin, 1995; Mahmood et
a., 1995; Broccoli et d., 1999). Ebenfdlsim Ishums exprimiert snd die Mitglieder der
Sprouty-Familie (Spry1-4). Diese membransténdigen Proteine sind Antagonisten der FGF-
Signakaskade, durch welche seinduziert werden (Minowada et d., 1999). Die genaue
Funktion der Sproutys bei der Etablierung der MH-Region muss noch im Detail untersucht
werden. Des weiteren sSind an der MH-Grenze die Transkriptionsfaktoren Enl, En2, Pax2,
Pax5 und das Signdmolekil Wnt1 exprimiert (Joyner und Martin, 1987; Wilkinson et dl.,
1987; Asano und Gruss, 1992; Rowitch und McMahon, 1995). Diese werden vermutlich
aus verschiedenen Wegen induziert, Snd aber fUr ihren gegensaitigen Expressonserhdt
zudandig .

Durch die Interaktion dieser Schltissdproteine wird die ishmische Region gefestigt und die
weltere Spezidiserung der Gehirnregionen eingeleitet.
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Abbildung 6a zeigt schematisch die Expression der Gene Otx2, Gbx2, Enl, Pax5, Wntl, FGF8 und Pax2 im
Gehirn von E9.5 Embryonen. Abbildung 6b zeigt vereinfacht die vermeintliche Interaktion der in 6a
dargestellten Gene, wobei die Pfeile die positive Regulation derselben anzeigen.

Das Schema der Interaktion der Gene in der Mittelhirn/Hinterhirnregion (siehe Abb. 6b)
wurde durch zahlreiche Experimente etabliert.

Hier snd zum einen Trangplantations-Experimente am Huhn zu nennen, bel denen entweder
Gehirnbereiche oder mit einzelnen Proteinen angereicherte Tragermolekiile eingepflanzt
wurden. So konnten z.B. Sengbilitétsbereiche im Gehirn bestimmt werden, welche durch
das transplantierte Gewebe oder einzelne Faktoren (z.B.FGF8) modifiziert werden konnten
(Martinez et d., 1995; Irving und Mason, 1999; Shamim et a., 1999).

Des welteren zeigte die I naktivierung von Genen bzw. die gezidte Verschiebung von
Express onsdomanen derselben, wie die Proteine untereinander interagieren und in welcher
Beziehung se zueinander sehen (Thomas und Capecchi, 1990; McMahon et d., 1992;
Urbanek et d., 1994; Wurst et d., 1994; Danidlian und McMahon, 1996; Favor et d.,
1996; Broccoli et d., 1999; Liu et d., 1999; Martinez et d., 1999; Millet, K., 1999).

Um die spezifische Funktion von FGF8 in der Mittelhirn/Hinterhirnregion (MH-Region) der
Maus zu untersuchen, wurde eine dominant negative Variante des FGFRezeptors 2
(dnFGF-Rezeptor 2) unter dem Engrailed (Enl) -Promotor der Maus exprimiert (Sehe
4.1). Die ektopische Expression des dnFGF-Rezeptors 2111c unter dem starken Enl-
Promotor soll in der MH-Region zu einer Inaktivierung der in diesem Bereich exprimierten
Rezeptoren fuhren. Fur die Signatransduktion kommt es zur Bildung von Homo- und
Heterodimeren unter den Rezeptoren - der dominant negative Rezeptor inhibiert im
Komplex mit endogenen Rezeptoren die Weiterleitung des FGF-Signds ( Sehe Abb. 4ab
und 2.4).

Enlig in der Maus wahrend der embryonalen Entwicklung ab Tag 8.0 im anterioren
Neuroepithdl in ener Region exprimiert, welche Sch zur Mitte hirn/Hinterhirngrenze etabliert.
Neben dieser Expresson im Ishmusist Enl im Rickenmark, in den Somiten, in den
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Extremitéten und in der Schwanzspitze des Embryos zu finden (Joyner und Martin, 1987;
Davis und Joyner, 1988; Wurst et d., 1994).

Der Verwendung des dominant negativen FGF-Rezeptors bringt bel der Untersuchung der

Funktion von FGF8 (und der FGFsim Allgemeinen) in der MH-Region folgende Vortelle:

- Die meisten der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren interagieren auf der Oberflache der
Zdle nicht nur mit einer Art von FGF-Rezeptor sondern mit verschiedenen Arten. Durch
die Verwendung des dominant negativen FGF-Rezeptors 2 werden nicht nur die
endogenen FGF-Rezeptoren 2 sondern auch, aufgrund der Heterodimeriserung (Sehe
oben) die endogenen FGF-Rezeptoren 1, 3 und 4 und somit die ganze FGF
Signdkaskade in der MH-Region inhibiert.
Daneben war zu Beginn dieser Arbait im Isthmus aus der Familie der Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren nur die Expression von FGF8 bekannt. Mittlerweile snd noch zwel
weltere FGF-Molekile, FGF17 und FGF18 beschrieben, welche mit FGF8 in dieser
Region koexprimiert snd und in Bezug auf ihre Funktion moglicherweise redundant snd
(Maruokaet ., 1998; Ohbayashi et al., 1998; Xu et a., 1999a).
Die ektopische Expression des dominant negativen Rezeptors verhindert Uber die
Inaktivierung aler FGF-Rezeptoren (1-4) die Signatransduktion dler drei FGF
Molekile (FGF8, FGF17 und FGF18) in der MH-Region. Somit kann die Funktion der
FGFsim Allgemeinen in diesem wichtigen Signazentrum andysert werden. Unter der
Verwendung von klassi schen Inaktivierungs-Ansétzen wére das gleiche Projekt mit sehr
vie groferem Aufwand (Herstdlung dreler transgener Maudinien und Kreuzung zur
dreifachen Mutante) verbunden. Aul3erdem wirden diese Tiere das entscheidende
Entwicklungsstadium vermutlich gar nicht erreichen (FGF8 mutante Tiere Snd letd am
Tag 8.5), s0 dass mit gewebs-und stadienspezifischer Inhibierung der Expression der
FGFs gearbeitet werden mifdte.

2.5.2 DasGenfallen-Experiment mit FGF2 / Analyse des neuen
Mausgens mbFZb

Mit Hilfe des Genfalen-Experiments kdnnen vermeintliche direkte oder indirekte Zielgene
von FGF2 bestimmt und deren Expression und Funktion studiert werden (Hill und Wurgt,
1993).

Im Induktionstrap werden embryonde Stammzd len (ES-Zdlen) mit einem Genfalen-Vektor
elektroporiert, welcher einen Splice-Acceptor und ein an diesen gekoppeltes (-
Gaaktosdase Gen enthdt (Sehe 3.7.1). Die Elektroporation fihrt zur Integration des
Vektorsin ein beliebiges Zidgen (= mutiertes Gen), so dass die entsprechende ES-Zelle bel
Aktivitdt des Gens nach Farbung (sehe 3.4.2).durch eine Blaufarbung zu erkennen ist. Bel
Zugabe von FGF2 in das Medium der ES-Zdlen kénnen solche Zdlklone identifiziert
werden, die eine Verdnderung in der Aktivitdt ihres mutierten Gens zeigen (Sehe Abb. 19,
b).

Das Genfdlen-Experiment mit FGF2 bietet daher zum einen die Mdglichkelt neue Zielgene
von FGF2 zu identifizieren, zum anderen kdnnen mit den mutierten ES-Zdlen Mause
hergestd It werden, die die entsporechende Mutation und das (3-Gaaktosdase-Markergen in
dem mutierten Lokus beinhaten.
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Im Rahmen dieses Projekts wurde ein durch FGF2 reguliertes, neues Mausgen (mbFZb)
identifiziert. Die Sequenz des Gens wurde andysert, sein Expressonsmuster sudiert und
aus den mutierten ES-Zdlen Méuse hergestellt, deren Phénotyp untersucht wurde (Sehe
4.2).

3 Material und Methoden
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3.1 Molekularbiologische Standardmethoden

3.1.1 Redriktionsenzmatischer Verdau von Plasmid-DNA

Zur Charakteriserung von DNA (Desoxyribonukleinsaure)-Fragmenten konnen diese mit
Redtriktionsenzymen (RE) verdaut werden. Diese Endonukleasen erkennen bestimmte
Basenabfolgen in der DNA (Erkennungssequenzen) und fiihren dort durch die Losung der
Phosphodiesterbindung zu einer Unterbrechung des DNA-Doppel stranges.

RE-Ansatz: 1lug DNA
2ul RE-10xPuffer
0.5ul RE (10U/ul)

add.20p  Ag.dest.

Der Verdau erfolgt bei 37°C fir mindestens eine Std. Zur Kontrolle des Verdaus wird
die DNA auf ein Agarosegd aufgetragen (Sehe 3.1.2).

3.1.2 Auftrennung von DNA im Agar ose-Gel

DNA kannim Agarosegd ihrer Lange nach aufgetrennt werden. Fragmente grof3erer Lange
laufen in dem eektrischen Feld langsamer in Richtung des postiv geladenen Poles, ds
solche mit geringerer Anzahl an Basenpaaren.

Je nach Lange der zu erwartenden DNA-Fragmente werden Agarose/IXTBE-Gele mit
einem Antell von 0.5 Prozent (gute Auftrennung grof3er Fragmente von 1-10kb) biszu 1.5
Prozent (gute Auftrennung kleiner Fragmente von 0.1-2kb) Agarose verwendet. Zuséizlich
wird dem Gel noch Ethidiumbromid beigemischt (0.2ug/ml, Stock 10mg/ml), welchesSichin
die DNA enlagert und diese unter UV-Licht sichtbar macht. Die fur die Geldektrophorese
anzulegende Spannung und Stromstérke richtet sich zum einen nach dem Abstand der
beiden Gelkammerd ektroden zueinander und zum anderen nach der beabsichtigten
Auftrenngenauigkeit der DNA-Banden. Norma erweise werden 80-100V an Spannung und
240mA an Stromstérke verwendet, bel einer Laufdauer von 1-2Std. Die DNA-Proben
werden mit S5xProbenpuffer versetzt und in die Geltaschen eingeflillt.

TBE: 1x 10x
100mM Tris 108g
100mM Borsaure 559
2mM EDTA 9.3g
Aq.dest. add.1l, mit HCl auf pH8.3
engdlen
5x Probenpuffer: 0.2% Bromphenaolblau 0.02g
50% Glycerin 5ml (100%)
Aqg.dest. add.10ml
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Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die lsolation der im Agarosege aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgt mit Hilfe des
NucleoTrap Gel Extraction Kits von Clontech. Die gewtinschte DNA-Bande wird aus dem
Agarosegd (sehe 3.1.2) ausgeschnitten und dem Protokoll entsprechend aufgereinigt.

3.1.3 Vervidfaltigung von DNA mit Hilfe der Polymerase-K etten-Reaktion

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten kann die Polymerase-K etten-Resktion (PCR)
eingesetzt werden. Dieser Vorgang besteht aus drel Reaktionsschritten.

Im ersten Schritt wird die Template-DNA zusammen mit den Starter-DNA-Fragmenten bel
95°C fir 40Sek. denaturiert. In dem darauffolgenden Schritt kbnnen sich diese Starter-
Molekile bei einer spezifischen Temperatur fir 30Sek. an das Template anlagern und
werden im dritten Schritt bel 72°C fur 40Sek. durch die Tag-Polymerase (Temperatur
unempfindliche Polymerase) zu einem, dem Template entsprechenden Strang verlangert. Die
Wiederholung dieser Dreischritt-Reaktion (30-40fach) fuhrt zur Anreicherung des von den
Startermol eklilen begrenzten DNA-Bereiches.

Zu Beginn dieser Zyklusperiode wird der Ansatz fir 4Min. bel 95°C denaturiert. Nach
Beendigung der Zyklen wird der Tag die Mdglichkeit gegeben fur 4Min. be 72°C die
unvollstdndigen DNA-Enden aufzuftillen.

PCR-Resaktionsansatz: 5ul 10x Tag-Puffer (Roche Diagnostics)
10ng DNA-Template
0.2Mm dNTP (Stocklsg.10mM, bel -20°C)
0.2mM Starterl (Stocklsg. 10mM, bel -20°C)
0.2mM Starter2 (Stocklsg. 10mM, bei -20°C)
0.5l Tag-Polymerase (5U/ul, Roche
Diagnogtics)

add.50pl Aqg.dest.

Die PCR-Resaktion wird dann auf ein Agarosegel (siehe 3.1.2) aufgetragen und die DNA
nach Bedarf weiterverarbeitet.

Diefur die verschiedenen Resktionen eingesetzten Primer sind unter 2.6 nach Funktionen
geordnet aufgefhrt.

3.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Be der Ligation werden freie Enden des DNA-V ektors mit Hilfe der T4-DNA-Ligase mit
freien Enden des DNA-Inserts verbunden. Freie Enden (Uberhéngend oder kohesiv)
entstehen durch den Verdau der DNA mit Hilfe von RE (sehe 3.1.1). Bel Bedarf kénnen
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Uberhd&ngende Enden aufgeflllt werden (Sehe 3.1.4). Um die Ligation effizienter zu machen,
konnen die Enden des V ektors dephosphoryliert werden (Sehe 3.1.4) .

Auffillen von Uberh&ngenden DNA-Enden
5 Uberhang

Der DNA-Verdau (sehe 3.1.1) wird fur 20Min. bei 70°C inkubiert, wodurch die RE
inaktiviert werden. Dann werden dNTPs (Endkonzentration 200uM) und 1U/ug DNA
Klenow Enzym (5U/ul, Roche Diagnogtics) hinzugegeben und der Ansatz fir 10-15Min. bel
37°C inkubiert. Das Klenow-Enzym it in dlen RE-Puffern aktiv.

3" Uberhang

Der DNA-Verdau (sehe 3.1.1) wird fir 20Min.bel 70°C inkubiert, wodurch die RE
inaktiviert werden.

Anschlief3end wird die verdaute DNA durch die Zugabe von 1/10 Vol. 3M Naacetat
(pH5.2) und 3fachem Val. 100% EtOH gefdlt.

Die DNA wird fir 20Min. bel 13000rpm zentrifugiert, mit 2Vol 70% EtOH gewaschen und
erneut fir 10Min. bei 13000rpm zentrifugiert.

Das Pdllet wird getrocknet, in Wasser gelést und die DNA-Enden in folgendem
Resktionsansatz aufgefUillt:

11yl Ag.dest.

aul  T4-Puffer (Roche Diagnogtics)

4ul dNTP2mM

1yl T4-DNA Polymerase (1U/ul, Roche Diagnostics, 1U/ug DNA einsetzen)

Die Aufflllresktion erfolgt bel 37°C fur 30Min.

Die aufgefullten DNA-Fragmente werden im Agarosegel aufgetrennt (Sehe 3.1.2) und fur
die Ligation isoliert (Sehe unten).

Dephosphorylierung des Vektors

Um eine Religation des Vektors zu verhindern und die Ligation so effektiver zu gestaten,
kann der Vektor vor der Aufreinigung tUber das Gdl dephosphoryliert werden. Hierfir wird
er dem Protkoll entsprechend mit der CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, 1U/ul)

von Roche Diagnogtics behanddit.
Der fur die Ligation vorbereitete Vektor wird Uber ein Agarosegd aufgereinigt (Sehe 3.1.2).

Ligation Uberhangender DNA-Enden
Folgender Ansatz wird fur die Ligation Uberlappender Enden verwendet.

50ng Vektor
3fache Menge Insert (in Mal!)
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1l 10x Ligasepuffer (Roche Diagnostics)
ul T4 DNA-Ligase (5U/ul, Roche Diagnogtics)
add. 10pl AqQ.dest.

DieLigation findet bel RT fur 1-2Std. Stait.

Ligation kohesiver DNA-Enden

Der Ligationsansatz wird wie oben angesatzt, dlerdings wird bis zur 10fachen Menge an
Insert verwendet.
Die Ligation erfolgt bei 14°C UN.

Ein Tell des jewelligen Ligationsansatzes wird dann in Bakterien transformiert (Sehe 3.1.6).

3.1.5 Hersgtelung kompetenter Zellen

Als Bakteriensamm werden E.coli des Stammes DH5a verwendet (Clontech).

Generdl| it esfir die Herstdlung kompetenter Zdllen wichtig, ale Schritte auf Eis mit
vorgekuhlten Geréten durchzufiihren und die Bakterien moglichst schonend zu behandeln.

TSS-Methode

Zunéchgt wird eine Kultur des Bakterienklonesin 2ml LB-Medium angesetzt und bel 37°C
Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag werden 100ml LB-Medium mit Iml dieser frischen
UN-Kultur angeimpft. Sie werden solange bei 37°C und 175rpm im Schikanekol ben
gechttelt, bis Se eine ODgqo von 0.3-0.4 erreicht haben. Dann werden die Bakterien bel
3000rpm fiir 10Min. bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet
auf Eismit /10 Val. (20ml) TSS resuspendiert. Die kompetenten Zellen konnen direkt zur
Transformation eingesetzt werden oder in 200m Aliquots bei -80°C gelagert werden.
HierfUr werden sein flissgem Stickstoff schockgefroren.

LB-Medium: 10g Bactotrypton
(Luria-Bertami) 50g Bacto-Y east-Extrakt
10g NaCl

add. 800mI  Ag.dest, auf pH 7.0 mit 5M NaOH eingtellen.
Auf 1000ml auffillen und autoklavieren. Bal 4°C lagern.
Be Bedarf 100ng/ml Ampidillin beifiigen

TSS. 50m 2 x LB (autoklaviert)
33ml 30% PEG (frisch, seril filtrieren)
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DMSO (Aliquots bei -20°C)
IM MgCl, (autoklaviert)

Aq.dest

2x LB-Medium: Bestandteile entsprechend LB-Medium, jedoch in 500ml anzusetzen.

Die Besimmung der Trandformationseffizienz erfolgt wie unter 3.1.6 beschrieben.

Herstellung kompetenter Zellen nach Hanahan

100ml LB-Medium, angeimpft mit Iml einer frischen Gber Nacht-Kultur , werden bel
175rpm und 37°C im Schikanekolben geschiittelt bis die Bakterienlsgy. eine ODgyg VoOn
0.45-0.5 besitzt (ca. 23td.). Dann werden die Bakterien in Polypropylen-Réhrchen gefillt
(je 50ml) 15min. auf Eis gestellt und anschlief3end bel 4°C und 2500rpm fir 15min.
abzentrifugiert. Jedes Pellet wird in 16.6ml (1/3 Vol) kater RF1-Lsg. resuspendiert, erneut
15min. auf Eisinkubiert und danach ba 2500rpm und 4°C fur 15min. zentrifugiert. Die
entstandenen Pellets werden dann jewellsin 4ml (1/12.5 Vol) kater RF2-Lsg.
aufgenommen, fur 15min. auf Eisinkubiert, diquotiert (200m) und in énem Methanal /
Trockeneis-Bad schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

RF1: 100mM
S0mM

30mM
10mM

15%

RF2: 10mM
10mM
75mM
15%

RbCl

M nC|2 X 4H,0
KAc, pH7.5
CaC|2 x 2H,0
Glyceral
Aqg.dest.

MOPS, pH6.8
RbCI

CaCl, x 4H,0
Glycerol
Ag.dest

129

9.99

30ml (1M)

1.59

150ml (100%)

add.1l, auf pH 5.8 eingellen mit
0.2M Essgsre, Seil filtrieren
(Porengrof3e 0,22mm)

20ml (0.5M)

129

119

150ml (100%)

add. 1., auf pH 6.8 eingelen mit

2M NaOH, deil filtrieren
(Porengrofe 0,22mm)

Die Bestimmung der Trandformationseffizienz erfolgt wie unter 3.1.6 beschrieben.

3.1.6 Transformation von Bakterien

Be der Trandformation wird die Zellmembran von Bakterien kurzzeitg durchléssg gemacht,
S0 dass Plasmide in die Bakterien eindringen kdnnen. Diese werden dann im Zuge der
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Vermehrung der Bakterien mit vervidfdtigt. Die Plasmide enthaten Ressenzgene, die die
transformierten Bakterien auch in der Gegenwart von Antibiotika (z.B. Ampicillin) wachsen
lassen. So kénnen Bakterien, die Plasmide tragen selektioniert werden.

Bestimmung der Transformationseffizienz

Zur Kontrolle der Transformationseffizienz wird ein Aliquot der kompetenten

Zdlen (sehe 3.1.5) mit 1ng pBluescript |1 KS (+/-) (pKS, Stratagene) transformiert (Sehe
unten).

Von der gewachsenen Bakteriensuspension werden 100n (100pg pKS) und 10m (10pg
pKS) augplattiert. Die Anzahl der gewachsenen Kolonien auf der 100pg Platte x 10*

entspricht der Anzahl / mg pK'S. Dieser Wert sollte bei mind. 1x10° liegen.

Temper aturtransfor mation

200m kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut. Anschlielend werden ca. 50ng

DNA bzw.1/2 Ligationsansatz (Sehe 3.1.4) zugegeben und vorsichtig unter die

Bakterien gemischt. Nach einer Inkubation auf Eis fir 30Min. wird der Hitzeschock

be 42°C fur 90Sek. im Warmeblock durchgefihrt. Danach werden 800 LB-Medium
zugegeben und die Bakterien fur 1Std. bel 37°C geschiittelt. Parallel werden LB-Agar-
Amp (Ampicillin)-Platten (100ug/ml) vorbereitet, die bei offenem Deckd im 37°C -Raum
getrocknet werden und auf die nach Ablauf der Zeit 50-200n transformierte
Bakterienlsg. augplattiert wird. Bis zum néchsten Morgen wachsen die resstenten
Kolonien im Warmraum bel 37°C auf der Platte hoch.

LB-Agar: LB-Medium (sehe 3.1.5) +1% Agarose

Ampidllin: 10mg/ml in Ag.dest., bel -20°C lagern

3.1.7 Charakteriserungder transformierten Bakterien

Um diein Bakterien transformierten Plasmide zu charakteriseren, kdnnen verschiedene
Methoden verwendet werden.

Blau-Weil3-Selektion

Die Blau-Weil3 Sdektion dient zur Identifizierung von Bakterien, die Plasmide mit Insert
tragen.

Einige Plasmide besitzen Klonierungsstellen, bel denen die Integration von Fremd-DNA zur
Unterbrechung des [3-Gal aktosidase-Gen Promotors fihrt. Werden Bakterien mit solchen
Fremd-DNA tragenden Plasmiden transformiert und auf LB-Platten ausplattiert, die mit dem
chromogenen Farbstoff X-Ga vorbehandelt worden sind, so kénnen diese Bakterien an
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ihrer weil3en Farbe erkannt werden (se kdnnen das X-Ga nicht mehr umsetzen). Die
Bakterien, welche mit intakten integrationd osen Plasmiden transformiert wurden, konnen
das X-Ga umsetzen und werden blau. Bakterien, welche den Repressor fiir das [3-
Gadaktosdase Gens exprimieren, miissen zusétzlich zu X-Ga noch auf dem Induktor IPTG
ausplattiert werden.

IPTG inhibiert den Repressor und ermdglicht so die Transkription des 3-Galaktosidase
Gens.

Hybridiserungstechnik

Mit der Hybridiserungstechnik kénnen solche Bakterien identifiziert werden, deren
Plasmide Inserts tragen, welche homolog zur Sequenz der verwendeten DNA-Sonde sind.

Lift der Bakterienkolonien

Zunachst wird auf jede bewachsene Petrischale eine Nylon-Membran (Hybond ™ ™-N,
Amersham LifeScience) gelegt, gemeinsam mit der Platte markiert und wieder abgezogen.
Ein Tell jeder Kolonie bleibt so am Filter haften. Die DNA auf dem Filter wird dann fur
zwel Minuten denaturiert, in dem der Filter auf ein mit der Denaturierungs-L 6sung (Sehe
3.1.10.3) getranktes Papier gelegt wird. Dabe zeigt die Seite mit der DNA nach oben.
Danach erfolgt die Neutrdiserung (Sehe 3.1.10.3) ebenfdls fur zwel Minuten. Fals
Bakterienreste auf dem Filter zurtickbleiben, kann dieser mit 2xSSC gewaschen werden.
Der leicht getrocknete Filter wird dann mit UV-Strahlen bestrahit (UV-Stratalinker 2400,
Stratagene), wodurch die DNA an die Nylon-Membran gebunden wird.

Markierung der DNA-Sonden / Hybridisierung in Church Puffer

Der Filter wird mit der DNA nach innen in eine Hybridiserungsréhre (Hybaid)

gegeben und mit Wasser angefeuchtet, so dass er blasenlos an der Wand haftet.
Anschliefl3end werden 8ml Church-Puffer in die Rohre gefillt und bel 65°C fur mind. 1Std.
préhybridisert. Die DNA-Sonde wird mit dem Megaprime DNA-Labeling-System von

Amersham radioaktiv (P**-dCTP, Amersham) markiert. Anschlieend wird die Sonde tiber

die S200 Microspi n'™ Columns (Pharmacia Biotech) aufgereinigt, fur 5-10Min. bel 95°C
denaturiert, auf Eis abgeschreckt und in den Church-Puffer gegeben. Nach Moglichkelt
sollte der Puffer zuvor noch eénmal gewechsdt werden. Die Hybridiserung erfolgt fir ca
23td., se kann jedoch auch tber Nacht durchgeftihrt werden.

Anschlief3end wird der Filter bei 60-65°C zweimd fir 20min. in Church-Wasch-Puffer
geschwenkt, eingeschwel 3 und fur einige Stunden bel -80°C exponiert. Die auf dem FIm
erkennbaren Signale werden den Kolonien auf der Petrischae zugeordnet, diese werden mit
der Pipette gepickt und tiber Nacht in 2ml LB-Amp-Medium fir eine Miniprap kultiviert
(2.1.12).

Church-Puffer: 7% SDS 175ml (20%)
0.5M NaHPO, 144.25m (1M)
0.5M NaH,PO, 105.75m (1M)
1mM EDTA 1ml (0.5M)

AqQ.dest. add.500ml
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Church Wasch-Puffer: 1% SDS 50ml (20%)

40mM NaHPO, 11.6ml (1M)
40mM NaH,PO, 8.5ml (1IM)
Aq.dest. add.500ml

Stripen von Filtern

Die Filter, welche wiederholt hybridisiert werden sollen werden zuvor gestript, um die aten
DNA-Sonden zu entfernen. Dafur wird 0.5% SDS in Aqg.dest. aufgekocht und auf die
Filter gegeben. Diese werden so lange im Wasserbad geschiittelt bisdie Lsg. RT erreicht
hat.

3.1.8 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Miniprapar ation

Eine Bakterienkolonie wird im Glasréhrchen in 1,5ml LB-Amp-Medium (Sehe 3.1.5) Uber
Nacht inkubiert. Am néchsten Morgen wird die Kultur in einem Eppendorfgefa? 1IMin. bel
13000rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 100n kalter Lsg.1 resuspendiert und 3Min. bel
RT inkubiert. Anschlief3end werden zur Lyse 200m Lsg.2 zugebegen, dles vorschtig durch
Umdrehen gemischt und auf Eisfur 3Min. inkubiert. Nach der Zugabe von 150m Lsg.3,
erneutem Mischen und einer Inkubation auf Eis von 5SMin., werden die ausgefalenen

Proteine fir SMin. bei 1300rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird mit 1Vol. Phenol /
Chloroform gemischt, gevortext und wieder wie vorher zentrifugiert. Die obere, wassrige
und DNA-hdtige Phase wird in ein neues Eppendorfgefd? Uberfihrt, mit 2 Vol. 100%
EtOH gemischt und erneut abzentrifugiert - diesma fir 10Min. Das DNA-Pdllet wird mit
70%igem EtOH gewaschen, abzentrifugiert und getrocknet. Je nach Grof3e des Pellets wird
die DNA in 50-200m TE-Puffer (+20ng/ml RNaseA) gel 0.

Lsg.1 (GET): 50mM Glucose 10ml (1M)
10mM EDTA 4ml (0.5M)
25mM TrisHCI,pH8.0 2.5ml (2M)
Aq.dest. add.200ml Lagerung be 4°C
Lsg.2: 1% SDS in 0.2N NaOH
Ls0.3: 3M KAc-Lsg. (pH4.8)
TE-Puffer: 10mM Tris, pH 8.0 1.21g
ImM EDTA 0.379
Aq.dest. add.1l, pH8.0 mit HCl eingtellen
RNaseA: 10mg/ml Stock, bel -20°C
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M axipraparation

Die Prgparation groflierer Mengen DNA wird mit dem Wizard Plus Midiprep DNA
Purification System von Promega durchgefiihrt. Pro Ansatz werden 100ml LB-UN-Kultur
aufgereinigt (Sehe 3.1.5).

L agerung von Bakterien

Zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterienkulturen bietet es Sch an Glyceringtocks
anzufertigen (50% Glycerin / 50% Bakterienkultur), die in flissgem Stickstoff
schockgefroren und bel -80°C gelagert werden.

3.1.9 Screen einer Phagen Libary

Jeder Phage infiziert einen bestimmten Bakteriensamm. Die infizierten Bakterien sterben ab
und bilden sogenannte Phagen Plagues.

Bakterienkultur

Zunéchgt wird eine UN-Kultur des Bakteriensammes (eine Kolonie in 50ml LB-
Medium/0.2% Maltose) angesetzt. Die Mdtose im Medium induziert die Aushildung von
Maltoserezeptoren auf der Oberfléche der Bakterien. Die Phagen sind in der Lage an diese
Rezeptoren zu binden und so die Bakterien zu infizieren. Am néchsten Tag werden die
Bakterien fir 20min. bei 5000rpm abzentrifugiert und in einer 0.01M MgS0,-L 3.

resuspendiert. Die ODgqq Sollte bel 1.6x10° Zelleml liegen. Diese Bakteriensuspension
kann bel 4°C fir en bis zwel Wochen gdlagert und immer wieder verwendet werden.

Bestimmung von positiven Phagen

100ul der Bakteriensuspenson werden mit der entsprechenden Menge Phagenel uat
(50000 Plague formende Einheiten/15cm Platte) infiziert. Hierfir werden je 100ul Bakterien
mit den Phagen fur 20Min. bal 37°C inkubiert, anschliel?end mit 7ml Top-Agar gemischt
(42°C) und jewels auf einer 15cm LB-Platten (Sehe 3.1.6) ausplattiert.

Die LB-Platen werden UN bei 37°C inkubiert bis sie von Plaques Uberzogen sind.
Anschliel¥end wird ein Filterlift durchgefihrt und die Filter mit der ausgewahiten Sondein
Church-Puffer hybridisert (Sehe 3.1.7). Postive Plaques werden mit einer abgeschnittenen
Pipettenspitze aus dem Agar gestochen und in 1ml SM-Lsg. gegeben. Zur Abtétung der
Bakterien wird pro Eppendorfgefédl3 ein Tropfen Chloroform hinzugegeben und die
Eppendorfgefdl3e bel RT fur 23td. geschiittelt. Je nach Konzentration des Phageneluates
wird noch ma 1:100 in SM-Lsg. verdinnt und jedes Phageneluat mit 100ul Zdlsuspenson
versetzt. Nach einer Inkubation bal 37°C fir 20min. werden pro Phagen/Bakteriengemisch
3.5ml TOP-Agar hinzugegeben und das Ganze auf eine 10cm LB-Platte ausplattiert.
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Am né&chgen Tag wird erneut ein Flterlift durchgeftinrt. Diese Filter werden ebenfdls
hybridisert. Diese Prozedur wird wiederholt bis die Phagen-DNA klond ist, d.h. bisale
Pagues auf einer Platte ein positives Hybridiserungssgnd zeigen.

SM-Lsg.: 100mM NaCl 5ml (5M)
8mM MgSo, 2ml (1IM)
50mM TrisHCI, pH7.5 12.5ml (1M)
10mM Geatine 1.25ml (2%)

AqQ.dest. add. 250ml

TOP-Agar:  LB-Medium (siehe 3.1.5), 0.7% Bacto-Agar, 10mM MgSO,

Préaparation von Phagen-DNA

Zunéchst wird eine Bakterienkolonie von der Platte gepickt und in LB-Mediun/10mM
MgSO, fir 2-3td. bei 37°C geschiittelt.

Dann werden 25ul bzw. 250ul Bakterienkultur mit 25ul Plaqueduat fir 20Min. be 37°C
inkubiert, eswerden 25ml LB-Medium/10mM MgSO, hinzugegeben und das Gemisch bel
37°C UN geschiittelt bisdie Lyse der Bakterien erfolgt ist. Die Prgparation der Phagen-
DNA erfolgt mit dem LamdaMidi Kit von Qiagen.

3.1.10 Analyse genomischer DNA

3.1.10.1 DNA-Extraktion

DNA-Extraktion aus M auseschwanzen

Die Schwanze werden in ca.lcm Abstand vom Ende mit der Schere kupiert. Anschlief3end
werden zu jedem Schwanz in ein Eppendorf-Gefél3 600l Tail-Puffer und 0.5mg Proteinase
K / ml hinzugegeben. Der Ansatz wird bel 55°C Uber Nacht geschiittet. Am néchsten Tag
werden 600l Phenol / Chloroform-Lsg. zugefiigt und der Deckd des Eppendorf-Gefalies
mit Phase Lock Gel (Peglab Biotechnology) ausgefiillt. Nachdem das Ganze eine Stunde
lichtgeschiitzt bel RT geschiittdt hat, wird fur 5Smin. bel 7000rpm. zentrifugiert, der
Uberstand in ein neues Gef&aR tberfiinrt und die genom. DNA mit 500yl 1sopropanol
augyefdlt. Mit einer Pipettengpitze wird die DNA entnommen und in 300m 70%igem EtOH
gewaschen, bevor sefur 10Min. bel 13000rpm abzentrifugiert und anschliel3end leicht
getrocknet wird. Die genom. DNA wird dann Uber Nacht in 100ul TE-Puffer bei 37°C
gdodt. Fur die Typiserung mit Hilfe der PCR -Technik (Sehe 3.1.3) wird 1m (ca 1ng)
dieser Lsg. eingesetzt, fur die Typisierung per genom. Southern-Blot (Sehe 3.1.10.3) 10m.

Tal-Puffer: ~ 50mM TrisHCI, pH 8.0 25ml (1M)
50mM EDTA 50ml (0.5M)
100mM NaCl 10ml (5M)
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0.5% SDS 12.5ml (20%)
Ag.dest. add. 500ml
Vor Gebrauch 0.5mg/ml ProteinaseK (Stock20mg/ml, bei-20°C) zufligen!

DNA-Extraktion ausder Amnion-Hlle (E 9.5)

Zu jeder praparierten Amnion-Hulle werden 100m Tail-Puffer mit Prot.K (Siehe oben)
zugegeben. Das Gewebe wird 3-43td. bzw. Uber Nacht bel 55°C verdaut. Nachfolgend
werden 10ni (1/10 Vol.) 3M Kaacetat zugegeben und die genom. DNA mit 300m 100%
EtOH gefdlt. Nun wird fur 10Min. bel 1300rpm zentrifugiert, zweima in 100m 70% EtOH
gewaschen und die DNA leicht getrocknet. Das Pellet wird in 50m TE-Puffer
aufgenommen. Fir eine PCR-Resktion (siehe 3.1.3) wird 1ml DNA-Lsg. eingesetzt.

3.1.10.2 Verdau und Auftrennung genomischer DNA

Die genom. DNA wird UN bei 37°C wiefolgt verdat:

10ng genom. DNA

3 10x Puffer

0.3m RNaseA (Stocklsg.10mg/ml,bei-20°C)
1n konzentriertes RE (40U/m)

add. 27ul Ag.dest.

Am néchgten Tag wird erneut 1ul RE und 1.2ul Spermidin (Stocklsg.0.1M, bei -20°C)
zugegeben und erneut fir einige Std. bel 37°C inkubiert.

Die Auftrennung der DNA erfolgt Gber Nacht im 0.8%igen Agarose-TBE-Gd, (Sehe
3.1.2) wobei vor dem Auftragen in die DNA-Proben je 6ml 5x Probenpuffer zugegeben
wird. Eswird eine Spannung von 35V und eine Stromstérke von 240mA fiir ca163td.

angelegt.

3.1.10.3 genomischer Southern-Blot und Hybridisierung

Die DNA im Agarose-Gel (siehe 3.1.10.2) wird fur 30-50min. denaturiert und nachfolgend
fir 50min. neutrdisiert. Sollte die bei der Hybridiserung zu erwartende Bande eine Grol3e
von 10kb tberschreiten wird zuerst fir 15-20min. depuriniert, dann denaturiert und
neutrdisert.

Denaturierungd sg.: 1.5M NaOH 100ml (5M)
0.5M NaCl 300ml (5M)

Aq.dest. 600ml
Neurdiserungdsy.  0.5M NaCl 300ml (5M)
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0.5M TrisHCI, pH 7.3 500ml (1M)
Ag.dest. 200m

Depurinierungdsg.: 0.2N HCI

20x SSC: 3M  NaCl 1759
0.3M Nacitrat 88g
AQ. dest. add.1l, pH7.0 mit NaOH

Das Gel wird sodann Uber Nacht mit 10x SSC geblottet. Hierfir wird zum sténdigen
Flissgketsransfer mit Whatmanpapier eine Briicke in 10x SSC gebaut, darauf zunéchst
das Gdl, darauf eine feuchte (2x SSC) Hybridisation Transfer Membran (NEN), zwel Lagen
feuchtes Whatmanpapier (2x SSC) und zuletzt Filterpapier gestapdlt. Dieser Blot wird
beschwert und erst am néchsten Tag abgebaut. Der Filter wird in 2x SSC gewaschen und
gecrosdinkt (sehe 3.1.7).

Anschlief?end wird der Filter in 8ml Repidhyb-Puffer (Amersham) mit der markierten DNA
(sehe 3.1.7) bei 65°C fur 23td. hybridisiert, in 0.1xSSC/0.1%SDS bei 60°C nach Bedarf
gewaschen und Uber Nacht exponiert.

3.1.11 Analysevon RNA

Alle Arbeaiten mit RNA sollten mit Handschuhen und unter der Verwendung von DEPC-
Wasser durchgefuihrt werden, um einer Degradierung der RNA vorzubeugen.

31111 Préaparation von RNA

Die Préparation von RNA erfolgt mit dem Rnessy Kit von Qiagen. Die isolierte RNA wird
bei
-80°C gelagert. Haufiges Auftauien und Einfrieren sollte vermieden werden.

31112 RNA-Gel

Zunéchgt wird die Gelkammer fur 2Std. mit 0.1M NaOH inkubiert, um se von RNasen zu
befreien.

Fur ein 1.5% iges Gel werden 1.5 g Agarose in 60ml DEPC-Wasser gel6st und auf eine
Temperatur von 60°C gebracht. Dann werden 20ml 5 x Laufpuffer und 17.9ml
Formadehyd (37 %) zugegeben und das Gel in die Kammer gegossen.

Die RNA-Proben werden folgendermalen vorbereitet:

4.5m RNA (10-20ng)
2m  5x Laufpuffer
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3.5m Formddehyd
10m Formamid

werden bel 65°C fur 15Min. erhitzt und dann auf Eis abgeschreckt. Nach der Zugabe von
2ni Lade-Puffer und 2ng/pl EtBr werden die Proben auf das mit 1x Laufpuffer
Uberschichtete Gl aufgetragen. Die Auftrennung erfolgt Uber Nacht bel 20V.

DEPC-Wasser: 0.1 % DEPC in Wasser bel 37°C UN 16sen und danach zweimal
autoklavieren.
5x Laufpuffer: 0.1M MOPS, pH7.0 20.69
40mM Naacetat 40ml (1M)

auf 800ml mit DEPC-Wasser auffiillen, pH 7.0 mit 2N NaOH
eingdlen und erst anschlielRend 5mM EDTA (10ml Stocklsg.
0.5M) zugeben. Das Endvolumen betrégt 11. Diese Lsg. wird
deril filtriert (0.22m) und lichtgeschiitzt gelagert.

10x Lade-Puffer: 50% Glycerol 2.5ml (100%)
1ImM EDTA, pH 8.0 10ul (0.5M)
0.25% Bromphenolblau 12.5mg
0.25% Xylencyanol FF 12.5mg
DEPC-Aq.dest. add. 5ml
3.1.11.3 Northern Blot und Hybridisierung

Das RNA-Gd (dehe 3.1.11.2) wird zunéchst fir 20Min. in 10 x SSC geschwenkt, um das
Formadehyd zu entfernen. Der Blot der RNA erfolgt direkt im Anschluf3 Gber Nacht in 10
X SSC (dehe 3.1.10.3). Auch die Art der Hybridisierung des Filtersist mit der unter
3.1.10.3 beschriebenen identisch.

3.1.12 Reverse Transkription

Fur die Herstdlung von cDNA aus einem RNA (Ribonukleinsre.)-Template wird die RNA
mit Hilfe der Superscript |1 (Roche Diagnostics) und random- (GIBCO) oder oligo(dT)-
Primern (GIBCO) revers transkribiert.

Diese Resktion findet in folgendem Ansatz Hatt:

3-10mg RNA und 100pmol Primer werden mit Ag.dest. auf ein Endvolumen von 11m
gebracht. Zunéchat erfolgt eine Denaturierung bei 70°C fir 10Min. anschlief3end wird auf
Eis abgeschreckt (15Min.).

Fur die reverse Transkription werden dann folgende Bestandteile hinzugegeben:

4m 5xRT-Puffer

2nm 0.1M DTT

1m 10mM dNTP

1n Rnase Inhibitor (40U/m, Promega)
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1m Superscriptll (200U/m, Roche Diagnostics)

Der Ansatz wird bei 37°C fur 60Min. inkubiert.

Die RNA wird nun mit 2 1M NaOH bei 70°C fur 15Min. entfernt und die Lésung mit 2m
IM HCl neutrdisert.

Die cDNA wird bel -20°C gelagert. Fur jede PCR-Reaktion (siehe 3.1.3) wird 1ni cDNA
ds Template eingesetzt.

3.1.13 Schnelle Amplifizierung von cDNA Enden (RACE)

5 RACE

Die Methode der 5° RACE wird verwendet, um von einer bekannten Sequenz ausgehend
ene unbekannte, in 5° Richtung liegende Sequenz zu amplifizieren. Die, mit
sequenzspezifischen antisense Primern revers transkribierte cDNA (sehe 3.1.12) wird mit
einem polyC-Schwanz bestiickt und kann so in einer nachfolgenden PCR-Resktion (Sehe
3.1.3) mit entsprechenden Primern vervidfdtigt werden.

HierfUr wurde nach dem GIBCO Protokoll fir die 5" RACE gearbeitet, wobei die
sequenzspezifischen antisense Primer salber designt wurden (Sehe 3.6.2).

3 RACE

Die 3' RACE dient zur Identifizierung von Sequenzen, welchein 3” Richtung von der
bekannten Sequenz liegen. M ethodisch wurde nach dem Protokoll von GIBCO fir die 3
RACE vorgegangen, wobei fur die PCR neben den sequenzspezifischen sense Primern,
antisense Primer gegen den oligo(dT)-Schwanz der cDNA (nach rev. Transkription der
RNA mit oligo(dT)-Primern, Sehe 3.1.12) eingesetzt wurden.

3.2  Kultur von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)

Die Arbeit mit ES-Zdlen wird an sterilen Werkbanken durchgefihrt. Alle
wiederverwendbaren Gegenstdnde werden mit Ampuwa-Wasser gespilt und vor der
Benutzung autoklaviert. Vor dem Gebrauch werden se mit 70% EtOH desinfiziert und nach
Maglichket in der Werkbank abgeflammt. Durch diese Ma3nahmen soll eine
Kontamination der Zdl-Kulturen durch Bakterien und Pilzsporen vermieden werden.

ES- und Feeder-Zdlen werden im Brutschrank bel 37°C und 5% CO, inkubiert.

Medien und Lésungen Snd unter 2.2.9 zu finden.
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3.2.1 Hergdlung von priméaren Fibroblasten -Zdl- und Geatine-Platten
primare Fibroblasten (Feeder-)Z€ll-Platten

Ein Aliquot Feeder-Zdllen (5-1Ox106 Zdlen) wird im Wasserbad bel 37°C aufgetaut und
nach der Zugabe von 10ml Feeder-Medium fur SMin. bei 1200rpm abzentrifugiert. Das
Pelet wird in 20ml Medium resuspendiert und auf 5x15cm (je 25ml Medium vorge egt)
Patten verteilt.

Nach vier Tagen sollten die Zellen eine konfluente Schicht ausgebildet haben und kénnen mit
Mitomycin C (Zdlteilungsinhibitor) behandelt werden.

Hieflr wird das Medium abgesaugt und pro Platte 10ml neues Mitomycin-hatiges Medium
(20ng/ml) hinzugegeben. Die Feeders werden so fir 2-3Std. im Brutschrank inkubiert.
Anschlief?end werden die Zdllen zwel ma mit PBS gewaschen und nach der Zugabe von
8ml Trypsin fir 5-10Min. inkubiert, bis sch die Zelen von der Platte |0sen.

Die Zdlen werden suspendiert bis se vereinzelt Snd, wie oben aozentrifugiert und mit einer

Dichte von 2-2.5x10" Zellen/cnf ausplattiert. Die Platten kdnnen bereits nach zwel Stunden
fur die ES-Zdlkultur (sehe unten) und dann bis zu einer Woche verwendet werden.
Nach drei Tagen sollte das Medium gewechsalt werden.

Bevor ES-Zdlen auf den Feeder-Platten ausplattiert werden, muss das Feeder-Medium
gegen das ES-ZdI-Medium (sehe 3.2.9) ausgewechsalt werden.

Gelatine-Platten

Zunéchgt wird eine 0.1% L 6sung von Gdatine in AmpuwaWasser hergestd |t und
autoklaviert.

Mit dieser Gdlatind dsung werden Zellkulturschaen beschichtet, indem etwas Gdlatine
eingefullt und wieder abgesaugt wird. Dabel muss darauf geachtet werden, dass die Gdlatine
die Platte Uberdl benetzt. Anschlief3end wird die Platte bel offenem Deckel getrocknet und
kann sodann zum Ausplattieren von ES-Zdlen (Sehe 3.2.2) verwendet werden.

3.2.2 Expansion der ES-Z€len fur die Elektroporation (Genemutagenese/
Genfalle)

ES-Zdlen werden auf einer Schicht von Feederzdllen kultiviert (Sehe 3.2.1). Diesesnd
aufgrund einer vorhergegangenen Mitomycin-Behandlung nicht mehr in der Lage Sch zu
tellen und bilden daher einen Monolayer auf dem Boden der Kulturschde, auf dem die ES
Zdlen wachsen konnen.

Zunéchst wird ein Rohrchen ES-Zellen (5x10°) bei 37°C im Wasserbad aufgetadt , in 5ml
ES-Zdl-Medium aufgenommen und fir 5Smin. bei 1200rpm abzentrifugiert. Das ZdIpellet
wird in Iml ES-Zdl-Medium resuspendiert und auf einer 6cm Feederplatte in eéinem
Gesamtvolumen von 5ml ES-Zd|-Medium verteilt.

Die Zellen werden bel einer Temperatur von 37°C und 5% CO, UN inkubiert. Am néchsten
Tag wird das Medium gewechsdlt.
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Einen Tag spéter wird das Medium abgesaugt, die Zdlen mit 5ml PBS gewaschen und
nach der Zugabe von 1,5 ml Trypsin fur 20-20min. im Brutschrank inkubiert, bissich die
Zdlen von der Unterlage |6sen. Um das Trypsin zu inaktivieren und Einzelzellen zu erhdten
werden 2ml Medium zur Zdlsugpension hinzugegeben und diese mehrfach auf-und
abpipettiert. Anschlief3end werden die Zellen in @nem VVolumen von 6ml fir Smin. be
1200rpm abzentrifugiert. Das ZdIpelet wird in einem VVolumen von 1,5ml aufgenommen und
auf einer vorbereiteten 9cm Feeder-Platte in 10ml Medium vertellt. Das entspricht einer
Verdinnung von 1:3.

Nach zwe Tagen werden die ES-Zdlen erneut in PBS gewaschen (10ml / Platte) und mit
3ml Trypsin behanddt. Je nach Wachstum der Zellen werden se auf zwei oder drel 9cm
Gelatine-Platten (Sehe 3.2.1) verteilt. Nach ca. 40 Std. wird das Medium gewechsdlt, um
das Wachstum der Zdlen vor der Elektroporation anzuregen. Die Anzahl der Zellen pro
Platte entspricht dann ungefahr der Menge, die flr eine Elektroporation bendtigt wird.

Fdls eine grofiRere Anzahl an Zdlen benétigt (108 Zdlen/ EPfur Genfdle, sehe 3.2.4) wird,
bietet es sich an eine weitere Passage auf Feeder-Platten durchzufiihren bevor die engliltige
Passage auf Gelatine-Platten erfolgt.

3.2.3 Elektroporation von ES-Zéllen (Genmutagenese) / Selektion der Klone

Fur die Elektroporation (EP) werden die Zellen wie unter 3.2.2 beschrieben
trypsinigert, abzentrifugiert und in eénem kleinen Volumen kdtem PBS

resuspendiert. Anschlief3end wird mit Hilfe einer Neubauer Z&hlkammer ihre Anzahl
bestimmt (die Gbrigen Zdlen bleiben auf Eigl) und das VVolumen der Zdlsuspension (

inklusive DNA) mit kaltem PBS auf eine Menge von 7x10° Zellen und 900n/K iivette
aufgefllt.

30ng der gewlinschten DNA werden zuvor tber Nacht in enem Volumen von 80ni
linearisert, wobel 5U Redtriktionsenzym / ng DNA verwendet werden. Vor der
Elektroporation wird die DNA fur 10min. bei 70°C erhitzt und dann auf Eis gestelt. Die
ZdIsuspension wird mit der DNA gemischt, in die Elektroporationskiivette Ubertragen und
bei 0,24kV und 500nt eektroporiert. Die Zeitkonstante sollte zwischen 5 und 7mSek.
liegen. Die Klvette wird nachfolgend fur 20Min. auf Eis gestdlt .

Die dektroporierten Zdllen einer Kuvette werden dann auf zwei 9cm Gelatine-Platten (Sehe
3.2.1) vertelt, die bereits mit 10ml ES-Zell-Medium bedeckt snd. Am néchsten Tag wird
das Medium gewechsdt.

Ab dem zweiten Tag wird as Antibiotikum G418 (200ng/ml), ab dem dritten Tag auch
Gancyclovir (2mM) in das Medium gegeben, das té&glich gewechsdt wird. Die Sdektion
wird solange fortgefiihrt, bis der Zdlrasen verschwunden ist und nur noch einzelne Zdlklone
zu erkennen sind (nach 8-9 Tagen).

3.24 Elektroporation von ES-Zéellen (Genfalle)

Die Elektroporation (EP) fur Genfallen-Experimente entspricht dem Protokoll der EP fir
die Genmutagenese (Sehe 3.2.3). Allerdings werden hier 1x10° Zdlen mit 120ng DNA
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elektroporiert, bel 0.8kV und 3nf= fir 0.1mSek. Die behanddten Zellen werden auf 12
Gdatine-Platten (Sehe 3.2.1) verteilt und mit den entsprechenden Antibiotika salektioniert.

3.25 Induktion von eektroporierten ES-Zellen mit FGF2 (Genfalle)

Die ES-Zdllen werden wie unter 3.2.4 beschrieben el ektroporiert und solange salektioniert,
bis einzelne Kolonien zu erkennen sind. Das Medium wird abgesaugt und ein Polyester-
Filter

(Porengrélze 1nm, Tetko Inc., EImsford NY), der zuvor markiert, in Aq. dest gewaschen
und autoklaviert wurde, daraufgelegt. Dieser wird zu 80% mit Glas-Kugen (3mm, Fisher
Sci. USA) Uberschichtet und anschlief3end wieder mit ES-Zell-Medium bedeckt. Innerhab
von zwe Tagen wachsen die Kolonien in die Membran ein.

Zu diesem Zetpunkt wird das Medium abgesaugt, die Kugeln abgegossen und der Filter
vorsichtig abgezogen. Dieser wird dann mit der bewachsenen Seite nach obenin ene
Petrischae mit ES-Zdl-Medium gelegt. Die Origind platte wird wie gehabt welterkultiviert.
Der Filter wird in ES-Zdl-Medium mit nur 5% FCS inkubiert, in das der induzierende
Faktor FGF2 in einer Endkonzentration von 20ng/ml verdinnt wird.Die Inkubeation erfolgt
fur 48td. Anschlief3end wird der Filter mit X-Ga angefarbt (Sehe 3.4.2). Klone, die eine
Blaufarbung zeigen werden von der Origind platte gepickt und weiter expandiert (Sehe
3.2.6).

3.2.6 Picken, Expansion und Einfrieren von resistenten Klonen

Die ES-Zd| Klone werden auf 96well-Feeder-Platten (Sehe 3.2.1) gepickt. Hierfir muss
zunéchst das Feeder-Medium abgesaugt werden und durch ES-Zell-Medium ersetzt
werden (150m/well). Das Medium auf den Elektroporationsplatten wird gewechsdt und die
Klone mit 20m Spitzen gepickt. Anschliel}end wird jeder Klon in en 96Wdl Gberfihrt.
Am néchgten Tag werden die Zdlklone in PBS gewaschen (150n/Wdl) und mit 30m
Trypsin fur 10-20Min. behanddt. Nach der AuflGsung der Klone in Einzelzellen werden
diese in frische 96wd|-Platten Ubertragen. Am darauffolgenden Tag wird das Medium
gewechsdt.

Zwei Tage nach dem Picken miissen die ES-Zdlen nach ihrer Wachstumsrate beurteilt und
entsprechend behanddt werden. Zid it es, fir jeden Klon zumindest zwel Kopien auf
96wl |-Feeder-Platten und zwel Kopien auf 96well-Gelatine-Platten zu haben. Demnach
werden die ES-Zdll-Klone erneut trypsiniert und mit einer Passage von 1.3 bzw.1:4 auf die
vorbereiteten Feeder- bzw. Gelatine-Platten Ubertragen. Fir langsam wachsende Klone
bietet es sch an, die Klone nur auf ein neues Well zu tibertragen und entsprechend spéter zu
tellen. Am néchsten Tag wird erneut das Medium gewechsdlt.

Zwei Tage nach der Passage werden die Feeder-Platten eingefroren. Hierflr werden sie
wie beschrieben trypsiniert (30m Trypsin) und anschlie?end in 70m katem Medium
resuspendiert. Zu dieser Zellsuspension werden nun 100m kaltes, 2x konzentriertes
Einfriermedium hinzugegeben. Dieses besteht zu finf Tellen aus FCS, zu drel Tellen ausES
Zd|-Medium und zu zwe Teilen aus DM SO (Diemethlsulfoxid), welches die Aushildung



von Eiskristalen und somit eine Zerst6rung der Zellen wérend des Einfrierprozesses
verhindert. Die 96wel| Platten werden sofort im -80°C Schrank tiefgefroren.

Die Gdtine Platten werden so lange im Brutschrank inkubiert bis se nahezu konfluent
gewachsen snd. Zu diesem Zatpunkt werden se zweimd mit PBS gewaschen und
anschlief3end bei 50°C Uber Nacht in Lysis-Puffer verdat.

Lyss-Puffer: 10mM TrisHCI, pH7.5 5ml (AM)
10mM EDTA 10ml (0.5M)
10mM NaCl Iml (5M)
0.5% Sarcosyl 12.5ml (20%)

AgQ.dest. add.500ml

vor Gebrauch ProteinaseK hinzugeben 1mg/ml (Stocklsg. 20mg/mi, bei-20°C)

3.2.7 DNA-Praparation und Verdau der ES-Z€dl-Klone

Nach der Lyse der Zdllen (Sehe 3.2.7) wird die nun frel zugangliche genomische DNA
ausgefd|t. Hierfir werden 100m eines Gemisches von 10ml 100% EtOH und 150ml 5M
NaCl pro Well hinzugegeben und das Ganze fur einen Stunde geschiittelt. Die gen. DNA
wird as weil3er Film am Boden der Platten sichtbar. Nun werden die Platten fir Smin. be
2500rpm. abzentrifugiert und dreima mit 150m 70%igem EtOH gewaschen, wobel
zwischendurch jewells fir 2min. bel 2500rpm. zentrifugiert wird. Die FUssgket wird
jedesmd vorsichtig abgegossen. Nach Beendigung des Waschvorgangs wird die DNA fur
10Min. bei RT getrocknet und dann in 25m Wasser bei 37°C fur mehrere Stunden gel 6<.

Der Ansatz fir den Verdau der genom. DNA besteht pro Well aus folgenden Lésungen:

Ag.dest. 25 ni

Puffer 3.0m (Roche Diagnostics)
RNaseA 0.3m (10mg/ml Stock, bei-20°)
Spermidin 1.2m (0.1M Stock, bei -20°)

RE 2.0m (40U/ul, Roche Diagnostics)

Um einen vollgtandigen Verdau zu garantieren wird zundchst das Wasser, der Puffer,

die RNase und 1n des RE hinzugegeben und tber Nacht verdaut. Am néchsten

Morgen werden das Spermidin und erneut 1n des RE zugesetzt und der Verdau fir 5Std.
bel 37°C inkubiert.

Die verdauten genom. DNAs der ES-Zéell-Klone werden dann Uber Nacht (ca16 Std.) in
einem 0,8%igen Agarose-TBE-Gel (sehe 3.1.2) bei 35mV aufgetrennt, das Gdl in 10xSSC
geblottet und der Filter in der Rapidhyb-Puffer mit der entsprechenden Sonde hybridisert
(sehe 3.1.10.3).



3.2.8 Auftauen und Expansion der postiven Klone

Zur Expangion der positiven ES-Zdll-Klone werden die 96well-Platten im 37°C Wasserbad
aufgetaut. Nachfolgend werden se fir 5SMin. bei 1200rpm. abzentrifugiert. Das Medium
wird abgesaugt und die Zdlen in 30m Medium resuspendiert. Diese Lésung wird in neue
Widls einer 96wel|-Feeder-Platte Ubertragen. Am néchsten Tag wird das Medium
gewechsdt.

Am Tag darauf werden die Zdlen trypsiniert und jeder Klon auf zwel Wells einer 96wdll-
Feeder-Platte vertellt.

Einen bzw. zwel Tage péter werden die Zdlen der beiden Wells auf ein Well einer 24well-
Patte passagiert (in Iml Medium).

Nach zwel Tagen wird jedes Well mit 200m Trypsin behanddt und auf eine 6cm Feeder-
Fatte (5ml Medium) transferiert.

Daesfir die gpétere Verwendung der Zelen wichtig ist die Passagenzahl moglichst
gering zu hdten, werden sie nur noch ein weiteres Md 1.3 auf eine 9cm Feeder-Platte
expandiert (1,5ml Trypsin, 10ml Medium) und anschliel3end eingefroren.

Hierflr werden die Zellen nach zwel weiteren Tagen mit 3ml Trypsin behanddt be
1200rpm fir Smin. abzentrifugiert und in 0.5ml katem Medium aufgenommen. Nach der
Zugabe von 0.5ml katem, 2x konz. Einfriermedium (Sehe 3.2.9) werden die Zdlen in der
Khlbox zunéchst tber Nacht be -80°C eingefroren und dann in fllissigen Stickstoff
Uberfiihrt.

3.29 Medien/L 6sungen fur die Zdlkultur

ES-ZdI-Medium: 500mI DMEM (+Glucose/Na-Pyruvat)
(15% FCS) 75ml FCS (38P, GIBCO ES-cdl quaified)
5m  Glutamin
Im  R-Mercaptoethanol
120m LIF

Feeder-Zd|-Medium:  500ml DMEM (+Glucose/Na-Pyruvat)
(10% FCS) 5/ml  FCS (34N, GIBCO ES-cdll quaified)
57ml  Glutamin
5.7ml nicht essentielle Aminosduren (GIBCO)

Wasch-Medium: DMEM komplett, 10% FCS, ohne LIF
Enfiemedium: 5ml ES-Zell-Medium
(2x konz.) 3m FCS
2m DMSO
Trypsn: 0.05% in Tris/ EDTA-Puffer
Gddine 0.1% in Ampuwa - Wasser
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Lyss-Puffer: 10mM TrissHCl, pH 7.5 5ml (AM)

10mM EDTA, pH 8.0 10ml (0.5M)
10mM NaCl 1ml (5M)
0.5% Sarcosyl 12.5ml (20%)
Ag.dest. add. 500ml

vor Benutzung 1mg / ml Proteinase K frisch hinzugeben

3.2.10 Ubersichtstabelle Zdlkultur gefale

Durchmesser Oberflache Zélzahl Medium Trypsin
14cm 145¢nt 1.8x10’ 25m 75ml
9cm 56cm? 7x10° 10m 3cm
6cm 2lcn? 3x10° 5mi 1.5ml
3.5cm 8cn’ 1x10° 25ml 05ml
24well(1.5cm) 1.9cn? 2.5x10° 1ml 100
96well(0.5cm) 0.3 cnt 5x10°* 150 30n

3.3 Schnittechniken

3.3.1 Schneiden von Gewebe mit dem Cryostaten

3.3.1.1 Schnitte fur diein-situ- Hybridisierung

FUr die in-gtu- Hybridserung (sehe 3.5.2) werden montierte Schnitte verwendet.

Die Behandlung des zu schneldenden Gewebes hangt von der Beschaffenheit desselben ab.
Gewebe, welches rdaiv vid Wasser enthdt (z.B. Embryonen), miissen vor dem Einfrieren
gegen Gefrierschaden und zum Vakuolenerhdt in Succrose cryoprotektiert werden. Das
Einbetten in Succrose/Gdatine garantiert einen sehr guten Erhalt der Vakuolen (z.B.
Gehimveskd).

Adultes Gehirn kann frisch aus dem Tier prépariert, abgetrocknet und sofort auf einem
Sttick Aluminiumfolie auf Trockenes tiefgefroren werden. FUr einen besseren Gewebeerhdlt
werden die Mause perfundiert, das Gehirn prapariert und eingefroren (sSiehe unten, Schnitte
fur die Immunférbung) und anschliel}end zum Schneiden aufgezogen.

Embryonen werden aus dem Muttertier prépariert, sofort in 4%PFA/PBSfixiert (IN4°C)

und in 20%Succrose/PBS be 4°C UN inkubiert. Anschlief¥end werden se auf Trockenes
tiefgefroren.
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Sehr junge Embryonen (E 9.5) werden in 15% Succrose/PBS inkubiert bis se absinken und
anschliefend in 15%Succrose/7.5% Gelatine/PBS eingebettet. Dieses Einbettmedium wird
am Vortag zubereitet und bel 60°C geschmol zen (Lagerung bei 4°C). Das Einbetten der
Embryonen erfolgt in Einbettmulden, welche zuvor mit Glycerol ausgerieben werden, um das
L6sen der Préparatewiirfel zu erleichtern. In die Mulden wird zunéchst etwas warmes
Einbettmedium gefullt und abgekiihlt, so dass sich eine Grundschicht bildet. Zu jedem
Embryo wird etwas warmes Einbettmedium gegeben und dieser anschlief3end mit dem
Medium auf die Grundschicht gegeben. Bei Bedarf wird noch etwas Einbettmedium
hinzugefigt. Sobad das Medium fest geworden ist (Lagerung bel 4°C mdglich), werden der
Préparatewlrfel aus der Mulde gelést und nach Bedarf zugeschnitten (die Embryonen sind
in diesem klaren Materid schtbar!). Erst vor dem Schneiden werden Sein in einem

| sopenthan-Bad auf fllissgem Stickstoff eingefroren und aufgezogen.

Allgemein it darauf zu achten, dass tiefgefrorenes Gewebe vor dem Schneiden nicht mehr
aufgetaut wird.

Die Schnittdicke fUr einein-gtu- Hybridiserung betragt 16mm. Die Schnitte werden direkt
auf vorgekuhite Objekttrager aufgezogen erwédrmt und durch Trocknen auf diesen fixiert.
Die getrockneten Schnitte (1Sd. bei 37°C) werden dann tiefgefroren und kdnnen bis zu
einem halben Jahr bei -20°C gelagert werden.

3.3.1.2 Schnitte fur die Immunfarbung

Fur eine Immunférbung (sehe 3.4.1) mit anschliel}ender exakter Lokaiserung der geférbten
Zdlen ig en sehr guter Gewebeerhdt von groler Bedeutung.

Um dies zu erreichen wird die zu préparierende Maus mit 4%PFA/PBS perfundiert. Das
Gehirn wird herausprapariert und fur 2-3Std. in 4%PFA/PBS nachfixiert. Dasfixierte
Gehirn wird anschlief3end in 20%Saccharose/PBS UN bel 4°C geschiittelt (das Gehirn sinkt
be voller Saccharosedurchdringung auf den Boden des Gefdl3es). Anschliefsend wird das
Gehirn in Isopenthan auf Trockena s tiefgefroren. Alternativ dazu kann das Gewebe auch
auf ein Stick Aluminiumfolie gelegt und auf Trockene's eingefroren werden,

Das Gefrierprgparat wird dann mit einer Dicke von 30-40mm am Cryostaten geschnitten,
die Schnitte werden direkt in PBS Gberfiihrt und bei 4°C bis zu einer Woche gelagert.

Immunférbungen konnen auch in Abhéngigkelt vom Antikdrper auf montierten Schnitten
durchgefihrt werden (siehe oben).

3.3.2 Schneiden von Embryonen mit dem Mikrotom

Mikrotomschnitte knnen sowohl fir diein-situ- Hybridiserung ds auch fur die
Immunférbung verwendet werden.

Die préparierten Embryonen werden in 4%PFA/PBS fur 48td. fixiert. Anschlief3end
werden sie durch die aufsteigende EtOH-Reihe dehydriert (70%, 96%, 100% und Xylol
jeweils fir 24Std.). Das Parafin wird wahrenddessen im Ofen bel 65°C geschmolzen. Die
Embryonen werden dann 24-48Std. in Parafin gegeben und eingebettet.
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Nach der Aushértung werden die Embryonen auf die Trager aufgezogen und am Mikrotom
mit einer Dicke von 8mm geschnitten. Die Schnitte werden UN beal 37°C getrocknet und bei
4°C bis zur in-gitu- Hybridiserung (sehe 3.5.2) geagert.

3.4 Immunohistochemie und Farbungen

3.4.1 Immunférbung auf frei schwimmenden Schnitten

Alle Waschschritte werden sofern nicht anders beschrieben bel RT durchgefiihrt.

Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidasesktivitét werden die Schnitte zunéchst fiir
15Min. in 0.3% H,O,/PBS geschwenkt und anschliel¥end 3x5min. in PBS gewaschen
Danach wird das Gewebe zur Vermeidung unspezifischer Bindungen in Blocking-Lsg. (10%
Ziegenserum/0.02% Tritor/PBYS) fur 1Std. inkubiert. Die Inkubation mit dem Erstantikorper
(Kaninchen Anti-Maus polyklonaer Antikorper) erfolgt bel 4°C UN (oder Sehe Tabelle).
Dieser AK wird in Blocking-Lsg. nach Anleitung (Sehe Tabelle) verdinnt.

Am né&chsten Tag werden die Schnitte fir 3x5Min. in PBS gewaschen und nachfolgend mit
dem Anti-Kaninchen-AK fir 2Std. inkubiert. Die Verdinnung dieses Zweitantikorpers
erfolgt in Blocking-Lsg. ohne Triton und entsprechend der Tabelle (sSehe unten). Nach
einem weiteren Waschschritt in PBS fur 3x5Min. findet die Detektion des Zweltantikorpers
mit Hilfe des ABC-Kits von Vector Laboratories Satt.

Die ABC-Lsg. wird ca eine hdbe Stunde im Vorraus angesetzt (V erdiinnung in Blocking-
Lsg. ohne Triton, Sehe Tabelle), die Schnitte darin fir 2Std. inkubiert und anschliel}end
2x5min. in PBS und 1x5Min. in 0.1M TrisHCI (pH 7.6) gewaschen.

Die Farbereaktion erfolgt in einer DAB-Lsg. (0.05% in Tris-HCI 0.1M, pH7.6), wobel
noch 0.02% H,O, zugegeben werden. Die Farbung erfolgt fir 1-15Min. bei RT. Nach
ausreichender Féarbung werden die Schnitte in PBS Uberfihrt und auf Superfrost-
Objekttragern aufgezogen. Die gut getrockneten Schnitte werden durch die EtOH-Reihe
dehydriert und aus Xylol heraus mit DPX (BDH Laboratories supply) eingedeckelt.

Erstantikoérper Zweitantikdrper ABC-Lsg.

TH (Chemicon), polyklonal IgG Ziege Anti Kanninchen 1:300
Kanninchen Anti Maus
1:10000, 4°C 12Std.

Calbindin (Swant, Bellizona), polyklonal IgG Ziege Anti Kanninchen 1:200
Kanninchen Anti Maus
1:2000, 4°C 48Std.

Calretinin (Swant, Bellizona) , polyklonal IgG Ziege Anti Kanninchen 1:200
Kanninchen Anti Maus
1:2000, 4°C 48Std.

DAB-Stocklsg.: 19/200ml Tris-HCI (0.1M) pH7.6, 5ml Aliquots bei -20°C
lagern
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3.4.2 LacZ-Farbung

Dasfir die Herstellung der transgenen Mause verwendete Konstrukt (sehe Abb. 7a), wie
auch der Vektor fir den Genfdlen-Experiment (Sehe 3.7.1) beinhdten das 3
Gaaktosdase-Gen. Daher kdnnen sowohl die elektroporierten ES-Zdlen ds auch die
Mause bzw. Embryonen mit X-Gd geféarbt werden.

M ausembryonen

Die Embryonen werden in PBS-Puffer seziert. Danach werden sie 1x in Phosphatpuffer
gewaschen und fur 10-20Min. in der Fixierlsg. fixiert. Zum Waschen werden die
Embryonen UN in Waschpuffer gegeben und anschlief3end in X-Gal Farbelsg. Gber Nacht
angeférhbt.

Zum Abschlul? der Farbereaktion werden die Embryonen 3x fur 5-10Min. in Waschpuffer
entfarbt. Falls Probleme mit einer Hintergrundférbung auftreten, kann der pH-Wert des
Phosphatpuffers erhtht werden. Eine Verstéarkung der Férbung wird durch eine Inkubation
der Embryonen bei 4°C inWaschpuffer UN erreicht. Die Embryonen werden in
Waschpuffer bei 4°C gelagert.

ES-Zdlen

Die lacZ-Farbung von ES-Zdlen erfolgt folgendermalien.

Das ES-ZdI-Medium wird abgesaugt, die Zdlen werden zundchst zweimd in PBS
gewaschen, anschliel¥end fur 2Min. fixiert (PFA in der Lsg. it nicht unbedingt
notwendig) und erneut, diesma mit Waschpuffer gewaschen. Die Férberesktion
erfolgt ebenfals bei 37°C. Auch die geférbten ES-Zellen werden in Waschpuffer bel
4°C gelagert.

PBS-Puffer: 150mM NaCl 89
2mM KCI 0.29
10mM Na,HPO4 1.44g
1mM KH,PO4 0.24g
Ag.dest. add.800ml, pH7.4
mit HCI
Phosphatpuffer:0.1M NaH,PO, 115ml (0.2M)
0.1M NaHPO, 385ml (0.2M)
Ag.dest. add. 1000ml, der
pH-Wert sollte bei 7.3 liegen
Fixierlsg.: 0.2% Glutarddehyd 0.4ml (25%)
2% Paraformadehyd * 5.0ml (20%)
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5mM EGTA (pH 7.3) 0.5ml (0.5M)
2mM MgCl, 0.1ml (1M)

Phosphatpuffer, pH 7.344.1ml (0.1M)

*Das Paraformadehyd (PFA) wird bel 62°C in PBS gel0st und bei -20°C gelagert. Da
PFA in PBS schwerlddich ist wird 1/10Vol 5M NaOH zur Erhéhung des pH-Wertes
hinzugegeben. Nach der vollstandigen L ésung des PFA muss der pH-Wert wieder mit HCI
auf pH7 eingestellt werden.

X-gd-Farbdsg.: Img/ml X-gd 2ml (25mg/ml in
Dimethylformamid)
5mM Kdiumferrocyanid 0.5ml (0.5M)
5mM Kdiumferricyanid 0.5ml (0.5M)
Waschpuffer 48ml

be -20°C lagern, lichtgeschitzt.

Wasch-Puffer: 20mM MgCl, 0.4 ml (M)
0.2% NP40 4.0 ml (4%)

Phosphatpuffer, pH 7.3195.6ml (0.1M)

3.4.3 Hamatoxylin/ Eosn -Férbung

Die Hamatoxylin / Eosin (HE)-Farbung wird zum Anférben der Zdlkerne (durch
Hamatoxylin)

und des Cytoplasmas (durch Eosin) verwendet.

Zunéchgt werden die Schnitte fir ca. 2min. in Hamatoxylin geférbt. Anschlief3end
erfolgt die Entfarbung in Ag.dest. fir10min. Die nachfolgende Farbung in Eosin
dauert 2min. Zum Entférben werden die Schnitte kurz in 70% EtOH eingetaucht und
danach in 90% und 100% EtOH gewaschen. Nach einem Zwischenschritt in Xylol
werden die Schnitte mit DPX eingedeckelt.

Hamatoxylin-Lsg.: 1g Hamatoxylin
0.2g Natrium-Jodat
50g  Aluminium-Kdiumaulfat
50g Chlordhydrat
19 Zitronensre,
add.ll Ag.dest
L Gsung filtrieren und lichtgeschiitzt lagern.

Eosn:  0.5% Eosinin 70% EtOH, Losung filtrieren und lichtgeschiitzt [agern.

3.4.4 Kresylviolett -Farbung

Kresylviolett (KV) férbt die Nisd-Schollen in den Zdlen an.
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Verwendet wird eine 1%ige KV-Ldsung, welche vor dem Verwenden gefiltert wird.

Die Schnitte werden zunéchst in 50% EtOH und 70% EtOH fir IMin. gewaschen und dann
fur 1min. in Ag.dest. gegeben. Die anschliel¥ende Férbung erfolgt fir 3-10Min. in der 1%
KV-L&sung. Zum Entférben werden die Schnitte kurz in Ag.dest und in 70% EtOH
geschwenkt und in 96% EtOH mit ein paar Tropfen Eisessg entfarbt (Differenzierung der
Férbung). Beim Entfarben ist zu berticks chtigen, dass die anschlief3ende Dehydrierung des
Schnitte noch zu einem welterem Intenstétsverlust der Farbung fuhrt.

Die Dehydrierung erfolgt durch dreimdige Inkubation in 96% EtOH und 100% EtOH (Je 3-
5Min.) mit nachfolgender Inkubation in Xylyol (dreima 5Min.). Eingedeckelt wird in DPX.

3.4.5 Thionin-Farbung

Thionin farbt im Gewebe die Zdlkerne an.

Die Lange der Farbung erfolgt in Abhéngigkeit von der gewtinschten Farbintensitét.
Entfarbt wird in 70% EtOH, dem bei Bedarf einige Tropfen Essigsre. zugegeben
werden kénnen.

Eingedeckdt wird in DPX.

Thionin: 0.025% Thionin in Ag.dest. (Stocklsg.: 0.25% Thionin in 70% EtOH)

3.5 In-situ-Hybridisierung

3.5.1 WholeMount in-Stu- Hybridiserung

3.5.1.1 Praparation der DNA Probe

Zunéchst werden 10ng Plasmid in einem 70 m Ansatz mit 50-100U RE fir ca. 3Std.
verdaut. Anschliel3end wird die DNA mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform
ausgeschittelt, fir Smin. bei 13000rpm abzentrifugiert und die obere Phase entnommen. Die
enthatene DNA wird mit 1/10tel Vol. 3M NaAcetat und dem 3fachen Vol. 100% EtOH
fur eine Std. bel -20°C ausgefd|t. Nach einer Zentrifugation bel 13000rpm fur 15min. wird
das Pdllet mit 70%igem EtOH gewaschen und die Probe erneut abzentrifugiert. Das Pellet
wird nun getrocknet und danach in 24m Wasser gel6st. Zur Kontrolle werden 0,5 nl in
einem Agarosegd auf die Lineariserung hin getestet.

3.5.1.2 Synthese der RNA Probe

Bel der RNA Synthese wird darauf geachtet nur RNAse freles Materid und entsprechende
L 6sungen (DEPC-Wasser) zu verwenden.
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Fur die RT-Resktion werden folgende Bestandteile gemischt:

aul  deriles H,O

2ul  10xTranskriptions-Puffer (Roche Diagnostics)
pl 0.2M DTT

2ul  10mM rATP

2ul  10mM rCTP

2ul 10mM rGTP

1.2ul  10mM rUTP

0.8ul  10mM rDiguUTP

3ul  linearisertes Plasmid (1ug, Sehe 2.5.1.1)
0.5ul  RNASN (40U/ul, Roche Diagnostics)

1.5pu  SP6, T3 oder T7 RNA Pol. (20U/ul, Roche Diagnostics)

Dieser Ansatz wird fir zwel Std. bel 37°C inkubiert.

Anschlief¥end wird die DNA nach der Zugabe von 2m DNasel (10U/m, RNase frei, Roche
Diagnogtics) bel 37°C fur 15Min. verdaui.

Zur Aufreinigung der RNA werden 100m Wasser, 10m 4M LiCl pH5.2 und 300m 100%
EtOH zugegeben und so dass die RNA be -20°C nach 30Min. prézipitiert.

Das nach der Zentrifugation entstandene Pellet (13000rpm, 15Min.) wird mit 70% EtOH
gewaschen, erneut zentrifugiert und dann getrocknet.

Das trockene Pellet wird in 100m Wasser aufgenommen und der gesamte Fallungsvorgang
wiederholt.

Nach der zweten Aufreinigung wird das Pdllet in 100m Wasser aufgenommen und 3mi
davon in einem Agarosegel (Sehe 3.1.2) bzw. RNA-Gd (sehe 3.1.11.2) auf die Qualitét
der RNA hin Uberprift.

Fur die Whole mount in-stu- Hybridisierung werden in 2ml HybMix ca15m RNA-Probe
verwendet (1ng Probe/ ml Hybridiserungspuffer, Sehe 3.5.1.4).

3.5.1.3 Vorbereitung der Embryonen

Die Embryonen werden in PBS prdpariert und anschlief3end in 4% PFA/PBS Uber Nacht
bel 4°Cfixiert (PBS, siehe3.4.2).

Nachfolgend werden die Embryonen zweimal in PBT bel 4°C gewaschen und in einer
aufsteigenden MeOH/PBS -Reihe dehydriert ( 25%, 50%, 75%, 100% MeOH ).

Zu diesem Zeitpunkt kénnen die Embryonen bel -20°C in 100% MeOH gelagert werden.

Zur Rehydrierung werden Se durch eine absteigende MeOH-Re he gefiihrt und
anchlielend zweimd in PBT (PBS mit 0,1% Tween20) gewaschen.

Zur Reduzierung des unspezifischen Hintergrundes werden die Embryonen 1Std. in 6%
Wasserstoffperoxid/PBS gebleicht. Nach dem Auswaschen des Wasserstoffperoxids
dreimd fur 5Min. in PBT, werden die Embryonen mit ProteinaseK (10ng/ml in PBT) dem
Alter entsprechend behandelt (Sehe unten). Nach diesem Schritt Snd se sehr empfindlich,
daher ist beim Pipettieren VVorsicht geboten.
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Alter der Embryonen Behandlungszeit
<E6.5 Imin.
E6.5-E7.5 3min.
E8.5 5min.
E9.5 8min.
E10.5 12min.
>E12.5 15min.

Der nachfolgende Waschschritt findet fir 20Min. in frisch zubereitetem Glycin/PBS-Puffer
(2mg/ml) Hatt.

Anschliel}end zweimd fir SMin. in PBT waschen und mit frischem
0.2%Glutara dehyd/4%Paraformadehyd in PBT fur 20Min. refixieren.
Nach erneutem Waschen fir 2ma 5Min. in PBT werden die Embryonenin
50%Formamid/5xSSC (pH4.5) Uberfiihrt und bel -20°C gelagert.
Alternativ wird mit der Préhybridiserung fortgefahren.

3.5.1.4 Hybridisierung der Embryonen mit der RNA Sonde

Zunéchgt werden die Embryonen fir mindestens 1Std. im Hybridiserungspuffer bel 55°C im
Ofen rotierend prahybridisert.

Hybridiserungspuffer:  50% Formamid 10ml (100%)
5x SSC pH4.5 5ml (20x)
1% SDS 1ml (20%)
S0nmg/ml yeast tRNA 100nt (10mg/ml)
50ng/mli Heparin 50m (20mg/m)
0.1% CHAPS 200nt (10%)
H,O 2.65ml

Zur Hybridiserung wird der Puffer erneuert (2ml/Hyb.gefa?) und die denaturierte RNA-
Sonde (2min. bei 70°C), ca. Ing/ml (sehe 3.5.1.2), hinzugegeben.
Die Hybridiserung findet dann Uber Nacht bel 55°C im Ofen Hatt.

Am néchgten Tag wird der Hyb-Mix entfernt und kann fir eine erneute Verwendung bei -
20°C fir 2 bis 4 Wochen gelagert werden.
Die Embryonen werden dann auf folgende Weise gewaschen:

2x30Min. Lsg.l 55°C
10Min. Lsg.VLsy.2 55°C
2XEMin. Lsg.2 RT
5Min. Lsg.2-CHAPS RT
2X30Min. 100nmg/ml RNaseA in Lsg.2-CHAPS 37°C
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5Min. Lsg.2 RT

5Min. Lsg.3 RT
2X30Min. Ls3.3 55°C
SMin. Lsg.3IMABT RT
2x15Min. MABT RT

Anschlief?end werden die Embryonen in MAB mit 2% Blocking Reagenz (aus 10%igem
Stock in MAB bei 4°C) bel RT fir mindestens 1Std. imkubiert

Die Blocking -Lsg. wird dann erneuert und Anti-Dig-Fab Ergtantikorper von Roche
Diagnostics 1:5000 verdinnt hinzugegeben. Das Ganze wird bel 4°C Uber Nacht
gechttelt.

Die néchsten Tage wird wie unten beschrieben gewaschen.

6x1h MABT RT
3-4days MABT (taglich Lsg. wechsdn) 4°C
3x15min, NTMT 4°C

Zur Entwicklung werden die Embryonen in BM-purple, 0.1%Tween, 2mM Levamisole
(Gemisch fur 10min. bel 2500rpm zenrifugieren) bel 4°C, lichtgeschiitzt Uber Nacht oder
lénger inkubiert bis die Farbung schén zu sehen i,

Die Embryonen werden dann in PBT gewaschen und in 4%PFA bel 4°C gelagert.

Lsg.1: 50% Formamid 5ml (100%)
5x SSC pH4.5 2.5ml (20x)
1% SDS 0.5ml (20%)
0.1% CHAPS 0.1ml (10%)
Ag.dest 1.9ml
diese Lgg. mit 2,5fachem Volumen ansetzen.
Lsg.2+CHAPS: 0.5M NaCl Iml (5M)
10mM TrissHCI pH 7.5 0.1ml (1IM)
0.1% Tween20 0.1ml (10%)
0.1% CHAPS 0.1ml (10%)
AgQ.dest. 8.7ml
diese Lsg. mit 3,5fachem Volumen ansetzen.
Lsg.2 -CHAPS: 0.5M NaCl 1ml (5M)
10mM TrisHCI pH 7.5 0.1ml (1M)
0.1% Tween20 0.1ml (10%)
AqQ.dest. 8.8ml
diese Lgg. mit 3fachem Volumen ansetzen.
Lsg.3: 50% Formamid 5ml (100%)
2X SSC pH 4.5 1ml (20xSSC)
Ag.dest. 4ml
diese Lsg. mit 3.5fachem Volumen ansetzen.
MAB: 0.1IM Maenge. 11.69
0.15M NaCl 8.79
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Aqg.dest. auf 11, pH 7.5 mit 5M NaOH

einddlen.
MABT: MAB + 0.1% Tween20
NTMT : 0.1IM NaCl Iml (5M)
0.1IM TrisHCl pH 9.5 2.5ml (2M)
50mM MgCl, 1.25ml (2M)
1%  Tween20 5ml (10%)
AqQ.dest. 40.25ml

Diese Lgg. mit 3fachem Volumen ansstzen.

3.5.2 In-gtu-Hybridiserung auf Schnitten

Fur die in-gtu- Hybridiserung wurden Gefrierschnitte von embryonaem und adultem
Gewebe (sehe 3.3.1, Schnittdicke 16 um) und Parafinschnitte von embryonaem Gewebe
(sehe 3.3.2, Schnittdicke 8 um) verwendet.

3.5.2.1 Herstellung der Riboprobe

Fur diein-gtu-Hybridiserung auf Schnitten werden Riboproben mit einer Lange zwischen
500bp und 1kb verwendet.
Folgende Bestandteile werden pro Transkriptionsansatz engesetzt:

5m  Aq.dest.

3m  10x Transkriptionspuffer

3m  rATPIrCTP/rGTP-Mix (10mM, Stocklsg. bei -20°C)
25m DTT (0.2M, Stocklsg. 1M bei -20°C)

It RNasn (40U/n, Roche Diagnostics)

4.5m linearisertes Plasmid (1.5ng, sehe 3.5.1.1)

10m  S®-rUTP (12.5mCi/mM, NEN)
In RNA-Polymerase (20U/m, Roche Diagnostics)

Der Ansatz wird fur drel Stunden bel 37°C inkubiert, wobei nach einer Stunde noch einmal
1nt der RNA-Polymerase zugegeben wird.

Um die DNA-Vorlage zu zerstéren, werden 2m RNase-freile DNase (10U/nl, Roche
Diagnostics) zu dem Ansatz gegeben und dieser erneut fur 15Min. bel 37°C inkubiert.
Anschlief3end werden 200m tRNA (0.5mg/ml) und 250nm 4M Ammoniumacetat
hinzugegeben, das Ganze kurz gevortext und nach der Zugabe von 1ml 100%EtOH fir
30Min. bel -20°C inkubiert. Die RNA wird danach bei 13000rpm fur 15Min.
abzentrifugiert, das Pellet mit 70%EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert.

Das Pdllet wird kurz an der Luft getrocknet und danach in 50m Aqg.dest (0.1M DDT)
resuspendiert.
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Anschlieffend werden 100m Hyhbridiserungs-Mix (dehe unten) hinzugegeben und 2 daraus
in 2ml SzintillationsflUissgket vertellt. Diese Probe wird nun im Szintillationsmel}gerét
gemessan.

Die Riboprobe wird dann auf einen Wert von 35000-70000cpn/m mit Hyb.Mix verdinnt.
Pro Objekitrager werden 90m Hyb.mix verwendet, was einer Aktivitét von 3-6 Millionen
cpm entspricht. Die Proben kénnen bel -80°C gelagert werden und sind so bis zu einer
Woche verwendbar.

3.5.2.2 Vorbehandlung der Schnitte

Alle Inkubationsschritte erfolgen, sofern nicht anders vermerkt bei RT.

Die Schnitte (Cryo-, bzw. Parafin-) werden zunéchst fur 30Min. bei Raumtemperatur
aufgetaut bevor Se aus der Box genommen und fir 15Min. an der Luft getrocknet werden.

Parafinschnitte werden zunéchgt fir zweima 10Min. in Xylol inkubiert (Auflésen des
Parafin), anschliel¥end durch eine absteigende Alkohalreihe rehydriert (zweimd
100%EtOH 5Min., 70%EtOH 5Min., Ag.dest 3Min.) und in 1xPBS fur SMin. gewaschen.
Zur Fixierung werden sie dann fir 20Min. in eiskaten 4%PFA/PBS gegeben und erneut
zweima fur 5Min. in 1x PBS gewaschen.

Zur Permeabiliserung des Gewebes werden die Schnitte mit 20ng/nt ProteinaseK
(Stocklsy. 20mg/ml, bei -20°C) in ProteinaseK-Puffer fir 6Min. bel RT behanddt und
danach fur 5Min. in 1IXPBS gewaschen. Anschliel3end werden se fir 20Min. in eiskatem
4%PFA/PBS refixiert.

Auch die Cryoschnitte werden nach dem Auftauen und Trocknen (siehe oben) fixiert, wobel
10Min augreichen. Die nachfolgenden Behandlungsschritte sind fur Cryo- und
Parafinschnitte identisch.

Nach der Fixierung wird dreima in PBS fur je SMin. gewaschen. Anschlief3end werden die
Objekttrager in ein Glasgefal? gegeben und in 0,1M Triethanolamin-HCI (pH8.0) fur
10Min. unter dem Abzug inkubiert. Dabal werden tropfenweise 0,63ml Essigsre.anhydrid
dazugegeben. Um ene gute Durchmischung zu garantieren, wird ein Rihrfisch am Boden
des Gefél3es magnetisch bewegt. Nachfolgend werden die Objekttrager zweima in 2xSSC
fur 5SMin.gewaschen.

Das Gewebe wird nun durch eine EtOH-Reihe (60%, 75%, 95%, 100% fir jewells eine
Minute) dehydriert, in Chloroform fr 4Min. entfettet. (bel embryondem Gewebe nur
IMin.!) und danach wieder durch die EtOH-Reihe rehydriert (100%, 95% fir jewells eine
Minute). Zum Schlul® werden die Schnitte an der Luft getrocknet und anschliel?end fur die
Hybridiserung verwendet (Sehe 3.5.2.3).

3.5.2.3 Hybridisierung der Schnitte

Zunéchst wird der Hybridiserungsofen auf 60-65°C vorgeheitzt.
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Parafinschnitte werden fir eine Std. im Hybridiserungsmix préhybridisert, Cryoschnitte
koénnen direkt hybridisert werden.

Hierzu werden die vorbehandelten und getrockneten Schnitte (Sehe 3.5.2.2) mit 90 pro
Objekttréger Hybridiserungsmix Uberschichtet, mit einem Deckglaschen bedeckt und in
einer feuchten Atmosphére (Box, deren Boden mit Hyb.kammerfliissigkeit bedeckt ist) bel
55-60°C fur 1td. im Hybridiserungsofen inkubiert.

Fur die eigentliche Hybridisierung wird der Hybridiserungsmix inklusive der Riboprobe fuir
2Min. be 90°C denaturiert und anschliel3end auf Eis gestelt.

Der Prahyb.mix wird mitsamt der Objekitrager entfernt, der Hyb.mix wie oben aufgetragen
und die Schnitte erneut, diesmd fur ca. 18Std. hybridisiert.

Hybridiserungs Mix:
(Hyb.Mix) 30ml

Polymere)

(10mg/ml)
(10mg/ml)

Hyb.kammerflissg.:
150m

Deonis. Formamid:

20xSSC:

lagern.

10x Polymere:

50% deionidertes Formamid 15ml (100%)
20mM TrissHCl pH 8.0 0.6ml (1M)
0.3M NaCl 1.8ml (5M)
5mM EDTA, pH 8.0 300nt (0.5M)

10% Dextranaulfat 6ml (50%)
0.02% Ficoll 400 3ml (10x
0.02% Polyvinylpyrrolidon 6mMg
0.02% BSA 6mg
0.5mg/mi tRNA 1.5ml
0.2mg/ml carrier DNA 600m
200mM DTT 1.2ml (5M)
75ml Formamid

15m 20xSSC

60ml Aqg.dest.

Zur Deioniserung werden 20g " mixed bed ion-
exchangeresin” (Bio-Rad) zu 200ml frischem Formamid
(Bio-Rad) gegeben, fur 30min. bel RT gertihrt. Das
Saulenmaterid wird abfiltriert und das

Formamid as 33ml Aliquots in Aluminium-Folie verpackt
be -20°C gelagert.

175.3g NaCl

88.29 Nagcitrat Dihydrat

add. 600ml  Ag.dest., pH 7.0 mit NaOH oder Eisessig
engdlen, auf 1000ml auffillen, autoklavieren und bel RT

0.2g Fcoll
0.29 BSA
0.29 Polyvinylpyrrolidone
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10x PBS:

50% Dextransulfat:

tRNA (10mg/ml):

carrier DNA:

add.10ml Ag.dest., ds2ml Aliquots bel -20°C lagern.

80g NaCl

29 KCI

36.29 NaHPO,

249 KH,PO,

add. 1000ml  Aq.dest., pH 7.4 eingdlen,
autoklavieren.

Ladichket in Ag.dest. wird durch Erhitzen verbessert.

Die tRNA (Roche Diagnostics) wird zunéchst in 50ml Falcon Tubes
inAg.dest. g6t (2.5mg/ml). Anschliel2end wird zweimd mit
Phenol/Chloroform ausgefdlt (je 5SMin. bei 5000rpm
abzentrifugiert), das HUissigkeitsvolumen bestimmt und die tRNA
mit /10 Volumen 3M Naacetat

und 2.5fachem Volumen 100%EtOH ausgefd|t. Anschliel3end wird
30Min. auf Eisinkubiert und fir 30Min. bei 4°C und 5000rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wird mit 70%EtOH gewaschen und dann
getrocknet.

DietRNA wird in Ag.dest. in einer Konzentration von ca. 15mg/ml
gel6st. Nach der Bestimmung der OD.,g Wird die tRNA auf die
endguiltige Konzentration von 10mg/ml verdiinnt. Die Lagerung
erfolgt in Iml Aliquots bel -80°C.

0.5g Sdmon Sperm DNA (Sigma) werden in 7.5ml Ag.dest. in
einem 50ml Falcon Tube g6t (15min. bis zu 2Std. auf Schiittler
im Warmraum).Die DNA-L 6sung sollte glaineartig erscheinen
ohne weil3e Prézipitate. Anschiel3end werden 1.25ml 2M HCl
hinzugegeben, die ausgefdlene DNA 1IMin. mit einer Pipette
geknetet und fur 15Min. bel RT inkubiert. Danach

werden 1.75ml 2M NaOH hinzugefuigt und die DNA fur 15Min.
bel 37°C auf dem Schiittler gel6st. Zur geldsten DNA werden 5mi
IM Tris-HCI, pH 7.4, hinzugegeben und das Volumen mit Ag.dest.
auf 20ml aufgefiillt. Der pH-Wert wird mit 2M HC

auf 7-7.4 eingestd|t und das Volumen mit Ag.dest. auf 30ml
gebracht. Die DNA wird auf 4 Gefélie vertallt, jewells mit /10 Vol
Naacetat pH 5,5 und dem 2.5fachen VVol. 100%EtOH auf Eis
(15Min.) ausgefdlt und danach bel 8000rpm fur 15Min.
abzentrifugiert. Die Pellets werden mit 70%EtOH gewaschen und
erneut zentrifugiert. Anschliel3end werden sie an der Luft
getrocknet und jewellsin 5ml Aqg.dest resuspendiert. Die Lsg.
werden gepoolt und die OD,gq bestimmt. Die DNA wird
entsprechend auf die Endkonzentration von 10mg/ml verdinnt, in
1.3ml Aliquots vertellt, fur 20Min. bel 95°C denaturiert, aufEis
abgekuihlt und danach bel -20°C eingefroren.
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Zur Qualitétakontrolle werden 0.5 bzw 3ng DNA auf einem
1.5%igen Agarosegel (Sehe 3.1.2) aufgetragen. Die
Fragmentlangen sollten zwischen 50 und 300bp liegen.

3.5.2.4 Waschen der Objekttrager

Alle Waschschritte finden, sofern nicht anders beschrieben bei Raumtemperatur tait.
Nach der Hybridiserung wird auf folgende Weise gewaschen.

Zunéchst wird ein Wasserbad auf 37°C und eines auf die Hyb.temperatur eingestelit.
250ml NTE werden bei 37°C inkubiert.
2x250ml 0.1xSSC werden bel der Hyb.temp. inkubiert.

Dann werden die Deckgléser von den Objekttragern geschittelt und diese 4x in 4xSSC fir
je 5Min. gewaschen. Die Schnitte werden danach in NTE Uberfihrt und dort nach der
Zugabe von RNaseA (20ng/ml) fur 30Min. inkubiert.

Die folgenden Waschschritte finden in SSC Hatt:

2Xin 2xSSC/AmM DTT fir 10Min.

Ix in IXSSC/AmM DDT fir 10Min.

1x in 0,5xSSC/ImM DDT fur 10Min.

2xin 0.1xSSC/1mM DDT fur 30Min. bel Hyb.temperatur

2xin 0.1xSSC fur 10Min.

Nach dem Waschen werden die Schnitte dehydriert (je 1x fur 1min,):

30%EtOH in 300mM NH,OAc

50%EtOH in 300mM NH,OAc

70%EtOH in 300mM NH,OACc

95%EtOH

100%EtOH

100%EtOH

Zuletzt werden die Schnitte an der Luft getrocknet.

NTE: 0.5M NaCl 100ml (5M)
10mM Tris-HCI, pH 8.0 10ml (1M)
5mM EDTA 10ml (0.5M)

AgQ.dest. add. 1000m

RNaseA: Stockdg. 10mg/ml in Ag.dest., bel -20°C lagern

3.5.2.5 Dippen

Um einen ersten Eindruck von der Quaitét der Hybridisierung zu bekommen kann auf die
Objekttrager Uber Nacht ein Film aufgelegt werden (BioMax MR, Kodak).
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Vom Dippen bis hin zur Entwicklung dirfen die Objekttréger nicht in Kontakt mit Licht
kommen. Deshdb sollte nur mit Natriumlampen gearbeltet werden.

Zur Beschichtung der Objekttrager mit Silberkdrnern wird die KODAK NTB2 Losung
verwendet. Diese Lgy. darf niein Kontakt mit Metal kommen.

Die Loésung wird zunéchst bel 42°C fur ca. 45Min. eewarmt. Gleichzeitig wird Ag.dest. auf
die sabe Temperatur gebracht. Mit diesem wird anschlief3end die Lsg. im Verhdtnis 1:1
verdinnt.

Die Objekttréger werden in die entsprechenden Plastikhalter gesteckt, fur ca. 3Sek. in die
L 6sung getaucht, auf Papier gestellt und Uber Nacht getrocknet. Am néchsten Tag werden
die Objekttrdger in Boxen umgeagert und fir 3-4 Wochen bel 4°C exponiert.

3.5.2.6 Entwicklung der Objekttrager

Die Objekttrager werden von 4°C auf RT aufgetaut (ca.2Std.) und im Dunkeln getffnet.
Die Entwicklung erfolgt im KODAK D19 Entwickler fir 3,5 Min., danach wird fir 30Sek.
in Wasser gespilt und anschliel?end in KODAK Fixer fur 6,5Min. fixiert.

Am Ende werden die Objekttrager fir 30min. unter fliel3endem Wasser gespillt.

Die Silberemulson wird nun von der Riicksaite der Objekttrager gekratzt und die
Objekttréger an der Luft getrocknet.

Anschlief3end werden die Schnitte mit Kresylviolett (Sehe 3.4.4) oder Thionin (Sehe 3.4.5)
gegengefarbt und mit DPX eingedeckdt.

3.6  Liste der Oligonukleotide

Die Sequenz der Primer igt in 5™-3'Richtung angegeben, gefolgt von der in der PCR-
Reaktion verwendeten Anlagerungstemperatur (sehe 3.1.3).

3.6.1 Oligonukleotide fur die Typisierung

Fir die Typisierung der En1"R2RESEZ N4 ,saurden lacZ bzw. Neo spezifische Primer
eingesetzt (Sehe 4.1.2).

lacZ
sense Primer; 5 -GGTGGCGCTGGATGGTAAGC-3 59°C
antisense Primer: 5-CGCCATTTGACCACTACC-3 59°C
Neo
ense Primer: 5 -CTGGGCACAACAGACAATCGG-3 59°C
antisense Primer; 5-CGATAGAAGGCGATGCGCTGC-3 59°C
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3.6.2 Oligonuklectidefir die5 und 3" Race

Die cDNA ds Auggangamaterid fur die RACE wurde mit dem lacZ spezifischen RT-
Reaktions Primer gewonnen. Die RACE selber wurde anschlief3end mit lacZ (PCR1
Primer) bzw. Engrailed2, Exon2 (PCR2 Primer) spezifischen Oligos durchgefihrt (Sehe
4.2.2.1).

RT-Resktion

antisense: 5-TGGCGAAAGGGGGATGTG-3 58°C

PCR1 (lacZ spezifisch)

antisense: 5-GATGTGCTGCAAGGCGATTA-3 58°C

PCR2 (en2-Exon2 spezifisch)

antisense: 5-CA6CAB6CABCAGTTGTCGACCTGTTGGTCTGAAACTCAGCCT-3

62°C

3.6.3 Oligonukleotide fir den Nachweis von FGF-Rezeptoren

Die Expression des dnFGFR2/IRES-Fus ongtranskriptes wurde mit dem dnFGFR2 und
dem IRES-Primer nachgewiesen (sehe 4.1.3.1.1).Die Expression der FGF-Rezeptoren 1-4
wurde mit den jeweiligen spezifischen Oligo-K ombinationen aus sense und antisense
Primern gezeigt (Sehe 4.2.1.1).

dnFGFR2

sense: 5-ACTGTGAAGTTCCGCTGTCC-3 56°C
IRES

antisense: 5-ACGACATTCAACAGACCTTGC-3 56°C
FGFR1

sense: 5-GAGTCTCTCCTGGTCCACCCTG-3 57°C
antisense: 5-GTGGCATAGCGAACCTTGTAGC-3 57°C
FGFR2

sense: 5-CACTTTAGAACCAGAAGAGCCACC-3 57°C
antisense: 5-GTGGCATAGCGAACCTTGTAGC-3 57°C
FGFR3

sense: 5-CTGGAGCTACTTCCGAGCCT-3 57°C
antisense: 5-AGGATGGAGCATCTGTTACAC-3 57°C
FGFR4

sense: 5-TGTCCCTTGAGGCCTCTGAG-3 57°C
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antisense: 5-AGGAAGCTGGCGATCTCCAG-3 57°C

3.6.4 Oligonukleotide fir den Nachweisvon mbFZb

Die Fusionstranskripte von mbFZb und lacZ, bzw. die Transkription des endogenen mbFZb
wurden mit entsprechenden Oligokombinationen gezeigt (Sehe 4.2.3.1).

lacZ-trap
antisense: 5-GATGTGCTGCAAGGCGATTA -3 57°C
N210/MZ3BP
sense: 5-CCAAAGACAGTGGAGCAGCA-3 57°C
N210
antisense: 5-GAAATGAACTATGATCCGGCAC-3 55°C
PAB/P7B
sense: 5-GTGCCGGATCATAGTTCATTTC-3 55°C
P4B
Hindlll Bglll
ElcoRI EcoRlI
SA ||
en-2intron | | ex | ATG lacZ pA H PGKNeo pA f—
antisense: 5-AAGGCACCCCCTTCTAACCTA-3 55°C
P7B
antisense: 5-CTGTGGGTGACAAAGGGACTT-3 55°C

3.7 Plasmide

3.7.1 Der Genfallen-Vektor PT1ATG

Der Vektor PTIATG (Hill und Wurgt, 1993) beinhdtet im 5™ Bereich Teile desEn-2
Introns eine Splice-Acceptor Sequenz und 180bp des 2.Exons des Gens. Diesem folgt das
lacZ-Gen mit eigener Trandationgnitiationsstelle (ATG) und abschliel}endem
Polyadenylierungssignal. Fur die Selektion beinhaltet der Vektor eine PGK-Neo-K asstte.
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Hpal

BamHlI BamHI 3.7.2 Der Vektor MIRB-

FR2X
el [

negativen Rezeptors gewonnen.

DerVektor MIRB-FR2X stammt aus dem Labor von D.Ornitz und beinhdtet 350bp des 5
UTR des FGF-Rezeptors 2 und die cDNA des trand atierten Bereichs des Gens bis 8aa

3 der Transmembrandoméne des Rezeptors. Die cDNA spiegdlt die Sequenz der FGF-
Rezeptor-Variante bek wieder, bel welcher die Transmembrandomane I11c vorhanden ist
(Mansukhani et d., 1992). Der Trandationsstart (ATG) des Rezeptorsist durch einen Stern
gekennzeichnet.

*

Von diesem Plasmid wurde die
Sequenz des dominant

BamHiI Hpal
Hindlll  Hindlll

Clal

3.7.3 Der Vektor IRES/lacz

Dieser Vektor wurde unsvon A.Mdlamaci zu Verfligung gestdlt. Aus diesem Plasmid
wurde die IRES/lacZ-K assetteverwendet.
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3.7.4 Der Enl-knock -in Vektor

Dieser Vektor (Hanks et d., 1995) wurde fir die Herstdllung der dnR2-Mause a's Shuttle-
Vektor verwendet. Er besitzt die beiden Sdektionsmarker TK (Thymidinkinase) und Neo
(Neomycin). Die Neomycinkassette wir von loxP-Erkennungsstellen flankiert.

Die Klonierung erfolgt in die singulére (*) Kpnl-Schnittstelle zwischen den 5° Bereich des
Engrailed 1-Gens (Teile Promotors und ersten Exons) und die Neomycin-Kassette. Der 3
Bereich von Engrailedl (Telle des ersten Exons, Intron und Teile des zweiten Exons)
schlief¥t das Konstrukt ab.

3.8 In Situ Proben

Sense und antisense-Proben wurden von Plasmiden transkribiert, welche die publizierten
Sequenzen fr die jewelligen Gene benhdten.

Die Plasmide fur En1(Davis und Joyner, 1988) , fir FGF8 (Tanaka et d., 1992) und Wnt1
wurden uns von K.Schughart, fir Gbx2 (Wassarmann et a., 1997) und Otx2 (Smeone et
d., 1992) von A.Simeone und fir Pax2 von P.Gruss zur Verfligung gestdt.

Die Probe fur lacZ (985bp kodierende Sequenz) wurde Uber PCR aus dem IRES/lacZ-
Vektor (Sehe 3.7.3) amplifiziert und in den pKS-Vektor (Stratagene) subkloniert.

Ein Tell der cDNA des FGF-Rezeptors 2 (1.2kb) wurde aus dem MIRB-FR2X-V ektors
(gehe 3.7.2) mit BamHI und Ncol isoliert und fir die Transkription ebenfallsin den pKS-
Vektor (Stratagene) subkloniert.

3.9 Liste der verwendeten Kits und Chemikalien

Die Bezugsquellen der wichtigsten Materidien und Kitsysteme sind direkt bel der
entsprechenden Methode angegeben.

Als Gebrauchschemikalien wurden solche der Firmen Sigma und Merck verwendet.
Redtriktionsenyme wurden von Roche Diagnostics und Gibco LIFESCIENCE bestdlt,

wobel die hochkonzentrierten Enzyme (40U/pl) immer von Roche Diagnostics
gammiten.

Kpnl *
|
HindIl HindIl HindIl Sall
<+ > —

Clal BamHI
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Nukleotide und modifizierende Enzyme, wie die Tag-Polymerase, das Klenow-Enzym
usw. wurden ausschliefdich von der Firma Roche Diagnostics eingesatzt.

Die Medien und Lésungen fir die Ze lkultur ssammen von der Firma Gibco
LIFESCIENCE.
Oligonuklectide wurden intern von der AG BioDV der GSF oder von Metabion hergestellt.

4 Ergebnisse

4.1  Herstellung und Analyse der En1"9"R?®Z Mausmutanten

411 Klonierung deslnsertions-Vektors Enl/dnR2/IRESlacZ

Fur die Klonierung des dominant negativen FGF-Rezeptors 2 unter dem Engrailed 1-
Promotor wurde die cDNA fUr die Splicevariante “bek” des FGF-Rezeptors 2 verwendet
((Mansukhani et d., 1992), sehe Abb. 3), welche in der Immunglobulindoméne 111 die
Variante “c” beinhdtet. Die cDNA schliefd 350bp 5™ nicht trandatierte Region (5" UTR) mit
ein und endet 8aa nach dem 3" Ende der Tranamembrandoméne. Der dominant negative
FGF-Rezeptor 2 wird im nachfolgenden Text im Zusammenhang mit dem Insartions-V ektor
as dnR2 abgekirzt.

Die cDNA des dn-FGFRezeptors 2 wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI aus dem
Vektor MIRB-FR2X isoliert, welcher aus dem Labor von David Ornitz zur Verfligung
gestdlt wurde (sehe 3.7.2). Anschlief3end wurde die dnFGF-Rezeptor 2-cDNA in die
BamHI-Schnittstelle des IRES/lacZ1-Vektors ligiert. Dieser beinhdtet eneinterne
Ribosomen Bindestelle (IRES) aus dem Encepha omyocarditis-Virus gefolgt von einem
bakteridllen lacZ-Gen (siehe 3.7.3). Nach Uberpriifung der Orientierung wurde mit einem
SAl-Verdau die dnR2/IRES/lacZ-K assette aus dem Vektor isoliert und in die Asp718-
Schnittstelle des Enl-knock-in-Vektors (Enl-K1, (Hanks et a., 1995), sehe 3.7.4) in 5'-
3 Orientierung ligiert.
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Das endgtiltige Kongtrukt Enl/dnR2/IRESacZ (Sehe Abb. 78) beinhatet en Thymidin-
Kinase-Gen (inklusive PGK Promotor und pA-Signd, 2.6kb), gefolgt von dem 5°
genomischen Arm des En1-Gens (Promotorregion und Beginn des 1.Exons; 4.2kb). Daran
schlield sich die dnR2/IRESacZ-K assette an, gefolgt von der von |oxP-Sequenzen
eingerahmten Neomycin-Kassette (inklusve PGK Promotor und pA-Signdl; 2.0kb). Den
Abschlul? bildet der 3" genomische Arm des Enl-Gens (Teil des 1.Exons, Intron und Tell
des 2.Exons; 3.8kb).

Die Thymidin-Kinase-K assette und die Neomycin-K assette dienen der Negativ- bzw.
Positivse ektion in rekombinanten ES-Zellen. Die loxP-Sites werden bel ener Kreuzung der
En1*R2aZ _Mause (Sehe 4.1.2) mit Cre-Rekombinase exprimierenden M&usen von der
Rekombinase erkannt. Diese schneidet den zwischen den loxP-Sites liegenden Bereich, die
Neomycin-Kassette, heraus.

Das Entfernen der Neomycin-Kassette kann eine Verstérkung der Expression im transgenen
Tier bewirken (Broccoli et d., 1999).

Die En1*""?%Z _Tjere exprimieren sowohl den dominant negativen FGF-Rezeptor 2 ds
auch die [3-Galaktosdase unter dem Promotor des Enl-Gens.

Zur Kontrolle der Ligationsschritte wurden Restriktionsverdaus am Vektor
Enl/dnR2/IRESlacZ durchgefihrt, die die Orientierung der Inserts eindeutig bestimmen
(sehe Tabdle 2 und Abb. 7ab).

Restriktionsenzym Enl-knock-in Vektor Enl/dnR2/IRESlacZ

Sall 15.1kb (linearisiert) 20.2kb (linearisiert)

Hindlll 1.9kb, 3.7kb, 9.5kb 0.4kb, 1.9kb, 3.1kb, 5.1kb, 9.7kb
Clal 15.1kb 4.2kb, 15.8kb

BamHI 15.1kb 1.6kb, 9.4kb, 9.6kb

BamHI/Clal 3.5kb, 11.6kb 1.5kb, 1.6kb, 3.7kb, 5.7kb, 7.7kb
Hpal - 0.7kb, 1.4kb, 18.1kb

Hpal/Clal 15.1kb 0.3kb, 0.4kb, 1.3kb, 3.9kb, 14.3kb

Tabelle 2 zeigt die zu erwartenden Fragmentlangen der V ektoren Enl-knock-in (siehe 3.7.4) und
Enl/dnR2/IRESlacZ nach Verdau mit den angegebenen Restriktionsenzymen.

a
Hpal Hpal
| |
Hindlll Hindlll Hindlll Hindlil sall
| |—'-V
[
BamHIl  Clal Clal BamHI
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M1 212121 219 21212

14kb -
5kb -

2kb -

1kb -

Abbildung 7azeigt die Karte des V ektors Enl/dnR2/IRESlacZ mit den Schnittstellen fir die jewelligen
Restriktionsenzyme. Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung der Kassetten an. Die Dreiecke stellen
dieloxP-Erkennungsstellen dar.

Abb. 7b zeigt den Kontrollverdau des V ektors Enl/dnR2/IRESlacZ, sichtbart gemacht durch EtBr in
einem Agarosegel (Fragmentlangen siehe Tabelle 2).

In den mit 1 gekennzeichneten Spuren wurde DNA des Enl-knock-in-Vektors aufgetragen, in den mit 2
gekennzeichneten Spuren solche des Vektors Enl/dnR2/IRESlacZ.

B: BamHI, C: Clal, H: Hindlll, Hp: Hpal, S: Sdl

4.1.2 Rekombination in embryonalen Stammzellen und Erreichen der
Kembahntransmission

Der Vektor Enl/dnR2/IRESacZ wurde in embryonale Stammzellen der Maus (129/SvP)
elektroporiert und diese auf eine Rekombination hin seektioniert. Zur Negativsaektion
wurde Gancyclovir, zur Postivseektion G418 verwendet. Ein mogliches
Rekombinationsereignis in den Enl-Lokus wurde mit genomischen Southernblots Gberpriift
(sehe Abb. 83). Hierfur wurde die genom. ES-Zell-DNA zur Andlyse der 5 Integration
des Vektors mit BamHI verdaut und mit einem 1.2kb grof3en Sacl-Fragment (SC1)
hybrididert. Dieses ermdglicht nach eénem Rekombinationsereignis neben der Detektion des
10kb grof3en Wildtyp- Fragments die Detektion der 4.5kb umfassenden Bande des
rekombinanten Allels (Sehe Abb. 8a, ¢).

Zur Uberprifung der 3” Integration des V ektors wurde die genomische DNA mit Hindl 1|
verdaut und mit einem 700bp grof3en EcoRI-Hindl11 Fragment (ES6) hybridisert. Die zu
erwartende Wildtyp- Bande betragt 7,5kb im Vergleich zur 4,5kb umfassenden Mutanten
Bande (sehe Abb. 8a, b).

Um die Einfachintegration des V ektors nachzuweisen, wurde die genomische DNA der
positiven Klone mit Sacl verdaut und mit einer Sonde fur die Neomycin-K assette
hybridisiert (Sehe Abb. 8d).
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Abbildung 8a zeigt das Schema des Rekombinati onserei gnisses im genomischen Lokus des En1-Gensin
embryonalen Stammzellen. Die blauen Pfeile zeigen die Léngen der Wildtyp- (WT)- bzw. Mutanten (MT)
- Fragmente an, welche bei der Hybridisierung mit der jeweiligen DNA-Sonde SC1 bzw. ES6im
Southerblot zu sehen sind (siehe b-€).

Abb. 8b-d zeigt genomische Southernblots mit den verschiedenen DNA-Sonden (b:ESG, ¢:SC1, d:Neo).
In Spur 1ist die genomische DNA eines Wildtyp- ES-Zell-Klons aufgetragen, in Spur 2 solche eines
rekombinanten Klons (En1"4"22%),

Abbildung E2e zeigt einen Southerblot auf genomischer DNA von Wildtyp-Mé&usen (Spur 1),
En1R2aZ _ ynd En1@"R2*NR2EZ Tieren (Spur 2 bzw. 3) mit der Sonde ES6.

Die DNA wurde mit den angegebenen Restriktionsenzymen verdaut (B: BamHI, H: Hindlll, S: Sacl).

Die rekombinanten ES-Zdll-Klone wurden mit Morulae von cD1-Mé&usen aggregiert bzw. in
Blastozysten aus C57bl6-Mé&usen injiziert. Die Blastozysten wurden nachfolgend in cD1-
Mause transferiert und die gewonnenen Mauschimeren zur Keimbahntransmission verpaart.

FUr die Herstdlung der Mause wurden drel verschiedene ES-Zd llinien verwendet, welche
unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die Anzahl der Rekombinationsereignisse und die
Chimerenentwicklung erbrachten (Tabelle 3).

Die Elektroporation der R1-ES-Zellen (Nagy et ., 1993) erbrachte zwei positive Klone,
aus denen keine Chimeren hergestelIt werden konnten. Aus der Gruppe der E14-ES-Zdlen
(Beraitstdlung durch M.Huber) konnten keine rekombinanten Klone identifiziert werden.
Das beste Ergebnis in Bezug auf die Rekombinationsrate und die Chimerengenerierung
erbrachten die TBV2-ES-Zdlen mit drei positiven Klonen, wobei aus zwei von ihnen
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Chimeren gewonnen werden konnten. Diese Zdlinie wurde in unserem Labor von Dr. V.
Blanquet etabliert und fir dieses Experiment zur Verfligung gestdlt..

Zdllinie getestete Kolonien positive Klone Chimeren

R1 1000 F3 nein
Gl nein

El4 400 - -

TBV2 400 6D5 ja
11E9 ja
15C7 nicht

getestet

Tabelle 3 zeigt das Ergebnis der Elektroporation des En1/dnR2/IRESlacZ-K onstrukts in verschiedene
ES-Zdllinien. R1-ES-Z€llen (Nagy et d., 1993), E14-ES-Z€llen (Bereistellung von M.Huber), TBV2
(Bereitstellung von V.Blanquet).

Chimeren aus den beiden injizierten ES-Zdlklonen 6D5 und 11E9 erbrachten die
Keimbahntransmisson (Sehe Tabdlle 3). Die Mause, welche heterozygot fur die Integration
des Enl/dnR2/IRESacZ-V ektors sind werden im nachfolgenden Text En1 ™™= -Mause
genannt. Die homozygoten Tiere entsprechend EnlaR2znR2az _\ duise,

Der Genotyp der gewonnenen Enl1"*?= -Mguse wurde mit genomischen Southernblots
(siehe Abb. 8e) bzw. PCR-Technik (siehe Abb. 9) nachgewiesen. Fir den Southern-blot
wurde die genomische DNA der Tiere mit dem Redtriktionsenzym Hindll1 verdaut. Fir die
PCR wurden lacZ bzw. Neomycin spezifische Primer verwendet (Sehe 3.6.1)

Belde PCR-Resktionen wurden nach dem Standardprogramm (Siehe 3.1.3) bel einer
Anlagerungstemperatur von 59°C furr 40Sek. und einer Wiederholungszahl von 35 Zyklen
durchgefihrt.

1234567

0.6kb -

12 345 67

u.Ekb ) =
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Abbildung 9 zeigt das Ergebnis einer Typisierungs-PCR mit lacZ- bzw. Neomycin-spezifischen Primern
(E3abzw. b). Die erwarteten Amplifikationslangen betragen 613bp fur lacZ bzw. 704bp fir Neomycin.

Die DNA-Vorlagein Spur 1, 2, 4, 6, 7 stammt von En1“""?=Z -Tieren, die DNA-Vorlage aus Spur 3und 5
stammt von Wildtyp- Tieren.

4.1.3 Analyseder En1*?*Z-M duse

Zunéchst wurde sowohl die Transkription des Enl/dnR2/IRESacZ-K ongtrukts in den
En1raRe=z -Mausen Uberprift (sehe 4.1.3.1).

Anschlief¥end wurde der Phdnotyp der En17*** -Tiere genauer betrachtet. Enl ™2 -
Mause zeigen keinen offens chtlichen Phéanotyp oder Verhdtensauffaligkeiten.

Fir die Hergtellung der En17"**** -Mause wurde der Enl-knock-in Vektor verwendet
(sehe 3.7.4). Die Enle=zanra=z M Guse zeigen den Phanotyp der Enl” -Maus ((Wurst et
al., 1994); sehe Abb. 12a bzw 12b, homozygote Tiere).

Aus diesem Grund wurde hier nur das Nervensystem der heterozygoten Tiere genauer
betrachtet.

Um mogliche Verdnderungen wéhrend der Entwicklung des Nervensystems der Tiere zu
andyseren, wurden zunéchst 9.5 Tage dte Embryonen untersucht (sehe 4.1.3.2).

Um die Aushildung der verschiedenen Gehirnregionen zu verfolgen, wurden auch Gehirne
adulter Mause in Bezug auf etwaige Veranderungen hin betrachtet (Sehe 4.1.3.3).

4.1.3.1 Nachweis der Transkription und Translation des dnR2/IRESlacZ-
Konstruktsin der Mittelhirn/Hinterhirnregion

41311 RT-PCR an 11.5 Tage alten Mausembryonen

Dadie En1"*"*?=z -M&use keinen offensichtlichen Phénotyp aufweisen, wurde zunéchst die
Transkription und Trandation des dnR2/IRESlacZ -Konstruktsin diesen Tieren Uberpriift.
Zu diesem Zweck wurde RT-PCR mit cDNAs der MH-Region von E11.5 Enl1 a2z -
Mausen ds Vorlage durchgefiihrt. Der verwendete sense Primer ist spezifisch fir die
Sequenz des FGF-Rezeptors 2, der antisense Primer ist pezifisch fir die IRES-Sequenz
(siehe 3.6.3, Abb. 7a).

Somit wird nur das artifizielle Fus onstiranskript aus dnFGF-Rezeptor 2 und der IRES-
Sequenz amplifiziert und nicht das endogene Transkript des FGF-Rezeptors 2. Die PCR-
Reaktion wurde bel 56°C und mit 35 Zyklen durchgefiihrt.
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Das Ergebnis der PCR zeigt, dass nur in den cDNAs der heterozygoten Mause das zu
erwartende Fusiongtranskript mit einer Lénge von 940bp amplifiziert wurde (Sehe Abb.
10a, b). Der Blot dieses Gels zeigt ein starkes Hybridiserungssignd der dnFGF-Rezeptor
2-Probe fir die erwartete Bande (Siehe Abb. 10c).

d
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1kb -
<
0.4kb -
b
1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0.4kb -
0.2kb -
C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1Kb - .-' "-..‘ & .

0.4kb - - - =258
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Abbildung 10a zeigt das Ergebnis der RT-PCR fir das Fusionstranskript aus dnFGF-Rezeptor 2 und lacZ
aus der Mittelhirn/Hinterhirnregion von Embryonen (E11.5) eines Wurfes.

In Spur 1 ist der Langenstandard aufgetragen, in Spur 4-6 und 14 wurde die cDNA von Wildtyp-Tieren
und in Spur 2,3 und 7-13 die cDNA von En1"*"r?*Z _Tieren als V orlage eingesetzt.

Spur 15 zeigt die Plasmidpositivkontrolle. Abb. 10b zeigt die [-Aktin Kontrolle der PCR aus 10a.

In Abb. 10c ist die Southernhybridisierung der Amplifikate aus 10 zu sehen, welche die Mutanten-
Bande als solche bestétigt. Der Pfeil in aund b deutet auf das erwartete Aplifikat der PCR-Reaktion,
welches auch hybridisiert.

Als Probe fir die Hybridisierung wurde die cDNA des dnFGF-Rezeptor 2 verwendet.

41.3.1.2 In situ-Hybridisierung auf Gehirnschnitten 9.5 Tage alter
Mausembryonen

Um eine detalllierte Information Uber die Expresson der mRNA des dnFGF-Rezeptors 2
asauch der 3-Gaaktosidase im Gehirn der En1*"*** -Tiere zu erhdten, wurden in-situ-
Hybridiserungen auf Schnitten von 9.5 Tage aten Embryonen durchgefiihrt. Die ektopische
Expresson des dnFGF-Rezeptor 2-Konstrukts wurde mit Proben fir den FGF-Rezeptor 2
bzw. lacZ dokumentiert.

Um die Expressionsdomane genau zu lokdigeren, wurde paralel mit einer Enl-Probe
hybridisert.

Des weiteren wurde die Expresson von FGF8 in diesen Tieren andysert, um die
Expresson von FGF8 in der Doméne des dnFGF-Rezeptors 2 zu bestétigen.

Be den 9.5 Tage dten En1""™**>* -Embryonen ist mit den jeweiligen antisense-Proben
sowohl fur den FGF-Rezeptor 2 as auch fur lacZ in der Mittelhirn/Hinterhirn-Region der
Tiere eine ektopische Expression zu beobachten (sehe Abb. 11c, ¢, d, d). Die Wildtyp-
Kontrollen zeigen nahezu keine Expression des Rezeptors in dieser Region (Sehe Abb. 11h,
h’), mit der lacZ antisense-Probe ist in den Wildtyp- Tieren wie erwartet kein Signa zu
detektieren (nicht gezeigt).

Der ektopische Expressionsbereich von lacZ und dem dnFGF-Rezeptor 2 ist dem von Enl
ahnlich, dessen Promoter fir die ektopische Expression verwendet wurde (Siehe Abb. 11D,
b"). Allerdings ist die ektopische Expression des Fus ongtranskriptes dnR2/IRESlacZ nicht
so stark wie die des Enl1-Gens (Vergleiche Abb. 11b°, ¢’ ,d).

Uberraschenderweise zeigte sich bei dieser in-situ-Hyhbridisierung jedoch auch mit der
sense-Probe fur den FGF-Rezeptor 2 und lacZ ein Signal in den En17™*>~ -Tieren (Sehe
Abb. 11 e, €). Das sense-Signd ist ebenfdlsim Enl-Expressonshereich zu detektieren und
nur dort (Vergleiche Abb. 11b, b',e, €'). Die Hybridiserung mit der lacZ sense-Probe ist
nicht gezeigt. Wildtyp- Tiere zeigen diese Expression nicht (Sehe Abb. 11i,i").

Das bedeutet, dass in den En1**"**=* -M&usen nicht nur die sense, sondern auch die
antisense-RNA des dnR2/IRES acZ-Fus onstranskri pts ektopisch unter dem Enl-Promotor
exprimiert wird. Da die ektopische antisense-RNA die sense-RNA des dnFGF-Rezeptors
2 binden kann, hat diese dnFGF-Rezeptor 2 antisense-Expression vermutlich einen
endscheidenden Einflud auf die Funktionsfahigkeit des dominant negativen Experiments.

Fur die Inhibierung der FGF8-Signadkaskade in der En1-Doméne ist es von Bedeutung,
dass der dnFGF-Rezeptor 2 in der FGF8-Expressiondoméane exprimiert wird. Um dieszu
Uberprifen, wurden Schnitte der E9.5 Embryonen auch mit antisense-Proben fir FGF8
hybridisert. Diese Hybridiserungen zeigen, dass das FGF8-Transkript im caudalen Bereich
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der ektopischen Expressionsdomane des FGF-Rezeptors 2 vorhanden ist (Sehe Abb. 113,
a,c, ¢). Somit ware eine Inhibierung der FGF-Signakette in der FGF8-
Express onsdoméne durch die Expression des dnFGF-Rezeptors 2 theoretisch mdglich.

1+!ani2IRESIacZ
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Abbildung 11 zeigt in-situ-Hybridisierungen an horizontalen Gehirnschnitten von E9.5 M&usen.

Die verwendeten in-situ-Proben sind bei den jeweiligen Bildern mit angegeben, es handelt sich in der
Regel um antisense-Proben, sense-Proben sind entsprechend bezeichnet. Abb. 11a-e” stammen von
En1=2z _.Embryonen, Abb. Ef-i*von Wildtyp-Embryonen.

Der dnFGF-Rezeptor 2 und lacZ sind in den En17"*?>Z -Embryonen in der En1-Doméane ektopisch
exprimiert (d, d’, ¢, c’, b, b’). Zum Vergleich der Wildtyp (h, h', g, 9°). Die sense-Probe des dnFGF-
Rezeptors 2 ist ebenfalls ektopisch in der Enl-Expressionsregion zu detektieren (e, €', b, b’).

Die Expression von FGF8 (a, ") Uberlappt mit der der ektopischen dnFGF-Rezeptor 2-Expression (d, d).

41.3.1.3 Detektion der R-Galaktosidase-Aktivitat in 12.5 Tage alten
Mausen

Die Trandation des lacZ-Gens wurde Uber die enzymatische Aktivitét der [3-Galaktosidase
in der lacZ-Farbereaktion bestimmt (Sehe 3.4.2). Das Trand ationsprodukt des dnFGF-
Rezeptors 2 konnte nicht nachgewiesen werden, da die kauflich erwerbbaren Antikorper
gegen den intrazelluléren Bereich des Rezeptors gerichtet sind. Dieser fehlt in dem ektopisch
exprimierten dominant negativen Protein (Sehe 4.1.1).

Die Farbung von 12.5 Tage dten En1"=Z - ynd Enl1*"=z/aRa=z .Embryonen zeigt &
Gdaktogdase Aktivitét in der Mittel/Hinterhirnregion und im Neurdrohr (Sehe Abb. 123).
Der Vergleich mit den En1***- und En1'**"*=*-Mausen (Hanks et d., 1995) zeigt, dass die
EnlraR2eez - ynd Enle@*aRz=z _Tigre nur in Enl-Expressions-domanen Farbung zeigen
(Vergleiche Abb. 123, b). Der Expressiondeve des 3-Galaktosdase Gensin den
EnlraR2eez - ynd Enle@ed Rz Tieren ig jedoch um einiges geringer. Diesesist vermutlich
der Grund dafUr, dass enige Expressonsdomanen, die in den En1***- und Enl1'*">= -
Méusen deutlich zu sehen Sind, in den En1 "2 - ynd En1®"™2=z/aR2=z Tigren nicht zu
erkennen sind (Vorderhirn, Somiten, Unterseite der Extremitéten).
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Abbildung 12 zeigt die lacZ-Farbung von 12.5 Tage alten Mausembryonen. In Abb. 12asind Wildtyp-,
EnlranR2az . ynd Enl*ReziinR2iaz _Tiere zu sehen (Die Beschriftung R2lacZ entspricht dnR2lacZ im Text).
DieTierein 12b sind En1"*Z - und En1>#"*Z -Mause (Hanks et al., 1995). Der Stern markiert die nicht
mehr klar zu erkennende Mittelhirn /Hinterhirngrenze in den homozygoten Tieren.

D: Diencephalon, H: Hinterextremitét, MH: Mittelhirn/Hinterhirngrenze, N: Neuralrohr, S; Somiten

4.1.3.2 In- situ-Hybridisierung an 9.5 Tage alten Embryonen

Unter 2.1.3.1/2 wurde gezeigt, dass das dnR2/IRESlacZ-Kongtrukt in En17™?= -Tieren
transkribiert und die [3-Galaktos dase auch trandatiert wird. Wie bereits erwdhnt, zeigen die
En1*"?=* -Tiere keinen offengchtlichen Phanotyp, homozygote Tiere zeigen den En” -
Phanotyp.

Um mdgliche subtile Verénderungen wéahrend der Etablierung und des Erhalts der

Mitte hirn/Hinterhirnregion in den En1**"*?** -Mausen zu untersuchen, wurden an ganzen
Embryonen in-stu-Hybridiserungen mit einigen der Standardmarkergene fr diese Region
durchgefuhrt.

Hierzu zéhlen zum einen die Transkriptionsfaktoren Otx2, Gbx2, Enlund Pax2, zum
anderen Signalmolekile wie Wntl und FGF8 (sehe 2.5.1).

Ghbx2 it im Nervensystemn cauda der Mittelhirn/Hinterhirnregion exprimiert (Abb. 13a), im
Gegensatz zu Otx2, welchesrogtral dieser Grenze zu finden ist (Abb. 13c). Enl, FGFS,
Pax2 und Wnit1 snd an der Grenze zwischen Mittelhirn und Hinterhirn mit unterschiedlicher
Ausdehnung exprimiert. Die Expresson des Enl-Gens it im grenznahen Bereich sowohl im
Mittel- als auch im Hinterhirn zu sehen (Abb. 13e). FGF8 und Pax2 sind nur im rogtralen
Hinterhirn zu finden (Abb. 13g, i), wahrend Wnt1 nur im caudaen Mittelhirn zu erkennen ist
(Abb. 131)
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Fir dle sechs Proben konnten keine Unterschiede im Expressonsmuster zwischen WT und
En1"*"?=z _Tieren in Bezug auf die Lokdisierung der Mittelhirn/Hinterhirngrenze beobachtet
werden (sehe Abb. 13a-m).

+/dnR2lacZ
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Abbildung 13 zeigt in-situ-Hybridisierungen an 9.5 Tage alten Wildtyp- und En17=2az -
Mausembryonen mit verschiedenen RNA-Proben (siehe Beschriftung). Die Expression in den Wildtyp-
Tieren enspricht der in den heterozygoten Tieren.

Der Pfeil deutet auf die Mittelhirn/Hinterhirngrenze der Embryonen.

4.1.3.3 Farbung und I mmunhistochemie an adulten Mausgehirnen

Die Andyse der Expression der Mugterbildungsgene am Tag 9.5 der Entwicklung zeigte
keinen Unterschied zwischen den Wildtyp- und den En1"*?=* -M&usen (siehe 4.1.3.2).
Um mdgliche subtile V erénderungen von Gehirnregionen, welche aus der MH-Region
differenzieren, auszuschlief3en, wurde die Struktur der Gehirne adulter En1*"~*=* -M&use
untersucht. M&use, bei denen zu einem frilhen Stadium einzelne Musterbildungsgene im
MH-Bereich modifiziert Snd, zeigen Mifildungen im inferioren Collikulus und dem
Cerebellum (McMahon et d., 1992; Wurst, Auerbach et d., 1994; Broccoli et a., 1999;
Millet, K. et a., 1999 etc.).

Fur eine makroskopische Untersuchung der En1+*"*?>* -Mause wurden Farbungen mit
Kresylviolett und furr mikroskopische Studien immunhistochemische Farbungen mit
verschiedenen Antikorpern durchgeftirt.

Zur Kontrolle der anterior-posterioren Organisation der Gehirne der heterozygoten Tiere
wurde eine Kresylviolett-Farbung an sagitaen Gehirnschnitten durchgefhrt.

Diese Nisdféarbungen von Wildtyp- und En1**""*>* -Tieren erbrachten keinen Unterschied in
Bezug auf die Organisation der Gehirne der beiden Gruppen.

Die einzelnen Gehirnregionen wie der olfaktorische Bulbus, der Cortex, der Hippocampus
sowie superiorer und inferiorer Colliculus und das Cerebellum sind vorhanden und zeigen
keine auffdligen Veranderungen (sSehe Abb. 144, b).
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Abbildung 14 zeigt die Kresylviolett-Farbung sagitaler Gehirnschnitte von Wildtyp- bzw.  En1+eRaz -
Mausen. Der Olfaktorische Bulbusin Abb. 14afehlt aufgrund eines Préparationsartef aktes.

Die Organisation der Gehirnregionen ist in den En1"""*?*2-M&usen unverandert.

Cx: Cortex, Hc: Hippocampus, Ht: Hypothalamus, | C: inferiorer Colliculus, SC: superiorer Colliculus, 11-X:
Aste des Cerebellums

Um die mikroskopische Anatomie der Gehirne der En1*"*?*Z -Tiere im rogtralen Bereich
der Enl1-Express onsdomane genauer zu anadyseren, wurden coronale Gehirnschnitte
angefertigt. Diese wurden mit Hilfe der Antikorper gegen die Calcium-bindenden Proteine
Cdbindin und Cdretinin und gegen die Tyrosn-Hydroxylase (TH) auf das Vorhandensain
charakteristischer Merkmae hin andysert. Die TH-positiven, dopaminergen Neurone
haben wahrend der Entwicklung ihren Ursprung in der ventralen En1-Express onsdomane
im Mittelhirn und konnten daher in den En1"*™**>* -Tieren beaintréchtigt sein (Hynes und
Rosenthal, 1999).

Die Anti-Cabindin-Féarbung (Abb. 15a, b), wie auch die Caretinin-Farbung (Abb. 15c, d)
zeigen keinen Unterschied zwischen dem Wildtyp- und den En17"**>* -Tieren. Die TH-
Farbung macht deutlich, dass die dopaminergen Neuronein der ventralen , tegmentaen
Region der heterozygoten und der Wildtyp-Tiere keine Veranderungen zeigen und durch die
Expresson des dnFGFRezeptors 2 in der Enl-Doméne im Rahmen ihrer Differenzierung
nicht beeinflusst worden sind (Abb. 15, f).
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Abbildung 15 zeigt coronale Gehirnschnitte von Wildtyp- und En1*~2=z-M gusen.

Die Schnitte sind immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen Calbindin (Abb. 15a,b), Calretinin (Abb.
15c¢, d) und die Tyrosin Hydroxylase (Abb. 15e, f) geféarbt. Die Struktur des Gehirns zeigt fur Wildtyp-
und En1R2=z M Zuse keinen Unterschied in Bezug auf die Organisation bestimmter Doménen.

Am: Amygdala, ZG: zentrales Grau, DG: Gyrus dentatus, MB: Mamillarkérper, NG: Nukleus geniculatus,
VTA: ventrale tegmentale Region

Um mdgliche subtile Veranderungen in den Gehirnbereichen, welche aus der MH-Region
hervorgehen, aufzuspiren, wurde das Cerebelum strukturdll und in Bezug auf die
verschiedenen Zelltypen genauer untersucht. Hierfir wurden Kresylviolett- sowie Cabindin-
und Caretinin-Farbungen verwendet.

Dietotde Ansicht des Cerebdlum der En1"***>* -Mause weist keine Verénderungen aff,
die Hemispheren und die zentrde Vermis snd deutlich voneinander abgesatzt und
entsprechen der Wildtyp-Auftellung (nicht gezeigt).

Abb. 16 zeigt das Ergebnis dieser Farbungen an Sagitalschnitten der Cerebdlli (Sehe Abb.
16a-f). Die zehn Aste des Cerebdlums sind bei den En1*4"?=2 -M&usen ebenso
srukturiert, wie bei den Wildtyp-Tieren. Auch die Dicke der drei Zdlschichten scheint
unverandert.
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Eine genauere Betrachtung der Zdlschichten zeigt Abb. 17. Die Kresylviolett-Farbung in
Abb. 17aund b macht die Zdlen der molekularen und der granularen Schicht , sowie die
Purkinje-Zdlen sichtbar. Cabindin farbt die Purkinje-Zellen (Abb. 17c und d), Caretinin
farbt die Zellen der granuldren Schicht (Abb. 17e und f).

Alledrei Farbungen zeigen keinen Unterschied in Bezug auf die Strukturierung und Dicke
der Zdlschichten des Cerebellums.

Abbildung 16 préasentiert Farbungen an sagitalen Schnitten der Cerebelli von Wildtyp- und En17®2aZ -
Mausen. Abb. 16a und b zeigen Kresylviolett-Farbungen, Abb. 16c und d zeigen Calbindin-Farbungen,
Abb. 16e und f schliefdlich zeigen Calretinin-Farbungen. Das Cerbellum der En17*""?= -Maus und der
Wildtyp-Kontrolleist gleich strukturiert.

Die Zahlen I-X beziffern die zehn Aste des Cerebellums.
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Abbildung 17 zeigt die drei Schichten der Cerebelli von Wildtyp- und En17*"?=z -Magusen. Abb. 17a
und b zeigen Kresylviolett-Farbungen, Abb. 17c und d zeigen Calbindin-Farbungen, Abb. 17e und f
zeigen Calretinin-Farbungen. Die Dicke der drei Zellschichten des Cerebellumsist bei beiden
Tiergruppen gleich.

GS: granulére Schicht, MS: molekulare Schicht, PS: Purkinje Zellschicht

Die Andyse der En1*"*=* -Mause zeigt zunéchst die ektopische Expression des
dnR2/IRESlacZ-Fusionstranskriptsin der Enl-Doméne.

Allerdings wurden sowohl die sense- as auch die antisense-RNA des Transkripts
detektiert. Die Trandation zumindest der lacZ-cDNA konnte in den En1**"*?=Z-M&usen
gezeigt werden. Die Intenditét der 3-Galaktos dase-Farbung ist jedoch um einiges geringer
dsdieder En1"**-Méause (sehe 4.1.3.1).

Die Untersuchung der Tiere, sowohl zu einem frilhen Zeitpunkt in der Entwicklung (E9.5),
asauch im adulten Stadium zeigte keinen Phénotyp dersalben.

Sowohl friihe Musterbildungsvorgénge im Bereich der Mittehirn/Hinterhirnregion (Sehe
4.1.3.2) ds auch spétere Determinierungsvorgange im Gehirn (Sehe 4.1.3.3) scheinen durch
die ektopische Expression des dnFGFR2-Transkripts in der Enl-Doméanein diesen Tieren
nicht beeinflusst oder gar inhibiert zu werden.

Verschiedene Erklarungsméglichkeiten fir diese Beobachtung werden im Diskussongell im
Detail besprochen.

4.2 Identifizierung und Analyse des Mausgens mbFZb

4.2.1 Genfallen-Experiment mit Fibroblasten Wachstumsfaktor 2

4.2.1.1 Expression der FGF-Rezeptoren 1-4 in embryonalen Stammzellen

Die Voraussetzung fur ein erfolgreiches Genfalen-Experiment mit Fibroblasten
Wachstumsfaktor 2 (FGF2, bFGF) in embryonden Stammzellen ist die Anwesenhelt der
FGF-Rezeptoren in der Zdlmembran der embryonaen Stammzellen (Sehe Einleitung).

Um die Transkription dieser Rezeptoren nachzuweisen, wurde RT-PCR an ES-Zdlen fir
dle vier FGF-Rezeptoren mit spezifischen Primern durchgefiihrt (Sehe 3.6.3;
Anlagerungstemperstur 57°C, 35 Zyklen). Die erwarteten Fragmentl&ngen betragen 512bp
fr den FGF-Rezeptor 1, 660bp fur den FGF-Rezeptor 2, 339bp fir den FGF-Rezeptor 3
und 217bp fur den FGF-Rezeptor 4.

Das Ergebnis der RT-PCR zeigt die Expresson dler vier FGF-Rezeptoren in den getesteten
embryonden Stammzellen R1 (Nagy et ., 1993).
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Abbildung 18a zeigt das Ergebnis der RT-PCR mit ES-Zell-cDNA fir die FGF-Rezeptoren 1-4.

Abb. 18b zeigt die 3-Actin Kontroll-PCR.

In der mit 1 bezeichneten Spur wurde die entsprechende Plasmidpositivkontrolle als DNA-Vorlage
verwendet. In der mit 2 bezeichneten Spur wurde DNA aus Wildtyp- ES-Zellen, in der mit 3 bezeichneten
Spur wurde DNA des Klons 16.46 (siehe 4.2.1.2) als Vorlage verwendet. Dieletzte Spur (-) stellt die
Wassernegativkontrolle dar. Beide ES-Zell-Fraktionen zeigen die Expression aler vier FGF-Rezeptoren.
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4.2.1.2 ldentifizierung des mutierten Klons 16.46 im Genfallen-Experiment

Nachdem das Vorhandensein der FGF-Rezeptoren 1-4 in den ES-Zdlen gezeigt war (Sehe
4.2.1.1) wurde das Genfalen-Experiment mit FGF2 durchgefuhrt. Es wurden R1-ES-Zedllen
(Nagy et ., 1993) verwendet.

Entsprechend dem Schemain Abb. 19awurden 1x10° ES-Zellen mit dem Genfallenvektor
PT1-ATG (Sehe 3.7.1) dektroporiert und auf 12 Gelatine-Platten ausplattiert. Nach der
Selektion mit G418 wuchsen pro Platte zwischen 200 und 300 resistente Klone hoch. Von
diesen Klonen wurde ein Filterabklatsch gemacht, welcher fir 48 Std. mit 20ng/ml FGF2 im
entsprechendem Medium inkubiert wurde,

Die nachfolgende lacZ-Féarbung des bewachsenen Filters erbrachte pro Platte im
Durchschnitt 3-4 ES-ZdI-Klone, die eine Blauférbung zeigten. In Abb. 20 ist der Ausschnitt
eines Filters nach der lacZ-Férbung zu sehen, zwei der Klone zeigen eine Blaufarbung
(umrandet) die anderen Klone (Pfeile) zeigen keine Farbung.

Die den geférbten Klonen entsprechenden ES-Zdl-Kolonien wurden von der Originaplatte
gepickt, expandiert und erneut ohne und mit FGF2 im Medium inkubiert. Sechs dieser
Klone zeigten eine eindeutige Veranderung der lacZ-Expression mit und ohne FGF2.Vier
von ihnen zeigten eine Verstarkung der lacZ-Expression, der Klon 16.46 eine Verringerung
derselben (siehe Abb. 21).

Dadieser Klon 16.46 in den nachfolgenden Testreihen die am besten reproduzierbaren
Ergebnisse in Bezug auf die Farbung erbrachte, wurde dieser ES-Zd|-Klon genauer
andysert.

Die Abbildung 19b macht die VVorgénge in einer Zele deutlich, welche mit dem
Genfdlenvektor PT1IATG eektroporiert wurde. Der Vektor integriert in den Lokus eines
Gens. Be der Integration des Vektors in das Intron des Gens kommt esim Rahmen der
Transkription zur Bildung eines Fusongtranskripts zwischen dem vorangegangenen Exon
des betroffenen Gens und dem Genfdlenvektor. Neomycin wird unabhéngig davon
transkribiert. Die Trandation fihrt zur Bildung eines Fus ongproteins zwischen dem mutierten
Gen und der 3-Gaaktosidase und der neo-Phosphotransferase (G418-Resistenz!). Eine
ES-Zdle, ba der ein aktives Gen den Genfdlenvektor integriert hat, ist resstent gegen
(G418 und zeigt eine Blaufarbung.

Der Zusatz von FGF2 flhrte, wie schon erwahnt zur Verringerung der [>Galaktosidase-
Farbung in dem Klon 16.46. Aus dieser Beobachtung 1&% sich eine mogliche Regulation des
in diesem Klon mutierten Gens durch FGF2 ableiten.

FUr eine genaue Charakteriserung wurde das mutierte Gen isoliert. Aus den mutierten ES-
Zdlen des Klons 16.46 wurden Mause hergestellt, um zum einen mit Hilfe des lacZ-
Reporter-Gens die Expression des mutierten Gens wahrend der Entwicklung zu studieren,
und zum anderen, einen durch die Integration des Genfdlenvektors hervorgerufenen
Phéanotyp zu sudieren.
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Schema des Genfallen-Experiments

Elektroporation des
Genfallen-Vektors
in ES-Zellen

Filterabklatsch

o

Originalplatte oo
o O
o v
Selektion der G418 oo * Zusatz von FGF 2 (20ng/ ml)
resistenten Kolonien ° %o - o
| [ ]

°° X-gal Farbung
\J e
Picken, Expansion und erneuter Test

der lacZ positiven Klone

\j

induzierte Klone
reprimierteKlone

_ Herstellung chiméarer Mause

Identifizierung des Zielgens

Mutagenese durch Vektor-Integration

SA
Genfallen-Vektor
ATG lacz PGKNeo PA

- [= ] -

Intron

mutierter Lokus

Fusions-mRNA, Neo-mRNA

Fusionsprotein,

Neo Phosphotransferase

Abbildung 19a zeigt das Schema des Genfallen-Experiments, Abb. 19b die Vorgange auf DNA-Ebene.
Beschreibung der Vorgénge siehe Text.
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Abbildung 20 zeigt den Teil eines Filters, an dem eine lacZ-Farbung durchgefihrt wurde. Die blau-
geféarbten ES-Zell-Klon sind umrandet, zwei der nicht gefarbten Klone sind durch Pfeile markiert.

+20ng/ml FGF2 ] %

Abbildung 21 zeigt ES-Zellen des Klons 16.46, ohne und mit Zusatz von 20ng/ml FGF2 im Medium fir
48hrs. An den Zellen wurde eine lacZ-Farbung durchgefihrt. Abb. 21a und b sind Aufnahmen im
Dunkelfeld, welche die Zelldichte aufzeigen. Die Aufnahmen im Hellfeld (& und b’) zeigen dielacZ

geférbten Zellen. Der Pfeil deutet auf die differenzierten Zellen, welche nach der Zugabe von FGF2 eine
Verringerung der lacZ-Farbung zeigen.
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4.2.2 Isolierungund Analyse der Sequenz des mutierten Gens

Im Genfalen-Experiment konnnte gezeigt werden, dass die Blauférbung des Klons 16.46
nach der Zugabe von FGF2 in das Medium reduziert war.

Zur Analyse der Sequenz des mutierten Gens wurde zunéchgt eine 5° RACE durchgefuhrt.
Die erhdtene Sequenz wurde zur Hybridiserung einer Phagenlibary verwendet. Die cDNA-
Inserts der positiven Phagen wurde sequenziert und die Sequenz mit erneuter 5° bzw 3
RACE von der ersten Racesequenz ausgehend bestétigt.

42215 RACE an cDNA aus Neuralrohr

Die 5" Race wurde zunéchst an cDNA durchgefiihrt, welcher ds Vorlage fur die RT-
Reaktion RNA des ES-Zdl Klons 16.46 diente.

Dieser Ansaz fuhrte trotz mehrfacher Wiederholung nicht zum Erfolg. Die gewonnene
Sequenz représentierte wiederholt die Sequenz der Neomycin-K assette des Genfallen-
Vektors PTIATG (sehe 3.7.1), welcher zweifach in den mutierten Lokus integriert ist
(sehed.2.4).

Deshalb wurde nach einer ersten Andyse des Expressonsmusters des Gensin der Maus
(sehe4.2.5) RNA aus dem Neurarohr 11.5 Tage dter Embryonen gewonnen und die 5
RACE mit dieser wiederhalt.

Die RT-Reaktion wurde mit lacZ spezifischen Primern durchgefihrt (RT-Reaktion, sehe
3.6.2). Die nachfolgenden PCR-Schritte wurden mit den sense Primern des Gibco-Kits und
lacZ bzw. En2-Exon2 spezifischen antisense Primern durchgefihrt (PCR1, PCR2, sehe
3.6.2). Nach der zweiten PCR-Reaktion wurden die erhatenen DNA-Fragmente
subkloniert, mit einer Splice-Acceptor -Probe (Postivkontrolle) und einer Neo-Probe
(Negativkontrolle) hybridisert und sequenziert. Die Sequenzierung ergab ein DNA-
Fragment mit einer Lange von 490bp 5™ der Splice-Acceptor -Stelle des Vektors PTIATG
(sehe Abb. 22).

Mit Hilfe einer erneuten 5 RACE, bel welcher Primer innerhab der vorher gewonnenen
Sequenz verwendet wurden (Primer nicht gezeigt), konnten noch weitere 60bp in
5'Richtung identifiiziert werden.

Die im Rahmen der beiden 5"’ RA CE-Resktionen gewonnene Sequenz (5 der internen
Splice-Stelle) ist in Abb. 22 schematisch in der Fusion mit dem Vektor PTIATG gezeigt. In
Abb. 23c ist diese Sequenz durch Fettdruck markiert. Die Farbe der sich entsprechenden
Sequenzen in Abb. 22 und 23 igt gleich.
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ATG lacz ]
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N210 lacz

Abbildung 22 zeigt das Schema der mit Hilfe der 5° RACE gewonnenen Sequenz des Klons 16.46 in der
Fusion mit dem Genfallenvektor PTIATG. Dieausder 5° RACE stammende Sequenz N210 umfaldt 550bp
und beinhaltet eine Schnittstelle fir Xhol und Notl. Die farbigen Bereiche der DNA entsprechen denen
in Abb. 23. Die Splice-Stelleist durch einen Stern gekennzeichnet.

Die Sequenzen der Primer sind unter 3.6.4 beschrieben. Die fir die Hybridisierungen verwendeten
Sonden N210 und lacZ sind als Balken dargestellt.

4.2.2.2 Screen der Phagenlibary aus D3 ES-Zellen

Das mit Hilfe der 5 RACE identifizierte DNA Fragment des mutierten Gens (Sehe 4.2.2.1)
wurde as Sonde fur die Hybridiserung einer D3-ES-Zdll Libary (129/Sv) verwendet. Diese
Libary wurde von Dr. D. Hill zur Verfligung gestdlt.

Eswurden 10 positive Plagues gefunden, die nach der Subklonierung aufgrund von Verdaus
mit verschiedenen Redtriktionsenzymen in zwel Gruppen (P4B und P7B, sehe Abb. E23a
und b) unterteilt werden konnten. Mehrere Mitglieder jeder Gruppe wurden sequenziert und
die Sequenzen auf Ubereingtimmungen hin geprift.

Die DNA-Fragmente der beiden Gruppen beinhaten einen konservierten Bereich, wobel
der Klon P7B den Klon P4B in 3" Richtung um 1kb Uberragt. Der Klon P7B gt
vermutlich eine Splicevariante des Gens dar, welche einen um 1kb langeren 3" UTR
beinhatet.

Das Vorhandensain dieser zwel Spliceformen konnte sowohl mit RT-PCR (sehe 4.2.3.1)
asauch mit einer Northern-Hyhbridiserung (sehe 4.2.3.2) gezeigt werden.
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Xhol Notl

|

60bp 0.49kb * 0.8kb

Xhol Notl

1
P4B/P7B sense —p»
P78 (T

60bp 0.49kb * 1.8kb ~4— P4B antisense
~—— P7B antisense

P7B

TTTGT CGAGGAACATGCGEOBECACGAGGT TACT GGTGCGAGT CCTTAGGAACCAGACTACCATCTCTCAGIGEGT TCCAG
TATGCAGCCAACTGGTATCAGT GTCTCCTACCCAAAGACAGTIGGAGCAGCACTTOCCAGIGGCTOCAGAAGAATCAGT C
TCGAGTGTGTTTGCEATCAGAACAGACT GT TGGAGTGEGACACAGOGCACAGTAGGAAATACCACAACACAAGTAACCT T

*

CTTACTACCCAAGATTTGCCACAGCCTGT TGAAGAGAAGGTCEGTCCCTTCACGAAGATAATAGAAGCCATGGCGATTCA

CTGGACCTTTGAAATACAGTAAATGGAAGATCAAGA TOGOEEO0CTOOGCATGTACACGAGCTGOGTGGAGAAGACTGA

CTTCGAGGAGI TCTT TCTGAGGT GTCAGATGC(I*BATACATI’CAACT QCTGGI TT CTCATAACCCTGCTTCATGTCTGG

ATGIGICT, AGTCCGAATPAA(IJA(EAAGGIIIEACT GGGAAGTACATGIGCCCGATCATAGI TCATTTCATGTGSGAAG

ATGTCECACCACOGOGCEOCACGT CAT GEEGGT TAATTCCTATATCCTAAAGAAGAACATGEOOCTCATGACGAACAATTT
CTATGCAGCAATCT TGCEATACGATGAGGCGATCCT TTCAGATGACCATGARCCTAECTACTACACTCTGEAGGACCTTC
TTCAACCAGAAATGT GAGGACOCTOGACAGCT TGAATTGCT GGTGGAGTATGTGAGGaAACAGATGCAATACCTGGACT

OCATGAACGGTGAGGATCTGCTGCTGACAGECEAAGT GAGATGEOBOOCTCTGGTIGGAGAAGAA TCCACAAAGCATCT T
+

GAAGOOCCATGCTOCTACTT ACAATGATGAGGGEOCT TTGAGAGACTGGTOCCTCOGGACAGCTGECT GCTGXCTTTGA
GGACCCTCCATGGAAGAAGT GCCTGI TTGOOOCAGGACCCTGAAGAAGGTGGCCTGAACTGACTT GTGAACAGTACCT G
TTGAATACTCAGOCCACTCGTGTTGAGT TTCTTCTTCCTGAT CTGGTGEGGI TACTGGGGAGGTCCTCTTGCTCTTCT G
ACAGGTOOOCTOCCTCAAGAGAAGOOCCAGGCACACTT GCCAAGT CCACTCAGCACCACACGTGACT GAGAGCTTTTTC
CGAAGCTGAGGAAGCEATGEETAGGTTAGAAGGEEGTAOCT TCACTCAGAGACOCCTGIGCT TEAGCAGI TTATTAAG
TTCCAAAGTCACAGT GEECAACTATATACGCGT TAOCOCTCT GTGAGCCATGGEGGT TGAAGTAGCCATTAAAAAGAGACGA
CTTATTTCTGCATGGTTTTTCTTTGTTOCAAGGTCTTTTAGAAACATAGT TAAAGCOCAGT GTAGT GGTGCATGI CTT
TAGICCAAGTATT TGGGAGGCAGAGGCAGATGACTCTACGCTAGGT TCTAGGTCAGCATGATCTACAGAGTGAATTTCAG
GECACCCAAACCTACACAGAGAAAGCCTGICTTGAAAAAACAACGAGAAAAGAAAAGOGCAGGTGAGOOGTGEET TCTC
CAAGCTCAGEGAATAACTGCAGCTCAGI TAGAGBECAGCACEGAGAGGAGOEGagaggagag gJAGAGGAGAGGAGECCAG
GGACTCTCTGCT ACTACTCCTGIOOCCAGGTCACAGAGAGCCAGT CACTGTCTGEECAAGGTACAGT CTGOCAGECAGGT
TCACTGAGATCCA GGAGGTCTCAGGACCAAGGGECTTGTCACATCCTAAGTCATTTAGAAAGAACAA AAGTCCCTTTGT
CAQCCACAGIGAACTGGGGAAGGAACACACTCTOOGCACT TGECCTCTCTTTACGTGAGATACT GTGEOGT GCTGGTAC
CATCCAA GOCT 03T CAGTGTCT ATCAOCTACOCAAGT TCTAAAGCACGAECTGIGATGEGAACT TGAGEGACCTTTT
CTCTCTGERECACTTGAAGGGTCTGT TCTCTCTOOOOCGAGACTTTGEGT CATCTCT TGGAAGGT TT TCTGAAAT TGAGG
AAAGGEEGIGEE000GTCTACT COCTOCCT TOCOOCACOCAGCT TCCTTCAT TGAACT TGCTATAAAATGAGTCATAT
GAAGA AACCCTATACTGTGAGGTATGOGCCACT TCTGT GAAAACATTACAAATCAAGDORCCTTCTCAGI TTATTTAAG
ATCCTT TT GI TGCA AGOGGECTCTCEAGTGAGEOGTCCTCTGTGAGCATGAGATAATAGCACCT TGTAACTCATTACA
TCTGGACACTATTTACATAAACCAGAGGOCACCCAGECAGGGATTTCCTGATTAATTTATTTTTAATGGACTGAAGTAT
GOCATGCACCAAAATAAACTTTACCTCGIGC
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Abbildung 23a und b zeigen schematisch die beiden Sequenzen P4B und P7B aus dem ES-Zell-Libary
Screen. Die 0.55kb 5" und die 0.8kb 3" der Splice-Stelle sind in beiden Sequenzen identisch und stimmen
mit der Sequenz der 5" RACE (siehe Abb. 22) iberein, Klon P7B schlieft im 3" Bereich weitere 1kb mit
ein. Die Langen der DNA-Fragmente sind unter den Fragmenten angegeben.

Die Splice-Stelleist durch einen Stern gekennzeichnet. Die Hybridisierungssonden P4B und P7B sind
als Balken gekennzeichnet.

In Abbildung 23c ist die Sequenz des Klons P7B dargestellt. Die Sequenz der 5° RACE ist in gelber bzw.
griner Farbe dargestellt. Der vermeintliche Translationsstart ist durch einen Stern gekennzeichnet, der
vermeintliche Transkriptionsstop durch ein Kreuz. Das Polyadenylierungssignal ist dunkel hinterlegt.
Diefur die mégliche Transmembrandoméne codierende Sequenz ist durch einen Kasten markiert.
Diefarbigen Bereichein a, b und c entsprechen einander und stimmen mit denenin Abb. 22 Uberein.

Zur Bestétigung der gewonnenen Sequenzdaten im 3° Bereich der cDNA wurde zusétzlich
noch eine 3" RACE durchgefiihrt, ausgehend von der isolierten 5° RACE-Sequenz. Die
erhatenen Basenabfolgen stimmten mit den bereits bekannten Uberein (Daten nicht
dargestdlt).

Auch fur den 5° Bereich der bekannten cDNA erbrachte eine PCR mit dem Marathon-Kit
von Clontech nur eine Bestétigung der Sequenz (Daten nicht gezeigt).

4.2.2.3 Analyse der Sequenz des Gens mbFZb

Aus der Libary wurden mit der Sonde aus der 5" RACE zwei Klone isoliert, welcheim 5
Bereich Ubereingtimmen und unterschiedlich lange 3" Bereiche besitzen. Die Sequenz der
aus der Libary isolierten Klone wurde auf einen trandatierbaren Bereich hin untersucht. Die
Sequenz des Klons P7B, welcher identisch mit den Klon P4B i, diesen jedoch um 1kbin
3 Richtung Ubertrifft, ist in Abb. 23c zu sehen.

Die cDNA-Sequenz besitzt einen Trandationsstart und -stop, welcher zu einem
Proteinprodukt von 200aa fihrt. Am Ende der Sequenz des Klons p4B (dkl.blau) ist das
identifizierte Polyadenylierungssgnd dunke unterlegt. Die Integration des Genfalenvektors
in das Gen befindet sich ca in der Mitte des hypothetischen Trand ationgproduktes (Grenze
griine/blaue Sequenz, Vergleich auch Sternin Abb. 22).

Die Proteinsequenz des Gens mbFZb ist moglicherwel se cytoplasmatisch (PSORTII) oder
besitzt eine Transmembrandomane zwischen den Aminosauren 42 und 62 (ProDom,
TMHMM, Tmpred, TopPred?2). Dieseist in Abb. 23c durch einen Rahmen gekennzeichnet.
Ansonsten konnten keine bekannten Proteinmotive gefunden werden.

Die gewonnenen cDNA-Sequenzen P4B und P7B wurden in der nicht redundanten
Datenbank und der EST-Datenbank auf Homologien zu schon bekannten Sequenzen hin
getestet.

Dabel wurden Homologien zu EST's aus unterschiedlichsten Geweben wie Lymphknoten,
Thymus, Herz, Myotubes, Niere und Hypothalamus der Maus und des Menschen gefunden.
Die Sequenz der beiden Klone zeigte aul3erdem eine starke Homologie (76% Identitét auf
Aminosaure Ebene) zu einem Gen, welches im Rahmen eines Two-Hybrid-Screensin
Xenopus identifiziert wurde (Accesson Nr. AF12913, sehe Abb. 24).
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Dieses Protein interagiert moglicherwei se mit dem Zink-Finger Transkriptionsfaktor Zic3
und wird deshab im nachfolgenden Text xZ3BP (mégliches Zic3 bindendes Protein aus
Xenopus) genannt.

Das Gen des Klons 16.46, wel ches durch den Genfdlenvektor mutiert ist, wird aufgrund
der Homologie zu dem Xenopus-Gen im nachfolgenden Text mbFZb (Maus bFGF-
reprimiertes, mogliches Zic3-bindendes Protein) genannt.

Zusétzlich zu dieser Maus Sequenz wurde auch die Sequenz des entsprechenden humanen
GensbFZb isoliert. Diese wurde in ener Libary von fétalem Gehirn gefunden (1 gt11, NEB
Inc.). Die humane Sequenz zeigt im vermentlichen trandatierten Bereich auf aa-Ebene eine
Identitét zur Maus-Sequenz von 94%.

Das Alignment der aa-Sequenz des ORF der Maus, des Menschen und des Froschesistin
Abb. 24 zu sehen.

Maus MEFTEPLEYEEWE IK TAALRMY TECVERT FF REQ otkhswrd svwecry] s0
Mensch MGFTGPLE WEIKIAALRMYTELCVERT FFRLRCD MeWFLIMLULHEVWMCLY| &0
Xenopus MGEFTGEE LEYNEWE TE LAALRMY TECVER FFEEL] HEWEFLVIIGLHEVWMCLY] 60
Maus RMEQEG 120
Mensch FMEQES 120
Xenopus |EMEQEG 120
Maus 5DOHE WR[TFF DFRQ 'i'"' D LLLTGE RPLV| 180
Mensch = DO WRIFF DPRELELLVETVREQIO EH- LLLTGE FLV| 180
Xanopus IEDORT WEHLLHEQCDDER M ELL"."E‘I"JRK ‘F LLLTGE RPLW| 180
Maus SILE TYNDEGL| 200

Mensch SILE TYNDEGL| 200

Xenopus SILERSTPTYNDEGL| 200

Abbildung 24 zeigt einen Homol ogievergleich des ORF des Maus-Gens mZ3BP mit dem humanen bFZb
und dem Zic3-bindenden Protein aus Xenopus (XxZ3BP, siehe Text). Die Homol ogie zwischen der
Sequenz aus der Maus und dem Menschen betrégt 94% auf aa- und 90% auf bp-Ebene. Die Homologie
zwischen der Maus- und der Xenopus-Sequenz betragt 72% aus bp-Ebene und 76% auf aa-Ebene.

4.2.2.4 Chromosomale Lokalisierung von mbFZb

Zur chromosomalen Lokaisierung von mbFZb wurden das Radiation Hybrid Pand (RHP)
der Jackson Laboratories verwendet. Mit Primern, welcheim 3° Bereich von mbFZb
binden, wurde zun&chst eine PCR auf genomischer DNA von Maus, Hamster und einem
Gemisch der genomischen DNASs beider Arten durchgeftinrt. So wurde die Eindeutigkeit
der PCR-Amplifikate bestimmt.

Das RHP wurde dann erst mit 3-Aktin-Primern auf das V orhandensain von genomischer
DNA in jeder Spur hin Gberpriift.

Anschlief3end wurden zwel unabhangige PCRs mit den mbFZb spezifischen Primern
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser PCRs wurden zur Auswertung an das Jackson
Laboratory und das Whitheat-Ingtitut geschickt. Jackson plaziert das Gen mbFZb auf dem
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Chromosom 2 zwischen die Marker D2Mit451 und D2Mit494. Die Auswertung des
Whitheat-Ingtituts plaziert mbFZb zwischen die Marker D2Mit262 und D2Mit451 ebenfdls
auf dem Chromosom 2.

Die humane, homologe EST-Sequenz (Acc.Nr. R59654) ist dementsprechend auf dem
Chromosom 20g11.2, d.h. auf dem langen Arm des Chromosoms, in den Néhe des
Centromers zwischen den Markern D20S106 und D20S107 lokdisiert. Das der humanen
Sequenz zugeordnete Unigene-Cluster Hs.26676 besitzt bisher noch keine Verknipfungen
zu Krankheiten, die dem entsprechenden chromosomaen Bereich zugeordnet waren.

4.2.3 Expresson desGensmbFZb in ES-Zéellen

Um die Sequenzdaten zu verifizieren wurde RT-PCR und Northern-Hybridiserungen an
RNA aus ES-Zdlen durchgefiihrt.

4.2.3.1 RT-PCR an RNA ausES-Ze€llen

Die Expression der beiden Splice-Formen des Gens mbFZb wurde in ES-Zdlen mit Hilfe
ener RT-PCR gezeigt. Hierfr wurden verschiedene Primerkombinationen verwendet (Sehe
3.6.4), welche jewells spezifisch fr die verschiedenen Bereiche bzw. Spliceformen des
Gens mbFZb sind (siehe Abb. 22/23).

Die Lange der erwarteten Bande betrégt 750bp fur das Fusionstranskript aus N210 und
lacZ Fur diese PCR wurden die Primer N210 sense und lacZ-trap antisense bel einer
Anlagerungstemperatur von 57°C verwendet.

Die Langen der anderen Fragmente umfassen flr den 5° Bereich 433bp (Primer: N210
sense, N210 antisense) und die beiden 3" Bereiche 706bp (Primer: PAB/P7B sense, PAB
antisense) und 1305bp (Primer: PAB/P7B sense, P7B antisense). Diese PCR wurde bel
ener Anlagerungstemperatur von 55°C durchgeftihrt. Die Position der Primer ist
schematisch in Abb. 22 und 23, deren Sequenzen unter 3.6.4 beschrieben.

Das Ergebnis dieser RT-PCR zeigt die Expresson des lacZ-Fusiongtranskripts nur im ES-
Zd| Klon 16.46 (heterozygot fr die Integration des Genfalen-Vektors, mbFZb*'**) und
nicht in den Wildtyp- ES-Zellen (Abb. 253).

Das Transkript des 5 Bereich des mutierten Gensist mit gleicher Haufigkeit sowohl in den
heterozygoten, as auch in den Wildtyp- ES-Zellen zu finden. Das Transkript des 3
Bereichs des Gensigt auch in beiden Zdltypen zu finden, dlerdings ist die Expresson dieses
Transkriptsin den mbFZb*"** -ES-Zdlen um ca. die Hdfte im Vergleich zur Haufgkeit des
Wildtyp- Transkripts reduziert (Abb. 25b). Zur Standardisierung der Menge eingesetzter
cDNA wurde eine [3-Aktin PCR durchgeftihrt (Abb. 25¢).
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Abbildung 25 zeigt RT-PCRs mit Primern, welche spezifisch fir verschiedene Bereiche der Sequenz der
Klone P4B bzw. P7B sind.

Abb. 25a zeigt die Amplifikation des N210/lacZ-Fusionstranskriptes nur in ES-Zellen des Klons 16.46
(Primer: N210 sense, lacZtrap antisense). In Spur 1 dient cDNA aus Wildtyp- ES-Zellen alsVorlage, in

Spur 2 solche aus einem anderen, durch den Genfallenvektor mutierten Klon und in Spur 3 solche aus
dem Klon 16.46.
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Abb. 25b zeigt das Ergebnis der PCR mit Oligonuklectide, die eine zum einen das5" RA CE-Fragment
(Primer: N210 sense, N210 antisense), zum anderen die beiden unterschiedlich langen 3" Bereiche der
Libary Klone P4B (Primer: PAB/P7B sense, P4B antisense) und P7B (Primer: PAB/P7B sense, P7B
antisense) vervidfaltigen. Das 5 RACE-Fragment wird bei alen drel Ansétzen gleich stark amplifiziert;
die Amplifikationsprodukte aus dem 3" Bereich sind in den mutierten ES-Zellen um ca. die Hélfte
reduziert. Verwendete Oligonukleotide siehe Text. In Spur 1 dient Plasmid-DNA asVorlage
(Positivkontrolle), in Spur 2 und 3 wurde cDNA aus Wildtyp-ES-Zellen und in Spur 4 cDNA desKlons
16.46 as Vorlage fur die PCR verwendet.

Abb. 25c zeigt die [3-Aktin Ladekontrolle fir Abb. 25b.

Die Position der verwendeten Primer ist schematisch in Abb. 22 und 23, deren Sequenzen unter 3.6.4
beschrieben.

4.2.3.2 Northern-Hybridisierung an RNA aus ES-Zellen

Zur Bestétigung der Ergebnisse der RT-PCR (Sehe 4.2.3.1) wurden Northern
Hybridiserungen an RNA aus ES-Zdlen durchgefiihrt.

Die Northern-Hybridiserung in Abb. 26a mit der Sonde N210 fir den 5 Bereich des Gens
mbFZb zeigt, dass in Wildtyp- ES-Zdlen zwel Signde mit einer Lange von ca. 1.4 kb bzw.
2.4kb zu finden sind (Spur 1). Die gleichen Signde zeigt Abb. 26b, in welcher mit der 3
Sonde des Gens (P4B) hybridisert wurde.

In den Zellen des Klons 16.46 (heterozygot fur die Vektorintegration) ist ein Shift des
Signads auf 3.9kb zu sehen (Abb. 26a, Spur 2). Dieses Signa entspricht der Lange des
Fusiongtranskriptes zwischen dem 5° RACE-Fragment und lacZ. Die Hybridisierung mit der
lacZ-Sonde bestétigt dieses Signal (Abb. 26b, Spur 2).

Die beiden Wildtypsignade in Abb. 26a, Spur 2 sind reduziert (Vergleich mit dem
Mengenstandard der GAPDH-Hyhbridisierung, Abb. 26d, €), was daftr spricht, dass das
mutierte Gen mbFZb in zwel Splice-Formen in ES-Zdlen vorkommt.

Die Sonden fur die Hybridiserung sind in Abb. 22 und 23 ds Baken dargestellt.
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Abbildung 26 zeigt Northern Hybridisierungen mit Proben fir den 5" und 3" Bereich des Gens mbFZb
und far lacZ.

Abb. 26a stellt die Hybridisierung mit N210, 26b die gleiche mit P4B und 26c die gleiche mit lacZ dar.
Abb. 26d und e zeigen die RNA-Ladungskontrollen der Blots aund b bzw. ¢, welche mit einer GAPDH-
Sonde hybridisiert wurden. In Spur 1 wurde RNA aus Wildtyp- ES-Zellen geladen, in Spur 2 solche des
Klons 16.46.

Mit der 5 Sonde (N210) sind beide Wildtyp-Banden (WT) und die Mutanten-Bande (MT) zu sehen. Die
lacZ-Sonde erkennt nur die Mutanten-Bande, die 3" Sonde (P4B) nur die Wildtyp-Banden.

Die verwendeten Hybridisierungssonden sind in Abb. 22/23 als Balken gezeigt.
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424 Hergelung der mbFZb™'®“ -Maus

Um das Expressonsmuster des im Genfdlen-Experiment identifizierten Gens mbFZb zu
studieren, wurden aus dem ES-Z€ll-Klon 16.46 Mause generiert.

mbFZb igt durch den Genfalenvektor PTIATG (Siehe 3.7.1) mutiert und an das lacZ-Gen
gekoppelt. Die Expresson von mbFZb kann daher mit Hilfe des lacZ-Reportergensin den
mbFZb*"** -Mausen verfolgt werden. Das Erzeugen der mbFZb*™'** -Mause erdffnet
aul¥erdem die Moglichkelt, bel einer Inaktivierung des mutierten Gens mbFZb durch die
Integration des Genfallenvektors die Funktion des Gens zu studieren.

Vor der Herstdlung der mbFZb*"** -Mause wurde zunéchst die Anzahl der Integrationen
des Genfalen-Vektorsin das Genom der Zelle Uberprift. HierfUr wurde eine Southern-
Hybridiserung an genomischer DNA des Klons 16.46 durchgefihrt. Die Hybridisierung der
Hindll1-verdauten DNA zeigt en Sgnd, die Hybridiserung der EcoRI-verdauten DNA
zeigt zwel Signde bel der Hybridisierung mit der lacZ-Sonde (Abb. 27a).

Hindlll schneidet im 5™ Bereich des Vektors, ECORI schneidet sowohl im 5 Bereich des
Vektors dsauch im 3° Bereich deslacZ-Gens (Schnittstellen siehe 3.7.1). Die exponierten
Bereiche der Genfdlenvektoren ( Lokadiserung der Hindll1- und EcoRI-Schnittstelle) gehen
héufig bel der Integration verloren.

Das Ergebnis der Hybridiserung zeigt somit, dass es sich um eine Tandem-Integration des
Vektorsin den Lokus von mbFZb handdt. Nur das Gen mbFZb ist von der Integration
betroffen.

ES-Zdlen desKlons 16.46 (R1 ES-Zdlen, 129/Sv) wurden mit cD1-Morulae aggregiert,
und die sich entwickelnden Blastozysten in cD1-Mause transferiert.

Die entstandenen hochchimeren Méause wurden zur Keimbahntransmission verpaart, welche
mehrfach erreicht wurde.

Die gewonnenen mbFZb™** - und mbFZb'>*">* -M&use wurden mit Hilfe von genomischen
Southernblots typisert, wobe die genomische DNA mit dem Restriktionesenzym Hindll|
verdaut wurde und der Blot des Gels anschlief3end mit einer lacZ-Sonde bzw. dem 5
Bereich des Gens (N210, sehe Abb. 22) hybridisert wurde. Die DNA der heterozygoten
Méuse zeigte ein ca. 17kb grol¥eslacZ-Signd und eine 7kb grof3en Mutanten Bande im
Vergleich zur ca9kb grof3en Widtyp Bande.

Die homozygoten Tiere konnten Uber den Vergleich der Intendtét der Wildtyp- und der
Mutanten Bande eines Tieres und dem Vergleich der Intenditét der lacZ Bande zwischen
heterozygoten und homozygoten Tieren bestimmt werden (Sehe Abb. 27b).
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Abbildung 27a zeigt eine Southernhybridisierung von ES-Zell genomischer DNA mit einer lacZ-
spezifischen Sonde. Zur Uberpriifung der Anzahl der I ntegrationen des Trap-V ektors wurde mit Hindl 1
bzw. EcoRI verdaut.

Abb. 27b zeigt eine Southernhybridisierung mit lacZ und N210. Die genomische DNA wurde mit Hindll1
verdaut. Spurl enthalt genomische DNA eines Wildtyp-Tieres, Spur 3-5 solche heterozygoter und Spur
2,6,7 solche homozygoter Tiere. DaslacZ-Signal (lacZ) ist bei den heterozygoten und noch stérker bei
den homozygoten Tieren zu beobachten. Die Wildtyp-Bande (WT) der Hybridisierung mit N210 liegt bei
10kb, die der Mutantenbande (MT) bei 7kb. Die Mutantenbande ist wie auch die lacZ -Bande bei den
homozygoten Tieren stérker. Im Bereich der Wildtyp-Bande ist noch ein weiteres Hybridisierungssignal
zu sehen, welches von der Integration des Genfallenvektors nicht betroffen ist, und daher auch in den
homozygoten Tieren erscheint.

Die Hybridisierungssonden sind in Abb. 22 gezeigt.
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4.25 Expresson des GensmbFZb in der Maus

Die Expression des Gens mbFZb wurde zum einen wéhrend der Entwicklung der Maus,
zum anderen in adulten Tieren studiert. Dabel liegt der Schwerpunkt auf der Expression von
mbFZb im Nervensysems.

4.2.5.1 Expression von mbFZb im sich entwickelnden Nervensystem und Auge

Die Expresson des Gens mbFZb im Rahmen der Embryonadentwicklung wurde einersaits
mit Hilfe deslacZ-Markergens, anderersaits an Hand von in-situ-Hybridisierungen genauer
andysert.

Um die Expresson des Gens mbFZb im sich entwickelden Nervensystem zu verfolgen,
wurden zunéchst lacZ-Féarbungen an Embryonen durchgefhrt. Ab dem
Entwicklungsstadium von 11.5 Tagen konnte die Expression der [>Galaktosidase
beobachtet werden.

Diese zeigte Sch ba 11.5 bzw.12.5 Tage dten Tieren mit geringem Expressondevd im
gesamten Tier vor alem im Neurarohr (Sehe Abb. 28aund b). Bei 13.5 Tage aten Mausen
konzentrierte Sch die Expression dann weiter auf den olfaktorischen Bulbus, den Bereich
der Laterdventrikel im Vorderhirn und Bereiche im Mittelhirn (Sehe Abb. 28c¢-f).

Wildtyp mbFZb +/lacZ
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Abbildung 28 zeigt die lacZ Féarbung von 12.5 (28a,b) bzw. 13.5 (28c-f) Tage alten Mausembryonen. Die
Expressionist vor allem im Neurarohr, dem olfaktorischen Bulbus und dem Bereich der Lateralvenrikel
zu sehen.

NT: Neurarohr, OB: Bulbus olfactorius, V: Lateralventrikel

Um die Expresson des Gens mbFZb genauer zu lokdisieren, wurden zusétzlich in-Situ-
Hybridsierungen an coronalen Schnitten von 9.5, 12.5, 14.5 und 16.5 Tage alten
Embryonen durchgefiihrt. Es wurde die Probe P7B (sehe Abb. 23) fir diese
Hybridiserungen verwendet.

Die Sagitaschnitte in Abbildung 29a und a zeigen, dass mbFZb schon @b dem Tag 9.5in
der Embryonaentwicklung der Maus ubiquitér in allen Gewebetypen exprimiert wird. Die
Hybridiserung mit der sense-Probe in Abbildung 29a zeigt, dass dieses Signd tatséchlich
exidiert und keinen unspezifischen Hintergrund darstelt.

Diese in alen Gewebetypen verbreitete Expresson wurde bel alen untersuchten Stadien (E
9.5-16.5) beobachtet.

Am Tag 12.5 it eine Spezifizierung der RNA-Expression im Nervensystem zu beobachten.
Zum einen zeigt das gesamte proliferierende Neuroepithel im sich entwickelnden Gehirn ein
verstérktes Signd (siehe Abb. 29b, b'), zum anderen fallen auch das Ganglion des
Trigeminus (V) und des vestibulocochleare Nervs (VI11) durch eine starke Expression von
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mbFZb auf (sehe Abb. 29¢, ¢'). Auch das Riickenmark und die Spinalganglien zeigen eine
Anh&ufung von mbFZb-Transkript (Abb. 29, ¢).

Dieses Expressonsmuster konnte auch in den lacZ-Férbungen der heterozygoten Tiere
(E12.5, E13.5) beobachtet werden, wobel spezifische Express onsdoménen, wiein den
einzelnen Nerven, in dieser Farbung des ganzen Tieres nicht zu erkennen sind (Sehe Abb.
28). Im Allgemienen reprasentiert die Expression des lacZ-Reportergens jedoch, wie
erwartet, die Expresson von mbFZb.

Abbildung 29 zeigt in-situ- Hybridisierungen fir mbFZb (Probe P7B, siehe Abb. 23 ). Abbildungen a-c
zeigen Aufnahmen im Hellfeld, Abbildungen a’-c* Aufnahmen im Dunkelfeld. MbFZb istin 9.5 Tage
alten Embryonen ubiquitér exprimiert (a, @), in 12.5 Tage alten Embryonen kommen Doménen hoher
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Expression im Neuroepithel (b, b’), im Riickenmark, in den Spinalganglien und in den Ganglien der
Cranialnerven V und VIII (c, ¢') hinzu.

BB: Branchialbogen, D: Darm, H: Herz, M: Mesencephalon, NR: Neuralrohr, PN: Pons, 1V: vierter
Ventrikel, V: Ganglion des trigeminus Nervs, VII1: Ganglion des vestibulocochlearen Nervs

Mit zunehmender Differenzierung und Etablierung der eéinzelnen Gehirnregionen nimmt auch
die Kolokdisation von mbFZb mit bestimmten Nervenze lgruppen zu.

Am Tag 14.5 der Mausentwicklung treten neben der schon gezeigten Expression im
Riickenmark, den Spindganglien und den Ganglien der Cranidnerven V und VIII Doménen
im Gehirn auf, welche die medullare Ragphe in der Pons und die Ganglien der Cranidnerven
IX (Glossopharynus) und VI (Facidis) und X (Vagus) markieren (Sehe Abb. 30, a, b,
b’). Auch der trigeminae Nerv in der Pons zeigt mbFZb-Expression (Abb. 30c, ¢).
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Abbildung 30 zeigt in-situ-Hybridisierungen fir mbFZb (Probe P7B, siehe Abb. 23 ) an horizontalen
Schnitten 14.5 Tage alter Embryonen. Abbildungen a-c zeigen Aufnahmen im Hellfeld, Abbildungen a'-
¢ Aufnahmen im Dunkelfeld. Abbildung a™" stellt die Hybridisierung mit der sense-Probe dar. Neben der
ubiquitéren Expression im Embryo fallen zum einen die Ganglien der cranialen Nerven V, VIII, IX und X
(30a, b” und ¢’), zum anderen das Riickenmak mit den Spinalganglien (30b") und die medullare Raphe
(30a") durch eine erhthte Expression auf.

A: Auge, C: Cochleg, LV: Lateralvebtrikel, MR: Medullare Raphe, NT: Trigeminus Nerv, NR: Neuralrohr,
SG: Spinalganglien, V: Ganglion des N. Trigeminus, VII: Ganglion des N. Faciais, VIII: Ganglion des N.
Vestibulocochlearis, 1X: Ganglion des N. Glossopharyngalis, X: Ganglion desN. Vagus.

Zwe Tage spéter in der Entwicklung (E16.5) bestent die Expression im Rickenmark, in
den Spinalganglien und in den Ganglien der craniden Nerven V, X (Sehe Abb. 31b, b),
VII, VI und IX (nicht gezeigt) weiter fort. Auch der Trigeminus-Nerv weist eine erhohte
Menge an mbFZb-Transkript auf (Abb. 31 g, a). Zu diesem Stadium zeigt Sich eine
Konzentrierung des mbFZb-Transkripts im sich entwickelnden Cortex (Sehe Abb. 31a, a).
Auch sympathetische Ganglien, wie das cervika e sympathetische Ganglion (Sehe Abb. 31c,
¢) snd im Dunkdfdd aufgrund des mbFZb-Transkripts zu erkennen.

Neben diesen Expressionsdoménen im Nervensystem zeigt Sich eine starke Expression des
Gens mbFZb im braunen Fett (Abb. 31d und d).
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Abbildung 31 zeigt in-situ-Hybridisierungen fur mbFZb (Probe P7B, siehe Abb. 23 ). Abbildungen 31a-d
zeigen Aufnahmen im Hellfeld, Abbildungen a’-d” Aufnahmen im Dunkelfeld. In Abb. 31a, a" ist die
verstérkte Expression von mbFZb im sich entwickelnden Cortex zu sehen. Der Pfeil deutet auf den
trigeminus Nerv. Abbildungen b und b" stellen die Expression von mbFZb in den Cranialnerven, Abb.
31cund ¢’ die Expression im Neuralrohr, den Spinalganglien und dem sympathet. Ganglion dar.

In Abb. 31d und d” ist dasin-situ- Signal des braunen Fetts gezeigt.

BF: braunes Fett, C: Cochlea, D: Diencephalon, DH: dorsales Horn, P: Pons, SG: cervikales
sympathetisches Ganglion, VH: ventrales Horn, WK: Wirbelkorper, ZH: Zentralkanal

Interessanterweise ist mbFZb auch im sch entwickelden Auge exprimiert.

Am Tag 125 i ein erhthter Transkriptlevel sowohl in der entstehenden Linse
(Epithezelen, Pfeilspitze in Abb. 32aund &) zu sehen, as auch in der inneren, neuronaen
Retina (Pfeil in Abb. 323, a). Die antisense-Kontrolle (Abb. 32a) zeigt das
Hintergrundsgnd der Pigmentschicht.

Zu diesam Zdtpunkt (E12.5) it die zukinftige Linse noch angefullt mit Epithelzellen,
welche zunéchst zu Faserzelen differenzieren, die Zdltellung eingtdlen und dann, angefllt
mit Krigdlinen, die lichtdurchléssge Linse bilden.

Im Laufe der Entwicklung (E16.5 und E18.5) zieht sch die Expresson von mbFZb mit
zunehmender Reifung der Linse in jenen Bereich (Linsendguetor) zurtick, in dem die
Differenzierung der Epithelzdllen zu Linsenfaserzellen noch gtattfindet (Pralspitze in Abb.
32b, b, ¢, ¢). Die Expression in der inneren Retina bleibt unverandert erhdten.
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Abbildung 32 zeigt die Expression von mbFZb (Probe P7B, siehe Abb. 23 ) im Auge zu verschiedenen
Stadien der Mausentwicklung (E14.5: a, &', a; E16.5: b, b'; E18.5: ¢, ¢'). Abb. 32a-c stellen Hellfeld-
Aufnahmen dar, Abb. 32a bis ¢’ solcheim Dunkelfeld. Die Expression ist zu allen Stadien in der inneren
Retina zu beobachten (markiert durch einen Pfeil). Die Expressionin der Linseist im Bereich der
differenzierenden Epithelzellen zu beobachten (Pfeil spitze).

C: Corneg, L: Lid, Li: Linse; R: Retina
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4.2.5.2 Expresson von mbFZb in der adulten Maus

Um einen Eindruck von der Expression von mbFZb im erwachsenen Tier zu bekommen,
wurden zunéchst Northern-Hybridisierungen mit der Probe P7B (Abb. 23) durchgefihrt.
Eswurde ein Northern Blot von OriGene Technol ogies verwendet (Best. Nr. MB-2020),
bel dem pro Spur 2ng polyA-RNA aufgetragen sind.

Abbildung 33a zeigt das Ergebnis der Hybridiserung. Fast dle getesteten Organe der
adulten Maus zeigen Transkripte fir mbFZb. Ausgenommen ist Muskel gewebe und der
Thymus. Die Expresson im Magen ist auf der gezeigten Abbildung aufgrund der geringen
Intengitét nicht zu erkennen. Fir das Gehirn, wie auch das Herz, die Nieren, die Leber, die
Lunge und den Magen konnten mehrere (mindestens zwel) Transkripte identifiziert werden,
welche eine GroliRe zwischen 2kb und 3kb besitzen. Das Lungengewebe zeigt noch ein
zusétzliches, sehr starkes Signal bel ca. 0.9kb, welches maglicherweise ein weiteres,
lungenspezifisches Transkript von mbFZb darstellt.

In der Haut, dem Darm und der Milz it vorrangig ein Transkript mit einer Gréfe von 2.5kb
zu detektieren. Die Hoden zeigen, wie auch die Leber, ein breit gestreutes, starkes
Hybridiserungssgnd, welches eine Vidzahl von Transkripten erkennen |&(.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass mbFZb in verschiedenen Spliceformen vorkommt,
welchein der Grof3e zwischen ca. 0.9kb und 6kb variieren.

In ES-Zellen und embryonaem Gewebe sind zwel Spliceprodukte des Gens zu detektieren,
welche mit der Lange der Sequenz der amplifizierten cDNAs von mbFZb Ubereingtimmen
(P4B, P7B, siehe Abb. 23).

In der adulten Maus sind dann vorwiegend solche Transkripte zu finden, welcheim
Grolenbereich des langeren Transkripts liegen.

Neben den Mausgeweben wurden auch noch Gewebe des Menschen auf Transkripte des
humanen Homologs untersucht. Hierfir wurde dieselbe Probe P7B auf dem OriGene
Northern Blot Nr. HB-2010 verwendet.

Im Menschen ist das Ergebnis sehr vid klarer. Die Niere, die Leber, die Lunge, die Placenta
und die Milz zeigen keine Expression des Gens mbFZb. Im Dick- und DUnndarm, dem
Herzen, Muskelgewebeund dem Magen ist ein Transkript mit einer Lange von 2.2kb zu
detektieren (Sehe Abb. 33b). Das Gehirn zeigt auch ein Hybridiserungssgnd, dlerdings bel
einer Grofle von 2.5kb. Das spricht fur eine langere Spliceform des humanen bFZb im
Gehimn.
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Abbildung 33 zeigt das Ergebnis von Northern-Hybridisierungen an adulten Maus- (Abb. 33a) bzw.
menschlichen Geweben (Abb. 33b) mit P7B (siehe Abb. 23). Pro Spur sind 2ng polyA-RNA aufgetragen.
Die Pfeile deuten auf die dominanten Transkripte hin.

D: Dinndarm, Di: Dickdarm, G: Gehirn, Ha: Haut, He: Herz, Ho: Hoden, Le: Leber, Lu: Lunge, M: Muske,
Ma: Magen, Mi: Milz, N: Niere, P: Placenta, Th: Thymus.

Neben der Expressionsiibersicht des Northerns wurden in-situ-Hybridisierungen auf
Schnitten adulter Maus-Gehirne durchgefthrt.

Fur diese wurde die Probe P7B (siehe Abb. 23) verwendet.

Diese Transkriptionsandyse des Gens mbFZb erbrachte folgende Ergebnisse.

Die Expresson von mbFZb it Uberdl im Gehirn mit einem sehr geringen Leved zu
beobachten. Die Expression kolokdisert, wie an Beispiel der Zellen des Cortex gezeigt,
mit den in der Kresylviolettférbung nur leicht angeférbten Zedlen, den Nervenzdlen (Sternin
Abb. 34c, ¢). Die Glia (stark blau geférbt) sind frei von Silberkdrnern (Pfeil in Abb. 34c,
c).

Neben dieser dlgemeinen Expression gibt es auch Expressonsdomanen, welche eindeutig
einen erhdhten Transkriptiondeve aufweisen.

Hierzu zahit der olfaktorische Bulbus (sehe Abb. 34, a). mbFZb ist dort schwach in der

granuléren Schicht zu detektieren, die interne plexiforme Schicht it frei von mbFZb. Die
Mitrazellen (Sehe Abb. 34b, b, Pfeilspitze) zeigen eine starke Expresson von mbFZb und
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auch in der externen plexiformen Schicht exprimieren enzelne Pinsd-Zdlen in der Schicht
und die externen Pinsd-Zdlen am Ubergang zur glomeruldren Schicht mbFZb (siehe Abb.
34b, b', Stern). Die sense-Kontrolle zeigt dort keine Expression (Abb. 34a™).

Die Expresson im Thaamus ist besonders stark in den Zellen des Hippocampus und des
anteroventralen, thalamischen Nukleus. Abb.34e und e zeigen neben diesen Doménen der
spezifischen Expression auch, dass die weil3e Substanz (Corpus Calosum), welche keine
Nervenzdlkorper enthét frel von mbFZb-Transkript is.

Die Expressonim Cortex (Sehe Abb. 34d, d, e, €, ¢, ¢) it im rostraen Bereich des
Gehirns wesentlich stérker dsim caudalen Bereich, d.h. vor dlem der motorische, der
cinguldre und der limbische Cortex zeigen die Expression; der sensorische Cortex zeidt,
wenn Uberhaupt, nur eine sehr schwache Expression. Die grofde Anhéufung von
Transkripten im Cortex findet Sch im piriformen Cortex (Sehe Abb. 34e, €).

Im Hinterhirn fallen ds Ort der stérksten Expression von mbFZb die Purkinje-Zdlen des
Cerebellums besonders auf (Die Pfellspitzen in Abb. 34f und f* deuten auf die Purkinje-
Zdlen).

Die antisense-Kontrolle zeigt neben der Hintergrundexpression in der granuléren Schicht
kein Sgnd.
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Abbildung 34 zeigt die in-situ-Hybridisierung von coronalen Gehirnschnitten adulter M &use mit der
Probe P7B. Die Abbildungen a-f zeigen Aufnahmen im Hellfeld, Abb. 34a’ bisf die entsprechenden
Aufnahmen im Dunkelfeld. Abb. 34a™™ und ¢ wurde mit der antisense-Probe hybridisiert. Der Pfeil in b’
deutet auf die Mitralzellen, der Stern auf die externen Pinsel-Zellen. Der Pfeil in cund ¢ markiert eine
Gliazelle, der Stern eine Nervenzelle.

AVT: anteroventraler thalamischer Nukleus; CC: corpus callosum; DG: Gyrus dentatus; EPL : externe
plexiforme Schicht; GL: glomerul&re Schicht; GrL: granulére Schicht; HC: Hippocampus; IPL: interne
plexiforme Schicht; MZ: Mitralzellen; Pir: piriformer Cortex; PZ: Purkinje Zellen; 111: dritter Ventrikel.

4.2.6 AnalysedesPhéanotypsder mbFZb*"* - und mbFZb"“"**-Tiere

Weder die mbFZb*"** - noch die mbFZb'**"** -Tiere weisen einen offenschtlichen
Phanotyp auf.

Dadie Vektorintegration in der Mitte des Transkatierten Bereichs des Gens mbFZb passert
ist (sSehe Abb. 23c), wirde man jedoch zumindest in den homozygozten Tieren einen
Phanotyp erwarten.

Deshdb wurden die homozygoten Tiere mit Hilfe einer Northern-Hybridiserung auf ein
magliches Splicen um den Genfdlenvektor hin untersucht. Dieser Vorgang kann in den
homozygoten Tieren zum Erhdt geringer Mengen des Wil dtyptranskripts des mutierten Gens
mbFZb fihren, so dass die homozygoten Tiere keinen Phanotyp zeigen.

Zur Klarung dieser Frage wurde die Northern Hybridisierung mit Proben gegen den 5
Bereich bzw. den 3" Bereich des Gens an RNA von Wildtyp-, mbFzb*"># - und
mbFZb'"*#">z -Tieren durchgefUhrt.

Hierbel zeigte Sch, dass esin den homozygoten Tieren zu einer starken Reduktion des
Wildtyp-Transkripts kommt; dlerdings scheint ein geringer Teil dessalben aufgrund eines
Splicens um den Genfalenvektor erhdten zu bleiben (5° Probe, Abb. 358). Auch die
Hybridisierung mit der Probe gegen den 3° Bereich des Gens zeigt noch ein schwaches
Wildtyp-Signd in den homozygoten Tieren (Abb. 35b).
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Abbildung 35 zeigt die Northern Hybridisierung mit RNA von Wildtyp- mbFZb"'* - und mbFzb'®#"2 -
Tieren. In Abbildung 35awurde die Probe gegen den 5° Bereich des Gens (N210), in Abb. 35b digjenige
gegen den 3" Bereich des Gens (P4b) verwendet.

Abb. 35c zeigt die RNA-Ladekontrolle, hybridisiert mit 2-Aktin.

In Spur 1,2 wurde Wildtyp-RNA, in Spur 3 und 4 RNA von mbFZb™*Z - Tieren und in Spur 5 und 6
RNA von mbFzb'®#"®Z _Tieren geladen. Die Wil dtyp-Banden (WT) sind mit den Sonden N210 und P4B
bei alen drei Genotypen zu erkennen, die Mutanten-Bande (M T) ist nur bei den heterozygoten und
homozygoten Tieren unter Verwendung der Sonde N210 zu detektieren.
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5 Diskussion

5.1 Kein Phéanotyp der En1*"***? -Maus - trotz Expression und
Translation des dominant negativen FGF-Rezeptors2

Be der Herstdlung der En17"**>* -Maus war das Zid zu kléren, welche Funktion FGF8
wahrend der Entwicklung der MH-Region (Ishmus) in der Maus spidt. Das Signadmol ekl
FGF8 it &b dem 12 Somiten Stadium in einem schmalen dorso-ventralen Streifen im
Isthmus der Maus exprimiert. Der Transkriptionsfaktor Engrailedl (Enl) ist ab dem
1Somiten Stadium und somit etwas friher s FGF8 (12 Somitem) im Isthmus zu finden.
Zudem deckt die Expression von Enl dort in einem breiteren Bereich als FGF8 ab
(McMahon et d., 1992; Heikinheimo et a., 1994; Mahmood et a., 1995; Wassef and
Joyner, 1997; Shamim et al., 1999).

Aus diesem Grund wurde der Enl1-Promotor gewahit um die cDNA des dominant negativen
FGF-Rezeptors 2 ektopisch zu exprimieren.

Die Idee dieses Projekts war es, durch die Uberexpression der cDNA dieses verkiirzten
FGF-Rezeptor 2 unter dem Enl-Promotor die FGF8-Signalkaskade in der Enl-
Expressionsdoméane zu unterbrechen.

Die FGF-Rezeptor 1-4 miissen zu ihrer Aktivierung Dimere aushilden, welche zur
Phosphorylierung des intrazelluléren Bereiches filhren (Bellot et d., 1991). Diese Dimere
konnen zwischen Molekilen derselben Art von Rezeptoren (Homodimere) und solchen
verschiedener Arten (Heterodimere) entstehen. Das Uberexprimierte dnFGF-Rezeptor 2-
Protein fihrt zu Bildung von inaktiven Dimeren, da der intrazellulére Bereich dieses
Rezeptors fehlt (Sehe Abb. 4) und somit keine Phosphorylierung mit anschliel3ender
Signdtransduktion passieren kann.

Dal3 diese Unterbrechung der Signakaskade tatsachlich gattfindet, konnte fir den FGF-
Rezeptor 1 in Zdlkultur gezeigt werden (Ueno et d., 1992).

Die En1"*"**** -Maus, welche den dominant negeativen FGF-Rezeptor 2 unter dem
Engrailed 1-Promotor exprimiert zeigt keinen offend chtlichen Phanotyp. Die Transkription
des dnR2/IRESacZ-Kongtrukts in der Mitte hirn/Hinterhirn (MH) -Region findet zur
richtigen Zeit satt, ebenso die Trandation der [-Galaktosdase . Allerdings wurde auch die
ektopische Expression der antisense-RNA des Konstrukts beobachtet. Die Analyse der
EnlrR?=z -Mause in Bezug auf die Expression der Musterbildungsgene in der MH-Region
am Tag 9.5 der Embryona entwicklung zeigte keine Veranderung derselben bei den
En1+*"?=z _Tieren. Auch die makroskopische und mikroskopische Untersuchung der
Gehirne adulter En1""™?*=* -Mause brachte keinen Phénotyp der En1*“"** -Tiere hervor.

Eine Ursache flir den fehlenden Phénotyp der En1*"**= -Tiere kann in der Hohe des
Expressondeves des dnFGF-Rezeptors 2 in dieser Gehirnregion liegen, moglicherweise
bedingt durch die Expression des sense-Transkripts. Bel einer zu geringen Zahl an dnFGF
Rezeptor 2-Molekulen konnte die FGF-Signakette weiterhin aufrecht erhaten werden.
Zum anderen wére es denkbar, dassin der Ishmusregion andere Signalkaskaden fir die
FGF-Signaltransduktion vorhanden sind, a's jene Uber die FGF-Rezeptoren 1-4.
Komplexer wird die Situation durch die Tatsache, dass neben FGF8 auch andere FGF-
Moleklle zum gleichen Zetpunkt im Isthmus zu finden sind (FGF17, FGF18) und diese
Sgnddoffe entweder dleine oder im Konzert mit FGF8 funktionieren kénnten.
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Die verschiedenen Erklérungsméglichkeiten fir den fehlenden Phanotyp der Enl 2 -
Mause werden im nachfolgen Teil genauer andysert.

5.1.1 Expressondevel desdnFGF-Rezeptors?2in der
Mittelhirn/Hinter hirnregion

Eine Erklérung fir den Erhdt der Mittelhirn/Hinterhirngrenze in den En1*“"~*>* -Tieren mag
im zu niedrigen Expressondeved der dnFGF-Rezeptor 2-cDNA liegen. Hierfur gibt es zwel
magliche Erklarungen.

Zum einen kann die Stérke des Enl-Promotors in den heterozygoten Tieren nicht
ausreichen, um die benétigte Uberexpression des dnFGF-Rezeptors 2 zu bewirken.

Das Konstrukt fir den trunkierten Rezeptor ist so gestaltet, dass die Transmembrandoméne
intakt bleibt und nur der intrazellulére, aktivierbare Tell des Proteins fehit. Das bedeutet,
dass der verkirzte Rezeptor weiterhin in die Zellmembran interagiert ist und nur mit den
direkt benachbarten, endogenen FGF-Rezeptor-Molekilen interagieren und diese
inaktivieren kann.

Desha b wére es durchaus moglich, dass der Expressondevel des dnFGF-Rezeptors 2
nicht hoch genug ist, um die Zdloberfléche der FGF-sengblen Zdlen so abzudecken, dass
keine Bindung eines FGF8-Molekiils an einen FGF-Rezeptor mehr zur Aktivierung der
Signakaskade fihrt.

Der Expressondevd des dnFGF-Rezeptor 2-Transkripts mifdte laut in-vitro-Expressions-
Experimenten mindestens 10 ma so0 hoch sein wie der des Wildtyp-Transkripts, um eine
effiziente Inhibierung der Signadkaskade zu bewirken (Ueno et d., 1992).

Dal? membrangebundene, dominant negative Konstrukte in vivo funktionieren, wurde in
Xenopus (Amayaet d., 1991; Launay et d., 1996), in der Ratte und in der Maus gezeigt
(Peterset d., 1992; Osterhout et d., 1997; Saffell et d., 1997). Allerdings gibt es auch
einen Fdl, in dem Méuse, welche den transmembrangebundenen, dominant negativen
Rezeptor unter dem Metallothionin-Promotor exprimieren nur eine leichte Verdnderung der
Haut zeigen. Tiere, welche den entsprechenden Rezeptor ohne die Transmembrandoméne
exprimieren, zeigen hingegen starke Mifildungen verschiedener Organe, des Gehirns und
der Extremitéten (Cdlli et ., 1998).

Die oben genannten Experimente weisen darauf hin, dass der fir die Uberexpression
verwendete Promotor und die dadurch bestimmte Stéarke der Uberexpression des dominant
negativen Rezeptors die Inhibierung der FGFSgnakette mitbestimmen.

Eine Zlchtung der En1"*"**= -Tiere zur Homozygozitét kann keinen spezifischen Phéanotyp
erbringen. Die Expression der cDNA des dnFGF-Rezeptors 2 im Enl-Lokus fuhrt zur
Deletion des En1-Gens, da durch die Integration der dnFGF-Rezeptor 2-cDNA das erste
Exon des Enl-Gens zerstort und das Protein so inaktiviert wird (sSehe4.1.1, (Hankset d.,
1995)). En1raezionRa=z _Tiere zejgen den Enl” -Phénotyp, welcher zunéchst zu starken
Modifikationen in der Mittelhirn/Hinterhirnregion und ds Folge davon zu Defekten im
inferioren Collikulus und Cerebdlum fihrt (Sehe Abb. 6a, (Wurdt et d., 1994)). Mdgliche
Verénderungen der En1@?=zaR2=z _Tijere wilrden durch den sehr friihen und gravierenden
Phéanotyp der Inaktivierung des Enl-Gens vermutlich gar nicht erst zu Tage treten bzw.
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durch diesen maskiert werden. Als Konsequenz daraus wurden im Rahmen dieses Projekts
auch nur die heterozygoten Tiere andysert.

Eine andere Erkl&rung flr den zu geringen Transkriptiondeve des dnFGF-Rezeptors 2
kommt der Tatsache zu, dass neben der sense- auch die antisense-RNA des Rezeptors
ektopisch in der Enl-Region exprimiert wird. Dieses geschieht offengchtlich in einem
stéarkeren Mal3 als bel der sense-RNA. Somit ware es durchaus denkbar, dass die
antisense- an die sense-RNA hindet und so die erfolgreiche Trandation des dnFGF-
Rezeptors 2 stark beeintréchtigt.

Ein entsprechender posttranskriptionaer Regulationsmechanismus wurde z.B. fur FGF2
postuliert. Hier wird in vivo antisense-RNA transkribiert, welche in unterschiedlichen
Organen des Tiers in gegensétzlichen Konzentrationsverhdtnissen zu finden ist und eine
prétrandationale Regulation der FGF2-Transkripte suggeriert (Volk et d., 1989; Zuniga
MegiaBorjaet a., 1993; Murphy et d., 1994a; Knee et d., 1997).

Bel der Betrachtung der Trandationsprodukte des dnR2/IRESlacZ-Fus ongtranskripts félt
auf, dass die [>-Gaaktosidase in den En1*"?=*-M&usen gut zu detektieren ist. Das spricht
dafUr, dass auf jeden Fal ein Teil der sense-RNA zur Trandation bereitsteht. Jedoch ist die
Menge des 3-Gal aktos dase- Trand ationsprodukts im Vergleich zu der Menge in den En*'**
-Reportermausen stark reduziert, was auch durch die Blockierung der sense- durch die
antisense-RNA zu erkléren wére.

Ahnliches gilt vermutlich auch furr die Trandation des dnFGF-Rezeptors 2. Das Protein
selber konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, da die bestehenden Antikorper spezifisch
den intrazellul&ren Bereich des Rezeptors 2 erkennen. Dieser fehlt in dem dominant
negativen Rezeptor.

Einen moglichereise positiven Nebeneffekt kdnnte die Transription der antisense-RNA des
dominant negativen FGF-Rezeptors 2 jedoch haben. Denn diese antisense-RNA des
dnR2/IRES acZ-Transkripts bindet vermutlich nicht nur die sense-RNA des ektopisch
exprimierten Rezeptors, sondern auch homologe Bereiche der sense-RNA des endogen
exprimierten FGF-Rezeptors 2 (oder auch 1 und 3). Diese Bindung zwischen antisense- und
sense-RNA sollte in der Konsequenz zu einer Verringerung der trandatierbaren
Rezeptortranskripte und so zu einer Inhibierung der FGFRezeptor-Signa transduktion
fUhren. Wie es zu dieser ektopischen Expression der antisense-RNA kommt, bleibt noch zu
kléren. Moglicherwel se fuhrt die Integration der dnFGF-Rezeptor 2-cDNA zu einer
strukturellen Veranderung der DNA, so dass Verstérker-Elementewelche im 3" Bereich
des En1-Gens liegen Promatorfunktionen Ubernehmen konnten. In diesem Zusammenhang
s erwahnt, dass der Mittelhirn/Kleinhirn-Enhancer im Enl1-Gen bisher nicht im Promotor
identifiziert werden konnte. Er liegt vermutlich im 3" Bereich des Gens, wie es z.B. auch fir
Wntl gezeigt wurde (Rowitch et ., 1998).

Die oben aufgefiihrten maglichen Erklarungen fir den fehlenden Phénotyp der Enl1e®?> -
Mause zeigen, dass nicht eindeutig geklart werden kann, ob und in welchem Umfang
dnFGF-Rezeptor 2 sense-Transkripte fir die Trandation zur Verfligung stehen. Auch eine
wahrscheinliche Interaktion der antisense-Transkripte mit endogenen Rezeptortranskripten
kann nicht im Detail geklart werden. Allerdingsfdlt bei der Betrachtung der
Expressonsmuster der FGF-Rezeptoren auf, dass die Rezeptoren 1-3 gerade im Bereich
des Isthmus, dem Ort der dominanten FGF8 Expression kaum zu detektieren sind (Peters et
al., 1992; Wilke et d., 1997; Washe und Mason, 2000). Der FGF-Rezeptor 4 istim
Nervensystem nicht exprimiert (Marcele et d., 1994).
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Der Vergleich des sehr geringen Expressiondeve s des endogenen FGF-Rezeptor 2-
Transkripts mit dem Expressondeve des dominant negativen sense-Transkripts und erst
recht des antisense-Transkripts in der in-situ-Hybridisierung, &3 auf eine sarke Inhibierung
der FGF-Rezeptor Signatransduktion in der MH-Region in den heterozygoten Tieren
schliel}en. Der FGF-Rezeptor 2 ist vermutlich vollig inaktiviert. Dieser scheint daher nicht
fUr die Signdtransduktion von FGF8 in der MH-Region verantwortlich zu sein.

Aus diesem Grund werden im nachfolgenden Diskussongtell weitere Hypothesen
vorgestelt, die unter der Vorraussetzung eines dominant negativen Effekts der ektopischen
FGF-Rezeptor 2-Transkripte den fehlenden Phanotyp der En17*™?>= -Maus erklaren
konnten.

5.1.2 Gibt esunbekannte FGF-Rezeptoren im Isthmus ?

Da die Menge des trand atierten dnFGF -Rezeptor 2 Proteins, bzw. der dominant negative
Effekt der antisense-Transkripe des Rezeptors vermutlich ausreichen, um eine Inhibierung
der FGF-Rezeptoren in der MH-Region zu bewirken, werden weitere
Erklarungamdglichkeiten fr den fehlenden Phénotyp der Enl**"*?>* -Maus diskutiert.

Das etablierte Schema der Signaltransduktion der FGF-Molekiile besagt, dass eine
spezifische Interaktion der FGFs nur mit den FGF-Rezeptoren 1-4 erfolgt und nur diese
Bindung zu einer Aktivierung der Rezeptoren und der nachfolgenden Signakaskade fiihrt
(Ornitz et d., 1996; Szebenyi und Fallon, 1999). Die Bindungsstudien (FGF-FGF-
Rezeptor-Interaktion) stammen aus Versuchen in Ze lkultur, auch die Inhibierung der
Signatransduktion durch die Bindung von verkirzten FGFRezeptoren wurde so bestétigt
(Ogterhout et d., 1997; Saffell et ., 1997; Yayon et d., 1997). Nachfolgende Experimente
im Tier zeigen, dass solche dominant negativen Rezeptoren die Funktion von FGFs
erheblich beeintréchtigen konnen (Amayaet d., 1991; Ueno et ., 1992; Peterset d.,
1994; Launay et a., 1996).

Dadie En1"?= -Tiere jedoch keinen Phdnotyp zeigen, stellt sich die Frage, ob in der
Mittel hirn/Hinterhirnregion moglicherwel se noch andere, bidang unbekannte FGF-
Rezeptoren vorkommen, welche gezidt mit FGF8 interagieren. Die Bindung von FGF8-
Signdmolekilen an diese Rezeptoren wiirde so auf anderem Wege zu einer Aktivierung der
FGF8-Signakette fuhren. Hierbel mifdte es sich um eine andere Klasse von Rezeptoren
handeln, die durch den dnFGF-Rezeptor 2 nicht inhibierbar sind.

Moglicherweise interagieren mit diesen Rezeptoren auch die beiden Wachstumsfaktoren
FGF17 und FGF18, welche zum gleichen Zeitpunkt, im gleichen Bereich wie FGF8 in der
MH-Region exprimiert sind (Maruoka et a., 1998; Ohbayashi et d., 1998; Xu et d.,
1999a). Zwischen diesen drel Wachstumsfaktoren besteht vermutlich eine Redundanz in
Bezug auf die Etablierung der MH-Grenze. Die Inhibierung der Signalkaskade eines FGFs
mufe dann nicht zwingend zu einer Verdnderung der MH-Region fihren. Ob dieses
Zusammengpid tatsachlich exidtiert, muss in Tierexperimenten erst noch gezeigt werden.

5.1.3 DieFunktion von FGF8in der MH-Region
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Durch die Hergdlung der En1*"~*=z -Maus konnten einige interessante Einblicke zum enen
in Bezug auf die Transkriptions- und Trandaionsregulation und zum anderen in Bezug auf
die FGF-Signatransduktion gewonnen werden.

Durch das Einftigen von cDNA (dnR2/IRESacZ) in den Lokus des Engrailed 1-Gen
kommt es offensichtlich zu einem Ablesen des antisense-Strangs des Gens. Méglicherweise
werden im 3" Bereich gelegene Verstérker-Elemente zu Promotor-Elementen
umfunktioniert. Fir eine genaue Anayse dieses Vorgangs, welcher méglicherweise auch
einen generdllen Mechanismus der posttranskriptionden Regulation darstdlt, mildein
nechfolgenden Studien der 3" Bereich und der 5° Bereich des En1-Gens auf

trangkriptions nduzierende Faktoren und potentielle Promoterelemente hin untersucht
werden. In dieser Hingcht stdllt die En1*"**>* -Maus ein interessantes Moddl| fir diese
magliche Art der Trandattionskontrolle dar.

Die spezifische Funktion von FGF8 im Rahmen der Entwicklung der Mittelhirn/
Hinterhirnregion der Maus konnte mit der Expression des transmembrangebundenen,
dominant negativen FGF-Rezeptors 2 unter dem Enl-Promoter in der En17™> -Maus
nicht gezeigt werden. Die heterozygoten Tiere zeigen keinen Phénotyp. Eine magliche
Erklarung fur diese Beobachtung schlield viele Faktoren mit ein.

Angefangen von der Hohe des Transkriptiondevels Uber die Trandationsregulation bishin
zur Hinterfragung der FGF-FGF-Rezeptor Interaktion in der MH-Region.

Trotz einer Vidzahl von in-vitro- und in-vivo-Experimenten mit FGF8 ist immer noch nicht
klar, wie dieses Signdmolekl in der Mittehirn/Hinterhirnregion der Maus tatsachlich agiert.
Verschiedengte Trangplantationsexperimente vor dlem im Huhn zeigten, dass das FGF8-
Protein (FGF8b) in der Lage i, im Mitttelhirn und Tellen des Hinterhirns die Expression
von Enl und 2, Pax2 und 5 und Wnt1 zu induzieren. Die tatséchliche Funktion von FGF8 in
vivo ig aufgrund der zetlichen Expressondfolge dieser Gene vermutlich der Erhdt der
Expression dersalben (Baly-Cuif und Wassef, 1994; Martinez et d., 1995; Sheik und
Mason, 1996; Crosdey et d., 1996a; Crosdey et d., 1996b; Lee et d., 1997; Grapin-
Botton et d., 1999; Liu et d., 1999; Martinez et d., 1999; Shamim et d., 1999; Irving und
Mason, 2000). Doch neben dieser " spéteren” Funktion spielt FGF8 nach neuesten
Erkenntnissen auch eine wichtige Rolle bal der Etablierung der MH-Grenze selber. FGF8
kann die Expresson des Transkriptionsfaktors Ghbx2 im dorsaen Hinterhirn induzieren und
bildet mit Otx2 einen negeativen Regulationsmechanismus. So gimuliert Otx2 in der MH-
Region die Expresson von FGF8, FGF8 sainersaits begrenzt die Expression von Otx2 auf
Bereicherogiral desIsthmus (Liu et d., 1999; Martinez et d., 1999). Die Konfrontation der
Otx2-Expressionsdomane (anteriores Neurarohr) mit der Ghx2-Expressionsdomane
(posteriores Neurahirohr) scheint den ersten Angtof3 fiir die Etablierung des Isthmus zu
geben (Wassarmann et d., 1997; Acampora und Simeone, 1999; Broccoli et a., 1999;
Millet, K., 1999; Hidalgo-Sanchez et d., 1999b; Katahira et a., 2000), doch FGF8 spielt
Uber den Regulationsmechanismus mit Otx2 eine nicht unwesentliche Rolle bei der drtlichen
Pazierung desselben.

Auch die Determinierung von Tellen des Hinterhirns geschieht zum Tell mit Hilfe von FGF8.
Das Hinterhirn ist in Rhombomere segmentiert, deren [dentitét durch die Kombination der
Expresson verschiedener Hox-Gene (Homeobox-Transkriptionsfaktoren) bestimmt wird.
Das erste Rhombomer ist dabei frei von Hox-Genen, das Rhombomer zwel exprimiert
Hox2a. Durch die anterior-posteriore Implantation von FGF8 sezernierenden Trégerkugeln
konnte gezeigt werden, dass FGF8 (vermutlich im Zusammenspid mit posterioren Faktoren)
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die Fahigkelt besitzt, die Grenze der Hox2a Expression im Hinterhirn zu verschieben. Auch
die Expresson von Wntl welches im ersten Rhombomer nicht exprimiert it, wird durch
FGF8 in der Deckenplatte inhibiert (Irving und Mason, 1999; Irving und Mason, 2000).
Diese Ergebnisse zeigen, dass FGF8 neben der Aufrechterhatung der MH-Grenze auch
eine Funktion bei der Segmentierung des Hinterhirns zukommt (zumindest des ersten
Rhombomers). Uber welche Art von Signaltransduktionskaskade diese verschiedenen
Vorgange im Einzelnen ablaufen und inwieweit andere Molekiile, wie z.B. die Mitglieder der
Klasse der FGF-Inhibitoren Sprouty 1-4 (Minowada et ., 1999), eine Rolle spielen, bleibt
noch zu kléren.

Neue Experimente, unter der Verwendung gewebsspezifischer Promotoren und
membrangebundener, as auch frel beweglicher dominant negativer FGF-Rezeptoren
konnten weitere Hinweise auf die spezifische Funktion von FGF8, 17 und 18 in der
Mittelhirn/Hinterhirnregion geben. Denn der Einsatiz von dominant negativen Rezeptoren
ermoglicht bel starker Présenz derselben die Inaktivierung der ganzen FGF-Signakaskade
in dem durch den Promotor vorgegebenen Bereich. Eine magliche funktionele Redundanz
der FGF-Proteine hétte somit keinen Einfluf auf den Phanotyp der mutierten Tiere.

5.2 Das neue Maus Gen mbFZb

Im Rahmen eines FGF2-Genfa len-Experiments in embryonden Stammzellen wurde ein
neues Maus-Gen identifiziert. Die cDNA des Gens mbFZb (Maus bFGF-reprimiertes,
magliches Zic3 bindendes Protein) wurde isoliert und andysiert. Dabel konnten zwel
Spliceformen isoliert werden, die einen gemeinsamen 5° Bereich beinhaten und einen
unterschiedelich langen 3” Bereich. Der trandatierbare Bereich, der beiden gemeinsam ist
fuhrt zu einem Protein von 200aa Lange. Dieses Protein |83 sich in keiner bekannten
Klasse von Proteinen zuordnen. Das Expressionsmuster dieses neuen Genswurdeim
Rahmen der Embryonadentwicklung und in der adulten Maus sudiert. Dabei lag der
Schwerpunkt auf der Analyse der Expresson im Nervensystem. MbFZb wird im Genfdlen-
Experiment durch FGF2 reguliert, daher wird nachfolgend die Koexpression von mbFZb
und FGF2 diskutiert. Diese gibt zusammen mit der Regulaion von mbFZb im Genfdlen-
Experiment einen ersten Hinwels auf eine mogliches Zusammenspiel der beiden Faktoren in
vivo. Die Homologie von mbFZb zu dem Xenopus-Gen XZ3BP (mdgliches Zic3 bindendes
Proteinin Xenopus) deutet aul3erdem auf die Moglichkelt einer Involvierung der Zic-Genein
die Funktion von mbFZb hin; diese wird ebenfdls diskutiert.

Die Hergestellung der mbFzZb'>"=* -Mause erbrachte keine weiteren Erkl&rungen in Bezug
auf mogliche Regulationsmechaniamen zwischen FGF2, mbFZb und Zic. Die mbFZb'*"== -
Mause zeigten keinen Phanotyp, im Rahmen der Transkription wurde um den
Genfdlenvektor herumgesplict, so dass ein Rest Wildtyp-Transkript erhdten blieb.

5.2.1 In-vivo-Kolokalisation von mbFZb und FGF2

Be der Transkriptionsregulation eines Gens durch ein Protein ist zu erwarten, dass das
Protein im gleichen Gewebe im Tier vorkommt, in dem die mRNA des Gens exprimiert
wird. Die Expresson von mbFZb wird aufgrund der Ergebnisse des Genfalen-Experiments
vermutlich durch FGF2 reguliert. Aus diesem Grund werden nachfolgend einige
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Express onsdoménen von mbFZb im Nervensystem und im Auge diskutiert, in welchen die
Expresson der FGF2-mRNA, bzw. des FGF2-Protein beschrieben wurde. Fir nahezu dle
Express onsdomanen von mbFZb sind in der Literatur Expressionsdaten fir FGF2 zu finden
(Bikfavi et d., 1997).

Das Nervensystem der Maus zeigt zu Beginn seiner Entwicklung eine ubiquitére Expresson
von mbFZb, welche verstérkt im postmitoischen Neuroepithel des Gehirns und des
Neurdrohr und in den Spindganglien zu finden ist. Mit zunehmender Differenzierung der
Gehirnregionen in die verschiedenen Bereiche, kommt es dann zu ener Anhéufung des
mbFZb-Transkripts. Vor alem die Ganglien der cranidlen Nerven V (N. Trigeminus), VII
(N. Facidis), VIII (N.Vestibulo-Cochlearis) , IX (N. Glossopharynx) und X (N. Vagus)
falen durch ein hohes Expressionsniveau auf. Auch der sich entwickelnde Cortex und
olfaktorische Bulbus zeigen einen zunehmenden Level an mbFZb-Transkript mit
fortschreitender Entwicklung.

FGF2 ist wie mbFZb zu Beginn der Entwicklung des Nervensystems ubiquitér im
Neuroepithel exprimiert (Kalcheim und Neufeld, 1990; Nurcombe et d., 1993). Spéter in
der Entwicklung ist in einigen Bereichen des Nervensystems ein erhohtes Mal3 an FGF2-
Transkript zu detektieren, wie zum Beispid im Rickenmark und den spinden Ganglien
(Kacheim und Neufeld, 1990; Kato et a., 1992; Funakoshi et d., 1993; Weise et d.,
1993; Dono und Zdller, 1994; Murphy et d., 19944). Auch die Ganglien cranialer Nerven
wie des Trigeminus zeigen eine erhdhte Expresson von FGF2 (Okada et a., 1993)

Im Gehirn adulter Mause it mbFZb neben der ubiquitéren Expression auch in digtinkten
Doménen lokaigert. Im Hippocampusist mbFZb in den Regionen CA1-3 (Ammons Horn
1-3) zu finden. Auch FGF2 ist im Hippocampus in dlen Regionen vorhanden.

Der piriforme Cortex, der primére olfaktorisch Cortex, zeigt ebenfdls einen hohen Leve
sowohl an mbFZb- as auch an FGF2-mRNA. Auch die Purkinjezellen des Cerebdlums
exprimieren mbFZb und FGF2 (Ernfors et ., 1990; Gonzaez et d., 1990; Gomez-Pinilla
et d., 1992; Matsuyama et d., 1992; Gomez-Pinillaet d., 1994).

Neben der Expression im Nervensystem sind mbFZb und FGF2 auch im sich
entwickelnden Auge (Ausstilpung des Zwischenhirns) exprimiert. MbFZb und FGF2
kolokaisieren hier mit zwel Gruppen von Zellen. Die eine Gruppe sind die Epithdzdlenin
der Linsg, die andere Gruupe die Zdllen der inneren neuronden Retina

MDbFZb ist zusammen mit FGF2 in den Epithelzellen am Linsendquator exprimiert, an
welchem die Epithelzellen von der Proliferation in die Differenzierung Ubergehen um die
krigdlinreichen Faserzdlen der Linse zu bilden (Lovicu et d., 1997). In Kultur gehdtene
Linsen-Epithelzdllen verhaten sich dhnlich. Se differenzieren bei hoher FGF2-K onzentration
(McAvoy und Chamberlain, 1989).

In der Retina zeigt mbFZb eine starke Expression in der inneren Schicht, d.h. in der
neuronalen Retina, welche spéter Photorezeptoren, bipolare Schatzellen und Glia beinhatet.
FGF2 ig ebenfdlsin dieser Schicht exprimiert und besitzt in Zdlkultur das Potentid Zdlen
der &ul¥eren Schicht der Retina (Pigmentzdllen) zu neuronden Zdlen differenzieren zu lassen
(de longh und McAvoy, 1992; Pittack et d., 1997).

Vor dlem in Regionen des Nervensystems in wel chen postmitotische Zellen wahrend der
Entwicklung und auch im adulten Stadium differenzieren (kortikale Platte, Hippocampus,
olfaktorischer Bulbus), ist eine erhthte Expression von mbFZb zu detektieren. Auch FGF2
ist in diesen Bereichen exprimiert. Das deutet darauf hin, dass mbFZb mdglicherweise
zusammen mit FGF2 eine Rolle beim Differenzierungsprozeld von Neuronen spidt.
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5.2.2 Dasmdgliche Zusammenspie von mbFZb und FGF2

Im Genfdlen-Experiment konnte wiederholt gezeigt werden, dass mbFZb durch FGF2
reprimiert wird. Die Expresson von mbFZb wird in diesem Genfdlen-Experiment durch die
Aktivitét des lacZ-Reportergens wiedergespiegdlt. Die Verringerung der Transkripte des
Reportergens findet alerdings nur in den Regionen auf der Platte att, in welchen die Zdlen
sehr dicht wachsen und differenzieren. In ES-Zdlen fihrt die Zugabe von FGF2 in das
Kulturmedium zur neuronaen Differenzierung der Zellen (Hancock et d., 2000). Deshab
wére es moglich, dass mbFZb in den Prozef3 der Proliferation und Differenzierung der ES-
Zdleninvolviert i

Das Ergebnis der Genfallen-Experimente und der Vergleich der Expressonsdomanen von
mbFZb und FGF2 legen nahe, dass mbFZb in der Maus durch FGF2 reguliert werden
konnte. MbFZb ist moglicherweise ein Protein, welchesim Konzert mit FGF2 bel der
Proliferation und Differenzierung von Zdlen (Nervenzelen im Gehirn und Neurdrohr,
Linsenfaserzellen im Auge etc.) exprimiert, und so bel der geregdten Vermehrung und
gerichteten Spezifizierung desselben eine Rolle spidit.

Die tatséchliche Regulation von mbFZb durch FGF2 kann jedoch nur durch ein genaues
Studium der FGF2-Signdtransduktion analysiert werden. Einen ersten Hinwels auf eine
Inhibierung von mbFZb durch FGF2 in-vivo kdnnten Elektroporations- bzw.
Transplantationsexperimente erbringen.

5.2.3 MDbFZb und die Familieder Zic-Transkriptionsfaktoren als potentielle
interagierende Faktoren

Aufgrund von Uberlappenden Expressionsdomanen von mbFZb und FGF2 und den
Ergebnissen im Genfalen-Experiment ist ein Zusammenspiel der belden Faktoren denkbar.

Des weiteren wurde bel der Homol ogiesuche mit der Sequenz des neuen Gens mbFZb ein
Gen in Xenopus identifiziert, welches eine sehr hohe Homologie zu mbFZB aufwelst
(Accession-Nr. AF12913). Die Ahnlichkeit betragt 72% auf bp-Ebene und 76% auf aa-
Ebene (Sehe 4.2.2.3). Beide Sequenzen umschlief3en einen identischen trandatierbaren
Bereich, welcher auch von dem humanen Homolog geteilt wird, welches ebenfalls
identifiziert werden konnte. Die Xenopus-Sequenz wurde bisher nur ds solche publiziert,
genaue Daten Uber die Funktion des Gens stehen noch aus. Allerdings wird dieses Gen as
maogliches Zic3-bindendes Protein beschrieben. Daher wird dieses Gen hier s XZ3BP
(mogliches Zic3-bindendes Protein aus Xenopus) bezeichnet. Inwiewelt diese
beschriebenel nteraktion auf Zic3 beschrankt ist, oder auch fir die anderen Zic-Gene 1, 2
und 4 gilt ist unklar. Deshdb wird dlgemein Uber die Interaktion von mbFZb und die Familie
der Zic-Gene spekuliert. Die Zic-Gene (Zink finger in cerebdlum) sind Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren, die homolog zu dem Segementpol aritétsgen odd-paired in
Drosophila sind. Dieses bestimmt die zeitliche Aktivierung von Engrailed und Wingless und
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definiert so die einzelnen Segmente wahrend der Entwicklung der Hiege (Benedyk et d.,
1994; Arugaet d., 1996a).

Einen ersten Anhdtspunkt in Bezug auf eine mogliche Interaktion von mbFZb und den Zic-
Genen kann ein Vergleich der Expressonsdomanen wahrend der Entwicklung und in der
adulten Maus erbringen. Die Expression von mbFZb und den Zic-Genen Uberlgppt wahrend
der Embryonaentwicklung zunéchst im Neuroepithel der verschiedenen Gehirnregionen und
im Neurdrohr. Spéter (E 14-16) it mbFZb dann im olfaktorischen Bulbus und zu finden.
Zicl und Zic3 dnd auch dort exprimiert. Auch im sch entwickelnden Cerebdlum und der
gch entwickelnden Retinasind dle Zic-Gene anzutreffen (Aruga et a., 1996b; Nagai et d.,
1997). Im Gehirn der adulten Maus sind mbFZb und Zicl (fir dieses exidiert eine
Beschreibung der Expressonsdoménen, (Aruga et d., 1994)) im olfaktorischen Bulbus
exprimiert.

Der Vergleich der Expressonsmuster von mbFZb und den Zic-Gene |&% vermuten, dass
die Bindung von mbFZb und eine nachfolgende Modifikation der Funktion des gebundenen
Zic-Gens sowohl wéhrend der Embryondentwicklung as auch im adulten Tier denkbar
ware.

5.24 mbFZb alsVermittler zwischen der FGF2-Signaltransduktion und den  Zic-
Transkriptionsfaktoren

Diein-vitro-Regulation von mbFZb durch FGF2 und der Expressonsvergleich der beiden
Geneig ein guter Hinweis auf eine Regulation von mbFZb durch FGF2 in vivo. Daneben
interagiert mbFZb mdglicherweise mit den Zic-Trangkriptionsfaktoren. Diese beiden
Feststdllungen wiirden mbFZb in der Signdkette zwischen die FGF-Signamolekile und die
Zic-Transkriptionsfaktoren stellen.

Um enen genauen Einblick in diesen maglichen Regulationsmechanismus zu erhdten, sind
noch ene Vidzahl von in-vitro- und in-vivo-Experimenten durchzufiihren.

So muss zum einen geklart werden, ob FGF2 mbFZb tatséchlich reprimieren kann. Hier
wéren Transplantations- bzw. Elektroporationsexperimente von Nutzen, bei welchen die
Applikation von FGF2 zu einer Reduktion des mbFZb-Expressiondevelsim Embryo fihren
sollte. Um die Interaktion von mbFZb und Zic3 eindeutig zu zeigen, kdnnten z.B.
Experimente in Hefe durchgefhrt werden, welche Uber die Aktivierung eines Reporter-
Gens zeigen, ob es zu ener tatsichlichen Interaktion der beiden Proteinein der Zdle
kommt.

Aus den mutierten ES-Zdllen des Genfalen-Experiments wurden auch Mause hergestelIt.
Die mbFZb '=#"*Z -Mause erbrachten keinen Phéanotyp, da esin den Tieren zu eéinem Splicen
um den Genfalenvektor herum kommt, und ein Tell des Wildtyp-transkripts erhdten bleibt.
Deshdb wére es auch interessant, eine Maus zu generieren, bel welcher ein orts- und
zeitabhangige Inaktivierung des Gens mbFZb mdglich ware. So kdnnten spezifische
Funktionen des Gens z.B. im olfaktorische Bulbus oder im Hippocampus studiert werden.
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