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1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die Organisatorregion des Embryos ist eine hoch spezialisierte und transiente Struktur, die in
allen Vertebraten zu finden ist und den grundlegenden Korperbauplan des Embryos festlegt. Seit
der Entdeckung im Jahre 1924 durch Hans Spemann und Hilde Mangold war es das Ziel vieler
Studien, die molekulare Natur des Organisators zu beschreiben. Foxa2 ist ein wichtiges
Organisatorgen. Um die Biologie und die Funktion des Organisators besser zu verstehen, war es
das Ziel dieser Arbeit neue Foxa2 Zielgene und Organisatorgene zu identifizieren. Dazu wurde
das Genexpressionsprofil von Wildtyp und Foxa2 -/- Embryonen miteinander verglichen und eine
groffe Anzahl an signifikant herunterregulierten Genen identifiziert. Das Expressionsmuster von
314 unbekannten Genen wurde in einem in situ Hybridisierungsscreen analysiert. Davon zeigten
10 Gene (3,1%) ein Expressionsmuster in der Organisatorregion des Embryos. Bisher waren nur
49 Gene bekannt, die in dieser hoch spezialisierten Region exprimiert sind. Wir konnten diese
Liste um 20% erweitern und spekulieren nun, wie diese Gene ein Foxa2-abhéngiges molekulares
Programm des Spemann/Mangold Organisators regulieren. Wir analysierten eines dieser
unbekannten Gene 1700027A23rik (Pitchfork) molekular und funktionell. Pitchfork ist unter den
Chordaten hoch konserviert und nur in Regionen exprimiert, die fiir die Musterbildung des
Embryos wichtig sind, wie in den monozilidren Zellen des Primitivknotens, in der Bodenplatte
des Neuralrohres und in der apikalen Ektodermalzone der sich formenden Extremititen.
Happloinsuffizienz von Pitchfork fiihrt zu duplizierten und gespaltenen Zilien im Primitivknoten,
zu Infertilitdt, postaxialer Polydaktylie und zu Defekten in der Links-Rechts-Asymmetrie, die
einen embryonal letalen Herzdefekt verursachen. Pitchfork akkumuliert in Vesikeln, wihrend des
Auf- und Abbaus von Zilien und ist wihrend der ersten Schritte der Ziliogenese mit Zentrosomen
und Basalkdrpern assoziiert. Primir zilidire Pitchfork™“* Zellen konnen beim Wiedereintritt in
den Zellzyklus das Zilium nicht abbauen, was zu einer Uberreplikation von Zentriolen und zu
multizilidren Zellen fiihrt. Pitchfork interagiert physisch mit B-Tubulin, mikrotubuliren
Motorproteinen, zentrosomalen und Basalkorper-Proteinen, was eine Funktion im
mikrotubuliabhidngigen Transport impliziert. Durch die funktionelle und molekulare Analyse
dieses neuen Gens konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass der mikrotubuliabhéngige
vesikuldre Transport fiir die Umwandlung der Basalkdper zu Zentrosomen in priméiren Zellen
eine Rolle spielt. Pitchfork interagiert ebenso mit Proteinen, die in menschliche Ciliopathien
involviert sind, was eine Beteiligung an der Entstehung von Krankheiten impliziert. Durch die
Analyse von Pitchfork ergibt sich nun die Moglichkeit, den Zusammenhang zwischen

menschlichen Ciliopathien und den molekularen Ursachen besser verstehen zu konnen.



2 Einleitung 2

2 Einleitung

2.1 Friihe Embryonalentwicklung der Maus

Die Maus ist in der Grundlagenforschung ein beliebter Modellorganismus und eignet sich vor
allem deswegen, da der Lebenszyklus von der Befruchtung bis zum geschlechtsreifen Tier bei
nur neun Wochen liegt. Diese fiir Sdugetiere sehr kurze Zeitspanne macht das Mausmodell
interessant, um die menschliche Entwicklung und menschliche Krankheitsbilder genauer
verstehen zu konnen. Die Entwicklung der Maus beginnt mit der Befruchtung der Eizelle.
Nach der Befruchtung wandert diese im Eileiter (Ovidukt) entlang und anschlieend wird
auch die Meiose abgeschlossen, das zygotische Genom aktiviert und die maternale RNA
abgebaut. Das Ei, das nun als Zygote bezeichnet wird, wird von einer @uleren Schutzhiille
umgeben, der Zona pellucida, die aus Mucopolysacchariden und Glycoproteinen besteht. Die
Zygote teilt sich bis zum 8-16 Zellstadium und fiihrt zu einer Bildung einer kompakten
Zellkugel, der Morula. Dreieinhalb Tage nach der Befruchtung wird der Embryo Blastozyste
genannt. Diese besteht aus zwei unterschiedlichen Zellpopulationen. Die inneren Zellen der
Blastozyste bilden die innere Zellmasse (ICM), aus der der spitere eigentliche Embryo
entsteht und aus der auch embryonale Stammzellen gewonnen werden kdnnen (Martin, 1981).
Die zweite Zellpopulation bildet das Trophektoderm, das extraembryonale Strukturen wie
z.B. die Plazenta ausbildet. Die ICM der Blastozyste beginnt sich am Tag E3,5-4,5 (E =
embryonaler Tag) zu teilen. Aus der Schicht an der Oberfliche, die mit der
fliissigkeitsgefiillten Hohle der Blastozyste in Kontakt steht, entwickelt sich das primitive
Entoderm, das an der Bildung der extraembryonalen Strukturen beteiligt ist (Fig. 1A). Die
tibrige innere Zellmasse entwickelt sich zu dem Epiblasten, der den spdteren Embryo
ausbildet. Am Tag E3,5-4,5 16st sich nun die Blastozyste von der Zona pellucida und nistet
sich in die Gebarmutter ein. Die Postimplantationsphase beginnt am Tag ES5,5 (Fig. 1B). Zu
diesem Zeitpunkt umbhiillt das viszerale Entoderm, welches spiter extraembryonales Gewebe
wie z.B. den Dottersack ausbildet, den Epilasten und das extraembryonale Ektoderm. Signale
im extraembryonalen Ektoderm initiieren nun die Ausbildung der anterio posterioren Achse
im Epiblasten. Dadurch wird Nodal im proximalen Epiblasten induziert und durch eine
autoregulatorische Aktivierung an die distale Spitze des Epiblasten weitergeleitet. Dort
werden durch Nodal distale vizerale entodermale (DVE) Markergene aktiviert, wie z.B. Hex,
Cerl, Lefty. Nun werden die ersten morphologischen Verianderungen sichtbar, wenn das DVE

in anteriore Richtung wandert (Beddington und Roberston, 1999). Das DVE bildet eine



2 Einleitung

Verdickung am distalen Ende des Embryos, welches nun, wenn es den anterioren Teil des
Embryos erreicht hat, anteriores viszerale Entoderm (AVE) genannt wird (Srinivas et al.,
2004) (Fig. 1C). Im AVE werden sekretierte Molekiile, wie die zwei Nodal-Antagonisten
Cerl und Lefty exprimiert. Cerl inhibiert aber nicht nur Nodal, sondern auch BMP-Signale
(Belo et al., 1997, Piccolo et al.,, 1999). Durch die inhibierenden Signale im AVE wird
verhindert, dass der Primitivstreifen sich anterior ausbilden kann. Im Gegenzug sind Signale
wie Nodal und Wnt3 im posterioren Epiblasten exprimiert und induzieren am Tag E6,5 die

Bildung des Primitivstreifens auf der posterioren Seite des Embryos (Beddington und

Robertson, 1999; Perea-Gomez et al., 1999, Perea-Gomez et al., 2002).

Fig. 1:

Am Tag E4,5 hat sich die Blastocyste von der Zona pellucida losgelost. Das polare
Trophektoderm interagiert mit dem maternalen Uterus und der Embryo nistet sich in der
Gebdrmutter ein (ES5,5). Das distale viszerale Entoderm (rot gekennzeichnet) wird nun als
Verdickung am distalen Ende des Epiblasten sichtbar. Am Tag E5,75 beginnt das distale VE sich
in Richtung der zukiinftigen anterioren Seite des Embryos zu bewegen und wird nun als anteriores
viszerales Entoderm bezeichnet. AVE=anteriores viszerales Entoderm, ICM=innere Zellmasse,
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modifiziert nach Lu et al., 2001

Friihe Embryonalentwicklung der Maus

VE=viszerales Entoderm

2.2 Gastrulation

Mit der Gastrulation beginnt der wohl einschneidenste Schritt der frithen Mausentwicklung.
Zu diesem Zeitpunkt werden die drei Keimblitter Ektoderm, Mesoderm und Entoderm

gebildet (Ubersichtsartikel von Beddington und Robertson, 1999). Am Tag E6,0 besitzt der
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Embryo lediglich einen embryonalen und einen extraembryonalen Teil, der von viszeralem
Entoderm umgeben ist (Fig.2A). Die Gastrulation wird nun um den Tag E6,5 damit
eingeleitet, dass epitheliale Zellen aus dem Epiblasten eine epthelial-mesenchymale
Transition am posterioren Ende des Embryos durchwandern und in die meist posterior
gelegene Region einwandern. Durch diese morphologische Differenzierung entsteht eine
transiente Struktur, die als Primitivstreifen (PS) bezeichnet wird und die anatomische
posteriore Achse des Embryos festlegt. Diese Struktur ist der erste mikroskopische und
morphologische Hinweis auf eine Achsenbildung im Embryo (Fig. 2B). Zellen wandern nun
in den PS ein und werden entweder in mesodermales oder in entodermales Gewebe integriert.
Studien zur anatomischen Kartierung, sog. ,.fate—maps‘ konnten zeigen, dass Zellen, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in den PS einwandern auch zu unterschiedlichen
Zellpopulationen beitragen. So konnte gezeigt werden, dass Zellen, die zu Beginn der
Gastrulation in den PS einwandern (Tag E6,5-7,0) einen GroBteil der entodermalen und
mesodermalen Zellen des Kopfes und des Herzens bilden. Dagegen wandern ab dem Tag
E7,5 dann hauptsichlich Zellen aus dem PS in entodermale und mesodermale Zellen in den
Hinterdarm ein. Am Tag E7,5 wird der Embryo nicht mehr vom viszeralen Entoderm umhiillt
und der PS erstreckt sich nun iiber die gesamte posteriore Seite des Mausembryos (Fig. 2C).
Am distalen Ende des Embryos ist der Primitivknoten jetzt als charakteristische Struktur zu
erkennen. Diese Region wird als Organisatorregion bezeichnet und ist fiir die weitere

Musterbildung des Embryos verantwortlich.
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modifiziert nach Lu et al., 2001

Fig. 2:  Gastrulation in der Maus

Am Tag E6,0 ist durch das AVE die anterio-posteriore Seite des Embryos bereits festgelegt. Am
Tag E6,5 beginnt der Primitivstreifen an der posterioren Seite des Embryos sich in distaler
Richtung zu verlidngern. Zellen aus dem Epiblasten durchwandern eine epithelial-mesenchymale
Transition und werden entweder zu definitivem Entoderm, welches das viszerale Entoderm
verdringt, oder werden zu mesodermalen Zellen, die eine dritte Zellschicht zwischen
Epiblastzellen und definitivem Entoderm ausbildet. Am Tag E7,5 hat das definitive Entoderm das
viszerale Entoderm, welches den Embryo umschlie3t, nahezu verdringt. Der Primitivknoten wird
als Struktur am distalen Ende des Embryos sichtbar. AVE=anteriores viszerales Entoderm,
VE=viszerales Entoderm, DE=definitives Entoderm

2.3 Organisatorregion der Maus

Die Organisatorregion eines Embryos ist eine hoch spezialisierte und transiente Struktur, die
in allen Vertebraten zu finden ist. Diese Struktur wurde urspriinglich im Jahre 1924 von Hans
Spemann und Hilde Mangold durch Transplantationsexperimente entdeckt, die damit die
Entwicklungsbiologie grundlegend reformiert haben (Spemann und Mangold, 1924). In
diesen Experimenten transplantierten sie die dorsale Urmundlippe eines dunkel pigmentierten
Wassermolches (Triturus taeniatus) in ventrale Regionen eines nicht pigmentierten
Wassermolches (Triturus cristatus) (Fig.3). Das transplantierte Gewebe induzierte die

Gastrulation und eine vollstindige zweite Dorsalseite mit einer klar differenzierten anterio-
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posterioren und dorso-ventralen Achse. Aufgrund dieser induzierten zusitzlichen

wurde die dorsale Urmundlippe als Organisatorregion bezeichnet.

b
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modifiziert nach Gilbert, siebte Auflage, 2003

Fig.3:  Transplantationsexprimente von Hans Spemann/Hilde Mangold

Achse

1924 transpantierten Hans Spemann und Hilde Mangold die dorsale Blastoporuslippe eines dunkel
pigmentierten Wassermolches in ventrale Regionen eines nicht pigmentierten Wassermolches. Der
transplantierte Embryo durchwanderte sowohl an der dorsalen als auch ventralen Seite die
Gastrulation, bildete ein priméres und sekundéres Neuralrohr und Notochord und entwickelte sich
zu einem siamesischen Zwilling mit einer klar differenzierten anterio-posterioren und dorso-

ventralen Achse entwickeln.

In anderen Modellorganismen konnten dquivalente Strukturen detektiert werden, so wird z.B.

im Zebrafisch diese Region ,,shield” (Shih und Fraser, 1996) genannt und im Hiihnchen als

“Hensensche” Knoten (Waddington, 1993) bezeichnet und befindet sich am vorderen Ende

des Primitivstreifens, wie auch der Primitivknoten in der Maus (Beddington, 1994). Dass

diese Organisatorregion innerhalb der Vertebraten so hoch konserviert ist zeigt, dass diese

Region essentiell fiir die Musterbildung im Embryo wihrend der Gastrulation ist. Kinder et al.

2001 konnten zeigen, dass der Maus Organisator aus einer dynamischen Zellpopulation
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besteht, die je nach Stadium der Gastrulation zu unterschiedlichen Zelltypen des Embryos
beitrdgt. So bildet der Organisator wihrend der frithen Gastrulation einen Teil des am meist
anterior liegenden definitiven Entoderms und der Pridchordalplatte (PCP) am Tag E6,5 aus
und wird schlielich zum Organisator wihrend der mittleren Gastrulation und tragt zum
Notochord, dem ADE und axialem Mesoderm bei, wenn der PS Richtung distaler Spitze des
Mausembryos wandert. SchlieBlich wird der Organisator wihrend der spiten Gastrulation als
Primitivknoten am Tag E7,5 sichtbar und triagt zur Bildung des Notochords und der
Bodenplatte in dem am meisten posterior gelegenen Teil des Embryos teil (Kinder et al,
2001). Obwohl die Organisatorregion nun schon vor 80 Jahren entdeckt und seit etwa 20
Jahren molekular untersucht wurde, sind bisher nur wenige Gene bekannt, die in dieser hoch
spezialisierten Region exprimiert sind und fiir die Musterbildung des Mausembryos eine

essentielle Funktion haben.

2.4 Foxa?2 - ein essentieller Transkriptionsfaktor fiir die Musterbildung

des Mausembryos

Ein fiir die Gastrulation wichtiges und organisatorspezifisches Gen ist Foxa2 (forkhead box
transcription factor a2, frither bekannt als HNF3f (hepatocyte nuclear factor 3 beta). FoxaZ2,
ebenso wie die zwei anderen Familienmitglieder Foxal und Foxa3, gehoren zur Familie der
Fox-Transkriptions-Faktoren, die sich durch eine konservierte forkhead box DNA
Bindungsdomine auszeichnet. Mitglieder der Familie gehoren alle zur Klasse der Helix-Turn-
Helix Proteine. Die Expression von Foxa2 beginnt im Mausembryo am Tag E6,5 im
Organisator und dem anterioren viszeralen Entoderm (Sasaki et al., 1993, Ang et al., 1993,
Monaghan et al, 1993). Wenn die Gastrulation voranschreitet ist Foxa2Z in den
Zellpopulationen des spdteren Organisators und dem Primitivknoten und den aus dem
Organisator gebildeten Derivaten, dem anterioren Mesoderm, Notochord, DE und FP
exprimiert. Das Foxa2 fiir die Zellpopulationen absolut essentiell sind, zeigt, dass in den
Foxa2-/- Embryonen diese Strukturen nicht gebildet werden und diese Embryonen aufgrund
von Achsendefekten zwischen Tag E7,5 und E9,5 sterben (Ang et al., 1994, Weinstein et al.,
1994). Zusitzlich hat Foxa2 noch die Funktion im VE den Primitivstreifen in distale Richtung
zu verlangern, eine Funktion, die in den Foxa2-/- mutanten Embryonen durch die Technik der
tetraploiden Aggregation wieder hergestellt werden kann, indem das mutante VE durch
Wildtyp (WT) VE ersetzt wird (Dufort et al., 1998). Hierbei werden Foxa2-/- ES-Zellen mit

tetraploiden Wildtyp-Embryonen aggregiert und in pseudoschwangere Weibchen transferiert.
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Bei diesen Experimenten tragen die ES-Zellen zu dem Epiblasten bei, die tetraploiden Zellen
dagegen nur zu extraembyonalen Gewebe, wie z.B. der Plazenta, aber auch zum viszeralen
Entoderm (Nagy et al., 1990; Kaufman et al., 1990). Ein weiteres Indiz fiir die wichtige Rolle
dieses Transkriptionsfaktors in Vertebraten ist, dass es Foxa2 organisatorspezifische
Homologe sowohl im Zebrafisch (foxa2/axial Strahle et al., 1993, monorail Mutante Norton
et al., 2005) als auch im Xenopus (pintallavis Ruiz et al., 1992) und im Hiithnchen (Ruiz et al.,
1995) gibt. Umso erstaunlicher ist es, dass trotz dieser wichtigen Funktion von Foxa2 nur
zwei direkte Zielgene im frithen Embryo bekannt sind, namlich Shh (Epstein at al., 1999,
Jeong et al., 2003) und O#x2 (Kimura-Yoshida et al., 2007).

2.5 Die Links-Rechts-Achsenbildung des Mausembryos

Die Links-Rechts-Achse wird als letzte der drei Korperachsen determiniert. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass diese Achse erst ausgebildet werden kann, wenn die
anterio-posteriore und dorso-ventrale Achse bereits ausgebildet ist (Okada et al. 2005). Die
Links-Rechts-Asymmetrie des Embryos wird am Tag E7,75 im Primitivknoten festgelegt. Zu
diesem Zeitpunkt besteht der Primitivknoten aus zwei spezialisierten Zelltypen. Zum Einen
aus den monozilidren ,,Pit“-Zellen und zum Anderen aus den,,Crown‘“-Zellen, die die ,,Pit“-
Zellen hufeisenformig umschlieBen (Fig. 4A). Die ,Pit“-Zellen der Organisatorregion
zeichnen sich durch ein spezialisiertes Zilium mit einer ,,9+0“-Mikrotubulistruktur aus
(Fig. 4B). Diese Zilien sind motil und rotieren alle im Uhrzeigersinn mit einer
Geschwindigkeit von 600 Umdrehungen/min (Nonaka et al., 1998). Dadurch entsteht eine
Bewegung, die der ,,nodal flow* genannt wird (Nonaka et al., 1998; Hirokawa et al. 2006).
Dieser ,,nodal flow* spielt aber nur fiir eine kurze Zeit in der Entwicklung eine grof3e Rolle.
Diese Bewegung startet im ein- bis zwei Somitenstadium und endet im 6-Somitenstadium.
Tanaka et al., 2005 konnten zeigen, dass Vesikel, die mit wichtigen Signalmolekiilen, wie
z.B. Shh und Retinolsdure gefiillt sind, an die Plasmamembran an die Basis des Ziliums
transportiert werden. Die Vesikel werden entlang der Zilien transportiert und durch die
gerichtete Bewegung der Zilien in eine Richtung auf die linke Seite des Primitivknotens
geschleudert. Als Folge davon wird ein Morphogen, wahrscheinlich Nodal, von rechts nach
links transportiert und initiiert damit die Links-Rechts-Achsendeterminierung. Das Signal
wird in das linke laterale Plattenmesoderm transportiert, was anhand der asymmetrischen
Genexpression von Genen, wie z.B. Cerberus2 sichtbar wird (Fig. 4C). Durch die Induktion

des einseitigen Signals wird im Embryo die Symmetrie gebrochen, wodurch z.B. die
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rechtsseitige Drehung des Herzens, die viszerale Organogenese oder die unterschiedlichen
Gehirnhilften entstehen konnen.
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Fig.4:  Primire Zilien im Primitivknoten legen Links-Rechts-Achse des Embryos fest

Im Primitivknoten der Maus besitzt jede Zelle ein priméres Zilium. Diese Zilien sind motil und
erzeugen durch ihre Bewegung einen FluB3, den sog. ,,nodal flow*, der Morphogene zu einer Seite
des Embryos transportiert, wodurch Gene, wie z.B. Cer2 asymmetrisch exprimiert werden.

Dass der ,,nodal flow* essentiell fiir die Festlegung der Links-Rechts-Achse ist, zeigen
verschiedene Mausmutanten, die keine oder nur unbewegliche Zilien in der Organisatorregion
besitzen und demzufolge keinen ,,nodal flow* aufbauen konnen. Diese Mutanten haben alle
eine abnormale Links-Rechts-Musterbildung (Okada et al 1999) wie z.B. die iv/iv (inversus
viscerum) Mutante, die immotile Zilien besitzt und bei der die Links-Rechts-Achse nicht
eindeutig festgelegt ist. Mausmutanten, bei denen die Zilien im Primitivknoten fehlen, weisen
dagegen einen Links-Isomerismus auf. Bei diesen Mutanten ist der intraflagellare

Proteintransport gestort oder unterbrochen, wie z.B. bei der polaris Mutante (IFT88; Yoder et
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al., 2002), der wimple Mutante (Wim, IFT172, Huangfu et al., 2003) und Mutanten der Kif3
Proteine (Huangfu and Anderson, 2005; Nonaka et al., 1998). Durch eine artifizielle
Bewegung kann die Richtung des ,,nodal flows* gedndert werden, was sich in der Umkehrung
der Links-Rechts-Achse dulert (Nonaka et al., 1998). Daran kann gezeigt werden, dass der
,hodal flow* an sich direkt fiir die Links-Rechts-Achse des Embryos verantwortlich ist.
Studien im Zebrafisch haben gezeigt, dass ein dhnlicher Mechanismus auch in anderen
Vertebraten fiir die Links-Rechts-Determinierung vorhanden ist. Das Aquivalent im
Zebrafisch, der Kupffersche Vesikel (Essner et al 2002, Essner et al. 2005; Kramer-Zucker et
al 2005), besitzt ebenso motile Zilien, die eine gerichtete Bewegung in diesen Vesikeln
erzeugen. Zebrafischmutanten, bei denen die Zilien in dieser Region nicht funktionsfahig sind
zeigen ebenso wie die Mausmutanten Defekte in der Links-Rechts-Asymmetrie dieser

Embryonen (Essner et al 2005, Kawakami et al 2005, Kramer-Zucker et al 2005).

2.6 Herzentwicklung der Maus

Die Entwicklung des Herzens ist eine erstaunliche und prézise Aneinanderreihung von
molekularen und morphogenetischen Ereignissen. Schon kleine Verdnderungen in dem straff
durchorganisierten Bauplan des Herzens kann katastrophale Auswirkungen haben, die sich in
angeborenen Herzfehlern &uBern, von denen viele letale Folgen haben. Angeborene
Herzfehler bei Kindern ist die hdufigste Diagnose unter allen angeborenen ,,Fehlbildungen".
Sie kommen bei etwa acht bis zehn Kindern von 1.000 Neugeborenen vor. Bei Frithgeborenen
ist der Anteil derer mit einem Herzfehler etwa doppelt so hoch, und auch bei Totgeburten ist
die Anzahl der Herzfehler um das 3-7-fache erhoht ist. Obwohl die Entstehung dieser
angeborenen Herzfehler nun schon seit Jahrzehnten analysiert wird, ist bis heute nur sehr
wenig iiber die Gene bekannt, die zu diesen Fehlbildungen fiihren. So ist es essentiell, durch
Mutationen in der Maus Gene zu identifizieren und zu charakterisieren, die in die Entstehung
und Entwicklung des Herzens involviert sind.

Die ersten Herzvorlduferzellen konnen in der Maus im Stadium E7,75 detektiert werden.
Diese Zellen bilden ein halbmondformiges Epithelium an der kranial und kranio-lateralen
Grenze des Embryos aus (Fig. SA). Die Vorlduferpopulation wéchst in kranialer und lateraler
Richtung, bis zur Grenze der embryonalen und extra-embryonalen Region des Embryos. Im
nichsten Schritt wandern nun die Vorlduferzellen Richtung ventral, um ein schlauchférmiges
Rohr zu bilden. Dieses Rohr ist mit endothelialen Zellen ausgekleidet und wird mit

myokardialem Epithel ummantelt (Fig. 5B). Der Embryo befindet sich nun im Stadium E8,25
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und besitzt schon einen Einflu3- und einen Ausfluftrakt, wobei der Einfluf3trakt kaudal und
der AusfluBtrakt kranial von dem schlauchférmigen Herz liegt. Nun beginnt das Herz sich in
einem komplexen Vorgang spiralformig nach rechts zu drehen. Dabei wird der EinfluBtrakt,
zusammen mit dem Atrium nach dorsal und kranial gedreht, so dass dieser nun iiber den sich
entwickelnden Ventrikeln liegt (Fig. 5C). Das Herz im Stadium E10,5 besitzt nun zwei sich
formende Ventrikel, ein gemeinsames Atrium, einen EinfluB3- und Ausflufltrakt und Vorlidufer
der Mitralklappen. Nun beginnt die Umgestaltung des Herzens. Die beiden Herzkammern
werden in einen linken und einen rechten Ventrikel getrennt und ein linkes und rechtes

Atrium entsteht. Das Herz ist nun voll ausgebildet und funktionstihig (Fig. 5D).

A Candiac cresent ET.T5 B Linear heart tube E5.25 C Looping heart E10.5 D Remodelling heart E12.5

e Ca

modifiziert nach Harvey et al., 2002

Fig.5: Herzentwicklung in der Maus

Die ersten Herzvorlduferzellen werden im Stadium E7,75 sichtbar (A). Sie wandern zunéchst in
kranio-lateraler Richtung aus, anschlieBend in ventrale Richtung, um ein schlauchférmiges Rohr
zu bilden (B). Im Stadium E10,5 beginnt sich das Herz spiralférmig nach rechts zu drehen (C). Im
Stadium EI12,5 ist die Umgestaltung des Herzens vollendet und voll funktionsfihig. Das
embryonale Herz besitzt nun zwei Ventrikel und Atrien und einen Einflu- und Ausflufitrakt (D).
Cr=Kranial; Ca=Kaudal

Es konnte gezeigt werden, dass viele angeborene Herzfehler durch defekte Zilien, die in
Defekten der Links-Rechts-Asymmetrie resultieren, entstehen (Hamada et al., 2002, Wright et
al., 2002). Ein solcher Phénotyp ist der double outlet right ventricle (=DORYV). Diese
Fehlbildung wird durch eine gestorte Drehung der AusfluBbahn des Herzens gebildet, was in
zwel Ausgingen aus der rechten Herzkammer resultiert. Dadurch entspringt die Aorta ebenso
wie die Lungenschlagader (Arteria pulmonalis) ausschlieBlich oder iiberwiegend aus dem
rechten Ventrikel des Herzens und es besteht ein Ventrikelseptumdefekt. Weitere
Herzphinotypen, die durch Defekte in der Links-Rechts-Asymmetrie hervorgerufen werden,
sind z.B. rechtsventrikulire Hypoplasie, defekte arterioventrikuldre Verbindungen oder

Abnormalitdten der conotrunkalen und rechtsventrikuldaren Entwicklung (Icardo und Sanchez
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de Vega, 1991). Homozygote Pitx2-/- Miéuse zeigen nun dhnliche Herzdefekte, wie sie auch
in menschlich angeborenen Herzfehlern zu finden sind (Liu et al., 2002). Der
Homeoboxtranskriptionsfaktor Pitx2 spielt eine wichtige Rolle in der Morphogenese der
Links-Rechts-Asymmetrie wihrend der Entwicklung (Capdevila et al., 2000). Es konnte auch
gezeigt werden, dass Pifx2 ein direktes Zielgen von Nodal ist (Shiratori et al., 2001), welches
asymmetrisch durch den ,,nodal flow* auf der linken Seite des Embryos exprimiert wird,
wodurch die linke Seite des Embryos determiniert wird. Durch dieses Beispiel wird deutlich,
wie eng die korrekte Funktionsweise der Zilien des Primitivknotens mit der Entwicklung
eines funktionsfahigen Herzens verbunden ist. Deswegen ist es essentiell neue Gene zu
identifizieren, die in diesen priméren Zilien exprimiert sind und einen EinfluB auf die

Herzentwicklung haben konnten.

2.7 Entwicklung der Extremititen

Die Musterbildungen in der Embryonalentwicklung kann man besonders gut anhand der
WirbeltiergliedmaBen untersuchen, da die Wirbeltierextremitidt zum einen ein gutes Modell
bietet um zellulire Wechselwirkungen innerhalb einer Struktur zu analysieren und zum
anderen die Bedeutung der interzelluldren Signale fiir die Entwicklung aufgekldrt werden
kann. Die Wirbeltierextremitiit hat drei Entwicklungsachsen: die proximo-distale Achse, die
sich vom Extremititenansatz bis zur Spitze erstreckt, die anterio-posteriore Achse, die parallel
zur Lingsachse des Korpers verlauft (vom Daumen zum kleinen Finger) und die dorso-
ventrale Achse, die den Handriicken von der Handfliche unterscheiden Ildsst. Die
WirbeltiergliedmaBen entwickeln sich aus Extremitdtenknospen, die vor allem aus zwei
Zelltypen bestehen: mesenchymale Mesodermzellen und nach auflen abgrenzende epitheliale
Ektodermzellen. Der grofite Teil der Extremitdt entwickelt sich aus dem mesenchymalen
Kern. Die Extremitéitenknospe ist in mehrere Zonen unterteilt. Die Wachstumszone (Progress
zone) befindet sich dicht an der Spitze der Knospe und besteht aus einer Schicht aus sich
schnell teilenden und undifferenzierten Zellen. Diese Zone wird nach auBlen hin von einer
Verdickung des Ektoderms abgegrenzt, der sog. apikalen Ektodermleiste (AER). Erst wenn
Zellen die Wachstumszone verlassen, beginnen diese zu differenzieren. Diese Regionen sind
wichtige Organisationszentren fiir die Entwicklung der Extremitdtenachsen. Ein wichtiges
Signalmolekiil ist Shh, welches die Proliferation und die anterio-posteriore Musterbildung der
Extremitidten kontrolliert. Shh ist in der polarisierenden Region exprimiert (ZPA) und hilt

diese dadurch aufrecht, indem es mit der AER Region wechselseitig interagiert. In der AER
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sind ebenfalls wichtige Molekiile exprimiert, wie z.B. die FGFs (Fgf4, Fgf9, Fgf17). Fgfs sind
fir das Auswachsen der Extremitdt in proximo-distaler Richtung verantwortlich. Fiir die
Musterbildung der Extremitit ist die wechselseitige Interaktion von Fgf und Shh notwendig.
So ist Fgf fiir die Aufrechterhaltung der Shh Expression in der ZPA wihrend der
Extremitidtenelongation verantwortlich. Shh dagegen gewdhrleistet die Expression von Fgf in
der AER Region. Durch diese positive Riickkopplungs-Schleife zwischen FGF und Shh wird
die Musterbildung der Extremitidten gewéhrleistet.

Aber auch die Expression von Shh wird in der ZPA-Domine kontrolliert. Der bHLH
Transkriptionsfaktor dHAND ist zunidchst in der gesamten Wachstumszone der sich
entwickelnden Extremitét exprimiert. Sobald aber das Auswachsen der Finger beginnt, wird
die Expression auf den posterioren mesenchymalen Teil der wachsenden Extremitit durch
den Transkriptionsfaktor Gli3 reprimiert, wodurch die ZPA-Domine determiniert wird
(Fig. 6,1). Nun aktiviert dHAND die Shh Expression in der polarisierenden Region (Fig. 6,2).
Dadurch verhindert Shh die Prozessierung von Gli3 in die reprimierende Form Gli3R.
Gleichzeitig reguliert Shh zusitzlich die Aktivierung von Gremlin und dem 5 HoxD Gen im
distalen Mesenchym. Gremlin aktiviert FGFs, wodurch die positive Riickkopplungsschleife
zwischen Fgf4 und Shh zustande kommt.

I/ﬁ Prior to SHH {:g\,‘ SHH Dependent

modifiziert nach te Welscher et al., 2002

Fig. 6:  Musterbildung der Extremitiiten in der Maus

Bevor das Shh Signal aktiviert wird, regulieren die Antagonismen Gli3 und dHAND sich
gegenseitig (1). dHand ist fir die Aktivierung des Shh Signals in der Polarisierungszone
verantwortlich. Shh wiederum inhibiert die Prozessierung von Gli3 in die reprimierende Form
Gli3R und aktiviert die Gene Gremlin (Gre) und 5 HoxD (5 Hox) im distalen Mesenchym.
Gremlin aktiviert daraufthin FGF, wodurch die positive Riickkopplungsschleife zwischen Fgf4 und
Shh zustande kommt.
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2.8 Zilien

Nahezu alle Zilien von Eukaryonten weisen eine #hnliche Struktur auf und sind hoch
konserviert. Das Interesse an Zilien ist in den letzten Jahren stark gestiegen, seitdem man
weill, dass durch defekte Zilien eine Reihe von schwerwiegenden Krankheiten entstehen
konnen. Es gibt eine grofle Varianz an unterschiedlichen Zilien-Typen. So gibt es allein beim
Menschen vier verschiedene zilidre Subtypen, die mit menschlichen Krankheiten, wie z.B.
Taubheit, Blindheit, Defekte in der Links-Rechts-Asymmetrie oder polyzystische
Nierenerkrankungen, assoziiert werden: Motile ,,9+2“-Zilien, die z.B. im Atmungstrakt oder
in ependymalen Zellen vorkommen, nicht-motile ,,9+2“-Zilien, die ein Kinozilium von
Haarzellen im Gehorgang bilden, sowie nicht-motile ,,9+0“-Zilien, die renale Monozilien
darstellen und motile ,,9+0“-Zilien, die im Primitivknoten zu finden sind. Jedoch bestehen alle
Zilien aus einem zentralen Mikrotubuli-Biindel, dem Axonem, das von neun
Mikrotubulidubletts gebildet wird, die ein Einzel-Mikrotubuli Paar in der Mitte umgeben. So
entsteht die charakteristische ,,9+2“-Struktur. Eine Ausnahme sind die primiren Zilien in der
Primitivknotenregion der Maus. Diesen Zilien fehlt das zentrale Einzel-Mikrotubuli-Paar in
der Mitte, was zu einer ,,9+0“-Mikrotubuli Struktur in diesen Zilien fiihrt. Ein Dublett-
Mikrotubulus besteht aus einem A- und einem B-Tubulus, wobei der A-Mikrotubulus ein
Mikrotubulus aus 13 Protofilamenten ist und der B-Tubulus nur 10 Protofilamente enthilt.
Diese zusammengefassten Biindel von Mikrotubuli werden von einer Plasmamembran
zylinderartig umgeben.

Genauso wie bei der Muskelkontraktion geschieht die Bewegung der Zilien durch eine
Bewegung des Axonems durch das Ubereinandergleiten von Filamenten. Diese Filamente, die
aus Mikrotubulidubletts bestehen, sind parallel angeordnet und weisen die gleiche strukturelle
Polaritidt auf, da ihre Plus-Enden alle an der &uBeren Spitze des Axonems liegen. Die
Kriimmung des Axonems kommt durch Krifte zustande, die das Ubereinandergleiten der
Dublett-Mikrotubuli im gesamten Axonem antreiben, so dass die Wellenbewegung ohne
Dampfung entlang des Axonems fortpflanzt.

Die Plus-Enden der Mikrotubuli ragen zur Spitze des Ziliums. Das Zilium ist aus mehreren
Untereinheiten aufgebaut (Fig 7). Am Fulle des Ziliums befindet sich der Basalkorper. Dieser
ist eine spezialisierte Zentriole, die von einer perizentriolaren Matrix umgeben ist. An den
Basalkorper schlieBt sich die Ubergangszone an, in der die mikrotubulire Triplettstruktur des
Basalkorpers in die axonemale mikrotubulidre Dublettstruktur umgewandelt wird. Dort
werden auch die Mikrotubulidubletts an der Membran verankert und auch die IFT-Proteine,

die fiir den Auf- und Abbau des Ziliums notwendig sind, sammeln sich dort an. Im distalen
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Teil des Ziliums erscheint nun die charakteristische mikrotubuldre Dublettstruktur, die als

,9+2“ oder als ,,9+0%“-Struktur sichtbar wird (Fliegauf et al.,2007).

Kﬁf_\ Zilienspitze

9+2 Axonem

Ubergangs-
zone

Basalkorper

modifiziert nach Fliegauf et al., 2007

Fig.7:  Aufbau des Ziliums

Das Zilium ist aus mehreren Untereinheiten aufgebaut. Am Fufle des Ziliums befindet sich der
Basalkorper, der das Zilium an der Plasmamembran verankert. An den Basalkorper schliefft sich
die Ubergangszone an, in der die mikrotubulire Triplettstruktur des Basalkorpers in die axonemale
mikrotubuldre Dublettstruktur umgewandelt wird. Im distalen Teil des Ziliums erscheint die
charakteristische mikrotubuldre Dublettstruktur, die z.B. als ,,9+2“-Struktur sichtbar wird.

2.9 Zentrosomen

Ein Zentrosom besteht aus zwei Zentriolen, die von einer perizentriolaren Matrix umgeben
sind (Fig. 8). Die Zentriolen sind zylinderférmige Strukturen von 170x500nm, die sich in
jedem Zellzyklus wihrend der S-Phase duplizieren. Dabei wichst aus jeder Mutterzentriole
eine Tochterzentriole aus, die zu einer vollstindigen Zentriole heranwichst. Eine Zentriole
besteht aus 9 Mikrotubulitripletts und ist entlang der proximo-distalen Achse polarisiert. Die
Mutterzentriole besitzt zusitzlich noch subdistale und distale Anhénge, die es ihr ermoglichen
sich an zytoplasmatischen Mikrotubuli anzuheften und an der Zellmembran anzudocken,

wenn die Zentriole zum Basalkorper umfunktioniert wird.
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Fig.8:  Aufbau eines Zentrosoms

Schematische Darstellung eines Zentrosoms. Ein Zentrosom setzt sich aus einer Mutterzentriole
und einer Tochterzentriole zusammen. Die Zentriolen werden von der perizentriolaren Matrix
umhiillt und von perizentrioldren Filamenten miteinander verbunden. Die Zentriolen bestehen aus
Mikrotubulidubletts, aus A-Tubuli und B-Tubuli. An der Mutterzentriole befinden sich Anhinge,
die es ihr ermoglichen, sich in einen Basalkdrper umzuwandeln und an die Plasmamembran
anzudocken.

Zentriolen sind an der Bildung des MTOC (,,microtubuli organizing centre*) beteiligt. Die
Aufgabe des MTOC ist es, ein Zentrum fiir die Zusammenlagerung der zytosolischen
Mikrotubuli zu bieten und das Wachstum zu starten. Das MTOC besteht in der Regel aus
einem Paar von Zentriolen, die von perizentrioldaren Material umgeben sind. Zwei Proteine
spielen beim Wachstum der Mikrotubuli am MTOC eine wichtige Rolle: y-Tubulin und
Perizentrin. Eine weitere Funktion des MTOC, neben der Organisation der Mikrotubuli, ist es
die Bildung der mitotischen Spindel zu kontrollieren. Bei der Mitose verdoppelt sich zunichst
das Zentrosom, wihrend sich die zytosolischen Mikrotubuli auflésen. AnschlieBend wandern
die Tochterzentrosomen an ihre neuen Positionen in der Nihe des Zellkerns. Hier entwickeln
sie sich zu Zentren der Astral- und Spindel-Mikrotubuli, die spiter die Chromosomen auf die
Tochterzellen verteilen. Eine weitere Aufgabe des MTOC ist es die Polaritit der zelluldren
Mikrotubuli zu bestimmen. So weisen die Minus-Enden der Mikrotubuli stets zum MTOC
oder Basalkorper hin, wihrend die Plus-Enden distal in der Nidhe der Zellmembran oder an
der Spitze der Zilien sind. In der mitotischen Spindel liegen die Minus-Enden der Mikrotubuli

an den Polen, wihrend sich die Plus-Enden am Aquator der Zelle befinden und dort den



2 Einleitung 17

Kontakt zu den Chromosomen herstellen. Die Zentriolen spielen bei der Mitose eine
bedeutende Rolle. Sie befinden sich in einem Zyklus, in der sie ihre Struktur und Anzahl
standig verdndern (Fig. 9). Der Zentriolenzyklus beginnt in der Interphase (Fig. 9A). Denn zu
Beginn der S-Phase verdoppeln sich die Zentrosomen, bleiben jedoch bis zum Beginn der
Mitose als Paar miteinander verbunden (Fig. 9B). In der Prophase trennen sich nun die zwei
Zentriolen-Paare und wandern zu entgegengesetzten Seiten des Zellkerns, wodurch die
Polaritit der sich teilenden Zelle bestimmt wird (Fig. 9C). Bereits zu Beginn der
Zentrosomen-Wanderung werden Astral- und Pol-Mikrotubuli gebildet. Nachdem die
Zentrosomen nun ihr Ziel erreicht haben, hat sich die Kernmembran aufgelost und die an den
gegeniiberliegenden Polen der Zelle befindlichen Zentrosomen sorgen fiir die korrekte
Anordnung der Chromosomen im mitotischen Apparat (Fig. 9D). Nach Ablauf der Mitose
bilden sich aus den Zentrosomen die MTOC der Tochterzellen, die mit dem Aufbau der

zytosolischen Mikrotubuli der Interphase beginnen.

friihe G1-Phase  S-Phase (G2-Phase Mitose

modifiziert nach Bettencourt-Dias und Glover, 2007

Fig. 9: Der Zentrosomenzyklus

Mutterzentriolen sind dunkelgriin, Tochterzentriolen sind hellgriin dargestellt. Nach dem
Verlassen der Mitose, in der frithen G1-Phase, verlieren die Zentriolen in einem Zentrosom ihre
orthogonale Konfiguration. In der spdten G1-Phase bzw. S-Phase beginnen die Zentriolen sich zu
verdoppeln. Die beiden Zentriolen, die zuvor ein Zentrosom gebildet haben, trennen sich nun und
in der spiten G2-Phase haben sich die neuen Tochterzentriolen voll ausgebildet. Beim Ubergang
der G2-Phase zur Mitose trennen sich nun die zwei Zentrosomen, die nun von einer
perizentriolaren Matrix umgeben werden (PCM; gelb markiert) und dienen nun als MTOC.

2.10 Basalkorper

Zentriolen bzw. Zentrosomen fungieren in der Mitose als MTOC. Wenn eine Zelle den

Zellzyklus verlidsst, trennt sich die Mutter- von der Tochterzentriole und die Mutterzentriole
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konvertiert zu einem Basalkorper und wandert zur Membran (Bettencourt-Dias und Carvalho-
Santos 2007). So sind Basalkorper ebenfalls zylindrische Strukturen von ca. 0,4um Lénge und
0,2um Dicke. Sie bestehen aus neun Mikrotubulitripletts, wobei jedes Triplett aus einem A-
Mikrotubulus aus 13 Protofilamenten, einem B-Mikrotubulus aus 10 Protofilamenten und
einem C-Mikrotubulus zusammengebaut ist. Die A- und B-Tubuli der Basalkorper setzen sich
in das Axonem hinein fort, wohingegen die C-Tubuli nur bis zur Ubergangszone zwischen
Basalkorper und Axonem reichen.

Eine proliferierende Zelle besitzt ein Zentrosomenpaar, welches sich in der S-Phase
dupliziert, damit die Zentrosomen als MTOC bei der Zellteilung agieren konnen. Eine Zelle
kann den Zellzyklus jedoch auch verlassen. Dabei wird die Mutterzentriole zu einem
Basalkorper umgewandelt. Der erste Schritt der Umwandlung beginnt damit, dass Cepl110
und Cep97 von der Mutterzentriole abgebaut werden. Die Mutterzentriole wird nun zur
Plasmamembran rekrutiert und kann sich dort Mithilfe von Odf2 verankern. Sie wurde nun
zum Basalkorper umgewandelt und dient als Basis fiir das Zilium, welches in distaler
Richtung auswichst. Wenn die Zelle nun wieder in den Zellzyklus eintritt, beginnen die
Zentriolen sich mit Hilfe von Cep110 zu verdoppeln. In der G2-Phase ist das Auswachsen der
neuen Tochterzentriolen vollendet. Durch Aurora A werden tubulidre Deacetylasen aktiviert,
die die stabilisierten Mikrotubuli des Axonems destabilisieren und damit den Abbau des
Ziliums iniitieren. Der Basalkorper wird nun von der Plasmamembran gelost, und wieder zur
Zentriole umfunktioniert. Die Zentrosomenpaare trennen sich zum Ende der G2-Phase und

konnen nun in der Mitose wieder als MTOC fungieren. (Fig. 10)
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Fig. 10: Konvertierung eines Zentrosoms zum Basalkorper

In mitotischen Zellen besitzt eine Zelle zwei Zentrosomen als Spindelpole, bestehend aus je einer
Mutter- und einer Tochterzentriole (griine zylinderartige Struktur), die von einer perizentriolaren
Matrix (gelb markiert) umgeben werden. Bei einer Zelle, die sich in der G1-Phase befindet und
den Zellzyklus verlassen wird, um ein Zilium auszubilden, werden Cepl10 (blauer Kasten) und
Cep97 (gelber Punkt) von der Mutterzentriole abgebaut, mithilfe von ODF2 (rotes Dreieck)
konvertiert die Mutterzentriole zum Basalkorper und verankert sich an der Plasmamembran. Nun
kann ein Zilium ausgebildet werden. Die Zelle kann die GO-Phase auch wieder verlassen und das
Zilium wird wieder abgebaut. In der S-Phase verdoppeln sich die Zentrosomen, dabei ist fiir die
Biogenese der Tochterzentriole Cepl10 wichtig. Beim Abbau des Ziliums ist Aurora A (pinke,
ovale Struktur) fiir die Aktivierung der Tubulin Deacetylasen wichtig, um den Abbau des Ziliums
und die Konvertierung des Basalkorpers zum Zentrosom zu initiieren.

2.11 Aufbau eines priméren Ziliums

Schon im Jahre 1962 untersuchte Sorokin den molekularen Mechanismus des Aufbaus eines
Ziliums und unterteilte diesen in vier Schritte (in Pedersen et al., 2008 in einem
Ubersichtsartikel beschrieben). Zunichst werden im ersten Schritt zentriolare Vesikel aus
dem Golgi-Apparat entlassen, die sich am distalen Ende der Mutterzentriole dort anordnen,
wo das Axonem auszuwachsen beginnt. Nun beginnt die Zentriole sich in einen Basalkorper
umzuwandeln. Dazu werden die Vesikel eingeschniirt und die Zentriole bildet Anhénge aus,
um sich spiter in der Membran verankern zu konnen. Im zweiten Schritt werden nun

sekundire zentrioldre Vesikel zu dem wachsenden Axonem rekrutiert, wihrend dieser in
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Richtung Membran transportiert wird. Im dritten Schritt der Ziliogenese erreicht das
membran-umgebene Axonem nun die Zellmembran und die zilidare Membran fusioniert mit
der Zellmembran, wobei aus distaler Sicht betrachtet ein Halsketten-dhnliches Muster
erscheint. Der Basalkorper verankert sich mit den Anhédngen in der Zellmembran und nun ist
es dem Zilium moglich, mit Hilfe des intragflagellaren Transport sich in distaler Richtung zu
verlaingern und ein Zilium auszubilden (Fig. 11). Wie wichtig die Verankerung des
Basalkorpers an die Plasmamembran ist, zeigt sich daran, wenn die Anhidnge der
Mutterzentriole fehlen, wie z.B. bei Odf2-/- F9 Zellen (Ishikawa et al., 2005). Zellen, in denen
keine Anhidnge an der Mutterzentriole vorhanden sind, konnen keine primére Zilien
ausbilden. Auch Cepl64 spielt beim Aufbau des Ziliums eine wichtige Rolle. Cep164 ist
ebenfalls ein Basalkorperanhangsprotein und wichtig fiir die Verankerung des Ziliums an die
Plasmamembran. So konnte in Epithelzellen gezeigt werden (Graser et al., 2007), dass
Cepl64 fiir die Verankerung des Basalkorpers an die Plasmamembran verantwortlich ist.
Zellen konnen aber nicht nur Zilien aufbauen, sondern dieses auch wieder abbauen und in den
Zellzyklus wieder eintreten. Allerdings ist der Mechanismus, wie der Basalkorper wieder von

der Plasmamembran losgelost wird bisher nur rudimentér verstanden.
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Fig. 11: Schematisches Modell der vier Schritte fiir den Aubau eines Ziliums

Im ersten Schritt werden aus dem Golgi-Apparat zentrioldre Vesikel entlassen, die sich an das
distale Ende der Mutterzentriole anheften. Im zweiten Schritt werden sekundire zentriolare
Vesikel zu dem wachsenden Axonem rekrutiert. Das Axonem wird nun in Richtung
Plasmamembran transportiert. Im dritten Schritt fusioniert das membran-umgebene Axonem mit
der Plasmamembran. Im vierten Schritt kann nun das Axonem in distaler Richtung auswachsen.
MC=Mutterzentriole, TC=Tochterzentriole, CN=ciliary neckles (halskrausen-dahnliches Muster)
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2.12 Intraflagellarer Transport

Zilien konnen entstehen, aber auch wieder abgebaut werden. Wihrend des Wachstums eines
Ziliums werden an das distale Ende des Flagellums axonemale Untereinheiten angefiigt, um
das Zilium zu verlidngern. Da die Synthese der axonemalen Proteine im Zellkorper raumlich
sehr weit von der Wachstumszone des Ziliums entfernt ist, 16st die Zelle dieses logistische
Problem mit Hilfe des intraflagellaren Transports (IFT). Beim IFT werden flagellare
Membranproteine in Vesikel verpackt und vom Golgi-Apparat zur Basis des Flagellums
transportiert. Da die Proteine auch wieder zuriickgebracht werden miissen, spaltet sich der
intraflagellare Transport in einen anterograden (der durch Motorproteine der Kinesin-Familie
gewihrleistet wird) und in einen retrograden (dessen Funktion Dyneine iibernehmen) auf. So
bestehen die IFT Partikel aus zwei Subkomplexen, den IFTA Komplex, der beim retrograden
Transport eine Rolle spielt und dem IFTB Komplex, der beim anterograden Transport
involviert ist. Beim anterograden Transport spielt die Kinesin-2-Familie eine wichtige Rolle
(Fig. 12). Beim Kinesin-2-Motorkomplex werden zwei Subtypen unterschieden: Der
heterotrimere Komplex, der aus zwei 90 und 85 kDa gro3en Motor-Untereinheiten und einer
nicht bewegungsfihigen Untereinheit, dem Kinesin-Associated-Protein (KAP) gebildet wird
(Scholey, 2003). Beim Mensch und in der Maus werden die zwei Motor-Untereinheiten des
Kinesin-2-Komplexes als Kif3a und Kif3b bezeichnet. Wie wichtig diese beiden Proteine sind
zeigt sich dadurch, dass Knock-out-Méause nicht lebensfihig sind, da sie im Primitivknoten
keine Zilien ausbilden konnen, was zu Heterotaxien fiihrt (Marszalek et al., 1999, Nonaka et
al. 1998, Takeda et al., 1999). Fiir den retrograden Transport des IFT ist eine Isoform des
zytoplasmatischen Dynein2 zustindig (Rosenbaum und Witman, 2002). Bisher wurden vier
verschiedene Untereinheiten des zytoplasmatischen Dynein-2-Komplex identifiziert und

charakterisiert (Rompolas et al., 2007)
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Fig. 12: Der intraflagellare Transport

Der intraflagellare Transport besteht aus dem anterograden IFT und dem retrograden IFT.
Zunichst werden IFT-Partikel an der Basis des Basalkorpers lokalisiert. Der mit Kinesin II
assozierte Komplex A bindet an den Komplex B und wird an die Mikrotubuli transportiert. Dort
wird die Fracht an die Spitze des Ziliums mittels des anterograden Transporters gebracht,

zytoplasmatisches Dynein II iibernimmt die Fracht und transportiert diesen reterograd zum
Zellkorper.

Wie wichtig der intraflagellare Transport fiir die Entwicklung ist, zeigt sich in vielen
Ciliopathien (siehe unten), die in den letzten Jahren molekular untersucht worden sind. Das
der intraflagellare Transport einen EinfluB} auf den Shh-Signalweg hat, konnte in einer IFT88
(Polaris/Tg737) Mutante gezeigt werden (Yoder et al., 2002). Méuse homozygot fiir dieses
intraflagellare Protein sind nicht lebensfiahig und zeigen dramatische Phénotypen, wie z.B.
Defekte in der Links-Rechts-Asymmetrie, ein offenes Neuralrohr und Defekte in der

Musterbildung, sowie prdaxiale Polydaktylie.

2.13 Ciliopathien

In den letzten 10 Jahren wurde als Ursache fiir viele menschliche Krankheiten defekte Zilien

und Basalkorper verantwortlich gemacht. Mittlerweile sind mehrere Duzend sogenannter
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Ciliopathien bekannt, wie z.B. primére zilidre Dyskinesien, das Karthagener-Syndrom, Situs
Inversus, Hydrozephalien, polyzystische Leber- und Nierenerkrankungen, Unfruchtbarkeit
und verschiedene Formen von retinaler Degeneration. Aber auch Mutationen in zilidren
Proteinen konnen sich in menschliche Krankheiten auswirken. So fithren z.B. Proteine, die fiir
den Aufbau oder die Struktur eines Ziliums notwendig sind zu verschiedenen menschlichen
Syndromen, wie z.B. das Bardet-Biedl-, Alstrom-, Meckel-Gruber und das OFD-(oral-facial
digital) Syndrom, welche zu polyzytischem Nierenversagen, retinaler Degeneration, Anosmie,
Polydaktylie und zu Storungen in der Links-Rechts-Asymmetrie fithren konnen. Aber
Ciliopathien koénnen auch zu Phénotypen fiihren, die nicht direkt in Verbindung mit Zilien
gebracht werden, wie z.B. Fettleibigkeit und mentale Retardierung. In den letzten Jahren
wurden einige Krankheitsgene molekular genauer untersucht.

So wurde sowohl im Menschen als auch in der Maus OFDI molekular genauer analysiert.
Mutationen in dem OFD1 Gen kann zu polyzystischer Nierenerkrankung Abnormalitdten im
Gesicht und an den Extremititen fithren. Es konnte gezeigt werden, dass OFDI am
Basalkorper lokalisiert ist und fiir den Aufbau eines Ziliums verantwortlich ist. Durch die
Mutation nun in OFDI konnte gezeigt werden, dass Mutationen an Proteinen, die am
Basalkorper lokalisiert sind, in defekten Zilien resultieren und damit nicht mehr
funktionsfihig sind. Gerade im Fall von OFDI konnte zudem ein Bezug zum Hedgehog-
Signalweg hergestellt werden, denn ein Vergleich mit Mutationen im Gli3 Gen (Greig
Cephalopolysyndactyly und das Pallister-Hall-Syndrom) zeigen in den Patienten einen
dhnlichen Phinotyp wie in den OFDI defizienten Miusen. So konnte auch gezeigt werden,
dass Phénotypen, die mit Holoprosenzephalie in Verbindung gebracht werden, mit einer
Mutation im OFDI und G/i2 Gen assoziiert werden (Mo et al., 197, Vieira et al., 2005).

Das Zilien fiir polyzystische Nierenerkrankungen und retinaler Degeneration verantwortlich
gemacht werden, ist detailliert untersucht worden, aber dass Zilien auch einen Einflufl auf
andere Gewebe und Zelltypen wihrend der Embryonalentwicklung haben, ist neu und wird
erst seit kurzer Zeit analysiert. Fiir diese Analysen sind Mausmutanten unersitzlich, da man
mit ihnen den Einfluf} der Zilien wéhrend der Entwicklung untersuchen kann. So konnte von
Huangfu und Kollegen gezeigt werden, dass die wimple (wim) und flexo (fxo) Mutante,
welche ein offenes Neuralrohr, Gehirndefekte und Abnormalititen an den Extremitéiten
besitzen, durch Mutationen in den IFT172 und IFT88/Polaris Proteinen verursacht werden.
Die Phinotypen sind charakteristisch fiir Defekte im Shh-Signalweg. Durch die
Mutantenanalyse wurde zum ersten Mal deutlich, dass ein intakter intraflagellarer Transport

und molekulare Motorproteine, wie z.B. Kif3a fiir den Shh-Signalweg wichtig sind. Das gilt
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damit auch fiir den Rezeptor Patchedl und den Aktivator Smoothend. Von dem
transmembranen Protein Smo weill man zudem, dass dieses Protein auch am Zilium
lokalisiert ist, dass Organell welches fiir den Shh-Signalweg in Vertebraten wichtig ist. Ein
weit verbreiteter Phdnotyp in vielen Ciliopathien sind Defekte in der Entwicklung der
Extremitidten, die sich in verschiedenen Polydaktylien oder Syndaktylien @uBlern. In den
ektodermalen und mesenchymalen Zellen der Extremititen befinden sich sensorische Zilien,
was daraufhin deutet, dass dort morphogenetische Signale transportiert werden. In der
Polaris-Mutante konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Gli3 nicht mehr
prozessiert werden kann, wodurch die Defekte in den Extremitédten zustande kommen.

Die Beispiele zeigen, dass es unerlésslich ist, weitere Proteine in Mausmutanten mit zilidren
Phinotypen zu identifizieren, um die molekularen Ursachen der menschlichen Ciliopathien

weiter zu entschliisseln.

2.14 Zielsetzung der Arbeit

Wihrend der Gastrulation werden die drei Keimblitter, Mesoderm, Entoderm und Ektoderm
gebildet und der grundlegende Korperbau des Embryos festgelegt. Der Spemann/Mangold-
Organisator wurde zwar schon vor 80 Jahren identifiziert, jedoch ist bis heute noch nicht
vollkommen verstanden wie der Organisator den Embryo auf molekularer Ebene
musterbildet. Der Transkriptionsfaktor Foxa2 ist ein wichtiges Organisatorgen. Bisher sind
allerdings nur wenige Zielgene bekannt, die die Organisatorfunktion bestimmen. Durch die
Identifizierung von neuen Organisator/Foxa2 Zielgenen sollte es gelingen, Einblicke in die
molekularen Mechanismen der Organisatorentstehung zu gewinnen. Eines dieser potentiellen
Zielgene, ein bisher vollig unbekanntes Gen, wurde im Laufe dieser Arbeit molekular und

funktionell im Detail analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung neuer Entoderm und Spemann/Mangold Organisator

Gene

3.1.1 Vergleich des Genexpressionsprofil in Wildtyp und Foxa2-/-

Gastrulationsembryonen

Der Transkriptionsfaktor Foxa2 ist ein wichtiges Organisatorgen und unter den Vertebraten
hoch konserviert. Die Organisatorregion ist eine dynamische Zellpopulation von Zellen, die
Zellen des anterioren definitiven Entoderm (ADE), der Prichordalplatte (PCP), dem
Notochord (NC), dem Primitivknoten, dem anterioren viszeralem Entoderm (AVE) und dem
anterioren Mesoderm ausbilden konnen (Kinder et al.,, 2001). Foxa2 ist nun in dieser
Organisatorregion exprimiert, wie z.B. wihrend der Gastrulation in der Maus im frithen
Organisator, dem AVE, und im anterioren Epiblasten. Spiter ist Foxa2 im Primitivknoten und
Organisatorderivaten, wie z.B. dem anterioren Mesendoderm (AME), dem NC, dem ADE und
der Bodenplatte (Floorplate; FP) exprimiert (Sasaki und Hogan, 1993; Burtscher und Lickert,
2009). In der Bodenplatte sind aber auch andere wichtige Signalmolekiile exprimiert, wie z.B.
Shh (Sonic Hedghog) welches unter anderem fiir die Ventralisierung des Neuralrohrs
verantwortlich ist. Uber die Entstehung des Entoderms und der Organisatorregion, sowie iiber
die Zielgene von Foxa?2 ist nur sehr wenig bekannt. Daher ist es essentiell weitere Zielgene
des Transkriptionsfaktors zu analysieren, um die Entwicklung des Entoderms und die
Organisatorregion und damit die Musterbildung des Embryos besser verstehen zu konnen.
Um neue Gene, die in diesen Prozessen involviert sind zu identifizieren, wurde die
unterschiedliche Genexpressionen von Wildtyp Embryonen und Foxa2-/- Mutanten im
gastrulierenden Embryo (E7,5) verglichen. Um diese Fragestellung analysieren zu konnen,
wurde die Technik der tetraploiden Aggregation verwendet. Mit dieser Methode ist es
moglich eine groBe Menge an Foxa2-/- Mutanten, die aus ES-Zellen gewonnen werden, in
geringer Zeit zu generieren. FoxaZ2 hat im frithen Embryo zwei wichtige Funktionen: Zum
einen im viszeralen Entoderm den Primitivstreifen zu verlingern und zum anderen
entodermale Strukturen und den Primitivknoten auszubilden und damit indirekt die
Musterbildung des frithen Embryos zu steuern. Bei der Methode der tetraploiden Aggregation
werden nun Foxa2-/- ES-Zellen mit fluoreszierenden tetraploiden Wildtyp-Embryonen

aggregiert (Vintersten et al., 2004) und in pseudoschwangere Weibchen transferiert. Bei
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diesen Experimenten tragen die ES-Zellen zum gesamten Embryo bei, die tetraploiden Zellen
dagegen nur zu extraembyonalen Gewebe, wie z.B der Plazenta, aber auch zum viszeralen
Entoderm (siehe Tamplin et al., 2008, Fig. 1). Die Embryonen wurden am Tag E7,5 pripariert
und um zu kontrollieren, dass nur ES-Zellen zur Generierung des Epiblasten beigetragen
hatten, wurden die Epiblastzellen anhand einer negativen UV Fluoreszenfarbe tiberpriift. In
unserem Experiment hatte diese Technik den entscheidenden Vorteil, dass die Funktion von
Foxa2 im extraembryonalen viszeralen Entoderm nicht gestort ist, der Primitivstreifen sich
also am posterioren Ende Richtung distaler Spitze des Embryos entwickeln kann und somit
die Funktion von Foxa2 ausschlieflich im Embryo analysiert werden kann. Ein weiterer
Vorteil ist die im Vergleich zur natiirlichen Zucht sehr schnelle Generierung von Foxa2-/-
Embryonen. Mit Hilfe dieser Technik wurde nun der embryonale Teil von 100 Foxa2-/-
Gastrulationsembryonen im Stadium E7,5 gesammelt (pro Experiment je 50 Embryonen) und
parallel zusitzlich auch die gleiche Menge an Wildty-Embryonen, ebenfalls im Stadium E7,5.
Von den Embryonen wurde anschlieBend RNA isoliert, daraus cDNA mit einem T7-Promotor
mittels reverser Transkription synthetisiert, anschlieBend mittels Polymerasen cRNA
synthetisiert und schlieBlich ein Affymetrix-Gen-Chip MOE430v2 mit einem Gesamt-Genom
Datensatz (39,000 Transkripte) hybridisiert. Dieses Microarray Experiment wurde mit zwei
Replikaten (fiir je Wildtyp und Foxa2-/- Embryonen) wiederholt. Ein drittes Replikat von
Mutanten und Wiltdtyp-Embryonen wurde fiir eine unabhéngige quantitative Validierung der
unterschiedlichen Genexpressionslevel verwendet. Die Microarray-Daten wurden nun
normalisiert und gefiltert, indem die Foxa2-/- Chips mit den Wildtyp-Chips miteinander
verglichen wurden (d.h. sowohl fiir Wildtyp als auch fiir mutante Embryonen vier
Vergleiche). Es wurde nur die Genexpression als reduziert betrachtet, ndamlich die, in der
Foxa2-/- Mutanten, verglichen mit Wildtyp-Embryonen, in zwei von vier Vergleichen
statistisch signifikant herunterreguliert waren (p<0,01). Unsere Hypothese war nun, dass auf
dem Foxa2-/- Chip direkte oder indirekte Zielgene zu finden sein miissten. Zusitzlich sollten
Gene differentiell herunterreguliert sein, welche in Regionen exprimiert sind, die in den
Foxa2-Mutanten fehlen, d.h. Gene, die in Organisatorregionen oder im Entoderm exprimiert
sind. Daher sollten auch die Zielgene, welche positiv von Foxa2 reguliert werden, in den
herunterregulierten Genen zu finden sein. Eine zweite Moglichkeit ist es auch in diesem
Genpool solche Gene zu finden, die in entodermalen Regionen oder in der Organisatorregion
exprimiert sind und dadurch in Mutanten, denen dieses Gewebe fehlt deshalb nicht vorhanden
sind. Um unsere Annahme zu Kkontrollieren, fiithrten wir eine Qualitdtskontrolle in den

herunterregulierten Genen durch. Unsere Annahme wurde bestitigt, indem eine Anzahl von
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validierten Zielgene, die in Organisatorregionen, wie dem Primitivknoten und dem NC, im
AME und ADE exprimiert sind, identifiziert werden konnte (Tab. 1). So war auf den
Genchips ein validiertes Zielgen von Foxa2, namlich Foxal reduziert. Dieser
Transkriptionsfaktor, der auch zu der Familie der Fox-Transkriptionsfaktoren gehort, ist
ebenfalls in der AME und DE Region exprimiert (Sasaki et al., 1993; Ang et al., 1993;
Monaghan et al., 1993). Dieses Ergebnis stimmt auch mit den publizierten Daten iiberein,
niamlich, dass die Expression von Foxal in Foxa2-/- Embryonen (Ang et al., 1994), aber auch
Foxa2 negativen differenzierten ES-Zellen (Duncan et al., 1998) herunterreguliert ist.
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass das Gen Brachyury (T) in Foxa2 -/- Embryonen,
welches im Primitivstreifen, im Primitivknoten und AME am Tag E7.5 exprimiert ist,
reduziert ist (Wilkinson et al., 1990). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass in Foxa2-/-
Embryonen, entstanden durch tetraploide Aggregation, die 7-Expression im Primitivknoten
und AME spezifisch herunterreguliert war, allerdings nicht im Primitivstreifen, sondern nur in
den Regionen, in denen Foxa2 exprimiert ist, d.h. im anterioren Primitivstreifen, im
Primitivknoten und im NC (Dufort et al., 1998). Ein anderes Gen, Foxd4 (frither bekannt als
Fkh-2), war in unserem Datensatz am stirksten herunterreguliert. Auch hier konnte bereits
gezeigt werden, dass in Foxa2-/- Embryonen die Foxd4-Expression in der axialen Mittelline
der Embryonen am Tag E8,5 fast verschwunden ist, ebenso wie im anterioren Neuroektoderm
(ANE). Wir konnten die fehlende Expression von Foxd4 im Primitivknoten und AME am Tag
E7,5 in Foxa2-/- Mutanten ebenfalls bestdtigen (Tamplin et al., 2008). Aber unter den
herunterregulierten Genen konnten auch bekannte DE Markergene identifiziert werden, wie
z.B. Sox17 (Kanai-Azuma et al., 2002), Trh (Hou et al., 2007, McKnight et al., 2007) und
Cerl (Biben et al., 1998), was die publizierten Daten bestitigte, in denen gezeigt werden
konnte, dass die Expression von Cerl in Foxa2-/- Mutanten im Epiblasten reduziert war
(Hallonet et al., 2002). Zusammenfassend wurde unsere Annahme und unser Datensatz
dadurch bestitigt, dass zum einen bekannte Zielgene identifiziert werden konnten und zum
anderen Gene identifiziert werden konnten, die in Regionen exprimiert sind, die in Foxa2-/-
Embryonen fehlen. Durch die Tatsache, dass auch viele Organisatorgene unter den bereits
bekannten Zielgenen von Foxa2 zu finden waren, lag die Vermutung nahe, noch weitere in
diesem Datensatz zu finden, ebenso wie entodermale Marker, da die Anzahl der bereits

bekannten definitiv entodermalen Gene in dem Datensatz ebenfalls sehr hoch war.
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Expressionsdomiine | Gensymbol | Microarray (MOE430v2) | Reduziertes Expressionsmuster in Foxa2-/-
Mutanten (gezeigt durch in situ
Hybridisierung)
PK oder NC Foxd4 -3.74 Tamplin et al., 2008; Kaestner et al., 1995
PK oder NC Foxal -1,56 Ang et al., 1994
PK oder NC T -0.78 Ang et al., 1994; Weinstein et al., 1994; Dufort
etal., 1998
PK oder NC Foxa2 -0.87
PK oder NC Shh -1,43 Ang et al., 1994; Weinstein et al., 1994; Dufort
et al., 1998; Hallonet et al., 2002
PK oder NC Car3 -1,55
PK oder NC Chrd -1,49
PK oder NC Tmprss2 -0,63
PK oder NC Dynlrb2 -0,69
DE Sox17 -0,87
DE Cerl -1,87 Hallonet et al., 2002
DE Foxa2 -0,87
DE Foxal -1,56 Ang et al., 1994
DE Trh -0,79
DE Shh -1,43 Ang et al., 1994; Weinstein et al., 1994; Dufort
et al., 1998; Hallonet et al., 2002
DE GprcSc -1,64
DE Cyp26al -0,40
DE Tmprss2 -0,63

Tab.1: Bekannte entodermale und Organisatorgene, deren Expression in Foxa2-/-
Mutanten signifikant herunterreguliert sind

Zusammenfassung der Gene, die im Primitivknoten (PK), im Notochord (NC) und dem definitiven
Entoderm (DE) exprimiert sind und deren Expression als statistisch signifikant in Foxa2-/-
Embryonen im Stadium E7,5 herunterreguliert sind

(Diese Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Dr. Janet Rossant

durchgefiihrt. Dr. Heiko Lickert aggregierte und préparierte die Wildtyp und mutanten

Embryonen, isolierte die RNA und hybridisierte die Genchips mit dieser RNA. Mitarbeiter

aus dem Rossant Labor wiederholte diesen Versuch mit einem zweiten Affymetrix Genchip

U74Av2. Die Resultate beider Genchips wurden parallel bioinformatisch ausgewertet. Meine

Arbeit begann mit der Auswertung der Daten und die daraus resultierenden Experimente

dieses Projektes wurden von mir durchgefiihrt. Die Resultate dieser Kollaboration wurden in

dem Fachjournal BMC Genomics mit mir als Co-Erstautor verodffentlicht (siehe Tamplin et al.,

2008).)
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3.1.2 Whole-mount in situ Hybridisierungsscreen (WISH)

Um neue entodermale und organisatorspezifische Zielgene des Transkriptionsfaktors Foxa2
zu identifizieren, haben wir die Expressionsdominen neuer Gene mittels WISH analysiert. So
war unsere Annahme, dass zellautonom regulierte Zielgene des Transkriptionsfaktors Foxa2
in den gleichen Expressionsdoménen wie Foxa2 exprimiert sein sollten. Aus diesem Grund
wihlten wir 232 Gene aus (sieche Anhang 6.3.1.), die in den Foxa2-/- Mutanten im Vergleich
zu Wildtyp-Embryonen signifikant herunterreguliert waren. Unsere Wahl fiel auf Gene, die in
ihrer Funktion komplett unbekannt waren und zusitzlich Gene, die mindestens 1,5-fach
signifikant herunterreguliert waren. Es wurden nun die Expressionsdoménen von 232 Genen
mittels whole-mount in situ Hybridisierungen im Stadium E7,5- E9,5 analysiert (Fig. 13). In
28% der Fille (Fig. 13.2; n=65), konnte kein Expressionsmuster in den Embryonen detektiert
werden, da die Gene entweder zu diesem Zeitpunkt zu schwach exprimiert sind oder aus
technischen Griinden, wie z.B. das Hybridisierungssonden nicht sensitiv genug waren. Die
Expression von 49,5% der Gene (Fig. 13.1; n=115) zeigten ein ubiquitires
Expressionsmuster. Diese Gene konnten natiirlich auch von Foxa2 reguliert sein, jedoch
hatten wir fiir diese Gene kein direktes Praselektionskriterium. Dagegen konnte in 12,9% der
Fille (Fig. 13.3; n=30) ein spezifisches Expressionsmuster in Embryonen detektiert werden,
allerdings nicht in entodermalen Regionen oder im Primitivknoten von gastrulierenden
Embryonen. Diese Gene konnten einer nicht-zell-autonomen Regulation durch Foxa2
unterliegen, da in den Foxa2 Mutanten, wie oben beschrieben, die Organisatorregionen
fehlen. Die Genexpression von 6,9% der Gene (Fig. 13.4; n=16) fiel auf entodermale
Regionen. Eine spezifische Expression in der Organisatorregion des Embryos im Stadium
E7.,5 wurde in 2,6% der Gene (Fig. 13.5; n=6) detektiert. Die hohe Anzahl an Genen, die
spezifisch in entodermalen oder Organisatorregionen exprimiert sind, ldsst darauf schlielen,
dass erstens spezifisch fiir solche Gene angereichert wurde und zweitens Foxa2 ein
molekulares Programm steuert, welches Entoderm und Organisatorregionen reguliert. In
bisherigen Veroffentlichungen, in denen die zu analysierenden Gene allerdings willkiirlich
aus cDNA-Banken ausgewihlt wurden, konnten prozentual weniger Gene identifiziert
werden, die in spezifischen Regionen exprimiert sind. So analysierten z.B. auch Sousa-Nunes
et al., 2003 das Expressionsmuster in gastrulierenden Mausembryonen im Stadium E7,5. In
diesem Screen wurde das Expressionsmuster von 1851 Genen analysiert, davon waren 6 Gene
(0,3%) im viszeralen Entoderm exprimiert, keines davon im definitiven Entoderm (0%) und

nur 5 Gene (0,27%) im Primitivknoten.
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1.) ubiquitéres Expressionsmuster (49,5% ; n=115)

2.) kein Expressionsmuster (28% ; n=65)

3.) spezifisches Expressionsmuster (12,9 : n=30)

4.) Expressionsmuster im Entoderm (6,9% : n=16)

5.) Expressionsmuster im Primitivknoten (2,6% ; n=6)

Fig. 13: Ubersicht whole-mount in situ Hybridisierungsscreen

Verteilung der unterschiedlichen Expressionsmuster der potentiellen Zielgene von Foxa2

3.1.3 Gene mit spezifischem Expressionsmuster

Unter den 232 analysierten Genen mittels in situ Hybridisierung konnte in nahezu 13% der
Gene ein spezifisches Expressionsmuster, dass nicht in entodermalen Regionen oder im
Primitivknoten  exprimiert war, detektiert werden. Aufgrund des spezifischen
Expressionsmusters kann bei einigen Genen eine interessante Funktion vermutet werden. So
konnte z.B. bei Colecl2 (collectin sub-family member 12, Fig. 14E) eine Expression in
endothelialen Zellen in den Zwischenrdumen der Somiten, im cerebralen Cortex und
Hippocampus detektiert werden. Coleci?2 ist ein phagozytischer Rezeptor mit derzeit unklarer
Funktion. Auch bei Pcdhl9 (Protocadherin 19) (Fig. 14G, H) konnte eine spezifische
Expression wihrend der Entwicklung detektiert werden. So ist dieses X-chromosomale Gen
im Stadium E7,75 im paraxialen Mesoderm (Fig. 14G) und spiter im Stadium ES8,5 in der
Schwanzknopse exprimiert (Fig. 14H) und in einem Gradienten in dem am meist posterior
gelegenen Somiten. Da diese Region fiir das Wachstum der Somiten und die Segmentierung
verantwortlich ist, ist es sicherlich von Interesse die Funktion dieses Gens weiter zu
untersuchen. Auch das Expressionsmuster von Thsd2 (Thrombospondin2) ist nennenswert.
Thsd2 (auch R-Spondin-3 Vorldufer; Roofplate-specific spondin3, Cabriolet) ist im Stadium
E7,75 im paraxialen Mesoderm exprimiert. Spater E8,5 kann eine starke Expression in der
mesodermalen Schwanzdomine detektiert werden. Zusitzlich ist Thsd2 in der Grenze
zwischen dem Mittelhirn und Hinterhirn im Stadium E9,5 exprimiert. Bis jetzt ist iiber die

Funktion von Thsd2 bekannt, dass dieses Gen ein Aktivator der B-Catenin-Signalkaskade ist,
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welches zu einer TCF-abhéngigen Genaktivierung fithrt. Um zu analysieren, ob 7hsd2 nun ein
direktes oder indirektes Zielgen von Foxa?2 ist, sollten die Expressionsdoménen beider Gene
miteinander verglichen werden und durch Foxa2-/- Mutantenanalyse untersucht werden, ob
Thsd2 durch Foxa2 reguliert wird. Ein weiteres Gen mit einem spezifischen
Expressionsmuster ist Agtrll (Apelin receptorl) (Fig. 14C, D). Auch Agtrll ist in den
endothelialen Zellen der Somitenzwischenrdume exprimiert. Knock-out-Analysen in der
Maus haben gezeigt, dass Mutationen in dem Gen zu einem kardiovaskuldren Phénotyp
fiilhren. Ebenso konnte Pcskl (proprotein convertase subtilisin/kexin type 1) (Fig. 14M, O)
identifiziert werden, welches im Stadium E7,75 in der Mittellinie und spiter im Stadium E8,5
spezifisch in der Vorderhirnregion exprimiert ist. Knock-out-Analysen haben gezeigt, dass
eine Mutation in diesem Gen zur frithen embryonalen Letalitdt fiihrt. Wdr9 (auch Brwdl,
bromodomain and WD repeat domain containing 1) (Fig. 14N) weist eine starke Expression
in der Mittellinie im Vorderhirn und im Hinterdarm auf. Uber die Funktion von Wdr9 sind
bisher keine Details bekannt, aber es wird vermutet, dass dieses Gen als transkriptioneller
Aktivator wirkt und in der Chromatinumgestaltung eine Rolle spielt. Bei dem bisher
unbekannten Rikenklon 26/036h15rik konnte im Stadium E7,5 eine Expression im
Mesoderm und im Stadium E9,0 im dorsalen Neuralrohr und im Mittelhirn eine Expression
im Stadium E9,0 detektiert werden (Fig. 14A, B). Uber die Funktion dieses Rikenklons ist
bisher nichts bekannt. Das Gen Ripk3 ist nur im Stadium E7,5 im Mesoderm exprimiert
(Fig. 14L). Es gehort zu der Superfamilie der Serin/Threonin-Proteinkinasen. Uber die
Funktion von Ripk3 ist nur bekannt, dass es apoptotische Signale begiinstigt. Dagegen konnte
im Fall von Anxa5 (AnnexinA5) gezeigt werden, dass homozygote Miuse fiir dieses Gen
keine phianotypische Besonderheiten aufweisen, da sie lebensfihig und fertil sind. AnxaJ ist in
der Schwanzknospe und in den intersomitischen Epihelzellen im Stadium E9,5 exprimiert.
Ein weiteres spezifisches Expressionsmuster konnte in dem Ghsr Gen (Growth hormone
secretagogue receptor type 1, EST-Klon Mml18004) detektiert werden (Fig. 14F). Im
Stadium ES8,25 konnte eine Expression in der Mittellinie detektiert werden. In fritheren oder
spateren Stadien ist dagegen kein Ghsr mehr exprimiert. Ghsr ist ein Rezeptor von Ghrelin

und stimuliert die Sekretion von Wachstumshormonen.
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Fig. 14: Gene mit spezifischen Expressionsmuster

Expressionsdominen der Gene, die ein spezifisches Expressionsmuster aufweisen, aber nicht in
entodermalen Regionen oder Organisatorregionen exprimiert sind. A, C, L zeigen frithe und spite
Gastrulationsembryonen zum Stadium E7,0-7,5 in lateraler Ansicht. Anterior ist links, distal ist
unten. I, O anteriore Ansicht, G posteriore Ansicht von Embryonen im Stadium E7,75. F, M
anteriore Ansicht, J laterale Ansicht, N posteriore Ansicht im Stadium ES8,25-8,5. B, D, E, H, K, P
laterale Ansicht von Embryonen im Stadium E8,5-9,5. PS=Primitivstreifen, MH=Mittelhirn,
PM-=paraxiales Mesoderm, SK=Schwanzknospe, VH=Vorderhirn
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3.1.4 Gene mit entodermalen Expressionsmuster

Ein wichtiges Ziel unserer Analysen war es mit Hilfe des whole-mount in situ
Hybridisierungsscreen neue entodermale Marker zu identifizieren, um durch die Analyse
dieser Gene die Entwicklung von entodermalen Strukturen besser verstehen zu konnen. Unter
den 232 analysierten Genen waren 6,9% der Gene in entodermalen Doménen exprimiert,
wobei vier Gene ein sehr spezifisches entodermales Expressionsmuster aufwiesen. Zwei
dieser Gene gehoren zu der Familie der Claudine. Die Familie der Claudine ist essentiell fiir
die Ausbildung von Tight-Junctions (Zellkontakte, durch welche Epithelzellen miteinander
verbunden werden) und Dbesteht aus 24 Mitgliedern. Claudine sind kleine
Transmembranproteine, die in vielen Organismen vorkommen und hoch konserviert sind.
Alle Claudine, bis auf Claudinl2, besitzen eine hoch konservierte PDZ-Domine am C-
Terminus, die fiir die Lokalisation an die Tight-Junctions benotigt wird. Proteine, die PDZ-
Dominen enthalten, sind in der Regel Geriistproteine, die fiir die Organisation von
Proteinkomplexen an subzelluliren Kompartimenten verantwortlich sind. Die PDZ-Domine
hat ihren Namen von den ersten drei Proteinen erhalten, die diese Proteindomine besitzen:
das synaptische Protein PSD95/SAP90 (PSD steht fiir Post synaptic density) , das Septate
junction-Protein Discs large, identifiziert aus der Drosophila melanogaster, und das tight
junction-Protein Zonula occludentes-1. Eine spezifisches entodermales Expressionsmuster
konnten nun bei Claudin4 (Cldn4) und Claudin6 (Cldn6) identifiziert werden (Fig. 15A-H).
Sowohl Cldn4 als auch Cldn6 weisen eine starke extraembryonale Expression im Stadium
E6,5-7,75 auf und eine schwache Expression in lateralen DE-Zellen und in der Einstiilpung
des Vorderdarms (Fig. 15A-B, E-F). Im Gegensatz zu Cldn6 kann bei Cldn4 erst eine
Expression in entodermalen Zellen im Stadium E7,5 detektiert werden. Spiter kann eine
Expression der Claudine nur in entodermalen Regionen detektiert werden, wie im Vorder-,
Mittel- und Hinterdarm (Fig. 15C-D, G-H). Zusitzlich zu den beiden Claudinen wies auch
Cpm (Carboxypeptidase M precursor) ein interessantes Expressionsmuster auf. Uber die
Funktion von Cpm ist bisher nur wenig bekannt. Dieses Gen hat eine proteolytische Funktion
und soll eine wichtige Rolle in der Kontrolle von Peptidhormonen und Wachstumshormonen
an der Zelloberfldche spielen. Cpm ist im Stadium E6,5 und E7,5 in einzelnen anterioren DE-
Zellen exprimiert (Fig. 15I- J), spiter E9,0 spezifisch im Vorder-, Mittel- und Hinterdarm
(Fig. 15K) und schlieBlich E9,5 in der Leber und am posterioren Ende des Darms (Fig. 15L).
Auch Cpnl (Carboxypeptidase NI) zeigt ein spezifisches Expressionsmuster im Entoderm.
Auch iiber dieses Gen ist bisher nur wenig bekannt. So ist dieses Enzym fiir die Inaktivierung

der Peptide, wie z.B. die Kinine und Anaphylatoxine wichtig und konnte z.B. eine
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extrazelluldre proteolytische Funktion in der Umgestaltung der extrazelluliren Matrix
besitzen oder Signalmolekiile aktivieren oder inhibieren. Im Stadium E6,5 kann keine
Expression von Cpnl detektiert werden (Fig. 15M). Dagegen im Stadium E7,75 beginnt die
Expression von Cpnl im Primitivknoten und in einzelnen anterioren DE-Zellen (Fig. 15N).
Spiter (E8,5) ist Cpnl stark im Hinterdarm und in der Mittellinie des Embryos exprimiert
(Fig. 150). Im Stadium E9,0 ist die Expression auf das Entoderm und das dorsale Neuralrohr
beschrinkt (Fig. 15P).
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Fig. 15: Gene mit entodermalen Expressionsmuster

Expressionsdomédnen von Cldn4 (A-D), Cldn6 (E-H), Cpm (I-L), Cpnl (M-P). Analyse der
Expressionsmuster in Embryonen zwischen dem Stadium E6,5-9,5. A, E, I, M zeigen Embryonen
zum Stadium E6,5 in lateraler Ansicht. Anterior ist links, distal ist unten. B, F, J, N zeigen
Embryonen zum Stadium E7,5- 7,75. B, F, N, anteriore Ansicht, J laterale Ansicht. C, O ventrale
Ansicht von Embryonen im Stadium ES8,5-9,0. D, G, H, K, L, P zeigen Embryonen in lateraler
Ansicht im Stadium E9,0-9,5. ADE= anteriores definitives Entoderm, BB=Bronchialbogen,
OV=otisches Vesikel, VD=Vorderdarm, LP=Leberprimordium, HD=Hinterdarm, NR=Neuralrohr,
MD=Mitteldarm, PK=Primitivknoten

3.1.5 Gene mit einer Expressionsdoméine im Primitivknoten

Bis jetzt konnten 49 Gene identifiziert werden, die im Stadium E7.5 in der Organisatorregion
exprimiert sind (sieche www.informatics.jax.org/). In unserem Screen konnten wir 10 Gene
hinzufiigen, die in der Organisatorregion exprimiert sind (Tamplin et al., 2008). Dadurch
konnten wir also die Anzahl der bekannten Marker, die im Primitivknoten exprimiert sind um
nahezu 20% erweitern. Unter den Genen, die im Primitivknoten exprimiert sind, sind zwei
vollig unbekannte Rikenklone, bei denen nur in den monozilidren Zellen des Primitivknotens
eine Expression zu detektieren ist: 1700027A23rik (Pitchfork) (Fig. 161, J) und
1700009P17rik (Cep20) (Fig. 16M-0O). Da die monozilidren Zellen des Primitivknotens fiir
die Links-Rechts-Achsendeterminierung des Embryos eine grofe Rolle spielen, ist das
Expressionsmuster dieser Rikenklone besonders hinsichtlich einer hiermit vermuteten
Funktion in der Musterbildung des Embryos interessant. Es wurden zwei
affinitdtsaufgereinigte Antikorper gegen das C-teminale Ende von Cep20 synthetisiert
(Pineda, Berlin). In immunhistochemischen Firbungen konnte bisher gezeigt werden, dass
Cep20 am Zentrosom lokalisiert ist. Die Lokalisation am Zentrosom und die spezifische
Expression in den monozilidren Zellen des Primitivknotens lassen eine Funktion von Cep20
wihrend der Ziliogenese vermuten. Dies wird zusitzlich durch Analysen von McClintock et
al., 2008 bestitigt, in denen gezeigt werden konnte, dass sowohl Pitchfork als auch Cep20 in
zilidren Gewebe hoch angereichert ist. Um zu analysieren, ob Cep20 eine Funktion wihrend
der Ziliogenese hat, wurden Knock-out-Méuse generiert (in Zusammenarbeit mit Dr. Ingo
Burtscher und Wenke Barkey), um die Funktion dieses Rikenklones zu analysieren. In
unserem Screen konnte auch ein weiterer Rikenklon identifiziert werden /171007CO05rik, der
im Stadium E7,5 im Primitivknoten der Maus exprimiert ist (Fig. 16A) und im Stadium E9,0
im posterioren Neuralrohr und im Einflusstrakt des Herzens (Fig. 16B). Ein weiteres Gen ist
MIfl (Myeloid leucemia factor I). Es wird vermutet, dass MIfI ein Transkriptionsfaktor ist,
der p53 aktiviert und den Zellzyklus arretiert (Yoneda-Kato et al., 2005). MIfl ist im
Primitivknoten im Stadium E7,5 exprimiert (Fig. 16C) und spiter im Stadium E10,5 in der
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Aorta-Gonaden-Mesonephros(AGM)-Region (Fig. 16D). Ein weiteres Gen mit einer
organisatorspezifischen Expression ist Dncl2b (Fig. 16H). Dieses Gen kann nur im Stadium
E7.5 in der Primitivknotenregion detektiert werden. Da Dncl2b im Dyneinkomplex lokalisiert
ist und nur in den monozilidren Zellen exprimiert ist, ist eine Funktion wihrend der
Ziliogenese wahrscheinlich. Ebenso ist Cthrcl in dieser Region im Stadium ES8.5 exprimiert
(Fig. 16E). Spiter kann eine Expression zusitzlich im Neuralrohr detektiert werden (Fig. 16F,
G). Cthrcl ist ein sekretiertes Glykoprotein. Yamamoto et al. (2008) konnten zeigen, dass
Cthrcl selektiv in der Aktivierung des planaren Zellpolaritits(PCP)signalweges durch Wnt
Proteine involviert ist. Obwohl Cthrcl-/- Miause keinerlei phinotypischen Auffalligkeiten
aufweisen, zeigen Miuse, die zusitzlich eine heterozygote Mutation eines weiteren PCP-
Gens, Vangl2, tragen, phianotypische Defekte, die fiir Mutationen im PCP-Signalweg typisch
sind, wie z.B. ein offenes Neuralrohr. Nptx2 (neuronal pentraxin 2) ist ein weiteres Gen,
welches wir im Screen identifizieren konnten. Im Stadium E7,75 ist Np#x2 in der Mittellinie
und in den Herzvorlduferzellen exprimiert (Fig. 16K). Einen Tag spiter E8,5 kann eine
Expression nur im Ausflusstrakt des Herzens detektiert werden (Fig. 16L). Eine Analyse von
Knock-out-Médusen zeigte, dass Nptx2 eine Funktion im Nervensystem und in der
Augenentwicklung haben muss. In unserem Screen konnten alleine drei Gene identifiziert
werden, die in der Organisatorregion exprimiert sind und wahrscheinlich eine Funktion
wihrend der Ziliogenese haben. Dies macht deutlich, wie eng die Organisatorregion und
Zilien miteinander verkniipft sind und dass Studien am Primitivknoten eine gute Moglichkeit

bieten, Fragestellungen zur Ziliogenese zu analysieren.
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Fig. 16: Gene mit einer Expressionsdomiine im Primitivknoten

Bei Dncl2b (H), Pitchfork (1,J) und Cep20 (M,N) kann nur im Primitivknoten im Stadium E7,5-
7,75 eine Expression detektiert werden. Bei 171007CO05rik (A,B), MIfl (C,D), Cthrcl(E-G) und
Nptx2 (K,L) ist auch zu einem spiteren Zeitpunkt der Entwicklung eine Expression vorhanden.
PK=Primitivknoten, EFT=Einflusstrakt, AGM=Aorta-Gonaden-Mesonephros, PCP=Prichordal-
platte, PNC=posteriores Notochord, AFT=Ausflusstrakt
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3.1.6 Analyse neuer definitiver entodermaler Marker

Am Tag E6,5 umhiillt das viszerale Entoderm den Epiblasten und das extraembryonale
Ektoderm (siehe Fig. 17A). Der Epiblast tragt zur Bildung des spiteren Embryos bei,
wohingegen der viszerale Dottersack zusammen mit dem Trophektoderm zur Bildung der
fetalen Plazenta beitrigt. Am Tag E6,5 wird nun die Gastrulation eingeleitet. Zu diesem
Zeitpunkt bildet sich der Primitivstreifen an der posterioren Seite des Embryos aus. Zellen
durchwandern eine eptheliale-mesenchymale Transition und wandern aus dem Epiblasten aus.
Diese Zellen werden entweder zu definitivem Entoderm und verdriangen das dariiberliegende
viszerale Entoderm oder werden zu mesodermalne Zellen, die nun eine Zellschicht zwischen
dem Epiblasten und dem definitiven Entoderm bilden. Die Gastrulation schreitet bis zum
Stadium E7,5 voran, und endet, wenn die Organisatorregion als Primitivknoten am distalen
Ende des Embryos sichtbar wird. Nun ist dieser Prozel3 abgeschlossen und der Embryo wird
nicht mehr von viszeral entodermalen Zellen umgeben. Bis heute ist kein Gen bekannt,
welches nur im definitiven Entoderm exprimiert ist. Das Interesse an solchen Markern ist
allerdings fiir die Stammzellbiologie als diagnostischer Marker sehr gro3. Um zu testen, ob
die in unserem Screen identifizierten entodermalen Gene nur im definitv entodermalen
Gewebe exprimiert sind, da wir bei Cldn4 und Cpnl nur im Stadium E7,5, allerdings nicht im
Stadium E6,5 eine Expression in embryonalen Gewebe detektieren konnten, priparierten wir
jeweils 100 Wildtyp-Embryonen im Stadium E6,5 und E7,5. Wir separierten den
extraembryonalen Abschnitt von dem embryonalen Abschnitt, um davon ausgehen zu konnen,
dass im embryonalen Teil im Stadium E6,5 viszerales Entoderm und im embryonalen Teil im
Stadium E7,5 ein paar wenige viszeral entodermale Zellen aber vor allem definitives
Entoderm vorhanden ist. Wir synthetisierten zunidchst RNA aus den Gewebestiicken und
anschliefend cDNA (Fig. 17A). Es wurden nun PCRs auf die unterschiedlichen cDNAs mit
verschiedenen Primerpaaren, die an die Cldn4, Cldn6, Cpm und Cpnl cDNA binden,
durchgefiihrt. Die Analyse der PCR-Produkte ergab, dass Cldn4 und Cpnl im embryonalen
Gewebe im Stadium E6,5 nicht exprimiert sind, sondern erst im Stadium E7,5 (Fig 18).
Dieses Ergebnis stimmt mit unseren Expressionsdaten iiberein, da wir erst im Stadium E7,5
bei beiden Markern eine embryonale Expression detektieren konnten. Da also im viszeralen
Entoderm im Stadium E6,5 fiir Cldn4 und Cpnl keine Expression detektiert werden konnte,
aber im Stadium E7,5 beide Marker exprimiert sind, wird durch dieses Experiment deutlich,
dass von den 13 Genen, die wir in dem Screen als entodermale Gene identifiziert haben, zwei
davon ausschlieBlich in definitivem Entoderm exprimiert sind. Diese Gene konnen in der

Zukunft als diagnostischer Marker in der Embryologie und Stammzellbiologie dienen.
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Fig. 17: Ubersicht zum Versuchsaufbau um viszeral entodermale und definitv entodermale
Marker zu unterscheiden

Es wurden 100 Wt und Foxa2-/- Embryonen im Stadium E6,5 und E7,5 pripariert. An den
Embryonen wurde der extraembryonale vom embryonalen Abschnitt getrennt. Aus dem Gewebe
wurde RNA gewonnen und anschlieBend cDNA synthetisiert
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Fig. 18: Analyse vier entodermaler Marker mittels PCR

Es wurden PCRs auf vier verschiedenen cDNAs (embryonal und extraembryonal im Stadium
E6,5, embryonal und extraembryonal im Stadium E7,5) mit fiinf Pimerkombinationen (Cldn4,
Cldn6, Cpm, Cpnl, [-Aktin) durchgefiihrt. Die Analyse ergab, dass Cldn6 und Cpm in allen
Geweben im Stadium E6,5-E7,5 exprimiert sind. Dagegen sind Cldn4 und Cpnl nicht im
embryonalen Teil des Embryos im Stadium E6,5 exprimiert, sondern nur im extraembryonalen
Teil des Embryos im Stadium E6,5 und im Stadium E7,5. Eine PCR auf fS-Aktin wurde als
Positivkontrolle durchgefiihrt.
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3.2 Die molekulare und funktionelle Analyse von Pitchfork, einem neuen

Organisatorgen

3.2.1 Bioinformatische Analyse

Wir fokussierten uns auf einen bisher vollig unbekannten Rikenklon 1700027A23rik aufgrund
des spezifischen Expressionsmusters im Primitivknoten. Wir nannten dieses bisher funktionell
nicht annotierte Gen Pitchfork (Pifo), welches spezifisch in den monozilidren ,,Pit“-Zellen im
Primitivknoten exprimiert ist. Die ,,Pit“-Zellen spielen bei der Organisation des Embryos eine
groBe Rolle. So besitzt jede Zelle in dieser Region ein motiles Zilium. Durch die
Beweglichkeit der Zilien wird ein Fliissigkeitsstrom erzeugt, der sogenannte ,,nodal-flow*.
Dieser transportiert Morphogene des Nodal/TGFB-Signalweges auf die zukiinftige linke Seite
des Embryos, wodurch die Links-Rechts-Achse des Embryos determiniert wird. Durch die
spezifische Expression von Pifo in diesen fiir die Entwicklung so wichtigen Zellen vermuteten
wir auch eine wichtige Funktion von Pifo wihrend der Entwicklung. Da nichts iiber dieses
Gen bekannt war, analysierten wir zunichst Pitchfork bioinformatisch (in einer Kooperation
mit Dr. Dietrich Triimbach, Abteilung fiir Entwicklungsgenetik). Mittels der Genomatix-
Software konnten zwei unabhédngige Transkriptionsstartpunkte ermittelt werden, aus denen
zwel verschiedene RNA-Isoformen resultieren, die Proteine von 207 und 246 Aminosiduren

kodieren (Fig. 19).

P1TSS 1 Chr 3.105.795.875 - 105.817.564 P2 P3TSS 2

— = Pitchfork

-———| 0C100043591

Fig. 19: Analyse von Pitchfork mittels Genomatix Software

Mittels Genomtaix Software wurden drei unterschiedliche Promotoren ermittelt (P1-P3), aus
denen zwei unterschiedliche mRNA-Transkripte von zwei unabhédngigen Transkriptions-
startpunkten (TSS1 und TSS2) resultieren

Ein weiterer Grund, neben der spezifischen Expression, weshalb wir uns fiir die funktionelle

Analyse dieses Rikenklones entschieden war, dass Pitchfork unter den Chordatieren sehr hoch
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konserviert ist. Die chorda dorsalis ist das urspriingliche innere Achsenskelett aller
Chordatiere, auch Notochord genannt. Das Notochord ist eine transiente Struktur und wird
spater in der Entwicklung durch die Wirbelsédule ersetzt. Da nun Pifo unter den Chordatieren
hoch konserviert ist und in keinem anderen Organismus vorkommt, lag die Vermutung nahe,
dass Pifo bei der Bildung des Notochords eine Rolle spielen konnte. Dies wire zudem
konsistent mit der Identifizierung von Pifo als potentielles Zielgen von Foxa2. Die
bioinformatische Analyse der Aminosduresequenz ergab, dass die lange Proteinisoform eine
N-terminale coiled-coil Doméne beinhaltet (Fig. 20; gestrichelte Linie). In beiden Protein-
Isoformen ist eine DUF1309-Domiéne zu finden (Domain of unknown function; Fig. 20;

unterstrichene Sequenz).
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Fig. 20: Pifo ist unter den Chordatieren hoch konserviert

Der Vergleich der Aminosduresequenz mehrerer Spezien ergab eine evolutiondre Konservierung
Pitchforks in Chordaten und eine hohe Konservierung der C-terminalen Region. Die N-terminale
coiled-coil-Domine ist durch die gestrichelte Linie gekennzeichnet, die DUF1309-Doméne durch
die durchgezogene Linie. Die durch einen Kasten markierte Region stellt das Epitop fiir die
Antikorper Produktion dar.

Diese Domine ist hoch konserviert und kann unter anderem auch in drei Proteinen einer
Genfamilie gefunden werden: Odf3 (Outer dense fiber 3), Odf3-likel, und ODF3-like2
(Fig. 21). Es konnte gezeigt werden, dass Odf2 und Odf3 in verschiedenen, aber sich
tiberlappenden Regionen im Spermienschwanz exprimiert sind und deren Aufgabe es ist, dort
axonemale Mikrotubuli zu stabilisieren (de Carvalho et al., 2002). Odf2 hat aber zuséitzlich
noch eine weitere wichtige zellbiologische Funktion. Fiir die Basalkorperreifung in Zellen,

die ein priméres Zilium bilden wollen, spielt Odf2 eine grofle Rolle (Ishikawa et al., 2005).
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Fig. 21: Die DUF1309-Domine von Pitchfork ist zu der Doméine der ODF-Familie hoch
konserviert

Ein HMM-Vergleich der DUF1309-Doméne von Pitchfork mit Familienmitgliedern der ODF-
Familie. Die Domine endet mit der Aminosdure an Position 21. Finf Aminosduren wurden
hinzugefiigt, um den Vergleich zu vervollstindigen.

3.2.2 Generierung zweier affinititsaufgereinigter Antikorper gegen Pitchfork

Um endogenes Pitchfork in vivo und in vitro genauer analysieren zu konnen, wurden von der
Firma Pineda (Berlin) zwei polyklonale Antikérper aus zwei Kaninchen gegen die
konservierte Region am C-terminalen Ende synthetisiert (Fig. 20; eingerahmte Sequenz). Da
das C-terminale Ende in den miteinander verglichenen Chordaten hoch konserviert war,
entschieden wir uns fiir die Generierung der Antikorper gegen diese Region, um Antikorper
zu erzeugen, die das humane und murine Pifo erkennnen. Es wurde die Spezifitit eines der
beiden affinitidtsaufgereinigten Antikorper (Pifol) im Westernblot getestet. Dazu wurde eine
DNA-Sequenz amplifiziert und im Leserahmen vor die lange Pifo-Isoform kloniert, die fiir
ein 5kDa groBle Affinititskassette (TAP, tandem affinity purification) (Glockner et al., 2007)
kodiert. Dieses TAP-Pifo-Konstrukt wurde in HEK293T-Zellen iiberexprimiert, und 48h nach
der Transfektion wurden die Zellen lysiert. Im Westernblot konnte eine spezifische Bande bei
der erwartenden Grofle (~33kDa) detektiert werden. Um nun die Spezifitit des Antikdrpers zu
testen, wurde die Membran, auf die die Proteine transferiert worden waren, vor der
Antikorperinkubation mit dem Peptid fiir 2h bei Raumtemperatur geblockt. Nach
anschlieBender Antikorperinkubation konnte auf diesem Blot keine Bande mehr detektiert
werden, da der Antikorper an das Peptid mit dem spezifischen Epitop gebunden hatte
(Fig. 22A).
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Fig. 22: Analyse des Pitchfork Proteins und der generierten Antikorper

Ein Lysat von HEK293T-Zellen, die zuvor mit TAP-tag-Pifo transfektiert worden waren, wurde
mittels Western Blot analysiert. Der affinititsaufgereinigte Pifo-Antikorper detektiert eine
spezifische Bande bei ~33 kDa, die nicht mehr detektiert werden kann, nachdem die Membran
zuvor mit dem Peptid, dass das Epitop beinhaltet, geblockt wurde (A). Mittels einer nuklearen und
zytoplasmatischen Fraktion eines Testis-Lysats konnen zwei unterschiedliche Pifo-Isoformen mit
Hilfe einer Western Blot-Analyse detektiert werden (B).

3.2.3 Analyse der zwei unterschiedlichen Pitchfork Isoformen

Die bioinfomatische Analyse von Pifo ergab, dass zwei Promotoren die Expression zweier
mRNA-Isoformen regulieren. Die ldngere Isoform wird in ein Protein translatiert, das eine
coiled-coil-Domine besitzt, die besonders hdufig in zentrosomalen Proteinen zu finden ist.
Die kurze Isoform (Acc-Pifo) wird dagegen in ein Protein translatiert, dem diese Doméne
fehlt. Ab dem zweiten Exon unterscheiden sich beide Transkripte allerdings nicht, daher
besitzen auch beide Isoformen die DUF1309-Domiine.

Um zu analysieren, ob die zwei unterschiedlichen Pitchfork-Isoformen in unterschiedlichen
Gewebe oder unterschiedlichen Zellkompartimenten vorkommen, wurde adulter Testis lysiert
und die zytoplasmatische und nukleare Fraktion getrennt. Im Western Blot konnten nun zwei
unterschiedlich grof3e Proteinbanden in den zwei Fraktionen detektiert werden (Fig. 22B). Die
GroBen der beiden Proteine entsprachen ungefihr der zu erwartenden GroéBen von 28,16 kDa
und 23,43 kDa. In der nuklearen Fraktion wurde die lange Isoform, in der zytoplasmatischen
Fraktion die kurze Isoform detektiert. Dieses Resultat deutet daraufhin, dass die coiled-coil-
Domiine fiir die Lokalisation im Nukleus verantwortlich ist und bestétigt die bioinformatische
Analyse, dass zwei verschiedene Promotoren ein langes und ein kurzes Pifo-Transkript im
adulten Testis transkribieren sowie zwei Proteinisoformen in unterschiedlichen

Zellkompartimenten translatiert werden.
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3.2.4 Die coiled-coil Domine von Pitchfork ist fiir die Kernlokalisation verantwortlich

Um zu analysieren, welche der Proteindominen fiir die subzellulire Lokalisation
verantwortlich ist, klonierten wir ein GFP-Konstrukt N-terminal an die lange (siehe Fig.19;
mus musculus long) und kurze Pifo-Isoform (siehe Fig. 20; mus musculus short). Beide
Konstrukte wurden dann in HEK293T- und NIH3T3-Zellen transfektiert und nachfolgend die
GFP-Pifo und GFP-AccPifo-Lokalisation wihrend des Zellzyklusses untersucht (Fig. 23 und
Fig. 24), um zu erkennen, ob sich wihrend des Zellzyklus die subzelluldre Lokalisation
verandert. Beide Zellinien zeigten &hnliche Resultate. Die Zellen wurden nach
immunohistochemischen Firbungen analysiert. Dies ergab, dass GFP-Pifo in Interphasezellen
im Nukleus lokalisiert ist (Fig. 23A-C). Sobald die Zelle in die Prophase geht und sich die
Kernhiille auflost, ist die lange Pifo-Isoform nicht linger ausschlieBlich nuklear sondern auch
zytoplasmatisch lokalisiert. Zusitzlich kann auch eine Lokalisation am Zentrosom detektiert
werden (Fig. 23A-C, G-J). Die Lokalisation von GFP-Pifo am Zentrosom kann zu einem
spéteren Zeitpunkt der Mitose nicht mehr detektiert werden (Fig. 23J-L). Zu diesem Zeitpunkt
ist GFP-Pifo gleichmiéBig im Zytoplasma lokalisiert.
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Fig. 23: Lokalisation von GFP-Pifo wiihrend des Zellzyklus

HEK?293T-Zellen wurden mit GFP-Pifo transfektiert, immunohistochemisch mit Yy-Tubulin
angefirbt und die Lokalisation von GFP-Pifo wihrend des Zellzyklus analysiert. Analyse der
Lokalisation in Interphasezellen (A-C), Prophasezellen (D-F), Prometaphasezellen (G-I) und
Anaphasezellen (J-L).

Im Gegensatz dazu ist das Konstrukt ohne die coiled-coil-Domine (GFP-AccPifo) bereits in
Interphasezellen zytoplasmatisch lokalisiert (Fig. 24A). Auch hier ist jedoch die kurze
Isoform nur in Zellen, die sich in der Prophase befinden am Zentrosom lokalisiert (Fig. 24A-

B). Im weiteren Verlauf des Zellzyklus ist die Lokalisation von GFP-Pifo und GFP-AccPifo
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dhnlich (Fig. 24C). Diese Uberexpressionsanalyse von der langen und kurzen Pifo-Isoform
machen deutlich, dass die coiled-coil-Doméne von Pitchfork fiir die Kernlokalisation
verantwortlich ist. Zusitzlich konnten diese Ergebnisse daraufhin deuten, dass die DUF-

Domine fiir die Assoziation mit den Zentrosomen entscheidend ist.

Interphase Prophase Metaphase

+

v—Tub. +DAPI

Fig. 24: Lokalisation von AccGFP-Pifo wiihrend des Zellzyklus

HEK?293T-Zellen wurden mit AccGFP-Pifo transkektiert, immunohistochemisch mit y-Tubulin
angefarbt und die Lokalisation von GFP-Pifo wihrend des Zellzyklus analysiert. Analyse der
Lokalisation in Interphasezellen (A), Prophasezellen (B) und Metaphasezellen (C).

3.2.5 Pitchfork hat eine reprimierende Funktion im Nukleus

Da in der nuklearen Fraktion des Testis-Lysats die kurze Pifo-Isoform detektiert werden
konnte (Siehe Fig. 22B), stellte sich nun die Frage, ob Pitchfork eine Funktion im Nukleus,
z.B. als reprimierender oder aktivierender kotranskriptioneller Faktor hat. Da Pitchfork keine
offensichtliche DNA-Bindungsdoméne hat, kann Pifo hochstens als Transkriptionsfaktor
koregulieren. Diese Fragestellung wurde anhand eines Dual-Luciferase®-Reporter-Assays
(Promega) analysiert. Bei dieser Methode kann die Genregulation, primir die transkriptionelle
Kontrolle eines Gens bestimmt werden. Dazu wurde der pGL3-Enhancer (Promega) Vektor
verwendet. Dieses Reporterkonstrukt beinhaltet fiinf Kopien der Gal4-Bindestelle und eine
SV40-Enhancer-Region, welche hinter einem Luciferase-Gen und einem poly(A)-Signal
lokalisiert ist. Das zu analysierende Gen wird hinter einen starken CMV-Promotor und einer
Gal4-Bindungsdomine in einen Vektor kloniert und in die Zellen kotransfektiert. Nach der
Bindung des zu analysierenden Gens mit seiner Gal4-Bindungsdomédne an das

Reporterkonstrukt wird die Luciferase aktiviert.
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Die Messung der Biolumineszens wird quantifiziert und ist proportional zur transkriptionellen
Aktivitdt des zu analysierenden Gens. Um nun zu analysieren, ob Pitchfork eine
regulatorische Funktion im Nukleus hat, wurde Pifo hinter einen starken CMV-Promotor mit
einer Gal4 Bindungsdomine kloniert (pCMV-Gal4-Pifo) (Fig. 25C). Es wurden HEK293T-
Zellen mit dem pGL3-Enhancer alleine transfektiert, um die Basalaktivitit zu messen
(Fig. 25A), der pGL3-Enhancer mit einem starken Repressor (pCMV-Gal4-BcoR) als
Positivkontrolle kotransfektiert (Fig. 25B) und ebenso der pGL3-Enhancer mit dem pCMV-
Gal4-Pifo Konstrukt in verschiedenen Konzentrationen cotransfektiert (Fig. 25C). Die Zellen

wurden nach 30h lysiert und anschliefend sofort am Luminometer analysiert.

A | i
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Fig. 25: Verwendete Konstrukte, um eine nukleire Funktion von Pitchfork zu analysieren

Der pGL3-Enhancer wurde als Reporterkonstrukt verwendet, eine Transfektion in HEK293T-
Zellen, spiegelt die Basalaktivitidt wieder (A). Als Positivkontrolle wurde zum Reporterkonstrukt
ein starker Repressor kotransfektiert (B). Ebenso wurde zum Reporterkonstrukt CMV-Pifo-Gal4
kotransfektiert (C), um eine regulatorische Funktion zu analysieren. HEK293T-Zellen wurden mit
Lipofectamin transfektiert, und 30h nach der Transfektion lysiert und am Luminometer
ausgewertet.

Die gemessene Firefly-Luciferase-Aktivitit wurde mit der Renilla-Luciferase-Aktivitit
normalisiert und ausgewertet (Fig. 26). Wie zu erwarten zeigte die Kotransfektion mit dem
starken Repressor BcoR (Huynh et al., 2000) eine bis zu 10fach verminderte Aktivitidt des
Luciferase-Enzyms. FEin Kotransfektion mit einem Kontrollplasmid zeigte, dass die
Luciferase-Aktivitdt durch den Vektor nicht beeintrichtigt war. Eine Kotransfektion mit dem
pCMV-Gal4-Pifo-Konstrukt in verschiedenen Konzentrationen wies nach, dass Pifo eine
starke reprimierende Funktion hat. Die Renilla-Aktivitit war dabei nicht beeinflusst, woraus
geschlossen werden konnte, dass keine generellen Auswirkungen auf den Zellmetabolismus
oder apoptotischen Effekte vorhanden war. Eine Kotransfektion der gleichen Konzentration

an BcoR und Pifo zeigte, dass Pifo eine dreifach stirkere reprimierende Funktion hat als der
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BcoR-Repressor. Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Pitchfork im Nukleus eine stark
reprimierende Funktion hat. Um diese Funktion im Detail zu analysieren, werden jedoch
weitere Analysen notig sein, da keine DNA-Bindungsdominen in der Pitchfork-Sequenz
gefunden werden konnten. Auch durch die Tatsache, dass die kurze Isoform im Nukleus in
der Western Blot-Analyse detektiert werden konnte, entstehen weitere Fragestellungen, z.B.
inwieweit das Fehlen der coiled—coil-Domine fiir diese reprimierende Funktion

verantwortlich ist.
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Fig. 26: Pitchfork hat im Nukleus eine reprimierende Funktion

Auswertung der Luciferase-Aktivitdit am Luminometer. kotransfektion eines Kontrollplasmids
(pcs2+) zeigt keine verdnderte Luciferase-Aktivitiat im Vergleich zum Reporterkonstrukt (Gal4).
Kotransfektion von 1um BcoR zeigt eine bis zu 10fache reprimierende Aktivitit der Luciferase-
Aktivitdt. Kotransfektion verschiedener Konzentrationen an Pitchfork zeigt eine starke
reprimierende Funktion (je nach Konzentration 5 bis 30fach). Es wurden drei unabhiingige
Experimente zusammengefasst. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

3.2.6 Analyse der subzelluliiren Lokalisation von Pitchfork

Um die subzelluldre Lokalisation von Pitchfork in der Ultrastruktur zu analysieren, wurde auf
gastrulierenden Embryonen E7,5 eine Immunfarbung mit goldgekoppelten Zweitantikdrper
durchgefiihrt. Die Region des Primitivknotens wurde anhand eines
Transmissionselektonenmikroskops (EM10CR Zeiss) mithilfe von Ultradiinnschnitten
genauer analysiert (Fig. 27) (mit Hilfe von Frau Jennen, Abteilung fiir Zytometrie). Die
ultrastrukturelle Analyse ergab, dass das Pifo-Protein im Nukleus, im Golgiapparat und in
Vesikeln des trans-Golgi-Netzwerkes lokalisiert ist (Fig. 27A). Zusitzlich konnte auch eine
Lokalisation an der Plasmamembran, in der Nihe der zilidren Axoneme detektiert werden

(Fig. 27B-C).
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Fig. 27: Subzellulire Lokalisation von Pitchfork

Die ultrastrukturelle Analyse ergab, dass Pitchfork im trans-golgi-Netzwerk und im Nukleus (A),
entlang der Zilien (B) und in Vesikeln (C) exprimiert ist. TGN=Trans-golgi-Netzwerk,
PM=Plasmamembran

Immunofarbungen mit fluoreszierenden Zweitantikorpern auf adulten Testis ergab zudem,
dass Pifo entlang der stabilisierten Mikrotubuli von Spermienschwinzen in adulten
Spermatozyten in Form von kleinen Partikeln lokalisiert ist (Fig. 28A, B).
Fluoreszenmarkierte Immunofiarbungen von Pifo auf Mausembryonen E7,5 zeigten ebenso,
dass in der Primitivknotenregion in den sogenannten ,,Pit*“-Zellen Pifo ebenfalls in kleinen
Partikeln an den stabilisierten Mikrotubuli und den priméren Zilien lokalisiert ist (Fig. 28C,
D). Da die Pifo-Lokalisation groBe Ahnlichkeiten mit der Lokalisation der intraflagellaren
Proteinen und den damit assoziierten Mikrotubuli-Motorproteinen zeigt (Rosenbaum und
Witman, 2002) und zudem in Studien von McClintock et al., 2008 gezeigt werden konnte,
dass Pifo-mRNA in anderen zilidaren Gewebe hoch exprimiert ist, deutet dies auf eine

Funktion von Pifo wihrend der Ziliogenese hin.
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Fig. 28: Pitchfork akkumuliert in Vesikeln an stabilisierten Mikrotubuli

Koimmunohistochemische Fiarbungen von adultem Testis und den Zellen im Primitivknoten im
Mausembryo E7,5 mittels konfokaler Mikroskopie (einzelne optische Schnitte, 63x VergroBerung,
3x Zoom) ergab, dass Pifo in Vesikeln entlang der Spemienschwiinze (B) des adulten Maustestis
(A) und entlang der stabilisierten Mikrotubuli der Zellen im Primitivknoten exprimiert ist (C, D).
DAPI=4',6-Diamidino-2-phenylindol, acet. Tub.=acetyliertes Tubulin,

3.2.7 Generierung des Pitchfork™%* Allels

Um die Funktion von Pitchfork in vivo im Detail analysieren zu konnen, wurde eine NLS-
lacZ (nuclear localisation sequence [-Galaktosidase)-Kassette in das offene Leseraster des
zweiten Exons kloniert, um den kodierenden Leserahmen vom zweiten bis zum sechsten
Exon zu entfernen (Fig. 29). Dazu wurde ein Vektor (wie in Fig. 29 dargestellt und detailliert
in Material und Methoden 5.2.1.5. beschrieben) kloniert. F1-ES-(embryonale Stammzellen)-
Zellen (IDG3.2; Hitz et al., 2007) wurden mit dem Ascl-linearisierten Vektor pL254 Pifo-
NLS-lacZ-neo elektroporiert. Anschlieend wurden die elektroporierten Klone mit Neomycin
(300ug/ml G418) iiber 7 Tage hinweg selektioniert. Die Neomycin resistenten Klone wurden
individuell expandiert. Um die homologe Rekombination an dem Pifo-Lokus zu iiberpriifen,
wurden die ES-Klone per Southern Blot analysiert (Fig. 29B, C). Zunichst wurde die
genomische DNA enzymatisch verdaut (fiir die 3"Probe mit Bgll und fiir die interne lacZ-
Probe mit Ncol) und die DNA auf eine Membran transferiert. Nun wurden die ES-Zellen mit
einer 3”-Probe, die auBerhalb der homologen Region bindet, und einer internen lacZ-Probe
hybridisiert. Korrekte in den Pifo-Lokus rekombinierte Klone zeigen einen RFLP (restriction
fragment length polymorphismus) von 9,5kb, wihrend das Wildtyp-Allel bei 10,5kb zu
detektieren ist (Fig. 29B). Um zu zeigen, dass der Vektor nicht mehrfach in das Genom
integriert hatte, wurde eine zusitzliche Southern Blot-Analyse mit der internen lacZ-Probe
durchgefiihrt. In dieser Southern Blot-Analyse zeigten die positiven Klone nur in dem Falle

einer einmaligen Rekombination in den Pifo-Lokus eine Bande der Grofle 6,5 kb (Fig. 29C).
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Es wurden drei homolog rekombinierte ES-Zellen identifiziert und diese in C57Bl/6

Blastocysten injiziert, um Chimiren zu generieren.
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Fig.29: Generierung des Pitchfork™“* Allels

Eine NLS-lacZ-Kassette wurde in das offene Leseraster des zweiten Exons kloniert, um den
kodierenden Leserahmen vom zweiten bis zum sechsten Exon zu entfernen. ES-Zellklone wurden
mit Hilfe einer externen 3 -Probe und einer internen lacZ-Probe verifiziert. Dazu wurde die DNA
mit B (Bgll) und N (Ncol) verdaut (A). Southern Blot-Analyse der ES-Zellen, die mit Bgll verdaut
und mit einer externen 3 Probe hybridisiert worden waren, zeigen ein Wildtyp-Allel 10,5kb und
ein rekombiniertes Pifo-Allel 9,5kb grof3 (B). ES-Zellen, die mit Ncol verdaut und mit einer
internen Probe hybridisiert worden waren, zeigen ein rekombiniertes Allel bei 7,6 kb und ein
deletiertes Neomycin-Allel bei 6,5kb (C).

3.2.8 Happloinsuffizienz von Pitchfork fiihrt zur méinnlichen Infertilitit

Mit Hilfe der Blastocysteninjektion wurden 13 Chiméren aus drei verschiedenen ES-Zellen
generiert. Aufgrund ihrer Fellfarbe lag die Vermutung nahe, dass die ES-Zellen nur zu einem
geringen Prozentsatz zu den generierten Chiméren beigetragen hatten. Mit der Verpaarung der
Mainnchen mit C57B1/6 Weibchen wurde deutlich, dass bis auf drei Mannchen alle Chiméiren
steril waren. Bei zwei von den nicht-sterilen Chiméren fiihrten nur Spermien mit dem
Wildtyp-Allel zur Befruchtung. Ein Ménnchen dagegen trug zur Keimbahn bei, was sich in
der braunen Fellfarbe der Neugeborenen zeigte, aber dieses Minnchen vererbte nur das
Wildtyp-Allel, nie das mutierte Allel (n=32). Um verstehen zu konnen, warum die
Pitchfork'#*-Chimiiren niemals das mutierte Allel durch die Keimbahn vererben konnten,
analysierten wir die Spermien einer Chimire genauer. Zunéchst detektierten wir endogenes
Pifo in den Spermienschwinzen, um zu zeigen, ob Pitchfork dort iiberhaupt eine Funktion
haben kann (Fig. 30A). Immunofirbungen mit acetylierten Tubulin und B-Galactosidase

zeigten anschlieBend, dass die Spermien mit dem mutierten Allel einen schweren Defekt in
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den Spermienschwinzen aufwiesen (Fig. 30B-E). So besallen Spermien mit einer niedrigeren
Expression an Pitchfork verkiimmerte oder duplizierte Spermienschwinze, wohingegen
Wildtyp-Spermien stets nur einen Spermienschwanz besallen (Fig. 30A). Durch das
Motilititsproblem der Spermien liegt die Vermutung nahe, dass die Spermien mit dem
mutierten Allel die Oocyte nicht erreichen kénnen und somit das mutierte Allel nicht

weitervererbt werden konnte. Derzeit analysieren wir diesen Phinotyp im Detail.

P"fofaCZﬁ

Fig. 30: Happloinsuffizienz von Pitchfork fiithrt zur ménnlichen Infertilitéit

Koimmunohistochemische Firbungen an Spermien einer Wr-Maus (A) und einer Pitchfork“*-
Chimire (B-E) ergaben, dass Spermien mit einem geringeren Pegel Defekte in den
Spermienschwinzen aufweisen (B-E), wodurch die Motilitit dieser Spermien beeintréchtigt ist.
Analyse mittels konfokaler Mikroskopie (einzelne optische Schitte, 63x Vergroferung).
DAPI=4',6-Diamidino-2-phenylindol, acet. Tub.=acetyliertes Tubulin, f-Gal=B-Galaktosidase

3.2.9 Analyse des Pitchfork- lacZ-Reporterallels

Um zu iberpriifen, dass die Pifo-lacZ-Expression mit der endogenen Pifo-Protein-

Lokalisation iibereinstimmt, wurde die lacZ-Expression in den Pitchfork#*-Chimiren
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analysiert. Zundchst wurde die lacZ-Expression im adulten Testis mit der Pifo-Protein

Lokalisation in den Spermatogonien bestitigt (Fig. 31).
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Fig. 31: Vergleich Pifo-lacZ-Expression mit der endogenen Pifo-Protein-Lokalisation im
Testis

Vergleich einer B-Galactosidase-Firbung eines Testis einer Pitchfork”*-Chimire und
immunhistochemische Farbungen von Pifo in einem Wr-Testis ergab, dass die Pifo-lacZ-
Expression mit der endogenen Pifo-Protein-Lokalisation {iibereinstimmt. Analyse mittels
konfokaler Mikroskopie (einzelne optische Schitte, 63x Vergroerung, 3x Zoom). DAPI=4',6-
Diamidino-2-phenylindol, B-Gal=B-Galaktosidase, p=Vorlduferzellen, s=Spermien

Die Analyse eines sieben Tage alten Neugeborenen (P7) ergab eine hohe lacZ-Expression in
der Niere, im Urogenitaltrakt, im Pankreas und in den Testes (Fig. 32H). Mittels tetraploider
Aggregation wurden Embryonen generiert, die ausschlieBlich aus Pitchfork“* ES-Zellen
entstanden waren und analysierten die lacZ-Expression dieser. Am Tag E12,5 ist Pitchfork im
Darm und Pankreas (Fig. 32B), in den Keimzellen (Fig. 32C), in der Wachstumszone der
Lunge (Fig. 32D), in den Motoneuronen (Fig. 32E), in der Bodenplatte des Neuralrohrs und
dem Notochord (Fig. 32F), in spezifischen Regionen des Gehirns, wie z.B. dem Hippocampus
(Fig. 32G) und in der apikalen Ektodermalzone (AER) der vorderen Extremitidten in einem
Gradienten und in der Wachstumszone exprimiert (siehe Fig. 33A). Die Analyse ergab, dass
die PB-Galactosidase-Aktivitit des Pitchfork““*-Reporterallels mit der endogenen
Proteinlokalisation von Pitchfork iibereinstimmt. Diese Daten stimmen auch mit denen von
McClintock et al., 2008 iiberein, in denen gezeigt wurde, dass Pitchfork mRNA in zilidren
Geweben exprimiert ist, wie z.B. Lunge, Niere und Hoden. Zusitzlich ergab die Analyse der
lacZ-Expression, dass Pitchfork nur in Geweben mit Organisatorfunktion und hoher Shh-
Aktivitdt exprimiert ist, wie z.B. in der Bodenplatte des Neuralrohrs, in der AER-Region der
Extremitidten und in den spezifischen Gehirnregionen, was daraufthin deutet, dass Pitchfork
eine Funktion in der Musterbildung des frithen Embryos haben konnte und unter Umstinden

eine molekulare Funktion in der Shh-Signalweiterleitung besitzt.
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Fig. 32: Analyse des Pitchfork-lacZ-Reporterallels

Analyse der lacZ Expression in tetraploiden Pitchfork“”*-Embryonen im Stadium E12.5 (A-G)
und einer P7 alten Pitchforkl”CZ/ *-Chimire. Eine lacZ-Expression kann im Pankreas (P), Darm (D)
(B), im Urogenitaltrakt (UT) (C), in der Lunge (D), in den Motoneuronen (MN) (E), in der
Bodenplatte (floorplate, FP) und dem Notochord (NO) und in spezifischen Gehirnregionen (G)
detektiert werden. Spiter in der Entwicklung in der Niere (N), dem Testis (T) und dem Vas
deferens (VD) (H).

3.2.10 Pitchforkl"”Z/ “Embryonen entwickeln postaxiale Polydaktylie

Die Analyse des Pitchfork-lacZ-Reporterallels ergab eine spezifische Expression von
Pitchfork in einem Gradienten in der apikalen Ektodermalzone (AER) und in der
polarisierenden Region (ZPA, zone of polarising activity) der Vorderextremitidten im Stadium
E10,5 (Fig. 33A). Ebenso konnten wir auch endogenes Pitchfork in dieser Region detektieren
(Fig. 33B). Diese Regionen sind wichtige Organisationszentren fiir die Entwicklung der
Extremitdtenachsen. Die Organisation der Extremitéten ist ein komplexer Vorgang, die durch
Wechselwirkung mehrerer Signale determiniert wird. So ist Sonic Hedgehog (Shh) ein
wichtiges Signalmolekiil, welches die Proliferation und die anterio-posteriore Musterbildung
der Extremitédten der Vertebraten kontrolliert. Shh ist in der polarisierenden Region exprimiert
und hilt diese aufrecht, indem es mit der apikalen Ektodermalzone (AER) durch gegenseitige
Wechselwirkung interagiert. Wichtige Molekiile, die in der AER exprimiert sind, sind z.B. die
FGFs (Fgf4, FGF9, FGF17). Shh ist aber nicht nur ein wichtiges Gen fiir die Musterbildung
der Extremitédten, sondern auch fiir viele andere Musterbildungen im frithen Embryo. So ist
Shh unter anderem fiir die Organisation des Neuralrohres, der Somiten und der
Determinierung der Links-Rechts-Achse des Embryos verantwortlich. Da eine niedrigerere
Expression an Shh dramatische Auswirkungen auf den Embryo hat und die Tatsache, dass
Pitchfork nur in Regionen mit hoher Shh-Aktivitit exprimiert ist, wie z.B. in der Bodenplatte

des Neuralrohrs, im Hippocampus, im Primitivknoten, und in der Organisatorregion der
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Extremitidten, war nun die Frage, ob Pitchfork im Sonic-Hedgehog-Signalweg agiert. Die
Extremititen eignen sich zur Analyse dieser Fragestellung besonders gut, da Defekte in dieser
Region sich sofort in der Anzahl und Struktur der Finger zeigen (Gurreri et al., 2002). Da
Pitchfork“*-Embryonen, die mittels tetraploider Aggregation generiert wurden, am Tag
E12,5 an einem spezifischen Herzdefekt sterben und zu diesem Zeitpunkt die Extremitéiten
dieser Embryonen noch nicht voll entwickelt sind, generierten wir mittels Morulaaggregation
von Pitchfork““*-ES-Zellen diploide Chimiren. Diese sind je nach Chimirismus
lebensfihig. Wir analysierten nun Pitchfork#*-Chimiren im Stadium E16,5 und konnten
hier eine postaxiale Polydaktylie detektieren (Fig. 33C, D). In der Maus sind mehrere
Genmutationen bekannt, die zu Polydaktylien fithren (z.B. HoxD13). Allerdings konnte bis
heute keine postaxiale Polydaktylie in der Maus beobachtet werden (Gurreri et al., 2002). Die
Analyse der Extremititen eignet sich zusitzlich besonders gut, da die Mutationen in der Maus
meistens einen @hnlichen Phinotyp aufweisen, wie in menschlichen Krankheiten. Im
Menschen sind bisher zwei Krankheiten, die zu einer Polydaktylie fiihren, identifiziert
worden: die postaxiale Polydaktylie TypA und das Pallister-Hall Syndrom. Beide Phinotypen
werden durch Mutationen im Gli3 Gen (GLI-Kriippel family member GLI3 ), dem Shh

vermittelnden Transkriptionsfaktor, verursacht.
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Fig. 33:  Pitchfork"“* Embryonen entwickeln postaxiale Polydaktylie

Analyse des lacZ-Reproteralles in der Vorderextremitit eines Pitchfork”*-Embryos im Stadium
E10,5 zeigt eine Expression in der AER in einem Gradienten (A). Im Wr-Embryo konnte in dieser
Region endogenes Pitchfork detektiert werden (B). Pitchfork?*-Chimiren zeigen im Stadium
E16,5 eine postaxiale Polydaktylie (C, D).
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Um den postaxialen Phinotyp in den Pitchfork“*-Embryonen molekular zu analysieren,
untersuchten wir die Expression von Fgf4 (fibroblast growth factor 4), Ptchl (patched
homolog 1) und Bmp2 (bone morphogenetic protein 2) in Vorderextremitidten E10,5 mittels in
situ Hybridisierungen (Fig. 34). Die Analyse ergab, dass die Fgf4-Domine im AER sowohl
anterior als auch posterior bei den Pitchfork'™# “_Embryonen stark reduziert war (Fig. 34A,
B). Auch die Expression von Ptchl, das direkte Zielgen von Shh, war in den Pitchforkl“d/ *.
Embryonen im AER reduziert (Fig. 34C, D). Dagegen war die Expression in der ZPA im
Vergleich zu Wildtyp-Embryonen unverdndert. Auch die Expression von Bmp2 im AER war
in den Mutanten im Vergleich zu den Wildtyp-Embryonen nicht kontinuierlich (Fig. 34E, F).

Pifo/scz*

Fgf4

Ptch1

Bmp?2

Fig. 34: Markeranalyse in Pitchfork™**-Extremititen

In situ Hybridisierungen in Vorderextremititen von Wt-(A,C,E) und Pitchforkl“”y *_Extremititen
(B,D,F) im Stadium E10,5.
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Dagegen blieb die Expression bei Bmp4, Glil (einem weiteres Zielgen von Shh) und HoxD13
unveridndert (Fig. 35), was darauf hindeutet, dass Pitchfork keinen generellen Einfluf auf die
Entwicklung der Vorderextremitit nimmt, sondern in einem bestimmten Prozess wirken
muss. Fgf4 ist fir das Auswachsen der Extremitit in proximo-distaler Richtung
verantwortlich. Ebenso ist Fgf4 fiir die Aufrechterhaltung der Shh-Expression in der ZPA
wihrend der Extremitdtenelongation verantwortlich. Die regulatorische Interaktion zwischen
FGF4 und Shh ist reziprok, da Shh, das in der ZPA produziert wird, FGF4-Expression in der
Apikalleiste induziert und aufrecht erhdlt. Durch diese positive Riickkopplungs-Schleife
zwischen FGF4 und Shh wird die Musterbildung der Extremititen gewdihrleistet. Diese
Grenze zwischen AER und ZPA ist nun bei den Pitchfork“*-Embryonen verschoben,
wodurch ein zusitzlicher Finger an der posterioren Seite entstehen kann. Pitchfork ist also im
AER exprimiert und beeinflusst den Shh-Signalweg, welcher in der ZPA exprimiert ist, was

durch die veriinderte Prchl-Expression in den Pitchfork““*

-Embryonen gezeigt werden
konnte. Dies ist insofern von Bedeutung, da bisher nicht bekannt war, dass Signale aus der

AER in der Lage sind, Shh in der benachbarten ZPA-Doméne zu regulieren.
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Pl'fO’aCZ/J'

Fig. 35: Markeranalyse in Pitchfork™** Extremitiiten

In situ Hybridisierungen in Vorderextremititen von Wi-(A,C,E) und Pitchfork " -Extremitiiten
(B,D,F) im Stadium E10,5.

3.2.11 Pitchfork reguliert wihrend der Embryonalentwicklung die Links-Rechts-

Asymmetrie im Herzen

Da durch Blastozysteninjektion der Pitchfork™“*

-ES-Zellen nur niedrig prozentige Chiméren
generiert werden konnten und die Anzahl der Chiméren pro Wurf sehr gering war, lag die
Vermutung nahe, dass Pitchfork“*Embryonen auch einen embryonalen somatischen
Phinotyp besaBen. Da durch den Spermienphiinotyp es unmdglich war adulte Pitchfork™?”-
Mause zu ziichten, generierten wir mittels der Technik der tetrapoliden Aggregation (Nagy et

al., 1993) Embryonen, die heterozygot fiir Pifo waren. Eine Analyse der embryonalen
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Entwicklung dieser Méuse ergab, dass Embryonen, die aus Pitchforklacz/ "_ES-Zellen generiert
worden waren, am Tag E12,5 an einem spezifisch angeborenen Herzfehlern (n=25) sterben,
dem double outlet right ventricle (=DORV) Phénotyp (Fig. 36). Dieser Phénotyp entsteht
wihrend der Embryonalentwicklung, wenn die Links-Rechts-Achse des Embryos festgelegt
wird, indem durch eine gestorte Drehung der Ausflussbahn des Herzens sowohl die Aorta als
auch die Pulmonalarterie bei zusidtzlichem Ventrikelseptumdefekt aussschlieBlich bzw.
tiberwiegend der rechten Herzkammer entspringen. In fritheren Maus-Studien konnte gezeigt
werden, dass strukturelle Defekte in den Zilien des Primitivknotens der Maus zu Defekten in
der Links-Rechts-Orientierung des Embryos fiihren konnen, sowie die Drehung des Herzens
beeinflusst wird und konsekutiv die korrekte Ausbildung der Ausflussbahnen des Herzens
gestort werden kann (Hamada et al., 2002, Wright et al., 2002). Durch den sog ,,nodal flow*
werden unilaterale Signalkaskaden des Nodal/TGFpB-Signalweges aktiviert. Dadurch werden
Gene, die die Links-Rechts-Achsenbildung festlegen, induziert, wie z.B. Nodal (Gebbia et al.,
1997; Lowe et al., 1998), aber auch Nodal-Inhibitoren, wie z.B. Leftyl und Lefty2 (Hamada et
al., 2002; Hirokawa et al., 2006) und der Homeoboxtranskriptionsfaktor Pitx2 (Kitamura et
al., 1999; Liu et al., 2001; Liu et al., 2002; Kioussi et al., 2002). Pitx2 -/- Mutanten weisen
einen dhnlichen Phinotyp wie Pitchfork“*-Embryonen auf. Auch diese Mutation bewirkt
einen spezifischen Herzdefekt, der Defekte in der artrio-ventrikularen Verbindung bewirkt
und so in einem DORV-Phinotyp und ventrikulidrer Hypoplasie resultiert (Fig. 36A-D). Im
Gegensatz zu anderen Mutanten, ist bei den Pitx2-/- Mutanten aber die rechtsseitige Drehung
des Herzens korrekt (Harvey et al., 2002). Bei der morpho-histologischen Analyse der
Pitchfork'“*-Mutanten zeigt sich nun, dass zwar alle Mutanten auch einen DORV-Phinotyp
und eine rechtsventrikulidre Hypoplasie aufwiesen, die rechtsseitige Drehung des Herzens aber
jedoch bei allen Embryonen korrekt verlaufen war (Fig. 36A-D), dhnlich dem Pitx2-/-
Phénotyp ( Kitamura et al., 1999, Ai et al., 2006). Um die Ursache dieses Herzdefektes besser

verstehen zu konnen, wurden Pitchfork™“*

-Herzen von Embryonen im Stadium E10,5
anhand von Markern mithilfe von in situ Hybridisierungen analysiert, die in der
Ausflusstraktentwicklung eine Rolle spielen. So ergab die Analyse anhand von Pitx2c, dass
Pitx2c in diesen Mutanten zwar in der linken lateralen Wand des rechten Ventrikels normal
exprimiert war, dagegen in der Region des linken Ausflusstraktes nur vermindert (Fig. 36E,
F). Dieses Resultat bestitigt die phinotypische Ahnlichkeit zwischen den Pitx2-/- Mutanten
und den Pitchfork# “-Embryonen. Die Analyse von Bmp2 in den Pitchfork-Mutanten ergab

ein dhnliches Resultat, nimlich dass die Expression in der Region des linken Ausflusstraktes
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von Bmp?2 reduziert war, die Expression in der linken lateralen Wand des rechten Ventrikels

jedoch normal (Fig. 36G, H).

Pifo=Z"

Pifo/=2"

Pifo™?"

Pitx2c

PifoZ*

]
]

Pitx2c

Fig. 36:

Asymmetrie im Herzen

Phinotypischer Vergleich von Wi-(A) und Pitchfork?*-Herzen (B,C,D) im Stadium EI0,5.
Pitchfork“*-Herzen weisen einen DORV-Phinotyp auf (B,C,D). Pitx2c-(E,F) und Bmp2-(G,H)
Markeranalyse von Wr-und Pitchfork“”*-Herzen im Stadium E10,5.

Die Expression von Bmp4 in den Pitchfo

Wildtyp-Embryonen allerdings normal (Fig. 37).

Fig. 37: Markeranalyse von Bmp4 in Pitchfork'**-Herzen

rklacZ/+

Pitchfork reguliert wihrend der Embryonalentwicklung die Links-Rechts-

Analyse von Bmp4 in Wt-(A) und Pitchfork“”*-Herzen (B) im Stadium E10,5 mittels in situ

Hybridisierung. Die Expression ist im W¢-und in mutanten Herzen unverindert.

-Embryonen war dagegen im Vergleich zu



3 Ergebnisse 61

Da aber interessanterweise in den Pifo-Mutanten, genauso wie in den Pitx2-/- Mutanten
weder die Drehung des Herzens noch die Drehung des Embryos beeintrichtigt war,
untersuchten wir, ob frithe Links-Rechts-Marker wie Nodal und Lefty in den Mutanten im
Vergleich zu Wr-Embryonen unterschiedlich exprimiert waren. Die Expression im linken
lateralen Plattenmesoderm in Embryonen im Stadium E7,75 bis E8,5 war im Vergleich zu

Wildtyp-Embryonen jedoch unverédndert (Fig. 38).

WT Pifo?-

Fig. 38: Die Expresion von Nodal ist in Pitchfork'“*-Embryonen unveriindert

Analyse der Nodal-Expression in Wr-(A) und Pitchforkla”y “-Embryonen (B) im Stadium E8,25
mittels in sifu Hybridisierung. Die Embryonen wurden unterschiedlich lang gefirbt, die Nodal-
Expression ist in der Mutante im Vergleich zum Ws-Embryo unverindert.

Diese Resultate zusammen mit der Tatsache, dass Pitchfork mRNA zu keinem fritheren oder
spiateren Zeitpunkt als in E7,75 in den primédren Zilien detektiert werden kann (Fig. 39)
zeigen, dass Pitchfork zwar die Links-Rechts-Asymmetrie des Herzens reguliert, jedoch
dieser Prozess unabhidngig von den anderen Prozessen geschaltet sein muss, die die Links-

Rechts-Drehung des Herzens und die Drehung des Embryos beeinflussen.
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E 875 E

Pitchfork

Pitchiurk Pitchfork

Fig. 39: Pitchfork mRNA Expression wihrend der Entwicklung

Pitchfork mRNA ist in den primdren Zilien im Primitivknoten der Maus im Stadium E7,75
exprimiert (B). Im Stadium E6,5 (A), E8,25 (C), E8,75 (D) und E10,0 (E) kann keine Pitchfork-
Expression detektiert werden.

3.2.12 Pitchfork reguliert die Anzahl der primiren Zilien und damit die Links-Rechts-

Asymmetrie im Primitivknoten

Studien von Hamada et al., 2002 konnten zeigen, dass strukturelle Defekte in den Zilien des
Primitivknotens zu Problemen bei der Links-Rechts-Achsenspezifizierung, der embryonalen
Drehung und so zur vollwertigen Ausbildung beider Ausflusstrakte des Herzens fiihrt.

Da Pitchfork spezifisch in den Zellen mit primdren Zilien im Primitivknoten und nicht im
Herzen exprimiert ist und Embryonen heterozygot fiir Pitchfork einen spezifischen DORV-
Phinotyp im Herzen aufweisen, wurde eine detaillierte Analyse der primdren Zilien im
Primitivknoten der Maus durchgefiihrt. Dazu analysierten wir Embryonen im Stadium E7,75
am Rasterelektronenmikroskop (mit freundlicher Unterstiitzung von Helga Wehnes), um die
morphologische Struktur der priméren Zilien in der Organisatorregion mit grotmoglicher
Vergroferung untersuchen zu konnen (Fig. 40). Wildtyp-Embryonen (n=3) weisen pro Zelle
nur ein Zilium im Primitivknoten auf (Zilien n=270; Fig. 40A). Dagegen zeigen sich in
Pitchfork“*-Embryonen (n=7) fast bei 50% aller Zellen Defekte in diesen spezialisierten
Zilien (Zilien n=544; Fig. 40G). Wir kategorisierten die Ziliendefekte in 5 unterschiedliche
Klassen: In duplizierte (Fig. 40B), gespaltene (Fig. 40C), teilweise gespaltene Zilien
(Fig. 40D), in duplizierte und deformierte (Fig. 40E) und in gebogene Zilien (Fig. 40F). Da
die linke Achse des Embryos durch die Aktivierung des Nodal/TGFB-Signalweges auf der
linken Seite des Embryos durch den ,,nodal flow* aktiviert wird, lag die Vermutung nahe,

dass durch die defekten Zilien diese Flussbewegung gestort ist.
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I I V+Y

Fig. 40: Analyse der Pitchfork™*"*-Zilien im Primitivknoten

Analyse der Ziliendefekte mittels Rasterlektronenmikroskopie an Primitivknoten der Maus im
Stadium E7,5-7,75. Wt-Zellen sind monozilidr (A, Kategorie I). Dagegen weisen Pitchforkl“m-
Zilien Defekte auf, wie z.B. eine Duplikation (B, II), gespaltene Zilien (C, III), teilweise
gespaltene Zilien (D, III), duplizierte und deformierte Zilien (E, IV) und gebogene Zilien (F, V).
Die Ergebnisse wurden quantifiziert und graphisch dargestellt (G). Insgesamt wurden drei Wr-
(n=270, Anzahl der gezihlten Zilien) und sieben Pitchfork'“”*-Embryonen (n=544, Anzahl der

gezihlten Zilien) ausgezihlt. Die Fehlerbalken zeigt die jeweilige Standardabweichung.
Um zu untersuchen, ob die Links-Rechts-Musterbildung im Primitivknoten Pitchfork'“*-
Embryonen gestort ist, wurde das Expressionsmuster der frithesten linksrechts-
determinierenden Gene, die in der linken und rechten Seite des Embryos unterscheiden,
analysiert, den Nodal/TGF-Antagonisten Cerberus2 (Cerr2; Marques et al., 2004) und den
Liganden Nodal (Lowe et al., 1996) (Fig. 41). Beide Gene zeigen eine bilaterale

asymmetrische Expression in den sog. ,,Crown“-Zellen, die die monoziliiren Zellen des
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Primitvknotens in einer hufeisendhnlichen Form umschlieBen. Die Wildtyp-Embryonen
zeigten das erwartete asymmetrische Expressionsmuster in diesen Zellen (Fig. 41A-C),
wohingegen bei den Pitchfork'“*-Embryonen die Organisation der ,,Crown“-Zellen gestort
und damit auch die hufeisenidhnliche Form der Zellen nicht mehr vorhanden, sondern die
linke und die rechte Seite dieser Zellen miteinander verbunden war (Fig. 41D-F). Auch die
asymmetrische Expression der beiden Marker mit der stirkeren Expression von Cerr2 auf der
linken und Nodal auf der rechten Seite fehlte. Diese Resultate machen deutlich, dass die
Links-Rechts-Defekte im Herzen bereits im Primitivknoten des Embryos ihren Ursprung
haben miissen. Die Tatsache, dass zu keinem spiteren Zeitpunkt in der Entwicklung
Pitchfork-mRNA exprimiert ist, vor allem nicht in Herzvorlduferzellen oder im Herzen selber,

unterstitzt diese Annahme.

Cerr2 1 SO Cerr2 3so | | Nodal 3so

+
S
Q

Fig. 41: Analyse der Links-Rechts-Musterbildung in Pitchfork™**-Embryonen

Analyse frither Links-Rechts-Asymmetrie Marker mittels in situ Hybridisierung von WT-(A, C)
und Pitchfork?*-Embryonen (D-F) in der Maus im 1-3 Somiten Stadium. In W7-Embryonen
zeigt die Cerr2- und Nodal-mRNA Expression ein hufeisendhnliches Expressionsmuster, mit einer
stidrkeren Expression auf einer Seite des Embryos (mit einem Stern gekennzeichnet) (A-C). Das
Expressionsmuster beider Marker in den Pitchforkl“CZ/ “_Embryonen ist unterbrochen und nicht
mehr asymmetrisch verteilt (D-F). Die Bilder zeigen eine distale Ansicht auf den Primitivknoten
der Maus, wobei anterior am oberen Ende des Bildes und die linke Seite des Embryos auf der
rechten Bildhilfte zu sehen ist.
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3.2.13 Pitchfork reguliert die Mikrotubuliarchitektur in den primiren Zilien des

Primitivknotens

Um den Mechanismus besser verstehen zu konnen, warum die Zilien in den Pitchforkl“CZ/ i
Mutanten defekt oder dupliziert waren, wurde die Ultrastruktur dieser Zilien genauer
analysiert. Dazu wurden die Zellen des Primitivknotens in Ultradiinnschnitten mithilfe eines
Transmissionselektronenmikroskops detailliert untersucht. Eine Besonderheit der priméren
Zilien im Primitivknoten der Maus ist ihre Mikrotubulistruktur, denn im Vergleich zu anderen
primdren Zilien, die eine ,,9+2“-Mikrotubuliduplett-Architektur in der Zilienperipherie
aufweisen, besitzen diese eine ,,9+0“-Mikrotubuliduplett-Anordnung. Die Analyse von
Wildtyp- und mutanten Embryonen im Stadium E7,75 am Transmissionselektronenmikroskop
(mit Hilfe von Frau Jennen, Abteilung fiir Zytometrie) (Fig. 42) konnte in Querschnitten
zeigen, dass Wildtyp-Zilien, wie oben beschrieben, aus ,,9+0“-Mikrotubulidupletten aufgebaut
sind (Fig. 42C). Dabei sind die Mikrotubuli parallel entlang der longituditionalen Achse des
zilidren Axonems nebeneinander angeordnet (Fig. 42A). Im Vergleich dazu sind bei den
Zilien in den Pitchfork™#*-Embryonen die Mikrotubuli nicht mehr entlang der Achse parallel
angeordnet und die ,9+0%“-Struktur gestort (Fig. 42B, D-E). FEine Erkldrung fiir die
strukturellen Defekte der Zilien konnte sein, dass die Basalkorper nur fehlerhaft an die
Plasmamembran verankert werden und somit die Funktion als MTOC (,,microtubuli
organizing centre*) nicht mehr erfiillen konnen. Dies konnte in einer Desorganisation der

axonemalen Mikrotubuli resultieren.
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Fig. 42: Analyse der Pitchfork™*"*-Zilien mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM)

Analyse von W-(A,C) und Pitchfork?* Zilien (B,D,E) in Zellen des Primitivknotens der Maus
im Stadium E7,5-7,75. Wr-Zilien im Primitivknoten zeigen im Querschnitt eine ,,9+0%-
Mikrotubulidublett-Anordnung (durch Pfeile gekennzeichnet) (C). In Pitchforkl“”y *_Zilien ist die
Mikrotubuli-Architektur gestort (D,E), was auch in Schnitten entlang der longituditionalen Achse
in  WrZilien (A) und  Pitchfork“”*-Zilien sichtbar wird. MC=Muttercentriole,
DC=Tochtercentriole, CN=ziliiire halskrausenidhnliche Struktur

3.2.14 Uberexpression von Pitchfork fiihrt zu Apoptose, zerstort das Mikrotubuligeriist

und fithrt zu mitotischen Defekten in vitro

In den Uberexpressionsexperimenten war die hohe Rate an apoptotischen Zellen besonders
auffillig. Eine genauere Analyse ergab, dass ein Viertel der GFP-Pifo und die Hilfte der
GFP-AccPifo transfektierten Zellen apoptotisch waren (Fig. 43). Eine weitere Auffilligkeit
war, dass die Anzahl der mitotischen Zellen in den iiberexprimierten Pifo-Zellen im Vergleich
zu Zellen, die mit einem Kontroll-GFP-Konstrukt transfektiert worden waren, vermindert

oder nicht vorhanden war (Fig. 43).
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Fig. 43: Uberexpression von Pitchfork fiihrt zur Apoptose

Analyse von HEK293T-Zellen, die zuvor mit einem Kontrollplasmid (pcs2+-GFP), GFP-Pifo und
GFP-AccPifo transfektiert worden waren. 30h nach der Transfektion wurden die Zellen
quantifiziert. Der blaue Balken zeigt die Verteilung der pcs2+-GFP transfektierten Zellen (n=428)
in der Interphase, der Mitose und den apoptotischen Zellen. Der rote Balken reprisentiert die
Verteilung der GFP-Pifo transfektierten Zellen (n=508) und der gelbe Balken die Verteilung der
GFP-AccPifo transfektierten Zellen (n=332).

Um nachzuvollziehen, weshalb eine Uberexpression von Pitchfork zu Apoptose fiihrt, wurden
die GFP-Pifo transfektierten NIH3T3-Zellen mittels immunohistochemischen Farbungen von
o-Tubulin genauer untersucht (Fig. 44). Dies ergab, dass in Zellen, die sich in der Interphase
befinden, d.h. Pitchfork im Nukleus lokalisiert ist, dass Mikrotubuligeriist normal ist
(Fig. 44A). Sobald aber die Zelle in die Mitose geht und Pitchfork am Zentrosom und im
Zytoplasma lokalisiert ist, interagiert Pitchfork mit dem Mikrotubuligeriist und es kommt zu

Defekten (Fig. 44B-D).
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| GFP-Pifo +a-Tub.+DAPI

Fig. 44: Uberexpression von Pitchfork zerstort das Mikrotubuligeriist in vitro

NIH3T3-Zellen wurden mit GFP-Pifo transfektiert und anschlieBend nach immunhistochemischen
Farbungen mittels konfokaler Mikroskopie (einzelne, optische Schnitte, 63x Vergroferung, 3x
Zoom) analysiert. In Interphase-Zellen ist GFP-Pifo im Nukleus lokalisiert und das a-Tubulin
Geriist normal (A). GFP-Pifo ist wihrend der Mitose im Zytoplasma lokalisiert (B-D), und es
kommt zu Defekten im Mikrotubuligeriist. o-Tub.=a-Tubulin, DAPI=4',6-Diamidino-2-
phenylindol

Eine weitere Auffilligkeit war, dass in manchen Zellen multiple Zentrosomen detektiert
werden konnten (Fig. 45A-L). Dies wurde in den immunhistochemischen Firbungen mit o-
Tubulin deutlich. Von jedem Zentrosom gehen o-Tubulin-positive Mikrotubuli spindelféormig
ab. In den GFP-Pifo transfektierten Zellen waren mehrere solche Mikrotubuli-Astern sichtbar
(Fig. 45D, H, L). In einigen Zellen, die wihrend der Zellteilung nicht apoptotisch waren,
konnte zusitzlich beobachtet werden, dass Pitchfork nach der Telophase nicht gleichmifig
auf zwei Tochterzellen verteilt wurde, sondern nur in einer Zelle lokalisiert war (Fig. 45M-T).
Anhand der Ergebnisse lidsst sich auch die Tatsache erklidren, warum so viele GFP-Pifo und
GFP-AccPifo transfektierte Zellen apoptotisch waren. Aufgrund des gestorten
Mikrotubuligeriists, der multiplen Zentrosomen und die asymmetrische Verteilung von
Pitchfork nach der Mitose wird die Zellteilung beeinflusst, was zu einem vermehrten Zelltod

fiihrt.



3 Ergebnisse 69

+
o-Tub.+ DAPI

o-Tubulin

D
H

Fig. 45: Uberexpression von Pitchfork fiihrt zu multiplen Zentrosomen und wird
asymmetrisch nach der Zellteilung verteilt

Analyse von GFP-Pifo transfektierten HEK293T-Zellen mittels immunhistochemischen
Farbungen. In manchen Zellen konnten multiple Zentrosomen detektiert werden (A-L). In anderen
Zellen wurde GFP-Pifo nach der Zellteilung nur auf eine Tochterzelle verteilt (M-T). Analyse
mittels konfokaler Mikroskopie (63x VergroBlerung, 3x Zoom). a-Tub.=a-Tubulin, DAPI=4",6-
Diamidino-2-phenylindol

3.2.15 Endogenes Pitchfork akkumuliert wiihrend der Ziliogenese

Um besser verstehen zu konnen, warum eine suboptimale Expression an Pitchfork ausreicht,

um die Ziliogenese zu beeinfluBen, wurde die endogene Expression von Pitchfork in der



3 Ergebnisse 70

embryonalen Lunge im Stadium E14,5 (Fig. 46) genauer analysiert. Zu diesem Zeitpunkt
besteht die Lunge aus zwei unterschiedlichen Zellpopulationen. Zum einen aus den
mesenchymalen Zellen, die ein priméres Zilium besitzen, und aus den zu diesem Zeitpunkt
nichtzilidren epithelialen Zellen, die erst im Stadium E16,5 multizilidir werden (Toskala et al.,
2005). Auf Kryoschnitten wurde nun mittels immunohistochemischen Farbungen endogenes
Pitchfork und Zilien mittels acetylierten Tubulins angefirbt. Auffallig war, dass Pitchfork-
Protein besonders stark in Zellen, die sich in der S-Phase befanden, akkumulierte (Fig. 46A).
Stark war die Expression von Pitchfork aulerdem in mitotischen Zellen, die im Verlauf der

Mitose aber abnahm (Fig. 46B).
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Fig. 46: Endogene Expression von Pitchfork in mitotischen Zellen des embryonalen
Lungengewebes

Pifo kann im embryonalen Lungengewebe im Stadium E14,5 nur in mesenchymalen Zellen,
dagegen nie in epithelialen Zellen detektiert werden (A). Analyse mittels konfokaler Mikroskopie
(63x VergroBerung), acet.Tub.=acetyliertes Tubulin, DAPI=4',6-Diamidino-2-phenylindol. Pifo
akkumuliert nur wihrend der frithen Mitose in den primir zilidren mesenchymalen Zellen (B). Es
wurden jeweils 100 Zellen in drei unabhingigen Experimenten ausgezihlt und quantifiziert. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Um zu unterscheiden, ob Pifo in proliferierenden Zellen oder in Zellen, die sich in der GO-
Phase befinden und somit ein Zilium besitzen, akkumuliert, wurde die Pitchfork-Expression
wihrend der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklusses (Fig. 47) analysiert. Der Versuch, in
verschiedenen etablierten Zelllinien (NIH3T3, HEK293T, RpEl) endogenes Pitchfork zu
detektieren, millang, da die Expression von Pitchfork unter dem Detektionsminimum lag. Da

ein Phinotyp in den Vorderextremititen der Pichfork?*

-Embryonen detektiert werden
konnte, war bekannt, dass Pitchfork dort auch einen hohen Expressionsspiegel haben muss.

Aus diesem Grund wurden primidre Fibroblasten aus den Vorderextremitidten (primary
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limbbud culture, PLC) von Wildtyp-Embryonen im Stadium E11,5 generiert, die unter diinn
ausgesidten Bedingungen in der Lage sind sich mehrmals zu teilen, bevor sie seneszent
werden. Primédre Fibroblasten, die unter dicht gesiten Bedingungen wachsen, also
kontaktinhibiert sind und ohne fetales Kilberserum (FCS) kultiviert werden, verlassen den
Zellzyklus und gehen in die GO-Phase iiber, wo sie ein Zilium ausbilden kénnen (Ocbina und
Anderson 2008). Die Fibroblasten konnen allerdings auch wieder in die Mitose eintreten und
das Zilium abbauen, sobald sie wieder unter mitogenen Bedingungen (mit 15% FCS)
kultiviert werden (Tucker et al., 1979, Rieder et al., 1979, Pugacheva et al., 2007). Die
generierten Fibroblasten wurden nun unter verschiedenen Bedingungen 24h lang kultiviert:
Unter proliferierenden Bedingungen (diinn ausgesidt und mit 15% Serum) und unter dicht
ausgesiten FCS-armen Bedingungen. Einen Teil der PLC wurde nach Ablauf der 24h unter
mitogenen Bedingungen (mit 15% FCS) wieder in den Zellzyklus entlassen und nach 4h, 8h
und 15h (Fig. 47) fixiert. Immunohistochemische Firbungen ergaben, dass unter den
proliferierenden Bedingungen kein Pitchfork (weder in der Interphase noch in der Mitose)
detektiert werden konnte (Fig. 47I). In PLC, die unter FCS-armen Bedingungen den
Zellzyklus verlassen und die Ziliogenese einleiten, konnte endogenes Pitchfork in Vesikeln
im Zytoplasma, im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und im wachsendem Axonem detektiert
werden (Fig. 4711, III). In Zellen, die ein ausgewachsenes Zilium besa3en und sich damit in
der GO-Phase befanden, konnte Pitchfork ebenfalls im TGN und am Basalkorper detektiert
werden (Fig. 471V, V). Die Expression in den Vesikeln nahm in diesen Zellen aber ab, so dass
in manchen Zellen Pitchfork nur an der Tochterzentriole und am Basalkorper detektiert
werden konnte. In Zellen mit priméren Zilien, die unter mitogenen Bedingungen wieder in die
Mitose eintreten konnten, und damit das Zilium wieder abbauten, konnte endogenes Pifo
wieder in einer hohen Akkumulation in zytoplasmatischen Vesikeln detektiert werden
(Fig. 47VI). Die Zellen traten nun wieder in den Zellzyklus ein. Zellen, die sich in der S-
Phase befanden, sowie in den frithen mitotischen Phasen (Prophase und Metaphase), besal3en
eine hohe Expression an Pitchfork, Zellen in spiteren mitotischen Phasen (Anaphase und
Telophase) hatten nur eine geringe Expression an Pitchfork (Fig. 47VII). Diese Ergebnisse
machen deutlich, dass Pitchfork wihrend der Ziliogenese eine Rolle spielt, und zwar
spezifisch dann, wenn Fibroblasten beim Verlassen des Zellzyklusses Zilien ausbilden und
beim Eintritt wieder abbauen. Dies sind die Zellzyklusphasen, bei denen Basalkorper zu

Zentrosomen konvertieren und anschlieend wieder umgekehrt.
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Fig. 47: Pitchfork Expression wihrend der Ziliogenese

Analyse der Pifo-Expression wihrend des Zellzyklus anhand von primédren Fibroblasten der
Vorderextremitdten (PLC). In proliferierenden Zellen kann Pifo kaum detektiert werden (I). PLC
Zellen wurden fiir 24h und 48h unter serumarmen Bedingungen kultiviert, um Ziliogenese
einleiten zu lassen. Wihrend des Aufbaus des Ziliums akkumuliert Pifo in Vesikeln im
Zytoplasma (II) und kolokalisiert mit dem sich formenden Axonem des Basalkorpers (III). In
primér zilidren Zellen ist Pifo entweder im TGN oder am Basalkorper lokalisiert (IV), jedoch nicht
an der Mutterzentriole (V). Wihrend der GO-Phase wird die Pifo-Expression schwicher. Nachdem
die PLC durch Zugabe von Serum wieder in den Zellzyklus entlassen werden, akkumuliert Pifo
erneut in Vesikeln im Zytoplasma und hat wihrend der frilhen mitotischen Phasen seinen
Hohepunkt (VI), bevor die Expression wieder schwicher wird (VII). Analyse mittels konfokaler
Mikroskopie (63x Vergroerung, 3x Zoom). acet. Tub.=acetyliertes Tubulin

3.2.16 Endogenes Pitchfork lokalisiert nur wihrend der Zentrosomen zu Basalkorper-

Konvertierung in der Ziliogenese

Durch die Verdopplung und Spaltung der Zilien im Primitivknoten des Mausembryos und die
oben beschriebene Expression von Pitchfork wihrend der Ziliogenese in vitro, lag die
Vermutung nahe, dass Pitchfork wihrend der Entwicklung des MTOC und der Verankerung
des Basalkorpers im Primitivknoten eine Rolle spielt. Mittels immunohistochemischen
Farbungen wurde untersucht, ob endogenes Pitchfork spezifisch an Zentrosomen oder
Basalkorpern im Primitivknoten exprimiert ist. Der Primitivknoten der Maus eignet sich
besonders als in vivo Model zur Analyse des Auf- und Abbaus der Zilien, da dieser aus
unterschiedlichen Zelltypen besteht (Fig. 48A). Zum einen aus der ventral gelegenen
epithelialen Zellschicht, die aus den monozilidren Zellen besteht und der dorsal gelegenen
epithelialen Zellschicht, die aus den nicht zilidren Epiblastzellen besteht. Zellen dieser
proliferierenden Zellschicht teilen sich Richtung der amniotischen Hohle (Fig. 48A, rosa
Zelle). Die monozilidren Zellen des Primitivknotens, die sog. ,,Pit“-Zellen (Fig. 48A, rote
Zelle) entstehen aus den dorsalen epithelialen Epiblastzellen. Diese ,,Pit*“-Zellen verlassen die
ventral gelegene epitheliale Zellschicht (Fig. 48A, griine Zelle), gehen in die GO-Phase iiber

und bilden ein Zilium. Zellen, die die Epiblastzellen verlassen, um ein Zilium auszubilden,
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wandern zunichst in eine Zwischenschicht ein, die eine dritte Zellschicht bildet, die zwischen
den dorsalen und ventralen Zellen des Primitivknotens liegt. Zellen in dieser Schicht dndern
auch ihre apiko-basale Orientierung, um es Basalkorpern zu ermoglichen, an die
Plasmamembran anzudocken und ein Ziliun auszubilden. Monozilidre Zellen, die sich in der
GO-Phase befinden, sind dennoch in der Lage wieder in den Zellzyklus einzutreten (Fig. 48A;
gelbe Zelle). Dazu wird das Zilium wieder abgebaut und die Verankerung vom Basalkorper
an der Zellmembran wird gelost. Nun wird der Basalkorper wieder als mitotisches Zentrosom
umfunktioniert und die Zentriole beginnt sich zu duplizieren. Es wurden nun
immunohistochemischen Firbungen an gastrulierenden Embryonen E7,75 durchgefiihrt, um
die Lokalisation von endogenen Pitchfork mit der Lokalisation des Zentriolenmarkers Cep135
(Kleylein-Sohn et al., 2007) und einem Marker fiir den Basalkorperfortsatz, Cep164 (Graser
et al., 2007), zu vergleichen (Fig. 48B,C). Die Analyse ergab, dass Pitchfork sowohl mit
Cepl64 als auch mit Cepl35 in den Zellen, die sich in der Zwischenschicht befinden, also
Zellen, die gerade im Begriff sind ein Zilium zu bilden, kolokalisiert ist (Fig. 48B,C). Ebenso
wurde eine Kolokalisation in Zellen gefunden, die wieder in den Zellzyklus eingetreten
waren, das Zilium abgebaut hatten und sich in einer frithen mitotischen Phase befanden
(Prophase oder Metaphase (Fig.34 B,C; sh. Vergroerung)). Dagegen war nie eine
Kolokalisation von Pitchfork mit dem Zentrosomen/Basalkorper-Markern in Zellen zu finden,
die ein priméres Zilium ausgebildet hatten und sich in der GO-Phase befanden. In hoch
auflésenden Bildern (63x Objektive, 3fach Zoom) konnte die Kolokalisation von Pitchfork
sowohl mit Cep135 als auch mit Cep164 in den Zwischenzellen des Primitivknotens bestétigt

werden.
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Fig. 48: Endogenes Pitchfork lokalisiert nur wiihrend der Konvertierung in der Ziliogenese
an Zentrosomen und Basalkorpern

Modell eines Mausembryos im Gastrulationsstadium (A). Epiblastzellen teilen sich in Richtung
amniotischer Hohle (violette Zelle). Zellen, die die epitheliale Epiblastenschicht verlassen (griine
Zelle), verlassen den Zellzyklus und treten in die GO-Phase ein (rote Zelle) und bilden ein Zilium
aus. Zellen, die die GO-Phase wieder verlassen und mitotisch werden, teilen sich im epithelialen
ventralen Primitivknoten (gelbe Zelle). Koimmunhistochemische Firbungen von Cepl35 und
Cepl64 mit Pifo zeigen (B,C), dass Pifo mit dem zentriolaren Marker Cep135 in Zellen, die sich
in der Zwischenschicht befinden und ein Zilium aufbauen wollen (griine Pfeile) und mit Cep135 in
mitotischen Zellen, die das Zilium wieder abbauen wollen (gelbe Pfeile) kolokalisiert ist (B,LII).
Dagegen kann in Zellen, die ein primires Zilium besitzen keine Kolokalisation von Pifo mit dem
Basalkorper detektiert werden (rote Pfeile). Das Resultat konnte mit Cep164 einem Marker fiir den
Basalkorerfortsatz bestitigt werden (C,LII). Analyse mittels konfokaler Mikroskopie (63x
VergroBerung, B,C; 63x Vergroferung, 3x Zoom,BLII;CLII).

Zusitzlich konnte in konfokalen Schnitten parallel zur apikalen Plasmamembran in Zellen in
der Zwischenschicht gezeigt werden, dass endogenes Pitchfork ein, wie in Pedersen et al.,
2008 beschriebenes, zilidres halskettendhnliches Muster zeigt (Fig. 49). Ebenso zeigten
immunohistochemische Firbungen mit E-Cadherin und acetyliertem Tubulin, dass Pitchfork
an der apikalen Membran dieser Zellen lokalisiert ist, und dass dort diese beschriebene
halskettendhnliche Expression auftritt. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass Pitchfork mit
dem fiir den mikrotubuliabhéngigen Transport wichtigen Protein Kif3a und dem
Zentriolenmarker Cep135 kolokalisiert ist. Mit Hilfe dieses in vivo Models fiir den Auf- und
Abbau von Zilien kann nun vermutet werden, dass Pitchfork eine Rolle bei der Umwandlung
von Zentrosomen zu Basalkorper spielt, da Pitchfork spezifisch nur in diesen Schritten mit

diesen Organellen kolokalisiert ist.
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Fig. 49: Pitchfork erscheint an der apikalen Plasmamembran als halskrausenihnliche
Struktur

Hochauflosende konfokale Bilder von koimmunhistochemischen Farbungen mit Pifo und dem
zentriolaren Protein Cepl35, dem Motorprotein Kif3a, dem Adhésionsprotein E-Cadherin und
dem zilidren Protein acetyliertes Tubulin in zilienformenden Zellen in der Zwischenschicht des
Primitivknotens. Pifo ist an der apikalen Plasmamembran an der Basis des priméren Ziliums in
einem halskettendhnlichen Muster exprimiert und mit Kif3a und Cepl35 kolokalisiert. Analyse
mittels konfokaler Mikroskopie (63x Vergroerung, 3x Zoom). acet. Tub.=acetyliertes Tubulin, E-
Cad=E-Cadherin

3.2.17 Pitchfork Vesikel transportieren Shh-Molekiile zur Plasmamembran

In Studien konnte gezeigt werden, dass in den monozilidren Zellen des Primitivknotens
Vesikel mit wichtigen Signalmolekiilen zur Membran transportiert werden (Tanaka et al.,
2005). Diese Vesikel sind z.B. mit Shh beladen, docken an der Plasmamembran an und
entladen dort ihren Inhalt. Entlang der Zilien wandert nun Shh und andere Morphogene, wie
z.B. Nodal, in Richtung Zilienperipherie. Da die motilen Zilien sich in stindiger Bewegung
im Uhrzeigersinn bewegen, werden die Signalmolekiile in eine Richtung geschleudert und mit
dem sog ,,nodal-flow* zu einer Seite des Embryos transportiert, wodurch die linke Achse des
Embryos festgelegt wird. Da wir zeigen konnten, dass Pitchfork in den monozilidren Zellen
des Primitivknotens exprimiert ist (siehe Fig. 28) und dort in Vesikeln akkumuliert, wurde der
Inhalt dieser Vesikel genauer analysiert. Zunichst wurde die endogene Expression von den
Proteinen, Smoothend (Smo), einem Rezeptor, und Gli3, einem Transkriptionsfaktor, die im

Shh-Signalweg eine wichtige Rolle spielen, in den Zellen des Primitivknotens genauer
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untersucht (Fig. 50A, B, D, E). Es ist bekannt, dass der Smo-Rezeptor auf dem Zilium
lokalisiert ist und dass der Transkriptionsfaktor Gli das Zilium fiir die Prozessierung benétigt
(Huangfu et al., 2005). Die endogene Expression von Smo und Gli3 dhnelt sehr stark der
vesikuldren Expression von Pifo in diesen Zellen (Fig. 50C, F). Auch bei diesen Proteinen
kann eine vesikuldre Lokalisation intrazellulir aber auch entlang der stabilisierten
Mikrotubuli detektiert werden. Immunohistochemische Firbungen von Shh in den Zellen des
Primitivknotens zeigen ebenso eine vesikulidre Expression (Fig. 50G).
Koimmunohistochemische Fiarbungen mit Shh und Pifo in dieser Region zeigen, dass in
Zellen in der Zwischenschicht, die sich aktiv in der Ziliogenese befinden, Pitchfork in dem
oben beschriebenen halskettendhnlichen Muster auftritt. In Pedersen et al., 2008 wurde dieses
Muster als wachsendes Axonem, verbunden mit dem Basalkorper beschrieben. Diese
Strukturen werden von Vesikeln umhiillt und werden Richtung Plasmamembran transportiert.
An der Plasmamembran wird nun der Basalkorper mit der Zellmembran verankert, entlédsst
die mit Signalmolekiilen gefiillten Vesikel und erscheint im TEM in einer apikalen Ansicht
als halskettenidhnliches Muster. Koimmunhistochemische Farbungen mit Shh und Pifo zeigen
nun in zwei verschiedenen Schnittebenen von 1,5um Abstand, dass die Pifo-positiven
Vesikel, die in diesem halskettendhnlichen Muster erscheinen mit Shh gefiillt sind (Fig. 50G).
Diese Resultate deuten daraufhin, dass Pitchfork fiir den Transport von Signalmolekiilen an
die Plasmamembran eine Rolle spielt, aber nur in denjenigen Zellen, die in die Ziliogenese
gehen. Da Pitchfork nur in Regionen mit hoher Organisatoraktivitit exprimiert ist und dort
nur wihrend der Ziliogenese akkumuliert, stellt sich nun die Frage, ob Pitchfork durch den
Transport wichtiger Signalmolekiile als Schalterfunktion zwischen proliferierenden und

differenzierenden Zellen die Musterbildung reguliert.
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Fig. 50: Pitchfork akkumuliert in Vesikeln und transportiert Shh zur Plasmamembran

Analyse von koimmunhistochemische Fiarbungen von acetyliertem Tubulin mit Smo (A, D), Gli3
(B.E) und Pifo (C,F) in Zellen des Primitivknotens. Smo, Gli3 und Pifo zeigen eine dhnliche
vesikulidre Expression in diesen Zellen (A-F). Koimmunhistochemische Fiarbungen von Pifo und
Shh zeigen, dass Pifo und Shh in Zellen, die sich in der Zwischenschicht befinden , kolokalisiert
ist. Hochauflésende konfokale Bilder, in einem Abstand von 1,5um aufgenommen zeigen, dass die
Pifo Vesikel, die als halskrausen@hnliche Struktur erscheinen, mit dem Signalmolekiil Shh beladen
sind. Analyse mittels konfokaler Mikroskopie (63x Vergroferung G, 63x Vergroerung, 3x Zoom
A-F). acet. Tub.=acetyliertes Tubulin, Smo=Smoothend

3.2.18 Pitchfork ist in den mikrotubuli-abhéingigen Transport zur Plasmamembran

involviert

Das Andocken und die Verankerung der Zentrosomen an die Plasmamembran, sowie das
Ablosen von dieser wird durch vesikuldren und mikrotubuliabhingigen Transport von
Proteinen gewdhrleistet (Park et al., 2008; Tsang et al., 2008). Da in immunohistochemischen
Farbungen gezeigt werden konnte, dass Pitchfork wihrend der Ziliogenese, wenn

Zentrosomen zu Basalkorpern konvertieren, spezifisch mit diesen Organellen kolokalisiert ist,
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lag die Vermutung nahe, dass Pitchfork mit Proteinen, die in dem Prozess des vesikuldren und
mikrotubuliabhéingigen Transport eine Rolle spielen, ebenso interagiert. Um mdgliche
Bindungspartner von Pitchfork zu identifizieren, testeten wir eine mogliche Interaktion
mehrerer zentrosomaler, mikrotubuldrer und Motorproteinen mittels Affinitdtsaufreinigungen
von endogenem Pitchfork (Fig. 51). Dazu wurden HEK293T-Zellen mit Tap-Pitchfork und
Tap-AccPitchfork (tandem affinity purification tagg, Glockner et al., 2007) iiberexprimiert.
Die iiberexprimierten Zellen wurden fiir 48h unter serumarmen Bedingungen kultiviert, um
Ziliogenese zu induzieren, anschlieBend wurden die Zellen lysiert. Mittels einer Streptavidin-
Aufreinigung wurde endogenes Pitchfork prizipitiert und anhand einer Western Blot Analyse
mogliche Interaktionspartner detektiert. So konnte gezeigt werden, dass z.B. das zentriolare
Protein Centrin, das mikrotubulidre Protein B-Tubulin, der perizentriolire Marker y-Tubulin
und das Motorprotein Kif3a physisch mit Pitchfork in der Zellkultur interagiert. Dagegen
zeigen zusitzlich die Immunprizipitationen, dass die Protein-Protein-Interaktion ohne die N-
terminale coiled-coil-Domine im Vergleich zu dem Konstrukt mit der langen Isoform sehr

viel schwicher ist.
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Fig. 51: Pitchfork interagiert mit Proteinen fiir den vesikuldren und
mikrotubuliabhéingigen Transport

HEK?293T-Zellen wurden mit der langen und kurzen Pifo-Isoform transfektiert, fiir 48h unter
serumarmen Bedingungen kultiviert, und die primér zilidgren Zellen anschlieBend lysiert und
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mittels Streptavidin (Strep)-affinitits-Perlen immunprizipitiert. Endogenes Centrin (A), -Tubulin
(B), y-Tubulin (C) und Kif3a (D) konnten extrahiert und anschlieBend mittels Western Blot-
Analyse detektiert werden. Um zu kontrollieren, ob Pifo prizipitiert wurde, wurde eine Western
Blot-Analyse mit Flag-Antikdrpern durchgefiihrt. Als Lade- und Spezifitdtskontrolle wurden 5%
Einsatzmenge gewihlt.

In koimmunhistochemischen Fiarbungen mit Kif3a und Pifo konnte eine Kolokalisation im
Primitivknoten der Maus bestitigt werden (Fig. 52). Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass
Pitchfork mit zentrosomalen und mikrotubuldren Proteinen, sowie mit Motorproteinen

interagiert, die wihrend des Auf- und Abbaus eines Ziliums eine wichtige Rolle spielen.

Kif 3A
E-Cad

Fig. 52: Colokalisation von Pitchfork und Kif3a im Primitivknoten der Maus

Analyse koimmunhistochemischen Firbungen von Pifo, E-Cadherin und Kif3a im Primitivknoten
im Stadium E7,75 (A,B,C). Kolokalisation von Pifo und Kif3a im Primitivknoten (A; Pfeil). Der
Embryo ist in distaler Ansicht abgebildet. Analyse mittels konfokaler Mikroskopie (63x
VergroBerung), E-Cad.=E-Cadherin, DAPI=4',6-Diamidino-2-phenylindol

3.2.19 Pitchfork reguliert den Abbau des priméren Ziliums

Ultrastrukturelle Analysen von Pichfork™“*-Embryonen im Stadium E7,75 haben gezeigt,
dass die Zilien im Primitivknoten dieser Embryonen entweder dupliziert sind oder Defekte in
ihrer Struktur aufweisen. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass endogenes Pitchfork
wihrend der Konvertierung der Zentrosomen zu Basalkorpern in der Ziliogenese spezifisch
an diesen Organellen kolokalisiert ist. Dies lieB vermuten, dass Pifo wéhrend der
Konvertierung der Zentrosomen zu Basalkorpern und umgekehrt eine Rolle spielt. Um den
Auf- und Abbau der Zilien in Zellkultur genauer analysieren zu kdnnen, wurden primére

Fibroblasten aus W7- und Pichfork?*-Vorderextremititen (PLC) im Stadium E11,5
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(Fig. 53) generiert. Die Fibroblasten wurden unter verschiedenen Bedingungen kultiviert. So
wurden die PLC—Zellen unter nicht dichten Bedingungen und unter dichten Bedingungen
ausgesit. Die dichten Zellen wurden nun fiir 24h unter serumarmen Bedingungen kultiviert.
Ein Teil dieser Zellen wurde unter Zugabe von Serum (15% FCS) wieder fiir 4h, 8h und 15h
in den Zellzyklus entlassen, um das Zilium wieder abbauen zu konnen und um den
Basalkorper zum Zentrosom fiir die Zellteilung zu konvertieren. In immunohistochemischen
Farbungen mit acetyliertem Tubulin konnte nun gezeigt werden, dass in 80% der Zellen, die
fiir 24h unter serumarmen Bedingungen kultiviert wurden, sich die Zellen in der GO-Phase
befanden, also ein Zilium besaen (Fig. 53K). Nach Zugabe von Serum, konnten die Zellen
mit primiren Zilien wieder in die Mitose eintreten, was sich in dem reduzierten Prozentsatz
der zilidren Zellen und dem Anstieg an mitotischen Zellen (Fig. 53L) zeigte.
Koimmunohistochemische Firbungen mit dem perizentriolaren Marker y-Tubulin und dem
ziliiren Marker acteyliertes Tubulin zeigten, dass sowohl in WT- als auch Pirchfork“*-PLC-
Zellen, nach 24h unter serumarmen Bedingungen, pro Zelle ein Zilium und zwei Zentrosomen
vorhanden war (Fig. 53A, F). Pitchforklacz/ "_PLC-Zellen, die durch Serumzugabe wieder in
den Zellzyklus eintreten konnten, zeigten einen hohen Prozentsatz an mitotischen Defekten
(Fig. 53M). Auch in der Zytokinese zeigten Pitchfork'““*-PLC-Zellen multipolare Spindeln
(Fig. 53I). Dies ist konsistent mit dem Phinotyp im Primitivknoten von Pitchfork" %" -
Embryonen, die duplizierte oder gespaltene Zilien zeigten. Der Grund fiir die multipolaren
Spindeln lisst sich durch eine unkontrollierte Uberreplikation der Zentrosomen wihrend der
S-Phase erkldren, da bereits in der Prophase der mutanten Fibroblasten eine viel zu grof3e
Anzahl an Zentrosomen detektiert werden konnte (Fig. 53H). Die iiberméfige Replikation der
Zentrosomen fithrte dann auch wihrend der Meta- und Anaphase zu multipolaren Spindeln
(Fig. 531). Diese Resultate sind ein erster Hinweis darauf, dass Pifo nicht per se im Zellzyklus
eine Rolle spielt, sondern primér nur in zilidgren Zellen, die sich in der GO-Phase befinden,

wieder in den Zellzyklus eintreten und aktiv ihr Zilium abbauen.
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Fig. 53: Pitchfork reguliert den Abbau des priméren Ziliums

Analyse der Pitchfork-Funktion wihrend des Abbaus des Ziliums in Wt- (A-D) und Pirchfork“*-
(F-I) primédren Fibroblasten (PLC). In Wr- (A) und Pitchfork[“'j/ *.(F) PLC, die fiir 48h unter
serumarmen Bedingungen kultiviert wurden, besitzen 80% der Zellen ein Zilium (K) und 5% der
Zellen sind mitotisch (L). Nach Zugabe von Serum bauen W- und Pitchfork“”*-PLC das Zilium
wieder ab (K) und treten in die Mitose ein (L). Im Gegensatz zu Wr-Zellen (B-D), zeigen
Pitchfork“*-Zellen eine Uberreplikation von Zentrosomen wihrend der S- zur Prophase (G),
multipolare Spindeln in der Metaphase (H) und multizilidire Zellen nach der Zytokinese (I).
Undifferenzierte, proliferierende ES-Zellen besitzen zu 10-15% zilidre Zellen und haben in Kultur
eine hohe Teilungsrate (E). In Pitchfork'“”*-ES-Zellen besitzen 2,5% der sich teilenden Zellen
multipolare Spindel (J). Analyse mittels konfokaler Mikroskopie (63x VergréBerung, 3x Zoom), y-
Tub.=y-Tubulin, acet Tub.=acetyliertes Tubulin, DAPI=4’,6-Diamidino-2-phenylindol. In K, L, M
wurden die Ergebnisse von drei unabhidngigen Experimenten zusammengefasst , in denen jeweils
100-200 Zellen ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

3.2.20 Pitchfork ist in ES-Zellen exprimiert und reguliert den Abbau des priméren

Ziliums

Um zu untersuchen, ob Pitchfork auch in ES-Zellen exprimiert ist und um zu zeigen, dass
Pifo nicht per se im Zellzyklus eine Rolle spielt, wurden W7- und Pitchfork'“*-ES-Zellen
mittels immunohistochemischen Firbungen von Zentrosomen und Zilien (Fig. 53E, J)
analysiert. Eine Besonderheit von ES-Zellen ist, dass unter normalen Kulturbedingungen rund
10-15% der ES-Zellen ein Zilium besitzen. Ein weiteres Merkmal der ES-Zellen ist, dass sie
sich sehr schnell teilen, da bei ihnen der Kontrollpunkt wihrend der G1-Phase fehlt. Die

immunohistochemischen Firbungen ergaben nun, dass in Pitchfork™“*-ES-Zellen nur 2,5%
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der Mitosen einen Defekt zeigten. Zum einen konnte dadurch gezeigt werden, dass Pitchfork
in embryonalen Stammzellen exprimiert ist. Zum anderen ldsst sich durch die geringe Anzahl
an defekten Mitosen und dem geringen Prozentsatz an zilidaren ES-Zellen vermuten, dass Pifo
tatsdchlich nur in Zellen, die wieder in den Zellzyklus nach der GO-Phase treten, eine

Funktion hat.

3.2.21 Pitchfork reguliert den Abbau des Basalkorpers vom Zilium

Bis heute ist nur sehr wenig iiber den Mechanismus bekannt, wie eine Zelle, die sich in der
GO-Phase befindet in der Lage ist, das Zilium wieder abzubauen, um in den Zellzyklus
einzutreten. Pugacheva et al., 2007 konnten zeigen, dass Interaktionen des Strukturproteins
HEF1 und der Aurora A-Kinase dafiir verantwortlich sind, dass die stabilisierten und
acetylierten Mikrotubuli des zilidren Axonems deacetyliert und destabilisiert werden, um den
Abbau des Ziliums initiieren zu kénnen. Der Mechanismus, wie der Basalkorper vom zilidren
Axonem wihrend der Zentriolenduplikation gel6st wird, ist allerdings bis heute nicht bekannt.
Um den molekularen Mechanismus verstehen zu konnen, wie die iiberméBige Replikation der
Zentrosomen in den synchronisierten, mitotischen Zellen nach Abbau des Ziliums der
Pitchforkl“CZ/ *_PLC-Kulturen zustande kommt, wurden diese Zellen in vitro und in vivo
genauer analysiert. Dazu wurden immunohistochemische Féarbungen an WT7-, und
Pitchfork™“*-Embryonen E7,5 und PLC-Kulturen durchgefiihrt, um die perizentriolare
Matrix und das Zilium anzufirben und anschlieBend mittels konfokaler Mikroskopie
auszuwerten (Fig. 54). In WT-Zellen des Primitivknotens und in Fibroblasten, die sich in der
GO-Phase befinden wird das Zilium resorbiert, bevor die Zellen wieder in den Zellzyklus
eintreten. Dies konnte bereits in anderen Zelltypen gezeigt werden (Tucker et al., 1979,
Rieder et al., 1979, Pugacheva et al., 2007). In der Analyse von Zellen des Primitivknotens
wie auch in priméren Fibroblasten, die eine geringere Expression an Pitchfork haben, konnten
nun allerdings auch Zellen gefunden werden, die ein Zilium besitzen und sich in der Mitose
befinden. Eine genauere Analyse ergab, dass Basalkorper in diesen Zellen nicht vom Zilium
gelost werden konnen, dadurch das Zilium nicht abgebaut werden kann und so auch Zellen,
die sich in der Mitose befinden weiterhin ein Zilium besitzen. In Zellen, die mit Hydroxyurea
behandelt wurden, konnte ein dhnlicher Phinotyp beobachtet werden. Diese Zellen sind in der
S-Phase arretiert, was zu einer iiberméBigen Replikation von Zentrosomen fiihrt (Balczon et
al., 1995). Zusammen mit den Beobachtungen, dass Pifo wichtig fiir den Abbau des Ziliums
und fiir das Loslosen des Basalkorpers vom zilidren Axonem ist, liegt die Vermutung nahe,

dass eine fehlerhafte Umwandlung des Basalkorpers zum Zentrosom zu einer Arretierung in
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der S-Phase fiihrt und dies zu einer iibermédfBigen Verdopplung der Zentrosomen und

Basalkorper.

Pifolc2!

pit cells
cet.Tub + Cep135 + DAPI
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Fig. 54: Pitchfork reguliert den Abbau des Basalkorpers vom Zilium

Analyse von Zellen im Primitivknoten (A-C) der Maus und von PLC-Zellen (D-E) nach
immunhistochemischen Fidrbungen von acetyliertem Tubulin und CEP135 (A-C) und y-Tubulin
(D-F). Wt-Zellen im Primitivknoten (A) und W¢-PLC-Zellen (D) bauen das Zilium ab und besitzen
zwei Spindelpole (A,D), wohingegen Pitchfork“*-Zellen im Primitivknoten (B,C) und PLC-
Zellen (E-F) multiple Spindelpole besitzen und das Zilium nicht resorbieren konnen. Analyse
mittels konfokaler Mikroskopie (63x VergroBerung, 3x Zoom). y-Tub.=y-Tubulin, acet
Tub.=acetyliertes Tubulin, DAPI=4',6-Diamidino-2-phenylindol.

3.2.22 Identifizierung von neuen Pitchfork Protein-Protein Interaktionspartnern

In den letzten 10 Jahren wurde als Ursache fiir viele menschliche Krankheiten defekte Zilien
und Basalkorper verantwortlich gemacht. Mittlerweile sind mehrere Dutzend sogenannter
Ciliopathien bekannt. Solche Ciliopathien sind z.B. primire zilidre Dyskinesien, das
Karthagener-Syndrom, Situs inversus, Hydrocephalien, polyzystische Leber- und Nieren-
Erkrankungen, Unfruchtbarkeit und verschiedene Formen von retinaler Degeneration. Aber
auch Mutationen in zilidren Proteinen konnen sich in menschliche Krankheiten auswirken,
wie z.B. das Bardet-Biedl-Syndrom, das Alstrom-Syndrom und das Meckel-Gruber-Syndrom.
Da in Pitchfork% “-Embryonen und PLC-Kulturen die Struktur und Anzahl der Zilien defekt
ist und gezeigt werden konnte, dass Pifo mit zentrosomalen Proteinen und Motorproteinen

physisch interagiert, ergab sich die Fragestellung, ob Pitchfork auch mit Proteinen, die in
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Ciliopathien eine Rolle spielen, interagiert. Dazu wurde die lange Isoform von TAP-Pifo in
HEK?293T-Zellen iiberexprimiert. Die Zellen wurden fiir 48h unter serumarmen Bedingungen
kultiviert und anschlieend lysiert. Pifo wurde nun mittels Affinititsaufreinigung prizipitiert
und in der Massenspektronomie (LC-MS/MS; Glockner et al., 2007) analysiert (mit
Unterstiitzung von Karsten Boldt, Abteilung fir Humangenetik, AG Dr. Ueffing). Wir
identifizierten in dieser Analyse 172 mogliche Interaktionspartner von Pitchfork (siehe
Anhang 6.3.2). Zehn dieser Interaktionspartner sind in der Zytoskelett- oder
Mikrotubulistruktur involviert und fiinf Proteine sind wichtig fiir die Basalkorperfunktion,
was auf eine hohe Spezifitit dieser Analyse schlieBen lésst.

Wichtig zu erwihnen ist, dass der Versuch mit einer kleinen Modifikation wiederholt wurde:
Dazu wurden nach der Transfektion der HEK293T-Zellen mit dem TAP-Pifo-Konstrukt die
Zellen direkt, ohne sie vorher fiir 48h ohne Serum zu kultivieren, lysiert. Dadurch konnten die
Zellen nicht in die Ziliogenese gehen, und die Expression von Pitchfork war daher gering.
Nach der Aufreinigung konnten in der Analyse in der Massenspektronomie keine spezifischen
Interaktionspartner von Pitchfork identifiziert werden. Dieses Ergebnis ist als interne
Kontrolle wichtig, um zu zeigen, dass die identifizierten Proteine tatsdchliche physiologische
Interaktionspartner von Pitchfork sind. Zusitzlich zu den Mikrotubuli-, Zytoskelett- und
Basalkorper-Proteinen, die als Interaktionspartner von Pitchfork identifiziert werden konnten,
analysierten wir 4 Proteine, die am Zentrosom und am Basalkorper lokalisiert und in
menschliche zilidre Krankheiten involviert sind. Unter anderem war es das RPGRIP-Protein,
welches ein Nephrocystin4-Interaktor ist und zu dem Joubert-Syndrom fiihrt. Diese Krankheit
duBert sich in Mikrozephalie, Tumoren der Zunge, Holoprosencephalie, Polydaktylie und zu
Nephrozystie. Ein weiteres Gen ist das Oral-facial-digital syndrome 1 Protein. Phdnotypische
Analysen in der Maus konnten zeigen (Ferrante et al., 2006), dass dieses Protein fiir die
Links-Rechts-Achsendeterminierung verantwortlich ist. Knock-out-Méause weisen zudem eine
Polydaktylie auf. Die Ahnlichkeit der Phinotypen beider Krankheitsgene mit den
Pitchfork ™ “_Embryonen lassen darauf hindeuten, dass Pitchfork genau wie die
beschriebenen zentrosomalen Proteine und Basalkorper, in der Ziliogenese eine Rolle spielen

muss und identifiziert Pitchfork als potentielles Krankheitsgen.
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4 Diskussion

4.1 Identifizierung neuer Spemann/Mangold-Organisatorgene

Um regulatorische Netzwerke, durch die die Entwicklung des Embryos koordiniert werden,
besser verstechen zu konnen, wurde in den letzten Jahren das Genexpressionprofil von
Wildtyp- und mutanten Embryonen miteinander verglichen. Dies eignet sich besonders gut um
Zielgene von Transkriptionsfaktoren in verschiedenen entwicklungsbiologischen Prozessen
zu identifizieren und um sekundire Effekte wie den Verlust von Zelltypen, Geweben oder
nichtzellautonomen Effekten besser zu verstehen. Wir haben nun das Genexpressionsprofil
von Wildtyp- und Null-Mutanten, in denen der Forkheadbox-Transkripitionsfaktor Foxa2
deletiert wurde, in Embryonen im Gastrulationsstadium E7.5 miteinander verglichen.
Foxa2-/- Mutanten konnen bestimmte Organisatorregionen nicht auszubilden, wie z.B. den
Primitivknoten, das anteriore Mesendoderm (AME) und das definitive Entoderm (DE). Wir
konnten nun bekannte direkte Zielgene von Foxa2 in unserem Datensatz identifizieren, die
signifikant im Vergleich zum Wildtyp-Datensatz herunterreguliert waren. In dem Datensatz
waren aber auch hunderte von unbekannten herunterregulierten Genen, wodurch sich nun die
Frage stellte, welche von diesen Genen wichtig fiir den Organisator sind. Aus diesem Grund
fokussierten wir uns auf die >1,5fach signifikant herunterregulierten Gene und fiihrten einen
whole-mount in situ Hybridisierungsscreen durch, um Gene mit einem Expressionsmuster in
Geweben mit Organisatorfunktion zu identifizieren, wie z.B. im Primitivknoten oder in
entodermalem Gewebe. Dieser Versuch wurde als Kollaboration in unserem Labor, aber auch
in der Arbeitsgruppe von Prof. Janet Rossant durchgefiihrt. Zusammen analysierten wir das
Expressionsmuster von 314 unbekannten Genen. Davon waren 10 (3,1%) neue Marker
spezifisch im Primitivknoten exprimiert und 5 (1,5%) im definitiven Entoderm (Tamplin et
al., 2008). Wie spezifisch unsere Analyse war, zeigt sich im Vergleich zu bisherigen
Veroffentlichungen, in denen die analysierten Gene allerdings zufdllig aus cDNA-Banken
ausgewihlt wurden. So haben auch Sousa-Nunes et al., 2003 das Expressionsmuster in
gastrulierenden Mausembryonen im Stadium E7,5 analysiert. In diesem Screen wurde das
Expressionsmuster von 1851 Genen analysiert, davon allerdings nur 0,3% der Gene (n=6) im
viszeralen Entoderm exprimiert waren, keines davon im definitiven Entoderm und nur 0,27%
der Gene (n=5) im Primitivknoten. Bisher waren nur 49 Gene bekannt, die im Primitivknoten
der Maus exprimiert sind (siche www.informatics.jax.org). In unserem Screen konnten wir

nun die Liste der Gene, die in dieser spezifischen Region exprimiert sind um fast 20%
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erweitern, weshalb dieser Screen zu einer der effektivsten Analysen gehort, in der neue

Organisatorgene identifiziert wurden.

4.2 Das Expressionsmuster innerhalb des sich entwickelnden Darms wird

regional dynamisch reguliert

Das Ziel dieses Screens war es Organisatorgene, wie auch entodermale Gene zu
identifizieren. Bisher waren keine Marker bekannt, die spezifisch im definitiven Entoderm
exprimiert sind. In unserem Screen dagegen konnten wir zwei Gene identifizieren, die
ausschlieBlich im definitiven Entoderm exprimiert sind, namlich Cldn4 und Cpnl. Das
Interesse an definitiv entodermalen Genen ist sehr grofl, um die Musterbildung des sich
entwickelnden Darms wihrend der embryonalen Entwicklung besser verstehen zu konnen.
Besonders die in vitro Differenzierung von ES-Zellen in definitiv entodermale Zellen und
spater in eine bestimmte entodermale Richtung, wie z.B. Leber, Lunge und Pankreas, ist fiir
therapeutische Zwecke essentiell. Aus diesem Grund ist es notig die Entwicklung des
Entoderms und der daraus entstehenden Organe zu verstehen, um die mechanistischen
Prinzipien von der Embryogenese auf die Zellkultur iibertragen zu konnen. Die ersten
Analysen dazu wurden bereits durchgefiihrt (Franklin et al., 2008, Tam et al., 2004, Tam et
al., 2007, Tremblay et al., 2005), indem anatomische Kartierungen des definitiven Entoderm
von der Gastrulation bis hin zu den sich daraus entwickelnden Organe angefertigt wurden.
Fest steht aber, dass das Expressionsmuster des primitiven Darms regional dynamisch
reguliert wird. Wie die unzdhligen entodermalen Gene zeitlich und rdumlich miteinander
interagieren und so entodermale Strukturen ausbilden ist dagegen momentan noch unklar. So
gibt es Gene, die nur in frithen Stadien der entodermalen Entwicklung exprimiert sind, wie
z.B. das fiir die Musterbildung des Embryos wichtige Gen Cer! (Biben et al., 1998). Andere
Gene dagegen sind von Beginn an in entodermalen Zellen exprimiert und nur spiter
spezifisch in einer bestimmten entodermalen Region, wie z.B. Trh (McKnight et al., 2007).
So ist es auch bekannt, dass Gene wie z.B. Sox/7 (Kanai-Azuma et al., 2002) und Tmprss2
(Moore-Scott et al., 2007) nur im Mitteldarm und Hinterdarm exprimiert sind. Wir konnten
diese Liste durch die Identifizierung von Ppplri4a erweitern, da dieser Marker ab dem
Stadium E8,5 ebenfalls nur in diesen Regionen exprimiert ist. Dadurch ldsst sich vermuten,
dass es Unterschiede in der anterioren und der posterioren Region des sich entwickelnden
Darm geben muss. Die Identifizierung eines weiteren Gens Cldn4 war insbesonders von

Bedeutung, da dieser Marker wihrend der definitiv entodermalen Entwicklung beinahe
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durchgiingig exprimiert ist. Die Familie der Claudine ist sehr gro3 und besteht aus 24
Familienmitgliedern. Cldn4 zeigt ein dhnliches Expressionsmuster wie Cldn6, aber iiber die
Funktion von Cldn4 ist bisher nichts bekannt. Zur Zeit werden in unserem Labor eine Cldn4-
iCre Mauslinie und ein Knock-out Konstrukt generiert, um eine mogliche Funktion wihrend
der Embryonalentwicklung zu identifizieren und um die Fragestellung zu analysieren,
inwiefern dieses regionale Expressionsmuster wihrend der entodermalen Entwicklung fiir die

spatere Musterbildung des Entoderms und der daraus gebildeten Organe notwendig ist.

4.3 Reguliert Foxa2 ein Netzwerk durch die Aktivierung von Genen in der

Organisatorregion und den daraus entstehenden Derivaten?

Foxa?2 ist von Beginn an im Primitivknoten exprimiert besteht dort auch so lange, bis diese
Regionen sich zu den Derivaten entwickelt haben, dem axialen Mesoderm (Notochord), dem
definitiven Entoderm (Darm) und dem ventralen Neuroektoderm (Bodenplatte). Dadurch
stellt sich die Frage, wie nun Foxa2 die Regulation in den verschiedenen aber rdaumlich eng
miteinander assoziierten Zelltypen wihrend der Gastrulation koordinieren kann. Studien im
Seeigel (Oliveri et al., 2008) haben gezeigt, dass durch vernetzte Genregulation die
Abstammung verschiedener Zellen spezifiziert werden, z.B. durch gegenseitige
Wechselwirkung zweier Gene, die sich dadurch gegenseitig stabilisieren oder durch
Aktivierung von Genen, die sich selber und damit auch benachbarte Zellen durch ihre
Expression stabilisieren. So ldsst sich vermuten, dass auch im Mausembryo ein solches
Netzwerk der Genregulation existiert. Bei Tamplin et al., 2008 konnten wir die ersten
Hinweise auf ein solches Netzwerk finden. So ergab eine Analyse moglicher Bindungsstellen
vom mesodermalen Transkriptionsfaktor Brachyury/T und und dem mesentodermalen
Transkriptionsfaktor Foxa2, dass sich beide Gene durch eine Riickkopplungsschleife
gegenseitig regulieren. Diese These wird durch die Daten von Burtscher und Lickert, 2009
unterstiitzt, in denen gezeigt werden konnte, dass Foxa2 schon in den AME-Vorlduferzellen
im Epiblasten exprimiert ist, welche das Brachyury/T-Protein nach dem Ubergang von
epithelialen zu mesenchymalen Zellen aktivieren. Wihrend der Entwicklung des axialen
Mesoderms und Populationen des anterioren Entoderms bleibt diese AME-Zellpopulation
sowohl fiir Foxa2 als auch fiir Brachyury/T positiv. Es wire aber auch moglich, dass Foxa2
und Brachyury/T weitere Gene fiir ihre gegenseitige Wechselwirkungen benétigen, z.B. ein in
dieser Zellpopulation ebenfalls exprimierter axialer mesentodermaler Transkriptionsfaktor,

Foxal. Eventuell miissen alle drei Gene gleichzeitig in einer Zelle exprimiert sein und
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interagieren, um dieser Zelle eine Orientierung geben zu konnen. Aber Foxa2 interagiert
genetisch auch mit vielen anderen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Nofo (Yamanaka et al.,
2007), LhxI (Perea-Gomez et al., 1999), Otx2 (Jin et al., 2001) oder Gsc (Filosa et al., 1997).
Es werden also noch weitere Analysen notwendig sein, um zu untersuchen, ob durch
gegenseitige Wechselwirkungen verschiedener Gene eine Zelle in eine bestimmte
Differenzierungsrichtung gezwungen wird und somit ihre Abstammung nachverfolgt werden

kann.

4.4 Die Funktion von Pitchfork wihrend der Ziliogenese

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass Zilien eine weit wichtigere Funktion haben, als
bisher angenommen. So beeinflussen Zilien die Zellbewegung, den Transport von
Flissigkeiten und entwicklungsrelevanten Signalen (Rosenbaum und Witman, 2002,
Egggenschwiler und Anderson, 2007, Bettencourt-Dias und Glover, 2007). Erst kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass primidre Zilien eine wichtige sensorische Funktion fiir
Signalmolekiile haben, wie z.B. Shh, Wnt, PDGFa (Huangfu et al., 2003, Eggenschwiler und
Anderson, 2007) und dadurch die Musterbildung des Embryos steuern. Weshalb Zilien in den
letzten Jahren an Bedeutung gewonnen haben liegt vor allem auch daran, dass gezeigt werden
konnte, dass defekte Zilien zu einem breiten Spektrum an menschlichen Krankheiten fiihren,
wie z.B. Defekte in der Links-Rechts-Asymmetrie, midnnliche Infertilitdt, Zysten in Pankreas,
Leber und Niere, ebenso wie Atemwegserkrankungen, aber auch zu Krankheiten, die nicht
direkt in Zusammenhang mit Zilien gebracht werden, wie z.B. Fettleibigkeit, Diabetes oder
Krebs (Michaud und Yoder, 2006; Badano et al., 2006).

Der intraflagellare Transport ist fiir den Aufbau eines Ziliums wichtig (Rosenbaum und
Witman, 2002; Pazour und Witman, 2003). Der Mechanismus und die Molekiile, die fiir den
Abbau des Ziliums verantwortlich sind, sind bisher nur rudimentir verstanden. Sorokin hat
bereits 1962 anhand von elektronenmikroskopischen Analysen die frithen Schritte des
Zilienaufbaus detailliert beschrieben (Sorokin, 1962 und 1968; Review von Pedersen et al.,
2008). Er unterteilt den Aufbau des Ziliums in vier Schritte, aber bisher sind nur wenige
Molekiile bekannt, die diesen Aufbau organisieren, wie z.B. Cep97, Cepl10 und Cep270
(Spektor et al., 2007; Bettencourt-Dias und Carvalho-Santos, 2008; Tsang et al., 2008). Zellen
konnen aber nicht nur in die GO-Phase gehen und ein Zilium aufbauen, sondern sie sind auch

in der Lage, wieder in den Zellzyklus einzutreten und das Zilium abzubauen (Rieder et al.,
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1979; Tucker et al., 1979; Quarmby und Parker, 2005; Pan und Snell, 2007). Der
Mechanismus, wie Zilien wieder abgebaut werden ist bisher nicht bekannt.

Ziliogenese ist aber auch an den Zellzyklus gekoppelt. So konnen primire Zilien ausgebildet
werden, wenn eine proliferierende Zelle aus dem Zellzyklus in die GO-Phase eintritt. Dabei
werden Zentrosomen, die wihrend des Zellzyklusses als MTOC fungieren, zu Basalkorpern
umgewandelt. Sie werden an die Plasmamembran transportiert, verankern sich dort und das
Axonem kann sich zu einem funktionsfihigen Zilium ausbilden (Sorokin, 1962, Sorokin,
1968). Beim Abbau des Ziliums 16st sich nun der Basalkorper von der Plasmamembran und
konvertiert wieder zum Zentrosom. Eine fehlerhafte Konvertierung des Zentrosoms zum
Basalkorper und umgekehrt konnte zu Defekten in der Mitose fithren, die Aneuploidie
verursachen und zur Entstehung von Tumoren fiihren konnte.

Ein im Primitivknoten spezifisch exprimiertes Gene ist 1700027A23rik, welches wir
molekular und funktionell analysierten. Wir nannten dieses Gen Pitchfork, aufgrund seines
heterozygoten Phénotyps im Primitivknoten der Maus, der zu duplizierten oder gespaltenen
Zilien fiihrt. Happloinsuffizienz von Pitchfork fiihrt zusétzlich zu ménnlicher Infertilitit, zu
Defekten in der Links-Rechts-Asymmetrie, zu spezifischen Herzdefekten und zu postaxialer
Polydaktylie. Endogenes Pitchfork akkumuliert in Vesikeln wéhrend des Auf- und Abbaus
eines Ziliums, also wenn Basalkorper zu Zentrosomen umgewandelt werden und umgekehrt.
Zusitzlich konnten wir eine Kolokalisation und physikalische Interaktion von Pitchfork mit
Mikrotubuli, mikrotubuliabhingigen Transportproteinen, zentrosomalen und Basalkorper-
Proteinen nachweisen, was eine Funktion in diesen Prozessen impliziert. Eine detaillierte
funktionelle Analyse ergab, dass eine geringerere Expression an Pitchfork dazu fiihrt, dass der
Basalkorper sich nicht mehr vom Zilium I6sen kann, wenn eine Zelle wieder in den
Zellzyklus eintritt. Dies fiihrt dann zu einer unkontrollierten Zentriolenduplikation, was dann
in duplizierten Zilien resultiert. Ein hypothetisches Modell zur molekularen Funktion von
Pitchfork wihrend der Ziliogenese ist in Fig. 55 graphisch dargestellt. Zusammenfassend lédsst
sich sagen, dass unsere Daten darauf hindeuten, dass der mikrotubuliassoziierte vesikulare
Transport fiir die Konvertierung der Basalkorper zu Zentrosomen und umgekehrt in primér

zilidren Zellen wichtig ist und Pitchfork in diesem Prozef} eine Rolle spielt.
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Fig. 55: Funktion von Pitchfork wihrend der Ziliogenese

Modell, welches die Funktion von Pitchfork in den primér zilidgren Zellen des Primitivknotens
zusammenfasst. MT= Mikrotubuli; MT Motors = mikrotubulére Motorproteine.

4.5 Die Funktion von Pitchfork beim Aufbau und Abbau des Ziliums

Sorokin hat bereits 1962 die ersten Schritte des Zilienaufbaus beschrieben. Anhand von EM-
Analysen konnte er zeigen, dass im ersten Schritt der Ziliogenese die Mutterzentriole am
distalen Ende mit Vesikeln aus dem Golgi-Apparat assoziiert ist. In unserer Analyse der
subzellularen Lokalisation von Pifo konnten wir zeigen, dass Pifo in Vesikeln aus dem TGN
(Trans-Golgi-Netzwerk) in Zellen des Primitivknotens akkumuliert. Zusitzlich konnten wir in
Zellkultur zeigen, dass endogenes Pifo in Vesikeln wihrend des Auf- und Abbaus von Zilien
akkumuliert und dass diese mit Pifo gefiillten Vesikel entlang der stabilisierten Mikrotubuli in
Zellen des Primitivknotens und entlang von Spermienschwénzen transportiert werden. Diese
Lokalisation dhnelt stark der von intraflagellaren Proteinen. Diese Beobachtungen geben
einen Hinweis darauf, dass Pifo mit dem Prozel3 des mikrotubuliabhingigen vesikularen
Transports assoziiert ist. Diese Vermutung wird durch unsere Proteininteraktomanalyse
unterstiitzt. Dort konnten wir eine Pifointeraktion mit Arf3 und Arf4 identifizieren. Diese
Proteine sind kleine GTPasen, die den gerichteten vesikuldren Transport wéhrend der

Ziliogenese regulieren.
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Im zweiten Schritt des zilidiren Aufbaus, wird der Basalkorper mit dem wachsenden Axonem
in Richtung Plasmamembran transportiert. Dort verankert sich der Basalkdrper mit seinem
distalen und subdistalen Anhédngen und initiiert das Wachstum des Ziliums. Diese Anhinge
sind wichtig fiir die Verankerung des Ziliums an die Plasmamembran. Ein wichtiges Protein,
welches auf diesen Anhéngen lokalisiert ist, ist Odf2. In Odf2-/- Mausmutanten konnte
gezeigt werden, dass der Basalkorper sich nicht mehr richtig an der Plasmamembran
verankern kann und demzufolge in diesen Miusen keine Zilien mehr ausgebildet werden
konnen (Ishikawa et al., 2005). In unseren Analysen konnten wir zeigen, dass Pifo im
Primitivknoten der Maus mit den wachsenden Zentriolen und mit dem Protein Cepl64,
welches die Anhinge des Basalkorpers markiert, wihrend des Auf- und Abbaus der Zilien
kolokalisiert ist. Also genau zu dem Zeitpunkt, in dem der Basalkorper an die Membran
verankert wird und auch zu dem Zeitpunkt, wenn dieser wieder von der Membran losgelost
wird.

Im dritten Schritt wird der Basalkorper an die Plasmamembran verankert. Die zentriolaren
Vesikel verschmelzen nun mit den Lipiden der Plasmamembran, weshalb in der Ultrastruktur
dieser Komplex als tassenformige Struktur erscheint, und auch als halskettendhnliches Muster
beschrieben wird (ciliary neckles; Ubersichtsartikel von Pedersen et al., 2008). In hoch
auflosenden konfokalen Bildern nach immunhistochemischen Firbungen von Zellen des
Primitivknotens konnten wir zeigen, dass Pifo mit dem Motorprotein Kif3a und dem
zentriolaren Marker Cep135 an der Basis des Ziliums kolokalisiert ist und in der oben
beschriebenen halskettenidhnlichen Struktur erscheint. Diese Struktur konnte bisher noch nie
in immunhistochemischen Farbungen beschrieben werden.

Wir konnten zwar zeigen, dass Happloinsuffizienz von Pitchfork nicht per se das Andocken
des Basalkorpers an die Plasmamembran beeinflusst, wir konnten aber Defekte in den Zilien
des Primitivknotens detektieren, wie z.B. gespaltene oder deformierte Zilien, was daraufhin
deuten konnte, dass die Verankerung des Basalkorpers nicht korrekt ist, so dass dies zu den
defekten Zilien fiihrt. Die Daten zusammenfassend ldsst sich vermuten, dass Pifo eine
Funktion wéhrend der ersten drei Schritte der Ziliogenese hat, die von Sorokin beschrieben
worden sind.

Der ProzeB3 des Aufbaus des Ziliums ist sehr gut verstanden. Wie aber das Zilium wieder
abgebaut wird, ist bisher nur wenig untersucht worden. Klar ist aber, dass die Verankerung
des Basalkorpers von der Plasmamembran wieder losgelost wird, der Basalkorper zum
Zentrosom umfunktioniert wird und wieder als MTOC im Zellzyklus fungiert. Die ersten

funktionellen Daten zum Abbau des Ziliums konnten in Zellkulturexperimenten gezeigt
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werden (Pugacheva et al., 2007). In diesen wurde gezeigt, dass der HEF1-AuroraA-HDAC6-
Komplex fiir die Destabilisierung der Mikrotubuli verantwortlich ist, um den Abbau des
Ziliums zu initiieren. Interessanterweise fiithrt die Inhibition von AuroraA zu einem dhnlichen
zellularen Phinotyp wie in Zellen mit einer niedrigeren Expression an Pitchfork. Auch hier
besitzen mitotische Zellen immer noch ein Zilium, die wihrend der Mitose arretieren
(Pugacheva et al., 2007). Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Abbau des Ziliums durch die
Destabilisierung der Mikrotubuli und das Loslosen des Basalkorpers von der Plasmamembran
miteinander verkniipft sind.

Unsere Daten zeigen, dass ein niedriger Level an Pitchfork zwar ausreicht ein Zilium
aufzubauen, aber beim Abbau des Ziliums Defekte entstehen. Anhand dieser Resultate ist es
moglich, dass Pifo wéhrend des Zilienabbaus fiir das Loslosen des Basalkorpers von der
Plasmamembran verantwortlich ist, indem der mikrotubuliabhingige Transport ebenso
involviert sein muss. Dies stimmt auch mit den bereits veroffentlichten Daten iiberein, dass
der intraflagellare Transport eine Funktion beim Abbau des Ziliums hat (Pan und Snell, 2005;
Pugacheva et al., 2007). In unserem Datensatz konnten wir zeigen, dass Zellen mit einem
geringeren Pegel an Pifo den Basalkorper nicht mehr von der Plasmamembran 16sen konnen,
weshalb die Zellen wihrend der S-Phase arretieren, wodurch die Zentriolen iiberreplizieren
und multizilidre Zellen entstehen. Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass dieser Datensatz
die These unterstiitzt, dass der Abbau des Ziliums und das Loslosen des Basalkorpers von der
Plasmamembran essentiell fiir die darauffolgende Zellteilung ist (Pan und Snell, 2007).
Defekte in diesem Mechanismus fithren zu multipolaren Spindeln und Aneuploidie, was

letztendlich zum Wachstum von Tumoren fithren kann.

4.6 Regulieren Pitchfork und Odf2 durch wechselseitige Interaktion die

Umwandlung des Zentrosoms zum Basalkorper?

In unseren Analysen konnten wir zeigen, dass Pitchfork wihrend des Aufbaus des Ziliums fiir
kurze Zeit mit Cepl64, dem Marker fiir die Anhidnge des Basalkorpers, und Cep135, dem
zentrioldren Protein kolokalisiert ist. Wir stellten uns nun die Frage, wie Pitchfork in der Lage
ist, den Auf- und Abbau des Ziliums zu kontrollieren. Ein weiteres wichtiges Protein, welches
fiir die Basalkorperreifung und den Aufbau des Ziliums essentiell ist, ist Odf2 (Outer dense
fiber 2) (Ishikawa et al., 2005), da Odf2-/- Méause keine Zilien ausbilden konnen. Zudem
konnte gezeigt werden, dass Odf2 Gentrap-Miuse wihrend der Periimplantationsphase

sterben, was daraufhin deutet, dass dieses Gen wihrend der Organogenese und der
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Homoostase eine Funktion haben muss (Salmon et al.,, 2006). In der bioinformatischen
Analyse von Pitchfork fiel uns eine hoch konservierte Doméne auf. Die Funktion dieser
DUF1309-Domine ist bisher nicht bekannt, interessanterweise aber ist diese Doméne nur in
der Odf-Genfamilie zu finden, die aus Odfl, Odf2 und Odf3 besteht. Odf2 ist genauso wie
Pitchfork auch am Spermienschwanz exprimiert und hat dort die Aufgabe die Mikrotubuli zu
stabilisieren (de Carvalho et al., 2002). Pitchfork scheint aber in der direkt angrenzenden
Odf2-Domine im Spermienschwanz exprimiert zu sein (dies zeigen erste Beobachtungen).
Aber auch wihrend der Ziliogenese scheinen Pitchfork und Odf2 zu verschiedenen
Zeitpunkten des Zilienaufbaus am Basalkorper lokalisiert zu sein, da Odf2 am wachsenden
Basalkorper an den Anhiéngen lokalisiert ist, um die Verankerung an die Plasmamembran zu
gewihrleisten. Es stellt sich nun die Frage, ob sich Pitchfork und Odf2 gegenseitig regulieren,
um die Umwandlung des Zentrosoms zum Basalkorper zu initiieren. Die funktionelle Analyse
beider Gene wihrend der Ziliogenese zu vertiefen ist sicherlich sinnvoll, um ein besseres
Verstindnis vom Auf- und Abbau des Ziliums zu bekommen. Den ersten Hinweis darauf
wiirden koimmunhistochemische Farbungen ergeben, die Odf2, Pifo und acetyliertes Tubulin
oder y- Tubulin im Primitivknoten der Maus anfarben. Es wire nun zu erwarten, dass Odf2
und Pifo wihrend des Auf- und Abbaus des Ziliums nicht zur gleichen Zeit an der Mutter-
oder Tochterzentriole exprimiert sind. Interressant wird es auch sein, Zellen, in denen
Pitchfork nicht exprimiert ist, jedoch Odf2 vorhanden ist, hinsichtlich der Reaktion auf
Signalmolekiile und dem Einflul auf zilidre Krankheiten zu analysieren. Um diese
Fragestellungen zu beantworten sind in bereits bestehenden konditionellen Knock-out-
Konstrukten die Voraussetzungen geschaffen, diese Gene wihrend der Organogenese und

Homdostasie detaiilliert zu analysieren.

4.7 Wie beeinflusst Pitchfork den intraflagellaren Transport?

Aufgrund unserer Daten vermuten wir, dass der mikrotubuliassoziierte vesikulare Transport
fiir die Konvertierung der Basalkorper zu Zentrosomen und umgekehrt in primir zilidren
Zellen wichtig ist und dass Pitchfork in diesem Prozef3 eine Rolle spielt. Allerdings kénnen
wir aufgrund unseres bisherigen Datzensatzes nicht sagen, wie Pitchfork in der Lage ist, das
Andocken und Ablosen des Basalkorpers an die Plasmamebran mit dem
mikrotubuliabhingigen vesikularen Transport zu vernetzen. Eine Moglichkeit die molekulare
Funktion von Pitchfork in diesem Prozef3 genauer zu analysieren, wire es, mit Hilfe des von

uns etablierten Zellkultursystem, die Ziliogenese auf subzelluldrer Ebene zu verfolgen und
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anhand von kurzen Filmsequenzen auszuwerten. Dazu konnte man zunéchst primére Wildtyp-
Fibroblasten (PLC) generieren und Pitchfork an eine Fluoreszenz fusionieren und mit
andersfarbigen Fusionskonstrukten, die fiir die Ziliogenese essentiell sind, kotransfektieren:
So konnten mogliche Konstrukte z.B. fiir den anterograden intraflagellaren Transport (Kif3a),
fiir den retrograden Transport (Dynein), fiir den mikrotubulédren Transport (B-Tubulin), fiir die
perizentriolare Matrix (y-Tubulin) und das Zentrosom (Centrin) generiert werden. Durch
Konstrukte, die mehrere Marker durch eine 2A-Sequenz und einen zusitzlichen nuklearen
Marker (z.B. H2B) miteinander verkniipfen, konnte die Ziliogenese in vivo auf subzelluldrer
Ebene verfolgt werden. So konnte man anschlieBend primére Fibroblasten generieren, die
eine geringere Expression an Pitchfork haben. Durch die Mdoglichkeit bei diesen Zellen die
Ziliogenese, durch serumarmer Bedingungen zu induzieren und durch anschlieende
Serumzugabe die Zellen synchron wieder in den Zellzyklus zu entlassen, wire es moglich
parallel die beiden PLC-Kulturen zu analysieren und in kurzen Filmsequenzen zu
demonstrieren, ab wann und wie der intraflagellare Transport gestort ist, und wie das

Andocken und das Ablosen des Basalkorpers dadurch beeinflusst wird.

4.8 Reguliert Pitchfork durch den Auf- und Abbau des Ziliums

entwicklungsbiologische Prozesse?

Pitchfork kann aus zwei Griinden keinen generellen Einflufl auf den Auf- und Abbau des
Ziliums haben. Zum einen sind zilidre Proteine wihrend der Evolution hoch konserviert und
nicht wie Pitchfork nur unter den Chordaten. Und zum zweiten, wenn Pifo generell wichtig
fiir die Ziliogenese wire, wire dieses Protein in allen zilidren Zellen des Organismus
exprimiert. Pifo ist aber spezifisch nur in embryonalen Regionen mit Organisatorfunktion
exprimiert, wie z.B. in dem Primitivknoten der Maus, der Bodenplatte des Neuralrohrs und in
der apikalen Ektodermalzone der embryonalen Extremitidt. Diese Regionen sind fiir die
embryonale Musterbildung wichtig und sind eine Quelle fiir viele Differenzierungs- und
Proliferationssignale. Es konnte gezeigt werden, dass Zilien als wichtige Sensoren fiir
Signalmolekiile dienen (Eggenschwiler und Anderson, 2007). Zusammen mit der Tatsache,
dass zilidre Zellen das Zilium abbauen miissen, wenn sie wieder in den Zellzyklus eintreten,
ist es moglich, dass der Auf- und Abbau der Zilien zwischen Proliferation und
Differenzierung von primédren Zellen unterscheidet. Dies konnte bewirken, dass eine Zelle

damit spezifisch reguliert wird und damit auf umgebene Signale reagieren kann. Es ist
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moglich, dass Pitchfork als solcher Schalter agiert, um entweder die Zelle in den Status der
Differenzierung oder die der Proliferation zu schicken.

Da Pifo nur in Regionen hoher Shh-Aktivitit exprimiert ist und mit Proteinen im
mikrotubuliabhingigen vesikuldren Transport interagiert, wére es eine Moglichkeit, dass Pifo
in diesen Geweben als Adaptormolekiil wichtige Signalmolekiile zur Plasmamembran
transportiert. Dort konnte dann eine Signalkaskade angeschaltet werden, die Zielgene von Shh
aktiviert oder reprimiert und somit entwicklungsbiologische Prozesse gesteuert werden

koOnnen.

4.9 Ist Pitchfork ein direktes Zielgen von Sonic Hedgehog?

Pitchfork akkumuliert in Vesikeln wihrend des Auf- und Abbaus von primiren Zilien. In
unseren Daten konnten wir zeigen, dass Pitchfork zu diesem Zeitpunkt auch eine Funktion
hat. Schon eine Reduktion an Pitchfork reicht aus, dass Zellen, die wieder in den Zellzyklus
eintreten, ihr Zilium nicht mehr abbauen konnen, was zu einer iibermifigen Replikation von
Zentrosomen fiihrt und schlieflich zu multizilidren Zellen. Ebenso konnten wir zeigen, dass
Pitchfork nur in Regionen hoher Shh-Aktivitit exprimiert ist, wie z.B. dem Neuralrohr oder
der Bodenplatte. Nun stellt sich die Frage, ob Pitchfork ein direktes Zielgen von Shh ist. In
unseren bioinformatischen Analysen konnten wir sechs hoch konservierte Gli-
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen im ersten Intron finden. Der Transkriptionsfaktor Gli
vermittelt Shh-Signale. Eine Moglichkeit um nun zu testen, dass Pitchfork ein direktes
Zielgen von Shh ist, wire es anhand von Deletionen und Punktmutationen im ersten Intron 3-
Galaktosidase-Reporterkonstrukte zu generieren, um den EinfluB dieser regulatorischen
Elemente auf die Pitchfork-Expression zu analysieren. Mit dieser Methode konnte man die
Expression des Wildtyp-Reporterkonstrukts mit den mutierten Reporterkonstrukten in vivo
miteinander vergleichen. Am Tag E12,5 wiirden die Embryonen analysiert werden, da zu
diesem Zeitpunkt Pitchfork eine einfach zu analysierende Expression in Regionen hoher Shh-
Aktivitit zeigt, wie z.B. in der Bodenplatte des Neuralrohrs, in der apikalen Ektodermalzone
der Extremitidten oder auch im Pankreas. Diese in vivo Reporteranalysen sollten klar zeigen,

ob Pitchfork ein Zielgen von Shh ist.
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4.10 Wie beeinflusst Pitchfork den Shh-Signalweg?

In den letzten Jahren wurde deutlich, wie eng Zilien und der Shh-Signalweg miteinander
verkniipft sind. In einem Ubersichtsartikel haben Huangfu und Anderson 2005 die Rolle des
Ziliums im Shh-Signalweg in Vertebraten genauer analysiert. So blockt der Rezeptor Patched
(Ptch1), wenn kein Shh daran bindet, den Transport von Smoothend (Smo) an die Basis des
Ziliums. Dadurch fungiert der Transkriptionsfaktor Gli, der sowohl in einer aktivierenden
Form agieren (GliAkt) kann oder zu einer reprimierende Form prozessiert werden kann, als
Repressor (Gli3R). Wenn nun allerdings Shh an den Rezeptor Ptchl bindet, kann dieser nicht
mehr verhindern, dass Smo in Vesikeln an die Membran transportiert wird. Nun wird eine
Prozessierung von Gli3 verhindert, was dazu fiihrt, dass Smo die aktive Form von Gli

aktiviert.

Cilium

Intracellular vesicle

Fig. 56: Ein funktionelles Zilium ist fiir den Shh-Signalweg essentiell

Wenn kein Shh an den Rezeptor Ptchl bindet, blockt Ptch den Transport von Smo an die Basis des
Zilums. Dadurch wird Gli prozessiert und agiert nun als Repressor. Wenn Shh allerdings an Ptchl
bindet, kann der Rezeptor den Transport von Smo an die Membran nicht verhindern. Am Zilium
angekommen aktiviert Smo den Trasnkriptionsfaktor Gli, der in seiner aktiven Form
agiert.Smo=Smoothend, GliAkt=Gli-Aktivator, Gli3R=Gli3-Repressor

Es konnte nun gezeigt werden, dass durch Defekte im Shh-Signalweg eine Reihe von
menschlichen Krankheiten entstehen, wie z.B. Holoprosencephalie, Defekte in der
Schidelstruktur oder in der Skelettbildung, Situs inversus oder Polydaktylien (McMahon et
al., 2003). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass der Shh-Signalweg die Struktur der Zilien
beeinflusst, wodurch viele Ciliopathien entstehen, wie z.B: das Bardet-Biedl-Syndrom, das

Kartagener-Syndrom, Nierenerkrankungen oder retinale Degeneration (Pan et al., 2005). Wir
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konnten nun zeigen, dass Embryonen, die eine geringere Expression an Pitchfork haben, eine
postaxiale Polydaktylie aufweisen. Eine molekulare Analyse hat ergeben, dass in den
Pitchfork™#**-Embryonen die Ptchl-Expression, welches ein Shh-Zielgen ist, im Vergleich
zu den Wildtyp-Embryonen schwicher und liickenhaft ist. Pitchfork hat also wahscheinlich
auf Zielgene von Shh eine aktivierende Funktion. Die Frage stellt sich nun, wie Pitchfork
dazu in der Lage ist. Eine Moglichkeit ist sicherlich, dass Pitchfork Komponenten des Shh-
Signalweges von und zum Zilium transportiert, da wir ja auch zeigen konnten, dass Pitchfork-
positive Vesikel mit Shh gefiillt sind. Ein weitere interessante Tatsache ist, dass ein geringerer
Pegel an Pitchfork postaxiale Polydaktylie in der Maus verursacht. Im Menschen sind
postaxiale Polydakytlien beschrieben und werden durch Mutationen im Transkriptionsfaktor
Gli3 verursacht und fithren zu dem Pallister-Hall-Syndrom (PHS) (Kang et al., 1997) und
dem Creig-Cephalopolysyndactylie-Syndrom (GCPS) (Vortkamp et al., 1991). Beide
Krankheiten werden autosomal dominant vererbt. Trotzdem gibt es in den Erkrankungen
phénotypische Unterschiede. So haben Patienten mit einem PHS-Syndrom nur eine einfache
postaxiale Polydakytlie, wohingegen bei dem GCPS die Patienten zusitzlich auch
Syndaktylien aufweisen und so durchaus auch an einer Extremitit bis zu acht Finger besitzen
konnen. Zwar werden beide Krankheiten durch Mutationen im Gli3-Gen verursacht, jedoch
konnte interessanterweise in Studien von Johnton et al., 2005 gezeigt werden, dass die
Position der Mutation die zwei unterschiedlichen Krankheitsbilder verursacht. Wie oben
beschrieben, kann Gli3 als Aktivator oder aber wenn Gli3 prozessiert wird, als Repressor
fungieren. So wiesen 89 Patienten mit dem GCPS eine Mutation im ersten Drittel des Gens
auf, wohingegen 56 Patienten mit Mutationen im zweiten Drittel des Gens PHS aufwiesen.
Das bedeutet, dass Happloinsuffizienz von Gli3 zu dem GCPS-Phénotyp fiihrt, wohingegen
Gli3, wenn es nach der DNA-Bindungsdoméne gespalten wird als Repressor fungiert und zu
dem PHS fiihrt. Das PHS dhnelt nun sehr stark dem Extremitdtenphénotyp, den wir in den
Pitchfork'*? “-Embryonen detektieren konnten. Diese Ergebnisse, zusammen mit der
Tatsache, dass die Expression von Zielgenen, wie z.B. Ptchl in Pitchfork®#*-Extremititen
schwicher ist, konnte daraufthin deuten, dass Pitchfork als ein Zielgen von Shh die
Prozessierung des Gli3-Gens beeinfluit, und dieser Transkriptionsfaktor dadurch als

Repressor oder Aktivator agieren kann.
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4.11 Die Rolle von Pitchork in Ciliopathien

Ciliopathien sind pleiotropische Krankheiten mit einem groBen Spektrum an menschlichen
Krankheitsbildern. Diese konnen sich in Zysten in der Leber und im Pankreas dufern, oder in
Atemwegserkrankungen und konnen Diabetes oder Krebs auslosen. In den letzten Jahren
konnten einige Gene fiir diese Krankheitsbilder verantwortlich gemacht werden. Diese Gene
spielen in der Ziliogenese eine wichtige Rolle oder sind fiir die Struktur oder Organisation
von Organellen, die fiir die Ziliogenese wichtig sind, verantwortlich, wie z.B. Zentrosomen,
Basalkorper, die perizentrioldre Matrix oder distale bzw. subdistale Anhédnge der Basalkorper.
In der Analyse von Pitchfork konnte nun gezeigt werden, dass dieses bisher unbekannte Gen
eine Funktion wihrend der Ziliogenese hat und auch in Ciliopathien eine Rolle spielen
konnte. In unseren Analysen haben wir HEK293T-Zellen, mit einem TAP-Pifo (tandem
affinity purification tagg) Konstrukt transfektiert und anschlieBend fiir 30h ohne Serum
kultiviert, um Ziliogenese zu induzieren. Die Zellen wurden lysiert und anschlieBend Pifo-
Proteininteraktionen analysiert, indem die Zellen mittels Tandem-Affinititsaufreinigung
behandelt und anschlieend mit Hilfe eines Massenspektrometers analysiert worden waren. In
der Tat konnten wir native Proteinkomplexe identifizieren, die Ciliopathien verursachen und
die mit Pitchfork wihrend der Ziliogenese assoziiert sind. So haben wir in unserem Datensatz
z.B. die zilidren Proteine und Basalkorperproteine OFD1, Nephrocystind, RPGRIP1L und
Usherin identifizieren konnen. Alle diese Proteine sind nicht nur im Mausmodell fiir die
Organisation der Zilien bekannt, sondern auch im Menschen als Gene fiir Ciliopathien
verantwortlich (Ferrante et al., 2006, Arts et al., 2007; Delous et al., 2007; Reiners et al.,
2006). Da Pitchfork auch im Menschen vorhanden ist und mit diesen Proteinen interagiert,
liegt die Vermutung nahe, dass Pitchfork ein neuer Kandidat dafiir ist, auch in menschliche
Krankheiten involviert zu sein. Zusitzlich zu den Proteinen, die zu Ciliopathien fiihren,
konnte unsere Vermutung, dass Pitchfork im vesikuldren mikrotubuliabhiingigen Transport
eine Rolle spielt, auch durch andere Interaktionspartner bestitigt werden. So konnten wir eine
mogliche Proteininteraktion mit mikrotubuldren Proteinen (o-Tubulin und B-Tubulin), sowie
Proteininteraktionen mit Proteinen, die mit vesikuldren mikrotubuliabhéingigen Transport
(Kif3a und Sortilin) und mit Proteinen, die in der Modifikation der Posttranslation von
Mikrotbuli und MTOCSs verantwortlich sind (Proteinphosphatasel (PP1), Histon Deacetylasel
(HDAC1), Tubulin Tyrosin Ligasel (TTL)). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich
durch die Analyse von Pitchfork nun die Moglichkeit ergibt, den Zusammenhang zwischen

menschlichen Ciliopathien und den molekularen Ursachen besser verstehen zu konnen.
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5.1 Material

5.1.1 Ausstattung

Zentrifugen

Inkubatoren

Elektroporationssysteme

Stromversorgung

Geldokumentationssystem

Pipetten

5417 C (Eppendorf AG, Hamburg)

5804 R (Eppendorf AG, Hamburg)

Heraeus Rotanta 460 R (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham)

Hettlich Universal 30F (Andreas Hettlich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen)

1-14 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz)

Galaxy Mini (VWR International GmbH,
Darmstadt)

37°C Bakterien Schiittler (Shel Lab, Sheldon
Manufacturing, Cornelius)

TH-30 und SM-30, 32°C Bakterienschiittler
(Edmund Biihler GmbH, Hechingen)

65°C Ofen

Thermomixer Comfort (Eppendorf AG, Hamburg)
Shake “n/ Stack (ThermoHybaid), Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham)

BioRad Gene Pulser Xcell (BioRad Laboratories,
Miinchen)

Power Pack Basic (BioRad Laboratories, Miinchen)
Agarose Gel Kammern Midi 450 (Hamischmacher,
Kassel)

UV- Transilluminator (Biorad, Miinchen)

Gene Flash (Syngene Bio Imaging, Synoptics Ltd,
Cambridge)

1000u1/200u1/20pu1/10pl Eppendorf Research
(Eppendorf AG, Hamburg)
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Photometer

Polyacrylamid-Gelkammer

PCR Maschinen

Vortexer

Taumler

Wasserbad
pH-Meter

Pumpen

Hybridisierungsgefilie

Filmkassetten

Entwicklermaschine

Radiation Monitor

Mikroskope

Kameras

Pipetboy accu-jet and accu-jet R Pro (Brand GmbH
& Co, KG, Wertheim)

BioPhotometer (Eppendorf)

ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham)

Mini Trans-Blot R Cell (BioRad GmbH, Heidelberg)
Px2 Thermo Hybaid (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham)

PXEO0.2 Thermo Cycler (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham)

Vortexer (VWR international GmbH, Darmstadt)
VSR 23 (Grant BOEKEL, VWR international
GmbH, Darmstadt)

Roller Mixer SRT1 (Bibby Scientific (Stuart),
Staffordshire, GB)

VWR

pH211 Microprocessor pH-Meter (HANNA
instruments Deutschland GmbH, Kehl am Rhein)
LABOPORT R (neoLab Migge Laborbedart-
Vertriebs GmbH, Heidelberg)

Hybridizer HB 100 (ThermoHybaid, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham)

Hypercassette (Amersham, GE Healthcare GmbH,
Miinchen)

AGFA Curix 60 developing machine (AGFA Health
Care GmbH, Bonn)

Berthold LB 122 radiation monitor (BERTHOLD
TECHNOLOGIES GmbH & Co. KG, Wildbach)
Axiovert 200M (Carl Zeiss AG, Gottingen)
Lumar.V12 (Carl Zeiss AG, Gottingen)

MSS5 (Leica microsystems GmbH, Wetzlar)

TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar)
AxioCam MRc5 (Carl Zeiss AG, Gottingen)
AxioCam HRm (Carl Zeiss AG, Gottingen)



5 Material und Methoden

101

Mikrowelle
Riihrer

Mikrotom

Glaswaren
Plastikwaren
Ziahlkammer fiir Zellen

Gefrierschrank

Kiihlschrank

5.1.2 Verbrauchsmaterial

50ml/15ml GefilBBe

14 ml Gefdl3e

2ml/1,5ml Reaktionsgefilie

0,2ml Reaktionsgefille
15cm/10cm/6¢cm Zellkulturschalen
6-/12-/24-/48-/96-Loch-Platten

10cm Bakterienplatten

Einbettkassetten 50/25/10/5/2ml
1ml Plastikpipetten
Plastik Pasteurpipetten

Parafilm

PVDF-Membrane
Nitrocellulose Membrane
Blot Papier Whatman paper
Filme Kodak BioMax MS
Amersham Hyperfil ECL

700W (Severin Elektrogerite GmbH, Sundern)
STIR (VWR international GmbH, Darmstadt)
Microm HM 3558 rotation microtome (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham)

Schott-Duran (Schott Mainz)

(VITLAB GmbH, Gro3ostheim)

Neubauer (LO-Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf)
-20°C (Liebherr Hausgerite Ochsenhausen GmbH,
Ochsenhausen)

4°C (Liebherr Hausgerite Ochsenhausen GmbH,

Ochsenhausen)

(Becton and Dickinson andCompany, Franklin
Lakes; Sarstedt, Niirnbrecht)

BD Labware (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)
(Eppendorf AG, Hamburg)

(Eppendorf AG, Hamburg)

nunc (ThermoScientific Fisher, Wiesbaden)
nunc (Thermo scientific Fisher, Wiesbaden)

BD Falcon™ (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg)

(Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe)
(Greiner bio-one, Frickenhausen)
Transferpipetten (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe)

Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha)
(BIORAD Laboratories, Hercules)

(GE Healthcare Buchler GmbH & Co, Miinchen)
(GE Healthcare Buchler GmbH& Co, Miinchen)
(Sigma-Aldrich GmbH, Hamburg)

(GE Healthcare Buchler GmbH & Co., KG
Miinchen)
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5.1.3 Reaktionssysteme (Kits)

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Holding, Hilden)
QIAquick Gel Extraktion Kit (Qiagen Holding, Hilden)

QIAgen Maxi Kit (Qiagen Holding, Hilden)

QIAgen Mini Kit (Qiagen Holding, Hilden)

Labelling Kit (Roche Holding GmbH, Applied Science, Mannheim)
ECL Detection Kit (Millipore Cooperation, Billerica, MA)

Luciferase-Reporter-Assay (Promega, Mannheim)

5.1.4 Chemikalien

(Sigma-Aldrich GmbH, Hamburg; Merck KGaA, Darmstadt; Carl Roth GmbH &CO. KG,

Karlsruhe)

A Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf)
Ampicillin
APS

B BCA
BSA
Bradford Reagenz
BM Purple AP Substrat

C Calciumchlorid
Chloroform, 99%
Choroform-Isoamylalkohol (24:1)

D Diethylpyrocarbonat (DEPC), ca. 97%
Dimethylsulfoxid (DMSO), >99,9%
Dithioreitol (DTT)
dNTPs (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

E EDTA
Ethanol, 96%

Ethidiumbromid

F Formaldehyd

Formamid
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G Gelatine
Glutamin
Glutaraldehyd
Glycerol
G418 (Geneticin, 50mg/ml, Gibco, Invitrogen™™ Cooperation, Carlsbad, CA)
H HEPES (200mM, Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)
HCI
Isopropanol
Kanamycin

L-Glutamin (200mM, Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)

2 =R -

Magnesiumchlorid
Methanol, 100%
MEMs non essential amino acids (100x, Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad,
CA)
Milchpulver (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)
Mitomycin C
B-Mercaptoethanol (50mM)
(0] Oligo-dT-Primer (Promega GmbH, Mannheim)
| Paraformaldehyd
PBS (Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)
PCI (Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol: 25:24:1; Carl Roth GmbH& Co.KG,
Karlsruhe)
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)
Polyacrylamid
Puromycin
S Stickstoff (Linde AG, Miinchen)
TEMED
Tween20
Tris
Triton X-100
Trizol (Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Karlsruhe)

X Xylen



5 Material und Methoden

104

5.1.5 Puffer und Losungen

Isolierung genomischer DNA

Proteinase-K-Lysis-Puffer:

Plasmid-Priparation

P1-Puffer:

P2 Puffer:

P3 Puffer:

QBT-Puffer:

QC Puffer:

GF Puffer:

TE Puffer:

EB Puffer:

100mM Tris, pH8,0-8,5
SmM EDTA, pHS,0
2% SDS

200mM Natriumchlorid

50mM Tris HCL, pHS,0
10mM EDTA
100pg/ml RNAase A

200mM Natriumhydroxid
1% SDS

3M Kalciumacetat, pHS,5

750mM Natriumchlorid
50mM MOPS, pH7,0
15% Isopropanol

0,15% Triton X-100
IM Natriumchlorid
50mM MOPS, pH7,0
15% Isopropanol

1,25M Natriumchlorid
50mM Tris HCI, pH8,5
15% Isopropanol

10mM TrisHCI, pH8,0
0,lmM EDTA

10mM Tris HCL, pHS,0
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DNA/RNA-Agarosegele

Ladepuffer DNA

Ladepuffer RNA (2x)

Southern Blot

TAE-Puffer (50x stock):
2M Tris

50mM Essigsdure
50mM EDTA

100mM EDTA

2% SDS

60% Glycerol

0,2% Bromphenolblau

95% Formamid

0,025% SDS

0,025% Bromphenolblau
0,025% Xylencyanol FF
0,025% Xylencyanol FF
0,025% Ethidiumbromid
0,5mM EDTA

Depurinierung (Fragmente >=10kb) 1,1% HCI in H,O

Denaturierung

Neutralisierung

Transferpuffer, 20xSSC

Hybridisierungspuffer

87,66g Natriumchlorid
20,00g Natriumhydroxid

mit H,O auf 1000ml auffiillen

87,66g Natriumchlorid
60,50g Tris

mit H,O auf 1000ml auffiillen

88,23¢g Tri-Natriumcitrat
175,32g Natriumchlorid
auf 1000ml H,O

1M Natriumchlorid
50mM Tris, pH7,5 (37°C)
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10% Dextransulfat

1% SDS

250pg/ml Salmon Sperm DNA sonificated
bei -20°C aufbewahren

Waschpuffer 1.) 2x SSC/0,5% SDS
2.) 1x SSC/0,5% SDS
3.) 0,1% SSC/0,5% SDS

Stock Losungen 1.) 20x SSC 175,3g Natriumchlorid
88,2g Natriumcitrat
pH7,0
2.) 20% SDS 200g SDS
auf 1000ml H,O

Western Blot
Lysispuffer 50mM Tris/HCI, pH7,4
150mM Natriumchlorid
2mM EDTA, pHS8,0
1% Nonidet P-40

APS 10% APS (in Aqua dest.)

4x Tris/SDS pH8,8 1,5M Tris (= pHS,8)
0,4% SDS

4x Tris/SDS pH6,8 0,5M Tris (= pH6,8)
0,4% SDS

10x Tris-Glycin (Laufpuffer) 1,0% SDS
0,25M Tris
1,92M Glycin

4x SDS-Ladepuffer (2M DTT und frisch zugeben: 40ul auf 160 pl
Puffer)
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Kathodenpuffer

Anodenpuffer I

Anodenpuffer II

10x TBST

Blockinglosung

ECL-Losung

LacZ-Farbelosung

Fixierungslosung

Waschpuffer

200mM Tris/HCI, pH6,8
8% SDS

40% Glycerol

0,4% Bromphenolblau

25mM Tris/HCI, pH9,4
40mM Glycin
10% Methanol

300mM Tris/HCIL, pH10,4
10% Methanol

25mM Tris/HCI, pH10,4
10% Methanol
Ponceau-Losung: 0,2 % PonceauS

3% TCA

(zu Waschpuffer Tween20 frisch hinzugeben)
100mM Tris-HCI, pH7,4

1,5M Natriumchlorid

1,0% Tween20

1:10 Milchpulver
1g BSA in 1x TBST

Losung A
Losung B (direkt vor Gebrauch gemischt)

0,02% NP-40

SmM EGTA, pHS8,0

2mM MgCl, x6 H,O

1% Formaldehyd

0,2% Glutaraldehyd in PBS
0,02% NP-40 in PBS



5 Material und Methoden

108

Férbelosung

5.1.6 Immunhistochemiche Firbung

Permeabilisieringsldsung

Blockinglosung

TBST

5.1.7 Enzyme und Reaktionssysteme

Proteinase-Inhibitoren
Superscript 11
RNase-Inhibitoren

Restriktionsenzyme

DNA-Polymerasen

RNase
RNase-freie Dnase 1

Ligase

Phosphatase

0,02% NP-40

2mM Mg(Cl, - 6H,0

5mM Ki;[Fe(CN)g] - 6H,0
0,01% Natriumdesoxycholat
Img/ml X-Gal in PBS

0,1% Triton X-100, 100mM Glycin in PBS
10% Kilberserum (FCS), 0,1% BSA, 3%
Schafserum in TBST
20mM Tris-HCI, pH 8,0, 150mM NacCl, 0,05%
Tween20

(Sigma-Aldrich GmbH, Seelze)

(Fermentas GmbH, St-Leon-Rot)

(Fermentas GmbH, St.Leon-Rot)

(NEB GmbH, Frankfurt a.M.; Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot)

(DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment,
NEB GmbH, Frankfurt a.M.; Tag DNA-Polymerase
recombinant, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot; Pfu
DNA-Polymerase, Stratagene , La Jolla)

(Promega GmbH, Mannheim)

(Promega GmbH, Mannheim)

(T4 DNA Ligase; NEB GmbH, Frankfurt a.M.;
M0202)

(T4 Polynucleotide Kinase, NEB GmbH, Frankfurt
a.M.; Antarctic phosphatase, NEB GmbH, Frankfurt
a.M.)
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5.1.8 Antikorper und Seren

primiire Antikorper
anti-acetylatet Tubulin (mouse) (Sigma) 1:250
anti-Flag (mouse)(Sigma) 1:10000
anti-Kif3a (mouse) (BD) 1:250
anti-SMOH (rabbit) (BIOZOL)
anti-Gli3 (N-19) (goat) 1:500
anti-Centrin (rabbit) (Abcam) 1:2000
anti-y-Tubulin (rabbit) (Sigma) 1:250
anti-a-Tubulin (mouse) (Sigma) 1:250
anti-B-Tubulin (mouse) (Sigma) 1:250
anti-E-Cadherin (mouse) (BD)
anti-Cep164 (rabbit, Cy3-gekoppelt) (Labor Erich Nigg)
anti-Cep135 (rabbit, Cy3-gekoppelt) (Labor Erich Nigg)
anti-Pifo I (rabbit) (Pineda, Berlin) (fiir Western Blot Analyse) 1:250
anti-Pifo II (rabbit) (Pineda, Berlin) (fiir immunhistochemische Analyse) 1:50

anti-Digoxigenin-AP Fab fragments (Roche)

sekundire Antikorper
anti-rabbit IgG (HRP-gekoppelt) (Millipore) 1:1000
anti-mouse (HRP gekoppelt) (Millipore)1:1000
anti-mouse 488 (Invitrogen) 1:800
anti-rabbit 594 (Invitrogen) 1:800
anti-goat 555 (Invitrogen) 1:800

Serum

Schafserum (Sigma)

5.1.9 Vektoren und BACs

Vektoren pBluescript
pL451-loxP (Lee et al., 2001; Liu et al., 2003;
modifiziert)
pcs2+ (Invitrogen)
pEGFP-CI1 (Invitrogen)
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BAC

pEYFP-N1 (Invitrogen)
pGL3-Enhancer (Promega)

(RP23-306020, RZPD, Pitchfork-BAC)

5.1.10 Oligonukleotide

Primer

Sequenz

NLS-lacZ-fwd-Xhol

5’-NNNCTCGAGGCCACCATGAACCTTGAAGCTCGAAAAACAAAG

NLS-lacZ-rev-Xhol

5’-NNNCTCGAGCATATGTTATTATTATTTTTGACACCAGACCAACTGG

5’-HR-fwd-Ascl

5’-NNNGGCGCGCCGGGGAATGCCAGGGCCAGGAAGC

5’-HR-rev-Spel

5’-NNNACTAGTCATATGGACCAAAGGCCTCTCCTCCTATTGATGGCC

3’-HR-fwd-Spel

5’-NNNACTAGTTTCTATGGACTCACCATAGTGGGT

3’-HR-rev-Xbal

5’-NNNTCTAGATGTTACGTTAGACTTTAGGGGC

PCR1-rev-Xhol

5’-NNNCTCGAGCACCTTCCCTAAAGATCAAGAGAAGAAAC

PCR1-fwd-Notl

5’-NNNGCGGCCGC CCCGGAGTCCAGACCTAGGGTGATCTGAG

PCR2-fwd-Xhol

5’-NNNCTCGAGAATGTAGGCACTGTCTTCACGTGCTGTCCT

PCR2-rev-Kpnl

5’-NNNGGTACCCAATGCTTGTCAGTTGCCTGGCATT

3’-probe-fwd

5’-TCCACAGGAGAAATGATTGTCTGCATAC

3’-probe-rev

5’-CAGTATTTAATATGGCCCTCCTCAGTC

LacZ-probe-fwd

5’-GCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTG

LacZ-probe-rev

5’-TCACTATAGGGCGAATTGGGTACACT

EPI11 5’-NNNACTAGTAGGTAAGTGTACCCAATTCGCCCTATAG
EP12 5’-NNNGGATCCACGCGTTAAGATACATTGATGAGTTTGGAC
EP108 5’-GGCCGTTTAAACTTAATTAAGCTTGGCGCGCCATGCATTTAAAT

EP109

5’-GGCCATTTAAATGCATGGCGCGCCAAGCTTAATTAAGTTTAAAC
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5.1.11 Southern-Proben

Pifo: 3°-Southern-Probe, 740 bp
5-TCCACAGGAGAAATGATTGTCTGCATACACATAAAGAAATTTTTAACTTAAAT
AAAGCCATCGTTGAGCCAGGTTTCTGATGTCACTATTATTTTAGTGGAGATTCCCA
TGCAGTAGTCCCACATAAGTATATATGGAATAAGAATAAAAGTTTTACTTATGCT
TCTACCTTCTCCACTTAATAACTTTTTAGTCAATGGTCTAGAAAGTTACAGTACCA
ACCATCTCAAAGTAGGAGAAGGCAGTAGAACTCTGAAGTGTCCTATTAAAATAC
ACATATTTTGGACCAGCCAGATAGTTAAAATAAGGAGCCTAACTTAGCCTCCTGC
TATATATGCAATATTAAACCAAGAGTGTTCACATACAAACTGGAATCTTTGTTAA
TCACTTTTCTGACATGCTTAAATCCTTCTATTATGTCTAGATCTTGGCCCAGGTCCT
GACTGCAACCAATGTCCCCAGAACTCTATACTAAGCTGTAGAAACAAGTAGTGTT
TTCATCTCAGCAGCAAGATTATTGGGAATATTTAAGTGGTAGAAAGAATGTGAAA
CCCTATACAAAAGAACCTACACCTCCCAGCAAACATTTTTACTAAAGAAGAAACC
CACAGGCTTCCAGAAACACTCTGCAAAGTCAACATTCTAGTCTGGAGCAGTGGCA
GAGCCTGCTTGGGAAATTCTCAGGCATCTTACTGGATAAATTGGCTGATGTGTGA
CTGAGGAGGGCCATATTAAATACTG-3°

Pifo: interne lacZ -Southern Probe, 495 bp
5"-TACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCGAAT
TGAATTATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTA
CAGTCAACAGCAACTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGA
AGGCACATGGCTGAATATCGACGGTTTCCATATGGGGATTGGTGGCGACGACTCC
TGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGCCGGTCGCTACCATTACC
AGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAATAATAACATATGCTCCTAGTAGGTAAGTGTAC
CCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGT
CGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCC
CTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACA
GTT-3°

5.1.12 Molekulargewicht-Marker

DNA-Leiter 100bp Leiter; 1kb Leiter (NEB GmbH, Frankfurt
a.M.)
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Protein-Leiter

RNA-Leiter

5.1.13 Bakterien und Kulturmedien

Bakterien
E.coli K12 EL250
E.coli K12

E.coli K12 DH5a

Kulturmedien
LB Medium
LB Agar

SeeBlueR Plus2 Pre-Stained standard (Gibco,
InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)
RNA Ladder high range (Fermentas GmbH,
St.Leon-Rot)

(Lee et al., 2001)

XL-1 Blue endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl
lac glnV44 F[:: Tn10 proAB + laclq
A(lacZ)M15]hsdR17(rK-mK+) (Stratagene, La
Jolla)

F-.lacl-recAl, endAl, D(lacZY A-argF), U169,
F80dlacZDM15, supE44, thi-1, gyrA96, relAl
(Hanahan et al., 1985)

(Lysogeny broth; Bertani, 1951)
(Lysogeny broth; Bertani 1951)

je nach Bedarf versehen mit 100pg/ml Ampicillin

25 pg/ml Kanamycin
12,5 pg/ml Chloramphenicol

5.1.14 Zelllinien, Kulturmedien und Zellkulturlésungen

Zellinien

HEK293T

NIH3T3

IDG3.2

Humane embryonale Nierenzelllinie, gewonnen aus
HEK?293 Zellen, die stabil das T-large Antigen des
SV40 (Simian Virus 40) exprimieren (Graham et al.,
1977)

Murine embryonale Fibroblasten Zelllinie (Todaro
and Green, 1963)

Murine ES Zelllinie (F1); genetischer Hintergrund:
129SV/C57B1/6
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MEF Primére murine embryonale Fibroblasten, isoliert am
Tag E13,0

Primére Extremitdtenkultur (PLC) Primidre murine embryonale Fibroblastenkultur,
gewonnen aus Vorderextremititen muriner

Embryonen, isoliert am Tag E11,5-E13,0

Kulturmedien
HEK293T/NIH3T3/PLC DMEM(Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad,
CA), versehen mit 2mM L-Glutamin (200mM,
Gibco, Invitrogen™ Cooperation, Carlsbad, CA),
10%FCS (PAA Laboatories GmbH, Pasching,

Osterreich)

MEF DMEM (Gibco, Invitrogen ™ Cooperation,
Carlsbad, CA), versehen mit 2mM L-Glutamin
(200mM, Gibco, InvitrogenTM Cooperation,
Carlsbad, CA), 15% FCS (PAN Biotech GmbH,
Aidenbach), 0.1mM B-mercaptoethanol (50mM,
Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA);
1xMEM (non-essentiell amino acids, 100x; Gibco,

InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)

IDG3.2 DMEM (Gibco, Invitrogen™ Cooperation,
Carlsbad, CA), versehen mit 2mM L-Glutamin
(200mM, Gibco, InvitrogenTM Cooperation,
Carlsbad, CA), 15% FCS (PAN Biotech GmbH,
Aidenbach), 0.1mM B-mercaptoethanol (50mM,
Gibco, InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA);
1XxXMEM (non-essentiell amino acids, 100x; Gibco,
InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA), ESGRO
R (LIF) (10" U/ml, Chemicon, Millipore,
Schwalbach), 2mM HEPES (200mM, Gibco,

InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)
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Zellkulturlosungen
1x PBS ohne Mg**/Ca** (Gibco, Invitrogen™ Cooperation, Carlsbad, CA)
Ix Trypsin-EDTA (0,05% Trypsin, 0,53 mM EDTA4NA, Gibco,

InvitrogenTM Cooperation, Carlsbad, CA)

5.1.15 Mauslinien

C57BI1/6N inbred strain (Inzuchtstamm)

CDl1 outbred strain (Stamm mit gemischtem genetischen
Hintergrund)

YVP (Hadjantonakis et al., 2002)

dsRed (Vintersten et al., 2004)

5.2 Methoden

5.2.1 Zellkultur

5.2.1.1 ES-Zellkultur

Damit murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen) in Kultur nicht differenzieren, benttigen
sie embryonale Fibroblasten, gewonnen aus Embryonen E13,0, sog. murine embryonale
Feeder-Zellen (MEF). AuB3erdem muss dem ES-Medium LIF zugegeben werden, damit sie im

undifferenzierten Stadium passagiert werden konnen.

5.2.1.1.1 Behandlung von murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) mit MitomycinC
MMCO)

MMC ist ein Mitoseinhibitor, der verhindert, dass Feeder-Zellen das Wachstum der ES-Zellen
beeinflussen. Um die MEFs mit MMC behandeln zu konnen, miissen diese auf 15cm-Platten
ausgesit und bis zu einer konfluenten Dichte wachsen gelassen werden. Wenn dies erreicht
ist, werden diese abtrypsinisiert, abzentrifugiert und wieder in 20ml MEF-Medium
aufgenommen. AnschlieBend werden die Zellen mit 200ul MMC (Img/ml) fiir 45min bei
37°C inkubiert. Alle 15min wird das Eppendorfgefdl invertiert, um ein Anheften der Zellen

an der Kunststoffwand des Probengefdles zu verhindern. Im Anschlufl daran werden die
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Fibroblasten bei 250g fiir Smin abzentrifugiert. Im Folgenden kann nun entschieden werden,
ob die Zellen sofort auf Zellkulturplatten ausplattiert, oder fiir eine spitere Benutzung

tiefgefroren werden sollen.

5.2.1.1.2 Auftauen von ES-Zellen

Um ES-Zellen auftauen zu konnen, muss im Vorfeld ein 10ml-Eppendorfgefdl mit
vorgewiarmten ES-Medium vorbereitet werden. Ein Kryorohrchen mit tiefgefrorenen ES-
Zellen wird nun moglichst schnell bei 37°C aufgetaut und in das vorbereitete Rohrchen
transferiert. Die Zellen werden bei 250g fiir 4min abzentrifugiert und in einem geeigneten
Volumen ES-Medium wieder aufgenommen, um die ES-Zellen z.B.auf 6cm-Schalen, die
zuvor mit einem dichten Feederrasen versehen wurde, auszuplattieren. ES-Zellen werden bei

37°C und 5-7%igem CO; in einem feuchten Inkubator kultiviert.

5.2.1.1.3 Passagieren von ES-Zellen

Nach ungefihr 48h miissen ES-Zellen gesplittet werden, um eine Differenzierung der Zellen
zu vermeiden, und um die Zellpopulation zu expandieren. ES-Zellen konnen im Verhiltnis
1:2 bis 1:30 je nach ihrer Teilungsrate gesplittet werden. Das Medium wird dazu abgesaugt
und die Zellen mit PBS (-Mg**/Ca®*) gewaschen. Auch das PBS wird abgesaugt und die
Zellen werden mit 0,05% Trypsin-EDTA (z.B. 1ml pro 6cm-Platte) fiir Smin bei 37°C im
Inkubator inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wird unter dem Mikroskop kontrolliert, ob sich
die Zellen vom Boden der Zellkulturschale abgelost haben und ggf. die Reaktion mit dem
dreifachen Volumen an ES-Medium abgestoppt. Um eine Einzelzellsuspension zu
bekommen, wird die Zelllosung mehrere Male mit der Pipette resuspendiert und in ein
Falcongefal} transferiert. Die Zellen werden fiir 4min bei 250g abzentrifugiert und in einem
geeigneten Volumen an ES-Medium aufgenommen, um sie anschlieend auf neue Feeder-
Platten splitten zu konnen. Die ES-Zellen werden wie oben beschrieben kultiviert (siehe

5.2.1.1.2.).

5.2.1.1.4 Einfrieren von ES-Zellen

Um ES-Zellen im fliissigen Stickstoff einfrieren zu kénnen, miissen zunichst die Zellen von
der Platte abtrypsinisiert und abzentrifugiert werden (siehe 5.2.1.1.3.). Danach werden die

ES-Zellen in Kryorohrchen mit Einfriermedium transferiert. Diese werden moglichst schnell
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in Einfrierboxen gestellt und bei —80°C gelagert. Nach 1-2 Tagen konnen dann die

tiefgefrorenen ES-Zellen in fliissigen Stickstoff umgelagert werden.

5.2.1.1.5 Homologe Rekombination von ES-Zellen

Um transgene oder knock-in-Miduse generieren zu konnen, ist die Methode der homologen
Rekombination von ES-Zellen elementar.

Dafiir werden ES-Zellen mit dem linearisierten Zielvektor durch Elektroporation
transformiert, anschlieend fiir die Insertion selektioniert und die fiir die Insertion positiven

Kolonien gepickt und expandiert.

5.2.1.1.6 Transformation von ES-Zellen durch Elektroporation

Fiir eine Elektroporation wir eine halbe 10cm-Schale mit zu 80% konfluentem Wachstum
verwendet. Die Zellen werden zundchst wie oben beschrieben trypsinisiert (siehe 5.2.1.1.3.)
und die Einzelzellsuspension abzentrifugiert. Im Anschluf} daran werden die Zellen mit 10ml
PBS (-Mg**/Ca**) gewaschen und erneut abzentrifugiert. Das Zellpellet wird nun in 1,5ml
eiskaltem PBS (—Mg2+/Ca2+) resuspendiert. 0,7ml dieser Zellsuspension werden in eine
vorgekiihlte Kiivette transferiert und mit 0,1ml Vektor (251g) gemischt. Die Elektroporation

wird unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Programm: 220V
500uF

Widerstand: oo

Nach der Elektroporation wird die Kiivette sofort fiir Smin auf Eis gestellt. Nach Ablauf
dieser Zeit werden die Zellen auf zwei 10cm-Schalen mit einer dichten Feederschicht
transferiert. Am nichsten Tag wird das ES-Medium gewechselt und am darauffolgendem Tag
beginnt die Selektion. Dazu wird tidglich das ES-Medium gewechselt, dem zusitzlich
Neomycin (G418) in einer Endkonzentration von 300 pg/ml zugegeben wird. Nach 6-8 Tagen

Selektion konnen Einzelklone gepickt werden.
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5.2.1.1.7 Picken von ES-Zellklonen

Bevor ES-Zellkone gepickt werden konnen, muss im Vorfeld eine konische 96-Lochplatte mit
je 60ul PBS (—Mg2+/Ca2+) und zwei normale 96-Lochplatten vorbereitet werden, wovon die
eine mit 0,1% Gelatine und 100ul ES-Medium, und die andere mit einer dichten
Feederschicht und 100ul ES-Medium vorbehandelt werden muss. Auf der Platte mit den ES-
Zellklonen wird das Medium abgesaugt und 10ml PBS (—Mg2+/Ca2+) hinzugegeben. Unter
einem Stereomikroskop werden optimale ES-Zellklone mit kompaktem und runden Aussehen
zusammen mit max. 20ul ihres Mediums gepickt. Dazu wird mit der Pipettenspitze der Klon
von der Platte gekratzt, mit der Pipette aufgesaugt und in die konische 96-Lochplatte
transferiert. Um Mischklone zu verhindern muss darauf geachtet werden, dass nur einzelne
Klone gepickt werden. Nach einer gepickten Platte wird mit einer Mehrkanalpipette zu jedem
Klon 30ul 0,05% Trypsin-EDTA zugegeben und die Platte bei 37°C fiir 15min inkubiert.
Anschliefend werden mit der Mehrkanalpipette die Zellen mehrmals aufgesogen und wieder
entlassen, um eine Einzellsuspension zu generieren. Je 50ul dieser Zellsuspension werden nun
auf eine neue 96-Lochplatte transferiert. Zellen auf der Gelatine-Platte sind fiir die DNA-
Gewinnung vorgesehen, Zellen auf der Feeder-Platte hingegen zum Einfrieren als

Masterplatte.

5.2.1.1.8 Einfrieren von ES-Zellklonen auf 96-Lochplatte

Um ES-Zellklone auf einer 96-Lochplatte einfrieren zu konnen, muss zunichst ein zweifaches

ES-Einfriermedium vorbereitet und vorgekiihlt werden:

4ml ES Medium
4ml FCS

2ml DMSO

¥ 10ml

Das vorhandene Medium auf der Platte mit den gepickten Klonen wird entfernt und die Zellen
mit 200ul PBS (-Mg**/Ca®*) gewaschen. AnschlieBend wird je 40ul 0,05% Trypsin-EDTA
hinzupipettiert. Die ES-Zellen werden im Anschlu3 daran bei 37°C fiir Smin inkubiert. Mit
60ul kaltem ES-Medium wird die Reaktion abgestoppt und die Zellen durch mehrmaliges

Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Nun werden jeweils 100ul zweifaches Einfriermedium
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hinzugegeben, die Platten rasch mit Parafilm umschlossen, in Windeln eingehiillt und in

Pappboxen verstaut und bis zum Auftauen bei —80°C Kiilte gelagert.

5.2.1.1.9 Generieren von Pitchfork+/- Zellen

Der Vektor pL254-Pifo-NLS-lacZneo wurde mit Ascl in einer Endkonzentration von 25ug
linearisiert und in IDG3.2 ES-Zellen elektroporiert. Die homologe Rekombination wurde

anhand einer Southern-Blot-Analyse verifiziert.

5.2.1.2 Herstellen von priméren Fibroblasten aus Vorderextremititen (PLC)

Embryonen werden im Stadium E11,5 in PBS pripariert. Die Vorderextremititen werden mit
einer Pinzette abgetrennt und in je 40ul DMEM in eine 48-Lochplatte {iberfiihrt.
AnschlieBend werden 80ul 0,05% Trypsin-EDTA hinzugegeben und die Priparate mit Hilfe
einer abgeschnittenen Pipettenspitze zerkleinert. Nach 10miniitiger Inkubation bei 37°C wird
das Gewebe anschlieend erneut mit einer Pipettenspitze durch Auf- und Abpipettieren
zerkleinert. Nach weiteren Smin bei 37°C werden 150ul 15% FCS-DMEM (Pen/Strep)
hinzupipettiert und die Zellsupension auf ein 96-Lochplatte iiberfiihrt. Am ndchsten Tag wird
das Medium gewechselt und je nach Zelldichte gesplittet. Es ist dabei darauf zu achten, dass
primére Fibroblasten aus Vorderextremititen erst dann gesplittet werden, wenn die Zellen

konfluent gewachsen sind.

5.2.1.3 Ausbilden von Zilien in Fibroblasten und mitotische Synchronisation der Zellen

Zunichst werden die Fibroblasten unter normalen Bedingungen passagiert (15% FCS, 2mM
L-Glutamin, 1% Pen/Strep in DMEM). Um Fibroblasten nun in der GO-Phase zu
synchronisieren wird diesen Zellen fiir 24h das fetale Kilberserum entzogen (2mM L-
Glutamin, 1% Pen/Strep in DMEM). Hierdurch bilden 99% der Zellen Zilien aus. Nun wird
wieder urspriingliches Kulturmedium zugefiigt (15% FCS, 2mM L-Glutamin, 1% Pen/Strep
in DMEM), so dass die Zellen ihr Zilium wieder resorbieren, die GO-Phase verlassen und
wieder in den Zellzyklus eintreten. Dadurch ist ein Grofteil der Zellen mitotisch

synchronisiert.
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5.2.1.4 Transfektion von HEK293T und NIH3T3 Zellen

Um Expressionsplasmide in HEK293T und NIH3T3 zu transformieren, wurden die Zellen mit
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) transfektiert. Dazu werden die Zellen einen Tag zuvor so
gesplittet, dass sie am darauffolgendem Tag zu 80-90% konfluent sind. Fiir eine 6-Lochplatte
werden dazu 3x10° Zellen ausgesit. 2ug DNA bzw. 4ul Lipofectamin werden in 500ul
Optimem verdiinnt. Nach S5min Inkubation bei RT werden beide Suspensionen fusioniert und
gemischt. Nun folgt ein weiterer 20miniitiger Inkubationsschritt, bevor die Suspension
tropfchenweise auf die Zellen pipettiert wird. Am néchsten Tag wird das Medium der Zellen
gewechselt und die Transfektion mit Hilfe einer Transfektionskontrolle pcs2+-GFP unter UV-

Licht kontrolliert.

5.2.1.5 Klonierung des Pitchfork-knock-in-Konstruktes

Das knock-in-Konstrukt wurde wie folgt beschrieben kloniert.

Zunichst wurden die 5"und 3 homologen Regionen des Pitchfork-Gens mittels PCR aus dem
BAC (RP23-306020) amplifiziert (5’-HR-fwd-Ascl, 5’-HR-rev-Spel, 3’-HR-fwd-Spel, und
3’-HR-rev-Xbal.) und die Produkte in den pL.253-Vektor subkloniert (Ascl und Xbal). Dieser
pL253-Vektor (Copeland et al., 2001; Liu et al., 2003) wurde modifiziert, so dass in die NotI-
Schnittstelle ein aneinandergelagertes Oligonukleotid (EP108 und EP109) kloniert wurde. Der
modifizierte Vektor wurde nun pL254 genannt. Mittels homologer Rekombination wurde ein
6,5kb grofles Fragment aus dem BAC in EL250 Bakterien rekombiniert (siehe Protokolle
nach Lee et al., 2001; Liu et al., 2003). Das Produkt daraus wurde als pLL254-Pifo bezeichnet.
Um die knock-in-Kassette in den offenen Leserahmen in das zweite Exon zu klonieren, wurde
eine NLS-lacZ Kassette folgendermalen kloniert. Ein artifizielles Intron-PolyA wurde mit
Hilfe einer PCR (EP11, EP12) amplifiziert und in den pBKS-Vektor kloniert (Spel, BamHI).
Eine NLS-lacZ-Sequenz wurde mit NLS-lacZ-fwd-Xhol, NLS-lacZ-rev-Xhol mittels PCR
amplifiziert und in den pBKS-Vektor, der bereits das Intron-PolyA beinhaltete, in die
Restriktionsschnittstellen Xhol, Sall kloniert. AnschlieBend wurde eine Neo-Kassette (pL-
452; HindIIl, Xhol; Liu et al., 2003) an das 3°-Ende der PolyA-Sequenz kloniert. Nun wurden
5"-und 3"-homologe Arme, die an die NLS-lacZ-Kassette angrenzen, amplifiziert: PCR1-fwd-
Notl; PCR1-rev-Xhol; PCR2-fwd-Xhol; PCR2-rev-Kpnl. Die PCR-Produkte wurden mit
Notl, Xhol (PCR1) und mit Xhol, Kpnl (PCR2) geschnitten und in den pBKS-Vektor, der
zuvor mit Notl, Kpnl verdaut war, subkloniert. Die nun entstandene Kassette NLS-lacZ-

Intron-polyA-neo wurde nun mit Xhol aus dem Vektor herausgeschnitten und zwischen die 5°-
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und 3’-homologen Arme im pBKS-Vektor, der zuvor ebenfalls mit Xhol linearisiert wurde,
subkloniert. Die richtige Orientierung der knock-in-Kassette wurde mittels Sequenzierung
kontrolliert. AnschlieBend wurde das nun entstandene Plasmid pBKS-5"HR-NLS-lacz-3"HR
mit Notl und Kpnl geschnitten, um die homologen Regionen mit der knock-in-Kassette
mittels homologer Rekombination in den EL250 Bakterien in den pL254-Pifo-Vektor zu
rekombinieren. Der Zielvektor pL254-Pifo-NLS-lacZneo wurde durch Sequenzierung

verifiziert.

5.2.2 Molekularbiologie

5.2.2.1 Plasmid- und BAC- (Bacterial Artificial Chromosome) Priparation

5.2.2.1.1 Plasmidpriparationen mit Hilfe der QIAGEN Plasmid Kits

Plasmidpréparationen in kleinen Mengen wurden mit Hilfe von Mini-Kits von QIAGEN
amplifiziert. Das DNA-Pellet wurde in 50ul TE-Puffer resuspendiert. Fiir groBere Mengen an
DNA wurde das QTAGEN Maxi-Kit verwendet und die DNA in 300ul TE-Puffer eluiert.

5.2.2.1.2 BAC-Minipriparation nach Copeland

Die Pridparation von BAC-DNA folgt dhnlich der der Plasmid-DNA. Dazu wurde das
Protokoll nach Warming et al., 2005 leicht modifiziert.

5ml Bakterien-Ubernachtkultur werden fiir 5000rpm fiir Smin (5804R Zentrifuge; Eppendorf)
abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 250ul P1-Puffer
resuspendiert. AnschlieBend werden 250ul P2-Puffer zugegeben und das Eppendorfgefal3
vorsichtig invertiert. Nach Smin Inkubation bei RT werden 250ul P3-Puffer zugefiigt und das
Gefdl fiir Smin auf Eis inkubiert. Das Protein wird durch Zentrifugieren bei 13,500rpm fiir
Smin prizipitiert. Die DNA wird durch Fillen mit 750ul Isopropanol prizipitiert, das Pellet
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach Trocknen der BAC-DNA wird diese in 50ul TE-
Puffer aufgenommen. Um ein Brechen der BAC DNA zu verhindern, wird die DNA bei 4°C
gelagert und nicht bei -20°C weggefroren.
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5.2.2.2 Genomische DNA-Isolierung im 96-Lochplatten-Format

Nach dem Separieren der ES-Zellen ldsst man diese in einer 96-Lochplatte bis zur DNA-
Isolierung fiir 2-3 Tage wachsen, bis die Farbe des Mediums innerhalb eines Tages nach Gelb
umschldgt. Dem Lysispuffer wird im Vorfeld Proteinase K in einer Konzentration von
100pg/ml zugegeben. Die Zellen werden zunédchst zweimal mit PBS (—Mg2+/Ca2+) gewaschen,
bevor mit einer Mehrkanalpipette je 50ul Lysispuffer hinzupipettiert werden. Die Platte wird
mit Parafilm umschlossen und bei 55°C in einer feuchten Kammer iiber Nacht inkubiert. Am
niachsten Tag werden 150ul 5SM Natriumchlorid mit 10ml eiskaltem 100%igem Ethanol
gemischt und davon je 100ul dazugegeben, um die DNA zu prizipitieren. Nach einer halben
Stunde wird die Fliissigkeit aus der Platte vorsichtig dekantiert und mit eiskaltem 70%igem
Ethanol dreimal fiir je 30min gewaschen. Nach den Waschschritten wird die DNA getrocknet
und anschliefend in je 25ul TE-Puffer pro Einheit resuspendiert.

5.2.2.3 RNA-Priparation

RNA aus embryonalem oder adultem Gewebe wird mittels Trizol extrahiert. Dazu wird 1ml
Trizol auf 50-100mg Gewebe pipettiert (z.B. 800ul). Das Gewebe wird z.B. mittels einer
Spritze homogenisiert und fiir Smin bei RT inkubiert. Nun wird dem Gemisch Chloroform
(z.B. 160ul) hinzugegeben und kriftig gevortext. Nach einem Zenrifugationsschritt bei
12000rpm fiir 10min bei 4°C wird die obere Phase, die die RNA enthilt, vorsichtig
abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefdl transferiert. Zum Fillen der RNA wird nun
400ul Isopropanol hinzupipettiert und erneut bei 12000rpm fiir 10min bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wird abgenommen und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet

wird nur kurz getrocknet und in 10-50ul DEPC H,0 aufgenommen.

5.2.2.4 Auftrennung von DNA/RNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

DNA- oder RNA- Fragmente wandern innerhalb eines Agarosegels in Abhéngigkeit ihrer
Grofle unterschiedlich schnell. Diese Eigenschaft macht man sich bei der Auftrennung von
verschiedenen DNA/RNA-Fragmenten zu Nutze. Ein 1%iges Agarose/TAE-Gemisch wird
zundchst aufgekocht und Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,005%
hinzugegeben. Im kochenden Zustand wird nun ein Gel mit Taschen gegossen und nach
Erkalten mit einer Gelkammer in eine TAE-Pufferlosung gelegt. Der optimale

Auftrennungsbereich 1%iger Gele liegt ber 500bp und 7kb. Um groere Fragmente
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aufzutrennen, muss ein niedrigprozentiges Gel gegossen werden, um kleinere Fragmente
aufzutrennen, hoherprozentige Gele. Das Gel wird nun beladen und ein elektrisches Feld
angelegt, wobei sich am oberen Ende die Kathode und am unteren Ende die Anode befindet.
Die DNA/RNA wandert innerhalb des Gels Richtung der positiv geladenen Anode. Kleinere
Fragmente mit geringerem Molekulargewicht wandern innerhalb des Gels schneller als gro3e

Fragmente. Als Marker werden 10ul eines 1kb-GroBenstandards (80,1ug/ul) verwendet.

5.2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentration von DNA und RNA kann an einem Photometer (Nanodrop) iiber die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260nm ermittelt werden. Der Quotient von
ODy60/ODyg0 gibt Auskunft dariiber, welche Reinheit die Probe besitzt. Werte zwischen 1,8
und 2,0 bedeuten eine hohe Reinheit der gelosten RNA oder DNA.

5.2.2.6 Herstellen von cDNA mittels reverser Transkription

Die Methode der reversen Transkriptions(RT)-PCR wird angewendet, um kurze Regionen
von cDNA mit genspezifischen Primern zu amplifizieren. Dazu wird aus Embryonen oder
Geweben Gesamt-RNA hergestellt, cDNA synthetisiert und anschlieBend der gewiinschte
cDNA Bereich mittels PCR amplifiziert. Bei der Synthese der Primer ist darauf zu achten,
dass diese so gewihlt werden, dass sie nicht die Intron-Exon Grenze iiberlagern.

Es wird folgender Ansatz fiir die RT-PCR gewihlt:

2,0 ul RNA
1,0 pl Oligo-dT-Primer (500ng/ul)
mit DEPC H,0 auf 11,0ul Endvolumen aufgefiillt

Die Losung wird fiir 10min bei 70°C inkubiert und anschlieend sofort auf Eis gestellt, wo

folgende Komponenten hinzugefiigt wird:

4,0ul fiinffach Transkriptasepuffer
2,0ul DTT (0,1M > 10mM)

1,0ul dNTPs (je 10mM > 0,8mM)
1,0pl RNA Inhibitor (40U/ul > 40U)
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Das Gemisch wird nun fiir 2min bei 42°C inkubiert und anschlieBend 1ul SuperScript
(200U/ul) dazupipettiert. Es folgt ein Inkubationsschritt bei 42°C fiir 50min, bevor die
Reaktion durch Denaturierung des Enzymes bei 70°C iiber 15min abgestoppt wird. Die cDNA

kann nun bei -20°C gelagert werden.

5.2.2.7 Ligation

Ziel der Ligation ist es, ein verdautes DNA-Fragment in einen mit denselben
Restriktionsenzymen aufgeschnittenen Vektor zu bringen. Dazu kann das Fragment und der
Vektor mit komplementiren iiberstehenden oder glatten Enden geschnitten worden sein. Fiir
die Ligation wird das Enzym T4-Ligase (Roche, Mannheim) verwendet. Die Ligasereaktion
erfolgt in 10ul Ligationsansatz, versehen mit zehnfachem Ligasepuffer, wobei die zu
klonierenden Fragmente in 2-3fach molarem Uberschuf gegeniiber der Vektor-DNA
eingesetzt werden. Fiir die Ligation wird der Reaktionsansatz bei 16°C iiber Nacht inkubiert

und am néchsten Tag direkt fiir die Transformation eingesetzt.

5.2.2.8 Transformation von Bakterien

Um ein DNA-Fragment z.B. in einem Plasmid oder in einem BAC in Bakterien zu
transformieren gibt es zwei Moglichkeiten: die chemische Transformation oder die
Elektroporation.

Bei der chemischen Transformation wird durch Ca?" Ionen und Hitze die Bakterienmembran
poros, so dass DNA durch Anheften an die Membran aufgenommen werden kann. Bei der
Elektroporation werden die Membranen der Zellen in einer salzfreien Losung durch kurze

elektrische StoBe permeabilisiert.

5.2.2.8.1 Elektroporation

Ein Aliquot elektrokompetenter Bakterien wird auf Eis aufgetaut. 1-2ul DNA fiir die
Transformation werden zu den Bakterien auf Eis pipettiert. Die Mischung wird in eine
vorgekiihlte Kiivette (0,1cm) blasenfrei transferiert. Die Elektroporation wird bei einer
Spannung von U=2,5kV durchgefiihrt. Nach dem elektrischen Puls werden die Bakterien in
ein Eppendorfgefill transferiert und mit Iml LB-Medium verdiinnt. Um die transformierten

Bakterien zu amplifizieren, wird das Gefill bei 850rpm im Eppendorf Schiittler bei 37°C fiir
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60min behandelt. AnschlieBend werden die Bakterien auf LB-Platten, die mit einem

Selektionsantibiotikum versehen sind, ausplattiert und iiber Nacht auf 37°C gestellt.

5.2.2.8.2 Chemische Transformation

Dh5a-Bakterien werden auf Eis aufgetaut. 4ul des zu transformierenden Vektors werden
anschliefend zu den Bakterien pipettiert und das Gemsich fiir 30min auf Eis inkubiert. Fiir
den Hitzeschock werden die Bakterien fiir 90sec bei 42°C inkubiert und anschlieBend sofort
wieder auf Eis abgekiihlt. Auch hier werden die Bakterien nach der Transformation mit LB-
Medium verdiinnt, bei 850rpm fiir 60min geschiittelt und anschlieBend auf LB-Platten mit

Antibiotikum ausplattiert.

5.2.2.9 Homologe Rekombination in Bakterien

Von einem Glycerolstock wird eine Bakterienkultur EL-250 iiber Nacht bei 32°C angeimpft.
Die Ubernachtkultur wird am nichsten Tag 1:50-1:100 verdiinnt und bis zu einer ODgy=0.6
in 50ml LB-Medium wachsen gelassen. Dann wird die Kultur gesplittet: 25ml werden als
Rekombinationskontrolle bei RT inkubiert, die anderen 25ml werden bei 42°C im Wasserbad
unter permantentem Schiitteln inkubiert. Beide Kulturen werden im Anschlufl daran auf Eis
abgekiihlt und dort gehalten. Die Bakterien werden bei 4°C fiir 5-15min bei 5000rpm
abzentrifugiert (Eppendorf 5804 R) und das Bakterienpellet in 1,8ml eiskaltem 10%igem
Glycerol resuspendiert. Die Suspension wird nun bei voller Geschwindigkeit (14000,
Eppendorf 5417 R) bei 4°C fiir 20sec erneut zentrifugiert und wieder in 1,8ml 10%igem
eiskaltem Glycerol resuspendiert. Dieser Waschschritt wird noch drei Mal wiederholt, ehe das
Pellet in einem Endvolumen von 100ul 10%igem Glycerol aufgenommen wird. 15ng des
linearisierten PL-254-5"HR;3"HR-Vektors werden mit 50ul kompetenten Zellen fusioniert,

Smin auf Eis inkubiert und anschlieend elektroporiert.

5.2.2.10 Sequenzierung

Bei einer Sequenzierreaktion werden Didesoxy-Nukleotide verwendet, die mit 4
verschiedenen Fluoreszenzmarkierungen fiir jede Base vorhanden sind. Fiir eine
Sequenzierung wird eine PCR mit einem Primer durchgefiihrt, die abbricht, sobald ein

Didesoxy-Nukleotid mit spezifischer Fluoreszenzmarkierung eingebaut wird. Dadurch
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entstehen statistisch verteilte Fragmente jeder Linge, wobei sich am Ende jedes Fragments
ein Didesoxy-Nukleotid mit der jeweiligen spezifischen Fluoreszenzmarkierung befindet.

Es wird ein Mastermix fiir jede Sequenzierreaktion vorbereitet:

0,5ul BigDye

2,0ul BigDye-Puffer

10pM Primer (sense/antisense)
(n) bp/100 = x ng

2 5,0ul

Folgendes PCR-Programm wird fiir die Sequenzierreaktion verwendet:

96°C 1min

96°C 10sec

50°C Ssec } 35%
60°C 4min

4°C

Um die DNA zu prizipitieren werden der PCR-Reaktion 0,5ul 125mM EDTA, 2.0ul 3M
Natriumacetat und 50ul 100%iges Ethanol zugegeben, gemischt und bei RT fiir 15min
inkubiert. Die DNA wird durch Zentrifugation (4°C;11000rpm) fiir 30min pelletiert,
anschliefend mit 70%igem Ethanol durch erneute Zentrifugation gewaschen, das Pellet
getrocknet und in 25ul HPLC-H,0 aufgenommen.

Die Proben am Sequenzierer im 96-Lochformat aufgetragen. Bei der Sequenzierung werden
die Fragmente in einer Gelsdule der Grofe nach aufgetrennt und die am Ende befindliche

Fluoreszenz detektiert. Die Fluoreszenzabfolge entspricht der Sequenz der zu analysierenden

DNA.
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5.2.2.11 Restriktionsverdau genomischer DNA fiir die Analyse mittels Southern-Blot

Um im 96-Lochplatten-Format mittels Restriktionsenzymen genomische DNA zu verdauen,

wird folgender Ansatz in jede Einheit pipettiert:

25ul DNA (gelostes Volumen der DNA)
0,40ul 100x BSA

0,40ul 100mM Spermidin

0,25ul RNase A 1mg/ml

4,00l 10x Enzympuffer

2,50ul Enzym (10U/pul)

7,45u H,O

¥40.00ul

Die 96-Lochplatte wird mit Parafilm umhiillt und, um eine Kondensation zu verhindern, in

eine feuchte Kammer gestellt. Der Restriktionsverdau erfolgt iiber Nacht schiittelnd bei 37°C.

5.2.2.12 Southern Blot

Im Jahre 1975 wurde von Edwin Southern die Methode des Southern Blots entwickelt, um
eine bestimmte genomische DNA-Sequenz zu detektieren. Dazu wird die DNA mit Hilfe von
Restriktionsenzymen in kleine Stiicke geschnitten und durch Gelelektrophorese separiert.
Diese DNA-Stiicke werden nun auf eine Membran transferiert und mit einer radioaktiv
markierten gegenstringigen DNA-Probe hybridisiert. Das nun radioaktiv markierte DNA
Stiick kann durch Exponierung auf einen Film sichtbar gemacht werden. Nach homologer
Rekombination von ES-Zellen wird die Methode des Southern-Blots hdufig benutzt, um die

korrekte Integration des Zielvektors in das Genom zu iiberpriifen.

5.2.2.12.1 Restriktionsverdau und Gelelektrophorese

Zunachst wird die genomische DNA iiber Nacht mit einem Restriktionsenzym verdaut. Dieser
Verdau wird am nichsten Abend auf ein 0,8%iges Gel geladen und bei schwacher Voltzahl
(30V) iiber Nacht aufgetrennt. Am nédchsten Morgen wird mittels UV-Licht-Fotographie

einerseits anhand eines fluoreszierenden Lineals die Lauflinge des Gels festgehalten,
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andererseits die Vollstindigkeit des genomische Verdaus durch den Nachweis repetitiver

Banden iiberpriift.

5.2.2.12.2 Blotten

Zunachst wird das Gel in einer Depurinisierungslosung fiir 20min durch leichtes Schwenken
inkubiert. Anschlieend wird jeweils eine halbe Stunde lang das Gel in einer Denaturierungs-
und Neutralisierungslosung inkubiert.

Der Blotaufbau wird wie unten beschrieben in 20igfacher SSC-Losung aufgebaut; der
Transfer findet iiber Nacht statt. Am nédchsten Tag wird der Blot wieder abgebaut, die

Membran getrocknet und bei 80°C fiir eine halbe Stunde gebacken.

Papiertiicher

I\ Membran
— N\

~~ angefeuchtetes

// : \Kﬁlomapicr

Ul W

20x S5C

Fig. 57: Versuchsaufbau des Southern-Blots

Beim Southern-Blot wird angefeuchtetes Blotpapier auf eine Glasscheibe gelegt, die Seitenrdnder
des Blotpapiers ragen in eine Wanne, die mit 20x SSC befiillt ist. Das Gel wird mit den Taschen
nach unten auf das Blotpapier und die Nitocellulosemembran blasenfrei dariiber gelegt. Die
Membran wird mit Blotpapier und mehrlagig Papiertiichern bedeckt.

5.2.2.12.3 Hybridisierung
Die Hybridisierung erfolgt in drei Schritten.

Prihybridisierung
30ml vorgewidrmte Hybridisierungslésung werden zu einer Hybridisierungsrohre, in die zuvor
die Membran mit der DNA Seite nach innen eingerollt wurde, hinzugegeben. Die Rohre wird

in einen Hybridisierungsofen bei 65°C fiir mindestens 2h vorhybridisiert.
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Radioaktive Markierung der Probe

100ng der linearisierten Probe werden auf ein Volumen von 24ul mit dest H,O verdiinnt, 10ul
Random-Oligonukleotide werden ebenfalls zugegeben und das Ganze fiir Smin im Wasserbad
aufgekocht. Nach Ablauf der Zeit wird die Probe sofort auf Eis gestellt und abgekiihlt. 10ul
fiinffacher Puffer (d*CTP-Puffer fiir 32P gelabeltes CTP) wird nun der Losung zugegeben.
Im Radioaktivlabor folgt dann noch radioaktiv gelabeltes CTP (50Cu) und 5U Klenow-
Enzym (Exo(-) Klenow, 1ul, 5U/ul). Die Losung wird durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren gemischt und bei 37°C fiir 20min inkubiert. Danach werden 2ul STOPmix
hinzugegeben, um die Reaktion zu beenden.

Um die markierte Probe von Proteinen und nicht eingebauten Nukleotiden zu reinigen, wird
diese auf eine vorbereitete Sdule gegeben und fiir 2min bei 400g abzentrifugiert.

Mit 1ul der nun markierten Probe wird die Aktivitdt der Reaktivitdt gemessen. Um die Probe
zu denaturieren, werden 500ul Lachsspermien-DNA (10mg/ml) bei 100°C im Wasserbad
denaturiert und in einem 50ml Falcongefdl auf Eis gestellt. Die heile Probe wird in einer
Endkonzentration von 1x10° Zihlungen pro 1ml Hybridisierungslosung hinzugegeben. Die
Losung wird durch Zugabe von 50ul 10N Natriumhydroxid denaturiert. AnschlieBend wird
durch leichtes Schwenken des 50ml-Rohrchens noch 300ul 2M Tris, pH 8,0 und 475ul 1M
HCI tropfenweise hinzupipettiert.

Hybridisierung

Die Prihybridisierungslosung wird nach Ablauf der 2h Prihybridisierung durch die frisch
radioaktiv-markierte DNA-Probe ersetzt. Es folgt nun eine 24stiindige Inkubation bei 65°C im
rotierenden Hybridisierungsofen. Am nichsten Tag wird die heile Probe vorsichtig aus dem
Hybridisierungsrohrchen dekantiert. Die Membranen werden in einer auf 65°C vorgewéarmten
zweifachen SSC/0,5%-SDS-Losung in einer Plastikwanne gewaschen. Alle Smin wird die
Radioaktivitdt auf der Membran mit einem Geigerzihler kontrolliert. Wenn das Signal hoher
als 100-200x10? Zidhler ist, wird der Waschschritt wiederholt oder die Stringenz der
Waschlosung erhoht (wahlweise einfache SSC/0,5%-SDS- oder zehntel SSC/0,5%-SDS-
Losung). Bei gewiinschter Radioaktivitit wird die Membran in Saranfolie eingewickelt und in
einer Filmkassette fixiert. Ein Film (Kodak, BioMax) wird aufgelegt, die Kassette bei —80°C
gelagert und der Film nach ungefédhr 48h entwickelt (AGFA Curix 60).
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5.2.2.13 In vitro-Transkription von markierten RNA-Proben

Fiir whole-mount in sifu Hybridisierungen werden komplementire RNA-Proben hergestellt.
Dazu werden cDNA-Fragmente verwendet, die zuvor in Vektoren kloniert wurden, die die
Sp6-, T3- oder T7-Bakteriophagen-Promotoren besitzen. Einige Plasmide wurden vom
RZPD-Resourcenzentrum in Berlin (nun: imagenes) als EST-Klone bestellt oder

freundlicherweise unserem Labor zur Verfiigung gestellt.

5.2.2.13.1 Linearisierung der Plasmide

Zum einen wurden die Plasmide, die das cDNA-Fragment enthalten linearisiert. Dazu wird
das linearisierte Plasmid gefillt und anschlieBend RNA-Sonden des nicht kodierenden Strangs
(,,anti-sense*) in vitro hergestellt.

AnschlieBend wird folgender Reaktionsansatz pipettiert:

6ul DEPC-H,0

1ul Transkriptionspuffer (Roche)

1ul linearisierte Plasmid-DNA

1ul 10xDIG RNA-Reaktionsmix (Roche)
0,5ul RNAse-Inhibitor (Roche)

0,5u1 RNA-Polymerase (Roche)

Dieser Ansatz wird fiir 2h bei 37°C inkubiert. Im Anschluff daran werden 1ul DNAse
(10U/ul, Roche) zugegeben und fiir weitere 15min bei 37°C inkubiert. Um die RNA zu fillen
wird nun das Volumen mit DEPC-H,O auf 100ul aufgefiillt, 10ul 4M LiCl und 300ul
100%iges Ethanol zugegeben und fiir mindestens 20min bei -20°C inkubiert. Im Anschluf3
daran wird die RNA bei 14000rpm fiir 30min bei 4°C gefillt, das Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen und kurz getrocknet. SchlieBlich wird die RNA in 55ul DEPC-H,O
aufgenommen, die Qualitit der RNA mittels Gelelektrophorese kontrolliert und die Menge an

RNA mittles Nanodrop ermittelt.
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5.2.2.13.2 Amplifikation mittels PCR

Antisense RNA-Sonden von RZPD-Klonen wurden mit Hilfe von PCR-Produkten hergestellt.

Dazu wurden Minipédparationen der cDNA-Klonen hergestellt und 1ul als Template zu

unterschiedlichen PCR-Reaktionsansétzen hinzupipettiert.

Vektor (antisense Primer Name Primer Sequenz PCR Programm
Polymerase)

pBluescript-Lion (Sp6) Lion-5/ AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT/ 94°C 315
Lion-3-Sp6 ATTTAGGTGAACACTATAGAATCGAAGC |95°C45™
GGCCGC 56°C 45™

CCGGGCAGGT 72°C 11
30 Zyklen

72°C 4

pSortl (SP6) TM-M13 FWD/ GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGG 96°C 2°
pCMV-Sport6 (T7) TM-M13 REV CAGGAAACAGCTATGAC 96°C 10™

pCMV-Sport2 (T7) 52°C5™

pT7T3D-Pacl (T3) 72°C 4
30 Zyklen

72°C 4

pBluescript- modified | RZPD-M13 FWD/ GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGA | 94°C 3°15™

(T3) RZPD-MI3REV Eggg/AGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC 93°C 45
TCG 68°C 45™

72°C 4
30 Zyklen

72°C 4

pME18s-FI3 (T7) SuganoF1-Sp6/ GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGA |94°C 2
SuganoR1-T7 TGTG/ 94°C 30™
CCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC | 65°C 30™

TCG 72°C 2
30 Zyklen

72°C 5°

pBSII-SK (T7) pBSII SK-FWD/ GTTTTCCCAGTCACGACGTT/ 94°C2*
pBSII SK-REV TGTGGAATTGTGAGCGGATA 94°C 30™
60°C 30™

72°C 37
30 Zyklen

72°C 5°

Die PCR wurde auf einem Agarosegel kontrolliert und anschlieend Sul des PCR-Produkts

zum in vitro Transkriptionsreaktionsansatz (siehe oben) hinzupipettiert. Die antisense-RNA-

Sonden wurden, wie oben beschrieben, hergestellt.
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5.2.3 Biochemische Methoden

5.2.3.1 Extraktion von Proteinen

Um Proteine aus Geweben oder Zellen zu extrahieren ist ein schnelles Arbeiten bei niedrigen
Temperaturen erforderlich, um Denaturierungen zu vermeiden. Bei der Proteingewinnung
konnen entweder Proteine des gesamten Zelllysats oder Zellkompartimente (zytoplasmatische
oder nukledre Fraktionen) extrahiert werden. Durch Zugabe von Proteaseinhibitoren sowie

Arbeiten bei 4°C bleiben die Proteine jedoch intakt.

5.2.3.1.1 Proteinextraktion aus Zelllysat

Zellen werden mit eiskaltem PBS gewaschen und das PBS anschlieBend restlos abgesaugt.
50-100ul Lysispuffer, dem ein Proteaseinhibitor-Cocktail zugesetzt wird, werden auf eine 6-
Lochplatte gegeben. Mit einem Zellkratzer werden die Zellen von der Platte gel6st und in ein
1,5ml Eppendorfgefdl transferiert. Um die Zellen komplett zu lysieren, werden diese
anschliefend fiir 10min auf einen Schiittler (Thermomixer comfort, Eppendorf) bei 4°C
kriftig geschiittelt. Um die nichtloslichen Zellbestandteile wie Zellkern und Membranen von
dem restlichen Lysat zu trennen, werden die lysierten Zellen bei 14,000rpm bei 4°C fiir 10min
zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteine beinhaltet, wird in ein vorgekiihltes

Eppendorfgefal} transferiert und bei —80°C gelagert.

5.2.3.1.2 Zellkompartiment-Proteinextraktion mittels CelLytic™NuClear™
Extraction-Kit (Sigma, NXTRACT)

Einer 0,1M DTT- und einfachen hypotonische Lysispuffer-Losung wird im Vorfeld der
Proteaseinhibitor-Cocktail (PI) hinzugegeben (1000ul Lysispuffer, 1,5ul 0,1M DTT und 10l
PI).

Das Gewebe wird zunédchst zweimal mit PBS gewaschen, das PBS sorgfiltig abgesaugt und
das Material im Anschluf8 daran mit Iml einfachem Lysispuffer mittels einer dicken Nadel
homogenisiert. Die Zellsuspension wird bei 10,000xg fiir 20min zentrifgugiert. Der Uberstand
mit der zytoplasmatischen Fraktion wird sorgfiltig abgenommen und separat bei —80°C
aufbewahrt. Das Pellet wird in 140ul Extraktionspuffer homogenisiert und fiir 30min bei 4°C

auf einen Schiittler inkubiert. Dann wird die Losung bei 20,000xg fiir Smin bei 4°C



5 Material und Methoden 132

abzentrifugiert und der Uberstand, der die nukleire Fraktion beinhaltet, abgenommen und bei

—80°C gelagert.

5.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchonic acid (BCA)-Test

Abhingig von ihrer Konzentration konnen Proteine alkalisches Cu(Il) zu Cu(l) reduzieren.
BCA ist ein chromogenes Reagenz fiir Cu(I), da es mit Cu(l) einen violetten Komplex
ausbilden kann, der bei 562nm sein Absorptionsmaximum besitzt. Die Absorption dieses
Komplexes ist direkt proportional zu der Proteinkonzentration, so dass durch eine quantitative
photometrische Messung der Proteinlosung, die mit einer konzentrationsbekannten
Standardreihe verglichen wird, die Proteinkonzentration berechnet werden kann.

Als Standardreihe werden folgende BSA Verdiinnungen in Lysispuffer verwendet: 25, 125,
250 und 500ug/ml. Die Proteinproben werden mit Lysispuffer 1:50 verdiinnt. Eine
Nullkontrolle (Lysispuffer pur), die Standardreihe und die Proteinproben werden mit der BCA
Losung 1:20 verdiinnt. Die Mischungen werden anschlieend fiir 30min bei 50°C inkubiert,
wobei ein violetter Farbumschlag zu beobachten ist. Die Proben werden zunichst abgekiihlt,
bevor die Absorption am Eppendorf Photometer gemessen wird. Nachdem der
Verdiinnungsfaktor noch addiert wird, kann die Proteinkonzentration der Proben im Vergleich

zu der Standardreihe berechnet werden.

5.2.3.3 Strepll-tag-Affinititsaufreinigung

Um Protein-Interaktionen von Pitchfork nachweisen zu konnen, wurde N-terminal an die
cDNA von Pitchfork eine Strepll-tag-Sequenz (Streptavidin) kloniert (SF-TAP-Pitchfork).
Eine Strepll-tag-Aufreinigung wurde nach dem Protokoll von Gloeckner et al, 2007
durchgefiihrt. Dazu werden HEK293T Zellen mit dem SF-TAP-Pitchfork iiberexprimiert. Um
eine hohe Expression von Pitchfork in diesen Zellen zu gewdhrleisten, werden die Zellen 10h
nach der Transfektion fiir 30h ohne FCS kultiviert (10%DMEM, 2mM L-Glutamin, 1%
Pen/Strep in DMEM). Nach Ablauf dieser Zeit werden die Zellen mit Lysispuffer fiir 20min
bei 4°C lysiert (50mM Tris-HCIl, pH7,4, 150mM NaCl, 0,5% Nonidet-P40, Protease-
Inhibitoren (Roche) und Phosphatase-Inhibitoren (Sigma-Aldrich)). AnschlieBend wird das
Lysat fiir 10min bei 14,000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und auf
eine Strep-Tactin-Superflow-Saule (IBA) iiberfithrt. Nachdem das Lysat durch die Siule
getropft ist, wird die Sdule mit einem Waschpuffer dreimal gewaschen (50mM Tris-HCI-
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Puffer (pH7,4), 150mM NaCl, 0,1% Nonidet-P40 und Phoshataseinhibitoren). AnschlieBend

werden die Proteine im Strep-Tactin-Elutionspuffer (IBA) eluiert.

5.2.3.4 Western-Blot

Beim Western-Blot werden Proteine aufgrund ihrer Gro8e mittels Elektrophorese auf einem
denaturierendem Polyacrylamidgel separiert. Das negativ geladene Sodiumdodecylsulfat
(SDS) umhiillt die Proteine und gibt ithnen je nach ihrer Gro8e eine unterschiedliche negative
Ladung. Die Proteine werden anschlieend mit Hilfe einer elektrischen Spannung mit einem
“semi-dry“-Blotsystem auf eine Membran transferiert. Auf diese Membran konnen
Antikorper spezifisch an die Proteine binden. Die Bindung der Antikorper kann mit Hilfe von
an  Meerrettich-Peroxidase-(horseradish ~ peroxidase  (HRP))-gekoppelten  sekundiren
Antikorper detektiert werden, welche durch eine enzymatische Katalysation sichtbar gemacht
werden konnen. Um eine unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, wird die

Membran vor der Antikdrperinkubation mit Milchpulver und BSA geblockt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um 4 10%ige Trenngele zu gielen, wird folgender Ansatz vorbereitet:

10ml Acrylamid/Bisacrylamid- Mischung
7,5ml vierfach Tris/SDS Puffer, pHS8,8
12,5ml H,O

40,0nl TEMED

300 ul APS

Die Mischung wird zwischen zwei in einer Gelkammer fixierten Glasplatten gegossen und
mit Wasser bedeckt, um eine luftgeschlossenen Raum und eine ebene Fliache zu generieren.
Nach der Polymerisation des Gels wird das Wasser vorsichtig dekantiert.

Nun wird die Mischung fiir 4 Sammelgele zusammenpipettiert:

1,3ml Acrylamid/Bisacrylamid- Mischung
2,5ml vierfach Tris/SDS Puffer, pH6,8
6,2ml H,O

20,0 ul TEMED

100 pl APS
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Diese Mischung wird sofort mit einer Pipette langsam auf das Trenngel bis zur oberen Kante
der beiden Glasplatten pipettiert und mit einem Gelkamm versehen.

Vierfach SDS-Ladepuffer wird frisch mit Dithiothreitol (DTT) versehen und 1:3 mit den
Proben gemischt. Anschlieend werden die verdiinnten Proben bei 95°C fiir 4min gekocht
und dann sofort auf Eis gestellt. Dem mittlerweile erhirteten Gel wird der Kamm vorsichtig
herausgezogen und die Taschen mit flieBendem Wasser ausgespiilt. Die Gele werden in einer
Gelkammer fixiert und mit frischem einfachem Tris-Glycin-Laufpuffer gefiillt. Die
Geltaschen werden erneut mit einer Spritze gespiilt und anschlieend mit den Proben beladen.
Die Auftrennung der Proben erfolgt bei 80-120V fiir ca. 1-2h.

Je nach GroBe der zu auftrennenden Proteine werden verschiedene Acrylamid-

Konzentrationen verwendet.

% kDa
16.0 12-43
10.0 16-68
7.0 36-94
5.0 57-212

Blotten

Nach der Gelelektrophorese werden die Glasplatten vorsichtig vom Gel entfernt und fiir
10min im Kathodenpuffer &dquilibriert. Die PVDF Membran wird fiir 15sec in Methanol
aktiviert, fiir 2min in H,O und anschlieBend noch einmal fiir Smin im Anodenpuffer II
inkubiert. Die Nitrocellulosemembran dagegen wird nur kurz mit Anodenpuffer II befeuchtet.

Der ,,semi-dry““-Blot wurde nach folgender Anleitung aufgebaut:

Anode

1x dickes Blotpapier, kurz mit API befeuchtet

1x diinnes Blotpapier, kurz mit APII befeuchtet
PVDEF/Nitrocellulose-Membran

Gel

3x dickes Blotpapier, kurz mit Kathodenpuffer befeuchtet
Kathode

Blott bei 220mA fiir 20min
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Immunofirbung

Nach dem Blotten wird die Membran in Blockinglosung fiir 2h inkubiert (einfacher TBST-
Puffer + 5%iges Milchpulver + 1g BSA (50ml)). Die Inkubation mit dem ersten Antikorper in
Blockinglosung findet iiber Nacht bei 4°C statt. Im Anschlul daran wird die Membran
dreimal mit TBST fiir je 15min gewaschen, bevor die Membran mit dem zweiten Antikdrper
fiir 2h bei RT inkubiert wird. Nach anschlieBenden Waschschritten mit einfachem TBST wird
die Membran mit ECL-Losung fiir 1min benetzt, die Membran anschliefend in Saran-Folie
gewickelt und mit einem Film in einer Kassette fixiert. Je nach Stirke des Signals werden die

Filme nach 1sec-10min Exposition entwickelt.

5.2.3.5 Luciferase-Reporter-Assay

Mit Hilfe des Luciferase®-Reporter-Assays (Promega) kann analysiert werden, ob ein
Transkriptionsfaktor eine reprimierende oder aktivierende Funktion hat. Bei dieser Methode
kann die Genregulation, primir die transkriptionelle Kontrolle eines Gens bestimmt werden.
Dazu wird der pGL3-Enhancer-Vektor (Promega) verwendet. Dieses Reporterkonstrukt
beinhaltet fiinf Kopien der Gal4-Bindestelle und eine SV40-Enhancer-Region, welche hinter
einem Luciferase-Gen und einem poly(A)-Signal lokalisiert ist. Luciferasen sind strukturell
unterschiedliche Enzyme, in deren Anwesenheit Luciferine mit Sauerstoff zu energiereichen,
instabilen Dioxetanen reagieren. Beim Zerfall dieser Substanzen kommt es zur
Biolumineszenz. Der pGl3-Enhancer-Vektor wird in Zellen transfektiert, und das Luciferase-
Gen kann in fast allen Sdugetierzellen stark exprimiert werden. Die Menge des Luciferase-
Enzyms wird mittels Lichtemission an einem Luminometer gemessen und spiegelt die
Basalaktivitdt wider. Das zu analysierende Gen wird hinter einen starken CMV-Promotor und
einer Gal4-Bindungsdoméne in einen Vektor kloniert und in die Zellen kotransfektiert. Nach
der Bindung des zu analysierenden Gens mit seiner Gal4-Bindungsdoméne an das
Reporterkonstrukt wird die Luciferase aktiviert.

Die Messung der Biolumineszens wird quantifiziert und ist proportional zur transkriptionellen
Aktivitidt des zu analysierenden Gens. Bei dem Dual-Luciferase®-Reporter-Assay werden
zwei unterschiedliche Luciferasen verwendet. Zum einen die Firefly-Luciferase (aus dem
Leuchtkifer), bei der Luciferol, ATP und Sauerstoff zu Kohlendioxid, AMP und Licht
reagiert. Und zum anderen die Renilla-Luciferase (Renilla reniformis), die nur Luciferol und
Sauerstoff in Abwesenheit von ATP zur Reaktion benétigt. Die Renilla-Luciferase wird in
diesem System als Transfektionskontrolle benotigt und ist permanent aktiv. Die Aktivititen

der beiden Luciferasen werden hintereinander bestimmt. Der Luciferase-Reporter wird nach
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Zugabe des Luciferase-Assay-Reagenz 1I (LARII) gemessen. Nachdem mit einem
Luminometer die Biolumineszenz ermittelt wurde, wird die Reaktion gestoppt und simultan
die Renilla-Luciferase-Reaktion durch ein Stop&Glo®-Reagenz aktiviert. Durch dieses
Reagenz wird das Signal von der Renilla-Luciferase nacheinander stabilisiert, gemessen und
gegen das Luciferase-Signal normalisiert. Dadurch kann z.B. eine Variabilitit in der

Transfektionseffizienz ausgeglichen werden.

5.2.4 Embryologie

5.2.4.1 Herstellung tetraploider Embryonen

Die Herstellung tetraploider Embryonen wurde nach Protokollen von Nagy et al., 1993
(Manipulating the Mouse Embryo, Book Reference) durchgefiihrt. Bei dieser Methode
werden sechs Wochen alte CDI1-Weibchen superovuliert, indem ihnen zunidchsten 100ul
PMSG und 46h spiter 100 pl humanes Choriongonadotropin (hCG) intraperitoneal injiziert
werden. Die superovulierten Weibchen werden mit dsRed-Ménnchen (Vintersten et al., 2004)
verpaart. Weitere 48h spiter werden den superovuliertenWeibchen die Eileiter entnommen
und gespiilt, um Embryonen im Zweizellstadium zu gewinnen. Diese Embryonen werden in
Mannitol iiberfithrt und zwischen zwei Platinelektronen platziert. Die Grenzachse der
Blastomere wird senkrecht zur Elektrode durch Anlegen einer Spannung von 0,5-1V orientiert
und mit Hilfe eines elektrischen Impulses (35V fiir 35usec) fusioniert. Im Anschlufl daran

werden die Embryonen in M2-Medium gewaschen und in KSOM (Millipore) transferiert.

5.2.4.2 Herstellung von ES-Zell-generierten-Embryonen mittels tetraploider

Aggregation

Fusionierte tetraploide Embryonen werden iiber Nacht in einem Tropfen KSOM unter
Mineral6l bei 37°C in 5%igem CO, kultiviert. Embryonen, die sich nach der Fusion bis zum
Vierzellstadium weiterentwickelt haben werden mit Tyrode s-Losung behandelt, um die Zona
pellucida zu entfernen. Die Pitchfork+/- ES-Zellen werden kurz abtrypsinisiert und ES-
Zellklumpen von 8-15 Zellen in eine Vertiefung der Aggregationsplatten zwischen je zwei
tetraploiden Embryonen platziert, wo diese iiber Nacht mit den Embryonen aggregieren.
Diese Aggregate werden iiber Nacht in KSOM gelagert und am néchsten Tag in die Uteri von
E2,5 pseudoschwangeren CD1-Weibchen transferiert.
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5.2.4.3 Isolierung von Embryonen und Organen

Die Isolierung von Embryonen und Organen wurde nach Protokollen von Nagy und
Behringer (,,Manipulating the mouse embryo: a laboratory manual®) durchgefiihrt. Die

Embryonen wurden anhand von Downs und Davies (1993) ihrem Alter zugeordnet.

5.2.44 X-gal(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactoside)-Firbung

Die sezierten Embryonen oder Organe werden zweimal in PBS+Mg?*/Ca®* gewaschen.
Anschlieend werden sie je nach ihrem Entwicklungsstadium fiir 15-60min in einer

Fixierungslosung fixiert:

E12,5 oder jiinger bei RT 15-40min
E13,0 oder élter bei RT 30-60min

Dann folgen drei weitere Waschschritte in PBS+ 0,02% NP40. Die Embryonen bzw. Organe
werden nun in die X-gal-Firbelosung iiberfithrt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nichsten Tag werden die gefiarbten Embryonen wieder in PBS+ 0,02%NP40 gewaschen und
im Folgenden in 4% Paraformaldehyd (PFA) bei 4°C fixiert und fiir die Dokumentation
aufbewabhrt.

5.2.4.5 Whole-mount in situ Hybridisierung

Bei der whole-mount in situ Hybridisierung kann das Expressionsmuster einzelner Gene
durch Bindung gegenstringiger RNA-Sonden in bestimmten Geweben eines frithen
Mausembryos (E4,5-13,0) sichtbar gemacht werden. Dazu werden RNA-Sonden mit
Digoxygenin markiert, die von einem Antikorper erkannt werden konnen, der durch eine
enzymatische Reaktion mit einer BM-Purple-Losung sichtbar gemacht werden kann. Fiir die
whole-mount in situ Hybridisierung miissen Embryonen moglichst steril und ziigig seziert
werden, fiir 1h bei 4°C fixiert und in einer aufsteigenden Methanolreihe in PBST dehydriert

werden. Die Embryonen werden bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.

Tag 1
Zuniachst werden die Embryonen in einem Methanol/PBST-Gradienten in Sminiitigen
Inkubationsschritten rehydriert und zweimal fiir je 10min in PBST gewaschen. Um die

Embryonen transparent zu machen folgt eine 20miniitige Inkubation in 3% H,0, in PBST bei
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RT. Im Anschlufl daran werden die Embryonen dreimal fiir je Smin in PBST gewaschen. In
4% PFA/0,2% Glutaraldehyd werden die Embryonen ein weiteres Mal 20min lang fixiert.
Danach werden die Embryonen fiir je Smin dreimal hintereinander gewaschen, bevor sie in
die Préahybridisierungslosung iiberfithrt werden und fiir mindestens 2h bei 70°C inkubiert

werden. Uber Nacht folgt nun eine Hybridisierung mit den RNA-Sonden, ebenfalls bei 70°C.

PBST: 1x PBS, 0.1% Tween-20

Prehyb-Losung: 50% Formamid, 5xSSC pH4.5, 1% SDS, 50ug/ml yeast tRNA, 50ug/ml
Heparin

Hyb-Losung: Priahyb-Losung, 1pug/ml Sonde

Tag 2

Die Embryonen werden initial in der vorgewiarmten Losung I fiir jeweils mindestens 30min
bei 70°C gewaschen. AnschlieBend werden sie in eine TNT-Losung iiberfiihrt und dreimal fiir
Smin bei RT gewaschen. Die restlichen RNAs werden durch einen 0,1mg/ml RNase/TNT-
Verdau bei 37°C zerstort. Um die Stringenz zu erhohen folgen drei weitere 30miniitige
Waschschritte, dieses Mal mit der Losung II. Dann erfolgt bei RT erneute dreimalige
Inkubation iiber je Smin in MAB, bevor sie fiir 2h in die Blockinglosung transferiert werden.

Uber Nacht folgt dann die Antikdrperinkubation bei 4°C.

Losung I: 50% Formamid, fiinffach SSC pH4,5, 1% SDS

Losung II: 50% Formamid, fiinffach SSC pH4,5, 0,2% SDS

TNT: 10mM Tris HC1 pH7.,5, 0.5M NaCl, 0,1% Tween-20

MAB: 100mM  Maleic Acid, 150mM NaCl, 2mM Levamisole,

0,1% Tween20, pH7,5 mit NaOH
Blocking Losung:  MAB, 2% BM Blocking Reagenz

Antikorper Losung:  Eine kleine Spatelspitze Embryonenpuder wird fiir 30min bei 70°C in
Sml Blockingldsung inkubiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. 50pl
Schafserum und 4 pl Anti-Dig-Alkaline-Phosphatase-Antikorper
(1:5000) werden nun zu der Blockingldsung hinzugegeben. Nun folgt
eine 1stiindige Inkubation auf Eis und anschlielend eine Zentrifugation
bei 5000rpm bei 4°C. Der Uberstand wird in ein neues Falconrshrchen
iberfiihrt und die Losung mit Blockinglosung/1% Schafserum auf 20ml
herunterverdiinnt.

Tag 3
Uber den niichsten Tag verteilt werden die Embryonen stiindlich bei RT auf einem Schiittler

liegend mit MAB gewaschen. Uber Nacht wird der MAB Waschschritt bei 4°C fortgesetzt.
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Tag 4

Jetzt werden die Embryonen zweimal fiir 10min zum Umpuffern bei RT in NTMT gewaschen
und anschlieBend in BM-Purple transferiert. Die Farbung erfolgt im Dunkeln, je nach Stirke
der RNA-Sonde, zwischen 1h und 4 Tagen. Nach Erreichen der gewiinschten Firbung des
Embryos werden diese in PBST gewaschen und in 4%PFA fixiert. Zum Fotografieren werden

die Embryonen in PBST iiberfiihrt.

NTMT: 100mM Tris HCI pH9,5, 50mM MgCI2, 100mM NacCl,
0,1% Tween20

5.2.4.6 Immunofirbungen

5.2.4.6.1 Whole-mount-Immunofirbungen

Um die endogene Expression von Proteinen im Embryo zu detektieren, wurden whole-mount-
Immunofarbungen am Embryo nach dem Protokoll von Nakaya et al., 2005 durchgefiihrt.
Hierbei werden Embryonen im Gastrulationsstadium isoliert und fiir 20min in 2%igem PFA
in PBS bei RT fixiert. Um die Embryonen zu permeabilisieren, folgt eine Inkubation mit
0,1% Triton-X-100 in 0,1M Glycin, pH8,0. Die Embryonen werden in 10% FCS, 3%
Schafserum, 0,1% BSA, 0.1% Tween20 in TBST fiir eine halbe Stunde geblockt, bevor sie
mit dem ersten Antikorper in der Blockingldsung iiber Nacht inkubiert werden. Am nichsten
Tag folgen drei 10miniitige Waschschritte in TBST, bevor sie 1h bei RT mit dem zweiten
Antikorpern inkubieren. Nach anschlieBenden Waschschritten mit TBST werden die
Embryonen zwischen zwei Objektgldsern, die durch einen 120pm Secure-Seal™-
Abstandshalter (Invitrogen) voneinander getrennt sind, orientiert und in ProLong® Gold

Antifade mit DAPI eingebettet.

5.2.4.6.2 Zellkultur-Immunofiarbungen

Zellen werden auf Deckgldaschen ausgesit und wachsen bis zur gewiinschten Dichte. Um die
endogene Expression von Proteinen genauer analysieren zu konnen werden die Zellen
zunéchst mit 4%igem PFA fiir Smin bei RT fixiert und anschliefend mit PBS gewaschen. Fiir
die Permeabilisierung der Zellen folgt eine Sminiitige Inkubation mit eiskaltem Methanol. Die
Zellen werden anschlieBend dreimalig fiir Smin mit PBS gewaschen und in 10% Schafserum,

1% BSA und 0,1% Tween20 in PBS blockiert. Uber Nacht werden die Zellen auf einem
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Taumler mit dem ersten Antikorper, der in der Blockinglosung verdiinnt vorliegt, inkubiert.
Am darauf folgendem Tag werden die Zellen dreimalig mit PBS gewaschen und fiir 1h mit
dem zweiten Antikorper bei RT inkubiert. Es folgen weitere Waschschritte mit PBS, bevor
die Zellen auf einem Objekttriager in ProLong® Gold Antifade mit DAPI eingebettet werden.

5.2.4.6.3 Immunofirbungen auf Kryoschnitten

Zunidchst werden die Kryoschnitte bei RT aufgetaut und getrocknet. Im Anschlu3 daran
werden die Schnitte kurz in 0,1% Triton-X100 in PBS gewaschen, um das OCT zu entfernen.
In einer feuchten Kammer werden die Schnitte bei RT fiir 1-2h in Blockinglosung geblockt
(10% Schafserum, 1% BSA in 0,1% Triton-X100 in PBS). Uber Nacht folgt die Inkubation
mit dem ersten Antikorper, verdiinnt in Blockinglosung, bei 4°C in der feuchten Kammer. Am
niachsten Tag werden die Schnitte 0,1% Triton-X100 in PBS dreimalig fiir Smin gewaschen,
bevor sie fiir 1h mit dem Zweitantikorper inkubiert werden. Auch dieser Antikorper wird
durch mehrmaliges Waschen mit 0,1% Triton-X100 in PBS entfernt und die Schnitte
anschlieend in ProLong® Gold Antifade mit DAPI eingebettet.

5.2.5 Histologie

5.2.5.1 Paraffinschnitte

Die nach einer in situ Hybridisierung gefirbten Embryonen werden zunéchst mit einer
Methanolreihe in einem 10miniitigen Abstand dehydriert (25, 50, 75, und 2x100%). Es folgt
eine zweifache Inkubation in 100%igem Xylen fiir jeweils 30min. Uber Nacht werden die
Embryonen in Paraffin bei 63°C gelagert, ehe am nédchsten Morgen das Paraffin erneuert und
eine weitere Inkubation tiber Nacht bei 63°C bis zum néchsten Tag folgt. Dann werden die
Embryonen in Einbettblockchen iiberfiihrt, orientiert und mit fliissigem Paraffin tiberdeckt.
Nach Erkalten des Paraffins werden die Paraffinblocke mit Hilfe eines Gitters am Mikrotom
befestigt Schnitte von 8um Dicke angefertigt. Diese werden auf einen Objekttriger
positioniert, getrocknet und durch 2 15miniitige Xylenschritte entwachst und mit

Eindeckmedium auf den Objekttriagern fixiert.
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5.2.5.2 Kryoschnitte

Frisch préparierte Embryonen bzw. adulte Organe werden fiir 30-60min in 4% PFA bei RT
fixiert. Im Anschlufl daran werden die Embryonen kurz in PBS gewaschen und in 30%iger
Saccharose in PBS in ein Glasrohrchen transferiert. Nach vollstindiger Penetration sinken die
Embryonen auf den Grund des Rohrchens und werden darauthin in 50% OCT/15%
Saccharose in PBS iiberfiihrt. Ein Absinken der Embryonen nach circa 2h zeigt eine
Penetration der Embryonen, wonach diese darauthin kurz in 100%igem OCT gewaschen und
anschlieBend in Blocke mit OCT iiberfithrt werden, die dann auf Trockeneis erhirten. Die
Blocke werden bei -20°C gelagert und mittels eines Kryostaten 8-25 pum dicke Schnitte

generiert.

5.2.6 Mikroskopie

5.2.6.1 Bildanalyse am Raster- und Transmissionselektronenmikroskop

Fiir Rasterelektronenmikroskopie wurden Embryonen im Stadium E7,5-E7,75 pripariert und
in 1%igem Glutaraldehyd in PBS iiber Nacht fixiert. Die Embryonen wurden nach
standardisiertem Protokoll fiir die Analyse vorbereitet und an einem Jeol (JSM-6300F)
Mikroskop analysiert.

Fiir das Transmissionsmikroskop wurden Embryonen im Stadium E7,5 - E7,75 prépariert und
in 2,5%igem Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer iiber Nacht bei 4°C fixiert. Am néchsten Tag
wurden die Embryonen mit einer Ethanolreihe dehydriert und in Epon eingebettet und bei
60°C fiir 24h polymerisiert. Am Ultramikrotom wurden Ultradiinnschnitte von 5nm Dicke
angefertigt, diese Schnitte auf Cu-Grids aufgezogen und mit 0,5%igem wissrigen
Uranylacetat und 3%igem wissrigen Bleicitrat kontrastriert. Die Schnitte wurden am

Transmissions-Elektronenmikroskop (EM10CR, Zeiss) analysiert.

5.2.6.2 Bildanalyse am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Olympus FV1000

Immungefirbte Zellen, Kryoschnitte und Embryonen wurden am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop FV1000 bei 405, 488 wund 543nm Wellenlinge analysiert. Fiir eine
zweidimensionale Bildanalyse wurden optische Schnitte im Abstand von 0,49nm gescannt

und die gewiinschte Anzahl an Schnitten fusioniert.
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5.2.6.3 Bildanalyse am Zeiss Lumar V12 Stereomikroskop

Die LacZ- und nach in situ Hybridisierung gefirbten Embryonen oder Gewebe wurden am
Zeiss Lumar V12 Stereomikroskop analysiert und mit Hilfe einer AxioCam MRc5 Kamera

fotografiert.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

ADE
AK
Amp
AP
APS
AS
AVE
BAC
BCA
BMP
p-gal
BCIP
bp
BSA
bzw.
ca.
cDNA
CRE
DEPC
DIG
DNA
DMEM
DMSO
dNTP
DTT
EDTA
ES
EST
FCS
FGF
fwd

g

ggf
G418

GFP

h
HEPES
HEK?293T
HPLC
HR
HRP
ICM

IB

IP

kb

anteriores definitives Entoderm
Antikorper

Ampicillin

anterio-posterior
Ammoniumpersulfat

Aminosdure

anterior viszerales Entoderm
bacterial artificial chromosome
Bicinchonicinsiure

bone morphogenic protein
B-Galaktosidase
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Basenpaare

Rinderserumalbumin
Beziehungsweise

circa

komplementire DANN

causes recombination (verursacht Rekombination)
Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin
Desoxyribonukleinsédure
Dulbeccos modified Eagle medium
Dimetylsulfoxid
Desoxyribonukleotide
Dithioltheitol
Ethylendiamintetraessigsiure
Zellen embryonale Stammzellen
expressed sequence tag

fotales Kélberserum

fibroblast growth factor

forward
Erdbeschleunigunskostante
gegebenfalls

Geneticin

Green fluorescent protein

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)pierazin-N"-2-Ethansulfonsédure
human embryonic kidney cell line
high pressure liquid chromatography
homologe Region

horse raddish peroxidase

Inner cell mass

Immunblot

Immunprizipitation

Kilobase
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kDa
LB
Lefty
LIF
loxP
M
MEF
min
mRNA
MW
Neo
OD
PAGE
PBS
PS
PCR
Puro
RNA
RNase
rpm
RT
Rev
RT-PCR
Sec
SDS
sog.
TE

U

UN
uv

\"

VE
WT
X-Gal
z.B.

Kilodalton
Luria-Bertani-Medium

left right determination factor
Leukemia inhibitory factor

locus of X over Pi

Molar

murine embryonic feeder
Minuten

messenger RNA (Boten-Ribonukleinsidure)
Molekulargewicht

Neomycin

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Saline
Primitivstreifen

Polymerase Ketten Reaktion
Puromycin Resistenz
Ribonukleinsiure

Ribonuklease

Rounts per minute (Umdrehung pro Minute)
Raumtemperatur

reverse

reverse Transkriptions-PCR
Sekunde

Natriumdodecylsulfat
sogenannte

Tris-EDTA-Puffer

Unit (Einheit)

iber Nacht

Ultraviolettes Licht

Volt

viscerales Entoderm

Wildtyp
5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-Galactosidase
zum Beispiel

7.2 Tabellen

7.2.1 Ubersicht iiber die analysierten Gene mittels whole-mount in situ Hybridisierung

. Expression | Expression
Nr. | Genname Titel E7,5 E8,5
1 14, 17 days embryo head cDNA, RIKEN full-length enriched library, a a
clone:3222402J19 product:unclassifiable, full insert sequence P P

2 - Transcribed locus nt
3 | 0610006I08Rik RIKEN cDNA 0610006108 gene wn wn
4 1700009P17Rik RIKEN cDNA 1700009P17 gene nd

5 1700027A23Rik RIKEN cDNA 1700027A23 gene nd

6 1810007P19Rik RIKEN cDNA 1810007P19 gene /// similar to organic solute carrier protein 1 wn wn
7 1810037I17Rik RIKEN cDNA 1810037117 gene wn wn
8 2310016C16Rik RIKEN c¢DNA 2310016C16 gene wn wn
9 | 2700038N0O3Rik RIKEN cDNA 2700038N03 gene wn Is
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10 | 2810001 A02Rik RIKEN c¢DNA 2810001A02 gene wn wn
11 | 2810408MO9Rik RIKEN cDNA 2810408M09 gene su su
12| 2810408MO9Rik // Trp53rk Lgr:;l:formation related protein 53 regulating kinase /// RIKEN ¢cDNA 2810408M09 su su
13 | 2810410L24Rik RIKEN cDNA 2810410124 gene wn en
14 | 2900097C17Rik RIKEN cDNA 2900097C17 gene s
15 | 2900097C17Rik RIKEN cDNA 2900097C17 gene
16 | 3110001 A13Rik RIKEN c¢DNA 3110001A13 gene wn wn
17 | 4632427E13Rik RIKEN cDNA 4632427E13 gene wn wn
18 | 4833420G17Rik RIKEN cDNA 4833420G17 gene wn nt
19 | 4921506J03Rik RIKEN cDNA 4921506J03 gene enrs
20 | 4930432021Rik RIKEN cDNA 4930432021 gene wn wn
21 | 6230416J20Rik RIKEN cDNA 6230416J20 gene wn wn
22 | 6230416J20Rik RIKEN cDNA 6230416J20 gene wn wn
23 | 6330407G11Rik RIKEN cDNA 6330407G11 gene su su
24 | 7120426M23Rik RIKEN cDNA 7120426M23 gene en ane en
25 | A930016P21Rik RIKEN cDNA A930016P21 gene wn wn
26 | Acvr2b activin receptor IIB su su
27 | Agl amylo-1,6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase wn wn
28 | Agpatl 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 (lysophosphatidic acid wd

acyltransferase, alpha)
29 | Agpatl 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 (lysophosphatidic acid

acyltransferase, alpha)
30 | Agtrap angiotensin II, type I receptor-associated protein wn wn
31 | Agtrll angiotensin receptor-like 1 s ve
32 | Alkbh6 alkB, alkylation repair homolog 6 (E. coli) na na
33 | Amph amphiphysin wn tb st ot bal
34 | Anxa$ annexin AS IS
35 | Apls3 adaptor-related protein complex AP-1, sigma 3 su su
36 | Arl6ipl ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 1 wn wn
37 | Atad2 ATPase family, AAA domain containing 2 wn wn
38 | Baiap2ll BAIl-associated protein 2-like 1 wn wn
39 | BC003993 cDNA sequence BC003993 wn wn
40 | BC003993 cDNA sequence BC003993
41 | BC003993 cDNA sequence BC003993 wn wn
42 | BC003993 cDNA sequence BC003993
43 | BC003993 cDNA sequence BC003993
44 | BC003993 cDNA sequence BC003993
45 | BC038156 cDNA sequence BC038156 wn wn
46 | BC057627 cDNA sequence BC057627 su su
47 | BC067047 cDNA sequence BC067047 wn wn/9.5 nt
48 | Bcl2l12 BCL2-like 12 (proline rich) wn wn
49 | Bptt bromodomain PHD finger transcription factor su su
50 | Brwdl bromodomain and WD repeat domain containing 1 wn S
51 | Brwd2 bromodomain and WD repeat domain containing 2 wn wn
52 | C330050A14Rik RIKEN cDNA C330050A14 gene wn wn
53 | Calcocol calcium binding and coiled coil domain 1 su su
54 | Caldl caldesmon 1 wn wn
55 [ Caldl caldesmon 1
56 | Caldl caldesmon 1
57 | Cedc28a coiled-coil domain containing 28A wn wn
58 | Cd3001f CD300 antigen like family member F wn wn
59 [ Cd9o12 Cd99 antigen-like 2 su su
60 | Cdcl4b CDC14 cell division cycle 14 homolog B (S. cerevisiae) ps wn
61 | Cepl64 centrosomal protein 164 wn wn
62 | Chd7 chromodomain helicase DNA binding protein 7 s nt
63 | Cnn2 calponin 2 bal Ipm cm ane
64 | Colecl2 collectin sub-family member 12 wn mb
65 | Coq4 coenzyme Q4 homolog (yeast) su su
66 | Cpm carboxypeptidase M en en
67 | Cpnl carboxypeptidase N, polypeptide 1 en en nt
68 | Crnkll Crn, crooked neck-like 1 (Drosophila) wn wn
69 | Cthrcl collagen triple helix repeat containing 1 nd nc
70 | D1Ertd471e DNA segment, Chr 1, ERATO Doi 471, expressed su su
71 | Dactl dapper homolog 1, antagonist of beta-catenin (xenopus) en pa tb rh
72 | Dbt dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 su su
73 | Ddx6 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 na na
74 | DII3 delta-like 3 (Drosophila) na na
75 | Dynlrb2 dynein light chain roadblock-type 2 nd wn
76 | Ecel endothelin converting enzyme 1 su su
77 | Efemp2 epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular matrix protein 2 wd wd
78 | Efhd2 EF hand domain containing 2 ch ift oft
79 | Hmglll high mobility group box 1 su su
80 | Eidl EP300 interacting inhibitor of differentiation 1 su su
81 | EK3 ELK3, member of ETS oncogene family wn wn
82 | Epm2aipl EPM2A (laforin) interacting protein 1 wn wd
83 | Epm2aipl EPM2A (laforin) interacting protein 1
84 | Exosc9 exosome component 9 wn wn
85 | Fbliml filamin binding LIM protein 1 wn wn
86 | Fgfbp3 fibroblast growth factor binding protein 3 pe nt fb
87 | Fjxl four jointed box 1 (Drosophila) wn nt
88 | Flrt2 fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 ade pa
89 | Foxcl forkhead box C1 wn wn
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90 | Foxcl forkhead box C1
91 | Frat2 frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 2 nt
92 | Gas5 growth arrest specific 5 s
93 | GasS growth arrest specific 5
94 | Ghitm growth hormone inducible transmembrane protein nt
95 | Gltp glycolipid transfer protein wn wn
96 | Gngl0 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 10 wn wn
97 | Gprl80 G protein-coupled receptor 180 wn wn
98 | Gprc5c G protein-coupled receptor, family C, group 5, member C s s
99 | Gpsml G-protein signalling modulator 1 (AGS3-like, C. elegans) su su
100 [ HI13 histocompatibility 13 wn wn
101 | Haplnl hyaluronan and proteoglycan link protein 1 wn wn
102 | Haplnl hyaluronan and proteoglycan link protein 1
103 | Hdgf Hepatoma-derived growth factor su su
104 | Heatrl HEAT repeat containing 1 wd wd
105 | Heatr5a HEAT repeat containing 5SA wn wn
106 | Hmgn3 high mobility group nucleosomal binding domain 3 en su
107 | Hmgn3 high mobility group nucleosomal binding domain 3
108 | Hnrpab heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B su su
109 | Hpn hepsin wn wn
110 | Hsd17b11 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11 na na
111 | Htral HtrA serine peptidase 1 wn wn
112 | Htral HtrA serine peptidase 1
113 | Hyoul hypoxia up-regulated 1 9.5 tb
114 | Itch itchy, E3 ubiquitin protein ligase wn wn
115 | Jaridld jumonyji, AT rich interactive domain 1D (Rbp2 like) wn wn
116 | Jmjd2a jumonji domain containing 2A ba
117 | Josd2 Josephin domain containing 2 nd ift
118 | Kbtbd8 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 8 wn wn
119 | Khsrp KH-type splicing regulatory protein wn wn
120 | Khsrp KH-type splicing regulatory protein
121 | KIk8 kallikrein related-peptidase 8 wn wn
122 | Limchl LIM and calponin homology domains 1 wn th
123 | Sema3e sema dome}in, immunoglobul@n domaig (Ig), short basic domain, secreted, na na
(semaphorin) 3E /// hypothetical protein LOC100044162
124 | Nptx2 neuronal pentraxin 2 /// hypothetical protein LOC100044234 pp ift nt
125 | Otubl OTU domain, ubiquitin aldehyde binding 1 wn wn
126 | Tmsb4x thymosin, beta 4, X chromosome 4 ps ve fb mb nt
127 | Sorll sortilin-related receptor, LDLR class A repeats-containing wn wn
128 | Rfxdc2 regulatory factor X domain containing 2 homolog (human) wn wn
129 | Rbm24 similar to RNA binding motif protein 24 su su
130 | Rbm24 similar to RNA binding motif protein 24
131 | Mvk mevalonate kinase wn wn
132 | Lrchl leucine-rich repeats and calponin homology (CH) domain containing 1 wn wn
133 | Lrfn4 leucine rich repeat and fibronectin type III domain containing 4 su su
134 | Lrigl leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1 wn wn
135 | Lrig3 leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 3 en pa so
136 | Lrig3 leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 3
137 | Map3k12 mitogen activated protein kinase kinase kinase 12 wn s
138 | Maprel microtubule-associated protein, RP/EB family, member 1 su su
139 | Mfap2 microfibrillar-associated protein 2 wn st
140 | Mfap2 microfibrillar-associated protein 2
141 | Mkks McKusick-Kaufman syndrome protein s
142 | MIfl myeloid leukemia factor 1 nd
143 | Mrpll5 Mitochondrial ribosomal protein L15 wn wn
144 | Mrpll5 mitochondrial ribosomal protein L15
145 | Mtfrl mitochondrial fission regulator 1 1S su
146 | Mxd3 Max dimerization protein 3 wn wn
147 | Myef2 myelin basic protein expression factor 2, repressor wn wn
148 | Napg N-ethylmaleimide sensitive fusion protein attachment protein gamma wn wn
149 | Ndell nuclear distribution gene E-like homolog 1 (A. nidulans) wn st
150 | Pabpcl poly A binding protein, cytoplasmic 1 su su
151 | Pabpcl poly A binding protein, cytoplasmic 1 su su
152 | Pakl p21 (CDKN1A)-activated kinase 1 ep wn
153 | Pakl p21 (CDKN1A)-activated kinase 1
154 | Pcdh19 protocadherin 19 wn wn
155 | Penp PEST proteolytic signal containing nuclear protein s
156 | Pcolce procollagen C-endopeptidase enhancer protein wn wn/ 9.5 en ba
157 | Peskln proprotein convertase subtilisin/kexin type 1 inhibitor ane th
158 | Pdlim2 PDZ and LIM domain 2 wn wn
159 | Pdlim4 PDZ and LIM domain 4 wn wn
160 | Peli2 pellino 2 wn wn
161 | Phip pleckstrin homology domain interacting protein wn wn
162 | Pi4k2b phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta wn wn
163 | Pi4k2b phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta
164 | Pign phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class N wn wn
165 | Pkig protein kinase inhibitor, gamma wn wn
166 | Pkig protein Kinase inhibitor, gamma
167 | Plagl2 Pleiomorphic adenoma gene-like 2 wn ba
168 | Plagl2 pleiomorphic adenoma gene-like 2
169 | Plagl2 pleiomorphic adenoma gene-like 2
170 | Pnkp polynucleotide kinase 3'- phosphatase wn wn
171 | Pnrc2 proline-rich nuclear receptor coactivator 2 wn wn
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172 | Ppplrl4a protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14A en ba
173 | Ppplrla protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1A su su
174 | Proml prominin 1 nt
175 | Prrx2 paired related homeobox 2 su su
176 | Prtg protogenin homolog (Gallus gallus) na na
177 | Ptprd protein tyrosine phosphatase, receptor type, D wn wn
178 | Pygl liver glycogen phosphorylase wn wn
179 | Rabl2a RAB, member of RAS oncogene family-like 2A wn wn
180 | Rbm3 RNA binding motif protein 3 su su
181 | Rbms3 RNA binding motif, single stranded interacting protein su su
182 | Rbmx RNA binding motif protein, X chromosome wd wd
183 | Rbmx RNA binding motif protein, X chromosome
184 | Reep3 receptor accessory protein 3 wn wn
185 | Riok3 RIO kinase 3 (yeast) S S
186 | Riok3 RIO kinase 3 (yeast)
187 | Ripk3 receptor-interacting serine-threonine kinase 3 ps ne
188 | Rnf41 ring finger protein 41 wn wn
189 | Rpapl RNA polymerase II associated protein 1 wn wd
190 | Rpl31 ribosomal protein L31 su su
191 | Rspo3 R-spondin 3 homolog (Xenopus laevis) PS tb
192 | Rsrc2 arginine/serine-rich coiled-coil 2 su su
193 | Sbsn suprabasin su su
194 | Scara3 scavenger receptor class A, member 3 wn wn
195 | Scd2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 ep nt ift
196 | Scn2b sodium channel, voltage-gated, type II, beta su su
197 | Sdc2 syndecan 2 wn wn
198 | Senp6 SUMO/sentrin specific peptidase 6 su su
199 | Sesn3 sestrin 3 wn wn
200 | Stpg splicipg factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding protein Wi Wi
associated)
201 | Slc10a3 solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 3 wn wn
202 | Slcla5 solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter), member 5 su su
203 | Smad2 MAD homolog 2 (Drosophila) en ane en
204 | Snupn snurportin 1 su su
205 | --- sperm autoantigenic protein 17 wn wn
206 | Spint2 serine protease inhibitor, Kunitz type 2 wn wn
207 | Spint2 serine protease inhibitor, Kunitz type 2
208 | Stch stress 70 protein chaperone, microsome-associated, human homolog wn wn
209 | Stch stress 70 protein chaperone, microsome-associated, human homolog wn wn
210 | Subl SUBI homolog (8. cerevisiae) su su
211 | Tardbp TAR DNA binding protein wn wn
212 | Tex9 testis expressed gene 9 wn wn
213 | Tgds TDP-glucose 4,6-dehydratase 9.5tb
214 | Thap4 THAP domain containing 4 wd wd
215 | TmemS50b transmembrane protein 5S0B su wn
216 | Tmem68 transmembrane protein 68 wn pne tb
217 | Tpbg trophoblast glycoprotein wn ennt fb
218 | Traf3 Tnf receptor-associated factor 3 wn wn
219 | Trrap transformation/transcription domain-associated protein wn wn
220 | Tsc22d1 TSC22 domain family, member 1 wn wn
221 | Tsc22d1 TSC22 domain family, member 1
222 | Tspan33 tetraspanin 33 wn wn
223 | Ttfl transcription termination factor 1 wn wn
224 | Vamp3 vesicle-associated membrane protein 3 su su
225 | Wdfyl WD repeat and FYVE domain containing 1 wn wn
226 | Wtap Wilms' tumour 1-associating protein wn wn
227 | Yaf2 YY1 associated factor 2 wn wn
228 | Yaf2 YY1 associated factor 2
229 | Zdhhc6 zinc finger, DHHC domain containing 6 su su
230 | Zdhhc6 zinc finger, DHHC domain containing 6
231 | Zdhhc6 zinc finger, DHHC domain containing 6
232 | Zfp207 zinc finger protein 207 wn wn
233 | Zfp386 zinc finger protein 386 (Kruppel-like) wn wn
234 | Ztp451 zinc finger protein 451 wn wn

wn=weak or no expression; su=strong ubiquitous; en= endoderm; nt=neuraltube; fb=forebrain;

tb=tailbud,;

pne=posterior neuroectoderm; ane=anterior neuroectoderm;

wd=widespread;

ep=epiblast; ift=inflow tract; oft=outflow tract; ps=primitive streak; ve=visceral endoderm;
fb=forebrain; mb=midbrain; nd=node; na=not annotated; nc=notochord; lpm=lateral plate
mesoderm; ba=branchial arches; so=somites, rs=restricted expression
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7.2.2 Proteininteraktom von Pitchfork

Nr. | Identifizierte Proteininteraktion Molelfular- Wahrschemllchk.e iv
gewicht Anzahl der Peptide
1 14-3-3 protein epsilon; n=8; Amniota 29 kDa 99% (2)
2 Proteasome activator complex subunit 3; n=7; Eutheria 30 kDa 100% (7)
3 14-3-3 protein beta/alpha; n=4; Catarrhinil 28 kDa 90% (1)
4 STIP1 homology and U box-containing protein 1; n=2; Homo sapiens 35 kDa 100% (10)
5 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2; n=1; Homo sapiens 56 kDa 100% (4)
6 14-3-3 protein zeta/delta; n=8; Theria 28 kDa 90% (1)
7 Proteasome subunit alpha type-5; n=6; Eutheria 26 kDa 100% (4)
8 14-3-3 protein gamma; n=7; Eutheria 28 kDa 90% (1)
9 Proteasome subunit alpha type-7; n=2; Homo sapiens 28 kDa 100% (2)
10 | Rab3 GTPase-activating protein catalytic subunit; n=1; Homo sapiens 111 kDa 93% (1)
11 | WD repeat-containing protein 68; n=4; Amniota 39 kDa 100% (5)
12 | 14-3-3 protein/cytosolic phospholipase A2 protein; n=3; Eutheria 8 kDa 90% (1)
13 | Splicing factor, proline- and glutamine-rich; n=3; Homo sapiens 76 kDa 99% (2)
14 | Isoform Long of P25786 ; n=1; Homo sapiens 30 kDa 100% (4)
cDNA FLJ78433, highly similar to Homo sapiens chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon
15 (CCT5), mRNA; n:lg; lzllomo sapiens ’ ” ¢ “ ) 60 kDa 90% (1)
16 | SAPS domain family member 3; n=1; Homo sapiens 98 kDa 90% (1)
17 | Fructose-bisphosphate aldolase A; n=3; Homo sapiens 39 kDa 90% (1)
cDNA FLIJ76863, highly similar to Homo sapiens stress-induced- phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-
18 organizing protein) (gTIyPl), mRNA; n=1; Hl(;mo sapiens PROPROP (e i 63 kDa 9% ()
19 | T-complex protein 1 subunit gamma; n=2; Homo sapiens 61 kDa 90% (1)
20 | 55 kDa erythrocyte membrane protein; n=2; Homo sapiens 52 kDa 90% (1)
21 | Protein phosphatase 1B; n=3; Homo sapiens 53 kDa
22 | HCLSI-associated protein X-1; n=2; Homo sapiens 32 kDa
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 (EC 3.6.3.8) (Calcium pump 1) (SERCALI)
23 | (SR Ca(2+)-ATPase 1) (Calcium-transporting ATPase sarcoplasmic reticulum type, fast twitch 110 kDa 99% (1)
skeletal muscle isoform) (Endoplasmic reticulum class 1/2 Ca(2+) ATPase); n=1; Homo sapiens
24 | Protein tyrosine phosphatase-like protein PTPLAD]1; n=1; Homo sapiens 43 kDa 99% (1)
25 | T-complex protein 1 subunit beta; n=4; Catarrhini 57 kDa 90% (1)
26 | Proteasome subunit alpha type-4; n=6; Eutheria 29 kDa
27 | NEFA-interacting nuclear protein NIP30; n=1; Homo sapiens 29 kDa 99% (2)
28 | CDNA FLJ27355 fis, clone TST05837; n=1; Homo sapiens 22 kDa 90% (1)
29 | Sortilin precursor; n=2; Homo/Pan/Gorilla group 92 kDa 99% (2)
30 | Usherin precursor; n=1; Homo sapiens 576 kDa 94% (1)
31 | ATPase family AAA domain-containing protein 3A; n=2; Homo sapiens 71 kDa 100% (3)
32 | FYN-binding protein; n=1; Homo sapiens 85 kDa 90% (1)
33 | Putative uncharacterized protein DKFZp686P03159; n=1; Homo sapiens 40 kDa
34 | Calmodulin-like protein 5; n=1; Homo sapiens 16 kDa
35 | mRNA turnover protein 4 homolog; n=2; Homo/Pan/Gorilla group 28 kDa 90% (1)
36 | Alanine--glyoxylate aminotransferase 2-like 1; n=1; Homo sapiens 56 kDa 90% (1)
37 | ATP-dependent DNA helicase Q5; n=1; Homo sapiens 109 kDa 90% (1)
38 | Calcium-transporting ATPase type 2C member 2; n=1; Homo sapiens 105 kDa 90% (1)
39 | WD repeat-containing protein 6; n=5; Homo sapiens 122 kDa 90% (1)
40 | Arfaptin-1; n=1; Homo sapiens 42 kDa 90% (1)
41 | Major histocompatibility complex class I-related protein MR 1; n=1; Homo sapiens 39 kDa 90% (1)
Testis cDNA, clone: QtsA-18194, similar to human prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4
42 (PTGER4),; n=1; Ma(gaca fascicularis ’ ¢ Y ( P ) 54 kDa 90% (1)
43 | PRKR-interacting protein 1; n=1; Homo sapiens 22 kDa 90% (1)
44 | Histidine ammonia-lyase; n=1; Homo sapiens 73 kDa
45 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 16; n=1; Homo sapiens 94 kDa 90% (1)
46 | Ferritin light chain; n=1; Homo sapiens 20 kDa 90% (1)
47 | Mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40; n=2; Homo sapiens 16 kDa 90% (1)
48 | Ephrin-B2 precursor; n=2; Homo sapiens 37 kDa 90% (1)
49 | Pentatricopeptide repeat-containing protein 1; n=2; Homo sapiens 79 kDa 90% (1)
50 | Transcription elongation factor B polypeptide 1; n=8; Tetrapoda 12 kDa 90% (1)
51 | Girdin; n=1; Homo sapiens 216 kDa 90% (1)
52 | Protocadherin beta 15 precursor; n=1; Homo sapiens 86 kDa 90% (1)
53 | Conserved oligomeric Golgi complex component 5; n=1; Homo sapiens 93 kDa 90% (1)
54 | Probable UPF0334 kinase-like protein Clorf57; n=2; Homo sapiens 21 kDa 90% (1)
55 | U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog C; n=1; Homo sapiens 87 kDa 90% (1)
56 ?;;icei::le dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial precursor; n=2; Homo 73 kDa 90% (1)
57 | Dedicator of cytokinesis protein 7; n=1; Homo sapiens 243 kDa 90% (1)
58 | RUN and FYVE domain-containing protein 2; n=1; Homo sapiens 75 kDa 90% (1)
59 | Putative uncharacterized protein LQFBS-1; n=1; Homo sapiens 28 kDa 90% (1)
60 | cDNA FLJ31117 fis, clone IMR322000609; n=1; Homo sapiens 16 kDa 90% (1)
61 | Elongation factor 1-beta; n=3; Homo/Pan/Gorilla group 25 kDa 90% (1)
62 | ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 3; n=1; Homo sapiens 57 kDa 90% (1)
63 | Teneurin-4; n=2; Homo sapiens 308 kDa 90% (1)
64 | Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn; n=1; Homo sapiens 61 kDa 90% (1)
65 | Isoform 3 of QSTCS8 ; n=1; Homo sapiens 117 kDa 90% (1)
66 | Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial precursor; n=1; Homo sapiens 71 kDa 90% (1)
67 | Uncharacterized protein ENSP00000383793; n=1; Homo sapiens 50 kDa 90% (1)
68 | Uncharacterized protein MBTPS1; n=1; Homo sapiens 82 kDa 90% (1)
69 | Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 24; n=2; Homo sapiens 110 kDa 90% (1)
70 | Putative adenosylhomocysteinase 3; n=1; Homo sapiens 67 kDa 90% (1)
71 | PCLO_HUMAN Isoform 3 of Q9Y6V0 - Homo sapiens (Human); n=1; Bos taurus 565 kDa 90% (1)
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N-acetylglucosamine- 1-phosphotransferase subunits alpha/beta precursor (EC 2.7.8.17) (GIcNAc-1-

72 | phosphotransferase subunits alpha/beta) (UDP- N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunits 144 kDa 90% (1)
alpha/beta) (Stealth protein GNPTAB); n=2; Homo sapiens
73 | Tenascin-X precursor; n=1; Homo sapiens 464 kDa 98% (1)
74 | Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A; n=1; Homo sapiens 109 kDa
75 | Autophagy-related protein 2 homolog B; n=1; Homo sapiens 101 kDa
76 | mRNA export factor; n=3; Hominidae 41 kDa 90% (1)
77 Gz-muna.»aminf)b'ulyric acid receptor subunit gamma-2 precursor (GABA(A) receptor subunit gamma- 54 kDa 90% (1)
2); n=2; Hominidae
78 | C-terminal-binding protein 1; n=2; Homo sapiens 48 kDa 90% (1)
79 | Growth factor receptor-bound protein 10; n=2; Homo sapiens 67 kDa 90% (1)
80 [ RNA polymerase II subunit 5-mediating protein; n=1; Homo sapiens 57 kDa 90% (1)
81 [ Selenoprotein T precursor; n=1; Homo sapiens 22 kDa 90% (1)
82 | Chromosome 6 open reading frame 86; n=1; Homo sapiens 10 kDa 90% (1)
83 [ Nucleolar pre-ribosomal-associated protein 1; n=1; Homo sapiens 254 kDa 90% (1)
84 | Putative uncharacterized protein DKFZp434M1616; n=2; Homo sapiens 136 kDa 90% (1)
85 [ Telomeric repeat-binding factor 1; n=1; Homo sapiens 50 kDa 90% (1)
86 | Chromatin assembly factor 1 subunit A; n=1; Homo sapiens 105 kDa 90% (1)
87 | Protocadherin alpha 4 precursor; n=1; Homo sapiens 102 kDa 90% (1)
88 [ ATP-binding cassette sub-family A member 12; n=1; Homo sapiens 293 kDa 90% (1)
Testis cDNA clone: QtsA-16447, similar to human chromosome 20 open reading frame 114
89 (C200rf114),; n=1; I\‘/facaca fascicularis ’ ¢ 21 kDa 90% (1)
90 | Olfactory receptor S1A7; n=2; Homo sapiens 35 kDa 90% (1)
91 | Isoform 2 of P22061 ; n=2; Homo/Pan/Gorilla group 25 kDa 90% (1)
92 | Acyl-CoA-binding domain-containing protein 7; n=1; Homo sapiens 10 kDa 90% (1)
93 | Methionyl-tRNA synthetase, mitochondrial precursor; n=1; Homo sapiens 67 kDa 90% (1)
94 | Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase-like; n=1; Homo sapiens 97 kDa 90% (1)
95 | Cyclin-D binding Myb-like protein variant; n=1; Homo sapiens 41 kDa 90% (1)
Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-11 (Voltage- gated calcium channel subunit
96 alphagCav3}.)3) (Ca(v)3.ySI;; n=1; Homo sapiens ’ ( e 245 kDa 90% (1)
97 | FLJ00240 protein; n=1; Homo sapiens 42 kDa 90% (1)
98 | cDNA FLJ46582 fis, clone THYMU3043327; n=1; Homo sapiens 23 kDa 90% (1)
99 | Poly(A)-specific ribonuclease PARN-like domain-containing protein 1 precursor; n=1; Homo sapiens 60 kDa 90% (1)
100 | Putative uncharacterized protein DKFZp564P1772; n=1; Homo sapiens 104 kDa 90% (1)
101 | Serine/threonine-protein phosphatase 6; n=3; Eutheria 35 kDa 90% (1)
102 | Putative uncharacterized protein DKFZp779L1068; n=1; Homo sapiens 10 kDa 90% (1)
103 | Myotubularin-related protein 5; n=3; Homo sapiens 208 kDa 90% (1)
104 | Pregnancy-specific glycoprotein; n=2; Homo sapiens 9 kDa 90% (1)
105 | Calcium-dependent secretion activator 2; n=2; Homo sapiens 148 kDa 90% (1)
106 | Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase; n=2; Homo sapiens 136 kDa 90% (1)
107 | Casein kinase 2, beta polypeptide; n=1; Homo sapiens 27 kDa 90% (1)
108 | Tubulin--tyrosine ligase-like protein 2; n=1; Homo sapiens 67 kDa 90% (1)
109 | LRRC7 protein; n=1; Homo sapiens 92 kDa 90% (1)
110 | Synaptonemal complex protein 2; n=3; Homo sapiens 176 kDa 90% (1)
111 | Solute carrier family 26, member 9; n=1; Homo sapiens 87 kDa 90% (1)
112 | Sulfate transporter; n=2; Homo sapiens 82 kDa 90% (1)
113 | TBC1 domain family member 8; n=1; Homo sapiens 103 kDa 90% (1)
114 | Uncharacterized protein ENSP00000344348; n=1; Homo sapiens 42 kDa 90% (1)
115 | Homo sapiens (clone E05) gene from CpG-enriched DNA, partial cds; n=1; Homo sapiens 8 kDa 90% (1)
116 | DNA polymerase epsilon catalytic subunit A; n=3; Homo sapiens 262 kDa 90% (1)
117 | Melanoma-associated antigen B4; n=1; Homo sapiens 39 kDa 90% (1)
118 | WDRA45L protein; n=1; Homo sapiens 17 kDa 90% (1)
119 | Tubulin beta-3 chain; n=5; Eutheria 50 kDa 90% (1)
120 | CDNA FLJ20242 fis, clone COLF6369; n=1; Homo sapiens 18 kDa 90% (1)
121 | LOC401396; n=1; Homo sapiens 25 kDa 90% (1)
122 | Ubiquitin specific peptidase 11; n=3; Hominidae 16 kDa 90% (1)
123 | Neutral amino acid transporter A; n=1; Homo sapiens 56 kDa 90% (1)
124 | Mutant NADH-cytochrome b5 reductase; n=1; Homo sapiens 6 kDa 90% (1)
125 | Stromal cell-derived factor 2-like protein 1 precursor; n=3; Homo sapiens 24 kDa 90% (1)
126 | Uncharacterized protein Clorf96; n=2; Homo sapiens 30 kDa 90% (1)
127 | Protein Jade-2; n=1; Homo sapiens 87 kDa 90% (1)
128 | Zinc finger protein 566; n=3; Homo sapiens 49 kDa 90% (1)
129 | Uncharacterized protein KIAA1600; n=1; Homo sapiens 87 kDa 90% (1)
130 | Isoform CAE3 of P48751 ; n=1; Homo sapiens 104 kDa 90% (1)
131 | Isoform 3 of Q4ZJ14 ; n=2; Homo sapiens 52 kDa 90% (1)
132 cDNA FLJ7-5174, highl)'/ similar to Homo sapiens calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta), 17 kDa 90% (1)
mRNA; n=1; Homo sapiens
133 Novel pr().tein s-imila.r to SNAI"CZ' (Small nuclear RNA activating complex, polypeptide 2, 45kDa 45 kDa 90% (1)
(Human)); n=1; Xenopus tropicalis
134 3—0x0»5»b§ta»ster0id 4-dehydrogenase (EC 1.3.1.3) (Delta(4)-3- ketosteroid 5-beta-reductase); n=2; 37 kDa 90% (1)
Homo sapiens
135 | Cleavage stimulation factor 50 kDa subunit; n=3; Catarrhini 48 kDa 90% (1)
136 | Dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, catalytic subunit; n=2; Homo sapiens 33 kDa 90% (1)
137 | Carboxy-terminal domain RNA polymerase II polypeptide A small phosphatase 2; n=3; Catarrhini 31 kDa 90% (1)
138 | Uncharacterized protein MAN1B1; n=1; Homo sapiens 98 kDa 90% (1)
139 | Isoform 4 of Q8TAVO ; n=1; Homo sapiens 35 kDa 90% (1)
140 | Kazrin; n=2; Homo sapiens 86 kDa 90% (1)
141 | Nuclear factor interleukin-3-regulated protein; n=1; Homo sapiens 51 kDa 90% (1)
142 | Structural maintenance of chromosomes protein 3; n=4; Eutheria 142 kDa 90% (1)
143 | P37 AUFI,; n=1; Homo sapiens 31 kDa 90% (1)
144 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like 6; n=2; Homo sapiens 35 kDa 90% (1)
145 | PRO2259; n=1; Homo sapiens 7 kDa 90% (1)
146 | Isoform 2 of QINYV4 ; n=1; Homo sapiens 163 kDa 90% (1)
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147 | Homeodomain-interacting protein kinase 4; n=1; Homo sapiens 69 kDa 90% (1)

148 | Uncharacterized protein C120rf65; n=1; Homo sapiens 19 kDa 90% (1)

149 | Fanconi anemia group B protein; n=1; Homo sapiens 98 kDa 90% (1)

150 | CGMP-stimulated phosphodiesterase 2; n=1; Homo sapiens 6 kDa 90% (1)

151 | Transmembrane and TPR repeat-containing protein 3; n=1; Homo sapiens 104 kDa 90% (1)

152 | Prostaglandin E synthase 3; n=6; Eutheria 19 kDa 90% (1)

153 | GDAP2 protein; n=2; Catarrhini 56 kDa 90% (1)

154 | Signal transducer and activator of transcription 3; n=1; Homo sapiens 88 kDa 90% (1)

155 Similar%ty to l'mman secreted protein sequence SEQ ID NO:154 patent WO200004140-A1; n=1; 50 kDa 90% (1)
Aspergillus niger

156 | Nephrocystin-4; n=1; Homo sapiens 158 kDa 90% (1)

157 | Uncharacterized protein ENSP00000381653; n=1; Homo sapiens 10 kDa 90% (1)

158 | Neurotensin receptor type 1; n=1; Homo sapiens 46 kDa 90% (1)

159 | LanC-like protein 2; n=1; Homo sapiens 51 kDa 90% (1)

160 | Fatty acyl-CoA reductase 1; n=1; Homo sapiens 59 kDa 90% (1)

161 | Protein fantom; n=1; Homo sapiens 151 kDa 90% (1)

162 | Chromosome 10 open reading frame 39; n=4; Homo sapiens 99 kDa 90% (1)

163 | Calreticulin precursor; n=2; Homo sapiens 48 kDa 90% (1)

164 | Homeobox protein HMX?2; n=1; Homo sapiens 30 kDa 90% (1)

165 | Ras-related protein Rab-34; n=1; Homo sapiens 29 kDa 90% (1)

166 | Isoform 3 of Q15070 ; n=1; Homo sapiens 29 kDa 90% (1)

167 | Novel protein similar to human MCF.2 cell line derived transforming sequence; n=1; Danio rerio 69 kDa 90% (1)

168 | Leucine-rich repeat-containing protein 50; n=1; Homo sapiens 80 kDa 90% (1)
Hyaluronan-binding protein 2 precursor (EC 3.4.21.-) (Plasma hyaluronan-binding protein)

169 | (Hepatocyte growth factor activator-like protein) (Factor VII-activating protease) (Factor seven- 63 kDa 90% (1)
activating protease) (FSAP); n=2; Homo sapiens

170 | Ankyrin repeat and SOCS box protein 13; n=2; Homo sapiens 30 kDa 90% (1)

171 | Zinc finger protein 64 homolog; n=1; Homo sapiens 25 kDa 90% (1)

172 | Uncharacterized protein OR2WS5; n=1; Homo sapiens 36 kDa 90% (1)
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