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Kap. 1 Zusammenfassung, Abstract

1 Zusammenfassung, Abstract

Die Fused toes (Ft) Mausmutation stellt das Resultat einer insertionellen Mutage-
nese, d.h. in diesem Fall der durch eine Transgenintegration verursachten Dele-
tierung genomischer DNA, dar. Der heterozygote Phanotyp zeichnet sich durch
eine partielle Syndactylie der vorderen Extremitaten und eine Thymushyperplasie
aus. Homozygote Ft Mause sterben etwa in der Mitte der Embryonalentwicklung,
zeigen abnormale Verdnderungen des Kopf- und Gesichtsbereiches sowie der
Extremitdten und weisen einen Verlust der genetischen Kontrolle der Rechts-
Links-Asymmetrie auf. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einen die
physikalische GroRRe der Ft Deletion festzustellen und zum anderen moglicher-
weise durch die Deletion betroffene Gene zu identifizieren. Dazu wurde zunachst
eine genetische Kartierung, die eine grobe Lokalisierung der Ft Mutation zwi-
schen den MIT Marker D8MIT109 und D8MIT110 auf Chromosom 8 ermdéglichte,
durchgefihrt. Mit Hilfe weiterer genetischen Marker konnte die Ausdehnung der
Ft Deletion auf nicht gréRer als 1 cM, was in etwa 2 Mb entspricht, abgeschéatzt
werden. Im Anschlul3 an die genetische Grobkartierung wurde mit Hilfe des
,Cchromosome Walking® eine physikalische Kartierung des Ft Lokus vorgenom-
men. Als Ergebnis wurde unter Verwendung von P1, BAC und PAC DNA-Biblio-
theken ein aus 52 genomischen Fragmenten bestehender Contig erhalten, der
insgesamt 1,6 Mb an genomischer DNA abdeckt und damit die gesamte in der Ft
Mutation deleletierte genomische DNA beinhaltet. Die Analyse einiger genomi-
scher Fragmente mit Hilfe der ,Exon Trapping“-Technik resultierte in der ldentifi-
zierung einer neuen Splei3variante des bereits bekannten Ft1 Gens sowie des
bis zu diesem Zeitpunkt unbekannten Gens Ft2. Letzteres kodiert fur ein ca. 6 kb
grof3es Transkript, von dem 4 kb in dieser Arbeit kloniert und sequenziert werden
konnten. Desweiteren konnte nachgewiesen werden, dal3 das bekannte Iroquois
3 (Irx3) Gen am Ft Lokus lokalisiert ist. Eine erste Analyse dieses Gens hinsicht-
lich einer moglichen Beteiligung an der Ausbildung des Ft Phanotyps wurde mit
Hilfe eines ,Rescue“-Experiments vorgenommen. Unter Verwendung zweier ge-

nomischer Fragmente, die jeweils das Irx3 Gen samt unterschiedlich grol3er Be-
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reiche an flankierenden Sequenzen beinhalteten, wurden Irx3-transgene Mé&use
hergestellt. Diese wurden mit heterozygoten Ft Tieren gekreuzt, um so das Irx3
Gen bzw. die Genfunktion in die Ft Mutante zurickzufuhren. Trotz einer nach-
weisbaren Expression des Irx3 Gens konnten in drei etablierten transgenen Li-
nien weder Veranderungen des heterozygoten noch des homozygoten Ft Phéno-
typs beobachtet werden. Da das ,Rescue”-Experiment nur im Falle des Nachwei-
ses einer Phanotypanderung Rickschlisse auf die Genfunktion erlaubt hatte,
kann zum gegenwartigen Zeitpunkt prinzipiell eine Beteiligung von Irx3 an der
Auspragung des Ft Phanotyps weder nachgewiesen noch ausgeschlossen wer-
den. Andererseits stellt die vollstandige physikalische Kartierung und Klonierung
der in der Ft Mutation deletierten genomischen DNA die Basis fiur weitere Gen-
funktionsanalysen bereits identifizierter sowie moglicherweise zusatzlich vorhan-
dener aber bisher noch nicht detektierter Gene, z. B. durch die Generierung ent-
sprechender ,Joss-of-function“ Mutationen, dar und tragt somit in grundlegender

Weise zur molekularen Aufklarung des Ft Phanotyps bei.

Fused toes, Iroquois 3, Physikalische Kartierung

The mouse mutation Fused toes (Ft) was generated by insertional mutagenesis
of a transgene resulting in the deletion of genomic DNA. The phenotype of
heterozygous Ft mice is characterized by a partial syndactyly of the forelimbs and
a thymushyperplasia. In contrast, homozygous Ft mice die during midgestation
showing malformations of the forebrain region, an abnormal development of the
limbs and a loss of the control of the left-right asymmetry. The aim of the follow-
ing study was to determine the size of the affected genomic region and to identify
genes deleted as a result by the Ft mutation. During the genetic mapping of the Ft
locus the mutation could be localised between the genomic markers D8MIT109
and D8MIT110 on mouse chromosome 8. Using additional genetic markers lo-

cated in this region, the size of the Ft deletion could be estimated to less than 1
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cM which is about 2 Mb. Subsequently to the genetic mapping chromosomal
walking experiments were carried out in order to obtain a physical map of the ge-
nomic region affected by the Ft mutation. Using P1, BAC and PAC DNA-lybraries
a continous contig of 52 genomic fragments could be isolated spanning over ap-
prox. 1,6 Mb of genomic DNA carrying the whole genomic DNA deleted in the Ft
mutation. Exon Trapping analysis of a part of the contig revealed a new splice
variant of the already known Ftl gene and, in addition, the presence of the new
gene Ft2, encoding a 6 kb transcript of which 4 kb were cloned and sequenced in
the present work. Furthermore it could be demonstrated that the already known
gene Iroquois 3 (Irx3) is located at the Fused toes locus. A priliminary analysis of
the Irx3 gene function in relation to a potential involvement in the generation of
the Ft phenotype was carried out using two different genomic fragments, each
consisting of the complete Irx3 gene and additional flanking sequences different
in size, for generation of transgenic mice in a rescue experiment. Following the
crossing of Irx3 transgenic mice with heterozygous Ft animals no alteration of
either the heterozygous or homozygous Ft phenotype in three established trans-
genic lines could be detected, though in each line expression of the Irx3 gene
could be demonstrated. In view of the fact that exclusively an observed alteration
of the phenotype as a result of the rescue experiment would permit conclusions
for the gene function the involvement of Irx3 in the generation of the Ft phenotyoe
neither can be proved nor be excluded, so far. However, the complete physical
mapping and cloning of the genomic DNA deleted as a result of the Ft Mutation
provides the basis for further investigations aiming at the analysis of genes of ei-
ther already identified or so far unknown genes eg by using the construction of
corresponding loss of function mutations, thus giving substantial contribution for

the molecular analysis of the Ft phenotype.

Fused toes, Iroquois 3, physical mapping
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2 Einleitung

Wie sich aus einer einzelnen Eizelle ein komplexes, vielzelliges Lebewesen ent-
wickelt, ist die zentrale Frage, mit der sich die Entwicklungsbiologie beschéftigt.
Der Bauplan eines jeden Organismus, der die Entwicklung einer totipotente Ei-
zelle in unterschiedliche spezialisierte Gewebe steuert, ist im Genom der Zelle in
Form von Genen, von denen Vertebraten etwa 50.000 bis 100.000 besitzen, ge-
speichert (Bird, 1995). Von besonderem Interesse sind fur die Entwicklungsbiolo-
gie dabei diejenigen Gene, die eine Kontrollfunktion bei der Individualentwicklung

ausiben.

Auf welche Weise kdnnen nun solche Gene identifiziert werden? Phanotypische
Veradnderungen sind, sofern diese weiterverbt werden, immer auf eine
Veranderung des genetisches Materials, d. h. auf eine Mutation zuriickzufihren.
Die Analyse phanotypisch auffalliger Mutanten sollte demnach die Identifizierung
des oder der betroffenen Gene gestatten und durch den Vergleich der
phanotypischen und molekularen Verdnderungen Rickschliisse auf die Funktion
des betroffenen Gens erméglichen. Erste Anhaltspunkte fur die Identifizierung von
wichtigen Kontrollgenen der Entwicklung wurden so z.B. durch auffallige Phano-
typen der Taufliege Drosophila melanogaster, die Aufgrund von Mutationen Ab-

weichungen in ihrer Entwicklung zeigen, erhalten (Ingham, 1988).

Wie kénnen aber genau die durch die Mutation betroffenen Gene im Genom auf-
gespirt werden? Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Wege von einem auf-
falligen Merkmal, also einer Mutation, zu einem Gen im Genom zu gelangen. Bei
der funktionellen Klonierung (,Functional Cloning“) (Collins, 1992) missen zu-
nachst Informationen tber das Genprodukt oder dessen Funktion bekannt sein,
so wie z.B. eine Proteinsequenz. Auf der Grundlage dieser Information kann dann
die Kartierung des zugehorigen Gens durchgefihrt werden. Ein Beispiel fur die
erfolgreiche Anwendung der funktionellen Klonierung ist die ldentifizierung des
humanen HPRT Gens (Jolly, 1982) im Zusammenhang mit dem Lesch-Nyhan-
Syndrom (van der Zee, 1968). Vorraussetzung fur eine erfolgreiche Anwendung

dieser Strategie ist aber in jedem Fall ein Vorwissen um mogliche biochemische
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Zusammenhénge bei der Auspragung des Phanotyps, was allerdings in der

Mehrzahl der Félle als solches nicht vorliegt.

Aus diesem Grund wird viel haufiger zur funktionellen Klonierung die entgegen-
gesetzte Strategie der positionellen Klonierung (,Positional Cloning®) verfolgt
(Meese, 1995). Dabei wird die Mutation im Genom zuné&chst kartiert und damit
das zugehorige Gen identifiziert. Ausgangspunkt dieser Strategie ist somit eine
Kartierung der Mutation bevor die Funktion des Genproduktes ermittelt werden
kann. Eine grobe Lokalisierung kann mittels klassischer cytogenetischer Metho-
den erfolgen, bei der jedoch nur Verluste ganzer Chromosomen oder grol3erer
Chromosomenregionen erfal3t werden kdnnen. Wesentlich genauer erfolgt dage-
gen die chromosomale Lokaliserung einer Mutation mit Hilfe einer Kopplungs-
analyse. Vorraussetzung dafir ist jedoch eine Reihe von verfigbaren Markern,
die Uber das gesamte Genom verteilt sind und als Bezugspunkte fir die zu kartie-
rende Mutation herangezogen werden konnen. Dabei gilt, je grol3er die Anzahl
der verfigbaren Marker, desto kleiner wird der die Mutation enthaltene geno-
mische Bereich. Da die Lage der Marker in einer genetischen Karte bekannt sind,
lakt sich bei Kopplung der Mutation mit den Markern diese im Genom
lokalisieren. Auf diese Weise konnte z.B. die in der Maus spontan auftretende
truncate (tc) Mutation auf Chromosom 6 zwischen zwei bereits bekannten

Markern kartiert werden (Pavlova, 1998).

Der nachste Schritt zur Uberbriickung der Informationsliicke zwischen den gene-
tischen Markern und dem Kandidatengen ist das ,Chromosome Walking“. Die
,_chromosome Walking“-Technik beinhaltet im wesentlichen die Identifizierung
Uberlappender genomischer Fragmente aus einer genomischen DNA-Bibliothek
(Bender, 1983). Dies wird durch die Isolierung endstandiger Sequenzen erreicht,
die wiederum als Sonden eingesetzt werden, um Uberlappende Fragmente in ei-
ner entsprechenden genomischen Bibliothek zu identifizieren. Auf diese Weise
kbnnen die Uberlappenden genomischen Fragmente zu einem Contig
zusammengesetzt werden. Um die Prozedur des ,Chromosome Walking“ und
somit der physikalischen Kartierung zu beschleunigen, sind DNA-Bibliotheken mit
maoglichst grol3en genomischen Insertionen von Vorteil, wie sie z.B. in YAC
(,Yeast Artificial Chromosome®) DNA-Bibliotheken, die bis zu 1000 kb an

5
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klonierter genomischer DNA enthalten kdnnnen, zu finden sind (Burke, 1987);
(Meese, 1995). Der Nachteil dieser Bibliotheken besteht jedoch in einem héheren
Anteil an chimaren Klonen (bis zu 50%), d. h. es kbénnen zwei oder mehr
genomische DNA-Fragmente in ein einzelnes YAC subkloniert sein, die aus
unterschiedlichen Bereichen des Genoms stammen (Monaco, 1994). Ein
zusatzliches Problem ist, dal3 viele YAC-Klone instabil sind, d.h. sie neigen dazu
Sequenzanteile der Insertionen zu verlieren (Kouprina, 1994). Aul3erdem ist die
Praparation der aus Hefezellen stammenden YAC-DNA verhaltnismafiig
zeitaufwendig (Meese, 1995).

Alternativen zur Verwendung von YAC-Klonen stellen P1, BAC und PAC DNA-
Bibliotheken dar. Die Bezeichnung P1 stammt von dem hier verwendeten Bakte-
riophagen P1-System (Sternberg, 1990); (Pierce, 1992). Die Abkirzung BAC
steht fir kunstliches Bakterienchromosom (,Bacterial Artificial Chromosome")
(Shizuya, 1992). Das PAC-System (,P1-derived Artificial Chromosome") ist ein
vom P1 abgeleitetes artifizielles Chromosom, in dem die Eigenschaften des P1-
und des BAC-Systems kombiniert wurden (loannou, 1994). Die genomische In-
sertionsgrof3e dieser Klone betragt je nach Art des verwendeten Systems zwi-
schen zwischen 85 und 100 kb fur P1- sowie 100 und 300 kb fir BAC- und PAC-
Klone und ist somit wesentlich kleiner als die von YAC-Klonen (Meese, 1995). In
methodischer Hinsicht lal3t sich die Plasmid-DNA dieser genomischen Klone im
Vergleich zur YAC-DNA jedoch wesentlich leichter praparieren und die geringere
InsertionsgrofRe macht diese Klone auch unempfindlicher gegen Scherkréfte.
Neben dem Aspekt der Insertionsgrof3e und mdoglichen Scherungsvorgangen
wahrend der Praparation, weist die Verwendung von P1, BAC und PAC-Klonen
zusatzlichen den Vorteil gegeniiber YAC-Klonen auf, daf3 die in den Klonen
enhaltene genomische DNA in den seltensten Fallen chimar und wesentlich
stabiler gegenuber Restrukturierungsvorgéngen ist (Woo, 1994). In einer murinen
P1-Bibliothek konnten beispielsweise nur bei 5% der enthaltenen Klone eine

Chimeritat nachgewiesen werden (Sternberg, 1994).

Obwohl prinzipiell nicht ausgeschlossen werden kann, daf? ein nicht klonierbarer
genomischer DNA-Bereich die Fortsetzung des ,Chromosome Walking“ jederzeit

erschweren bzw. unter Umstanden ganzlich verhindern kann, stellt diese

6
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Methode einen der systematischen Ansatzte dar, die in der Literatur fir
vergleichbare Fragestellungen erfolgreich angewendet werden konnten (siehe
z.B. (Horvat, 1998); (Matsuura, 1998) und (Mochizuki, 1998)). Hat man den
Lokus, der das oder die fiur die Mutation verantworlichen Gene enthalt durch die
Erstellung eines Contigs kartiert, kann nun mit Hilfe verschiedenster Strategien

die Identifizierung des Kandidatengens durchgefuhrt werden.

Zum einen kénnen die in den ,Chromosome Walking“-Experimenten isolierten
Sonden der genomischen Klone, dazu verwendet werden, Northern Blot Analysen
durchzufuhren, wobei ein positives Signal auf eine codierende Sequenz hin-
weisen wirde. Hat man ein Transkript identifiziert, kann man die Sonde auch fir
Hybridisierungen von cDNA-Bibliotheken einsetzten. Eine Alternativmethode mit
der ebenfalls schon Gene detektiert werden konnten ist, ganze P1-, BAC- oder
PAC-Kloninsertionen direkt gegen cDNA-Bibliotheken zu hybridiseren, wobei ein
Unterdrickung von Signalen, die aus repetitiven Sequenzen in der markierten
Sonde stammen, notwendig ist (Kern, 1997). Eine sogenannte reverse Northern
Blot Analyse, die durch Hybridsierung der genomischen Klone mit einer kom-
plexen, d.h. aus einer kompletten cDNA-Bibliothek bestehenden Sonde, erhalten
wird, konnte ebenfalls Hinweise liefern, ob und in welchem Bereich auf den ge-
nomischen Klonen codierende Sequenzen zu finden sind. Auf diese Weise konn-
ten z.B. am kkt (,Kyphoscoliosis Kinked Tail*) Lokus lokalisierte codierende Se-

guenzen in einem PAC-Klon nachgewiesen werden (Bialek, 2000).

In den letzten Jahren wurden in der Literatur eine Reihe von weiteren Techniken
beschrieben, unter anderem die sogenannte ,cDNA Selection®- und ,Exon Trap-
ping“-Technik, die speziell fur die Identifizierung von Genen innerhalb geno-
mischer Fragmente entwickelt wurden. Bei der ,cDNA Selection“-Technik wird ein
genomisches Fragment, das Teile oder ein komplettes Kanditatengen enthéalt, mit
einer komplexen cDNA-Bibliothek hybridisiert (Lovett, 1991); (Korn, 1992). Die
Vorraussetzung dafur ist jedoch die Prasenz der zugehdrigen cDNA in der fir die
Hybridisierung verwendeten cDNA-Bibliothek. Wird beispielweise ein Gen nur in
wenigen Zelltypen oder nur innerhalb eines kurzen Zeitabschnitts exprimiert, kann
die zugehdrige cDNA in der Bibliothek unter Umstanden nicht detektiert werden.

In der Literatur lassen sich viele Beispiele fur die mit Hilfe dieser Technik klo-

7
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nierten Gene finden (siehe (Zhao, 1997); (Guimera, 1997); (Akiyama, 1997);
(Goldwurm, 1997); (Trachtulec, 1997)).

Eine methodische Alternative zur ,cDNA-Selection* stellt das ,Exon Trapping“
dar, das den SpleiBvorgang eukaryotischer Zellen fur die Detektion ‘interner
Exons, d.h. Exons mit einer Spleiddonor und -akzeptor Stelle, ausnutzt (Auch,
1990); (Duyk, 1990); (Buckler, 1991); (Hamaguchi, 1992). Nicht detektierbar sind
mit diesem Verfahren somit Gene, die lediglich aus zwei Exons bestehen.
Allerdings betragt deren Anteil im Vertebratengenome nur etwa 10% (Lewin,
1994). Ein genereller Vorteil der ,Exon-Trapping® Methode ist, dal Gene
unabhangig vom Transkriptionsstatus detektiert werden konnen. Nachteilig
dagegen wirken sich kryptische Spleil3stellen in genomischen Fragmenten aus,
die durch diese Methode erkannt werden und so zur Detektion von nicht
kodierende Sequenzen beinhaltende ‘Pseudoexons’ fihren kdnnen. Trotzdem
arbeitet die Methode relativ genau. Eine entsprechende Untersuchung unter
Verwendung des gesamten Mausgenoms zeigte, dafld 62% der erhaltenen Exons

tatsachlich exprimierte Sequenzen darstellen (Nehls, 1994).

Eine weitere Methode der Genidentifizierung in genomischen Fragmenten beruht
auf der im Rahmen der Genomprojekte immer grof3er werdenden Sammlung von
Sequenzdaten. Ziel dieser Projekte ist unter anderem der Erhalt der vollstdndigen
genomischen Sequenz verschiedener Organismen, wie z.B. die von Mensch und
Maus, die wahrscheinlich in wenigen Jahren abgeschlossen sein wird. Nach dem
Erhalt der genomischen Sequenz ist es mdglich, unter Verwendung computerba-
sierter Analysen, mit deren Hilfe z.B. Exon-Intron Ubergdnge oder Promotoren
identifiziert werden kénnen, Hinweise auf die Prasenz von Genen zu bekommen.
Eines der bekanntesten Programme, die fir solche Analysen verwendet werden
kann, ist das Programm GRAIL (Uberbacher, 1996), welches Exons auf verschie-
dene Weise versucht zu identifizieren und alle Ergebnisse zu einer Prognose zu-
sammenfasst. Desweiteren werden im Rahmen dieser Projekte auch
Kartierungen durchgefiihrt, in denen die genomische Lokalisierung von bereits
bekannten Genen und von sogenannten EST-Klonen (,Expressed Sequence
Tags"), die ansequenzierte cDNAs darstellen, vorgenommen wird. Noch bevor die

aufwendige Suche nach unbekannten Genen in einer Region aufgenommen wird,
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kann moglicherweise also die Analyse entsprechender ‘Kandidaten-cDNAS’

bereits zum Kandidatengen fuhren.

Nach der Identifizierung von einem oder mehreren Kandidatengenen in der durch
die Mutation betroffenen DNA-Region kdnnen nun unter Verwendung des jeweili-
gen Tiermodells funktionelle Analysen dieser Gene durchgefiuhrt werden. Auf-
grund der in den letzten Jahren erzielten Fortschritte, die hinsichtlich der Maglich-
keiten der genetischen Manipulation von Mausen erzielt werden konnten, bieten
sich die Maus als ideales Modellsystem fur entwicklungsbiologische und krank-

heitsassoziierte Studien auf Sdugetierebene an.

So kann z.B. durch die Erzeugung transgener Tiere mittels Injektion von DNA in
den Pronukleus, die Auswirkung einer Fehlexpression oder Uberexpression
(-gain-of-function”) eines Gens, welches auch in mutierter Form eingesetzt
werden kann, untersucht werden (Hogan, 1994). Ein Beispiel stellt die
Etablierung einer transgenen Mauslinie dar, bei der als Transgen ein YAC injiziert
wurde, das die gesamte genomische Region mit den Genen fur das ,Amyloid
Precursor Protein® (APP) sowie ,Presenilin® (PS1) enthielt, wodurch ein
Mausmodell fur die familiar bedingte Alzheimer Krankheit entwickelt werden
konnte (Lamb, 1999). Dieses Mausmodell bietet somit die Mdoglichkeit, die
Funktion dieser Gene bei der Entstehung der Krankheit zu untersuchen und neue

Therapieansétze zu entwickeln.

Daruberhinaus stellt die Maus das einzige Saugetier dar, an dem gezielt Manipu-
lationen am Genom vorgenommen werden kdnnen, indem zielgerichtet Genmuta-
tionen eingefligt werden kdnnen. Dazu wird diese zunachst durch homologe Re-
kombination in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) eingebracht. Diese mani-
pulierten ES-Zellen kdnnen nach Injektion in Blastozysten potentiell bei der Aus-
bildung jeglicher Gewebe im Organismus der Maus teilhaben (Joyner, 1993). Die
zielgerichtete Mutagenese in der Maus wurde so auch fir entwicklungsbiologi-
sche Fragestellungen eingesetzt. Zum Beispiel konnte in einem ,loss-of-
function“-Experiment durch die gezielte Inaktivierung von Hoxd13, einem Mitglied
der Homeodoméanen Familie von Transkriptionsfaktoren, gezeigt werden, dal3

dieses Gen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung des Skeletts spielt. Eine
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homozygote  Null-Mutation von Hoxd13 in der Maus verursacht
Skelettabnormalitéaten entlang der gesamten Korperachse, einen Verlust von
Zehengliedern, Knochenfusionen und Duplikationen in den Extremitaten (Dolle,
1993). Bei dieser Strategie der Geninaktivierung wurde das zu untersuchende
Gen in jeder Zelle des Organismus ausgeschaltet. Mittlerweile existieren
Verfahren, die sogar eine steuerbare Variation der genotypischen Veranderungen
erlauben. Mit Hilfe des Cre/loxP-Systems beispielsweise kdnnen konditionale
Geninaktivierungen in spezifischen Zelltypen vorgenommen werden (Gu, 1993).
Durch die mittels homologer Rekombination erreichte Einfigung von
sogenannten loxP-Stellen auf einem Chromosom und der Expression eines
Enzyms, der Cre Rekombinase, kénnen die genomischen Bereiche zwischen
zwei loxP-Stellen entfernt werden. Die gewiinschte Genmutation kann somit mit
Hilfe eines fir das Cre Gen gewebespezifischen Promotors in der gewlinschten
Zellpopulation eingebracht werden. Sollen groRere chromosomale Regionen
untersucht werden, besteht die Mdglichkeit auch grél3ere Deletionen mit diesem
System zu generieren, indem beide loxP Stellen in zwei verschiedenen
Chromosomen eingebracht werden. Durch interchromosomale Rearrangements
kann auf einem Chromosom eine Deletion entstehen, wahrend auf dem anderen
Chromosom eine Duplikation der genomischen DNA erfolgen kann (Medberry,
1995); (Smith, 1995).

Die Maus weist nicht nur aufgrund der technisch durchfuhrbaren Manipulationen,
sondern aufgrund der Existenz einer Vielzahl von Inzuchtstammen entscheidende
Vorteile gegentiber anderen Modellorganismen auf. Bei einem Inzuchtstamm lie-
gen aufgrund der fortwahrenden Kreuzung von Geschwistertieren tber minde-
stens 20 Generationen hin alle genetischen Loci, mit Ausnahme der spontan auf-
tretenden Mutationen, in homozygoter Form vor (Hogan, 1994). Da der gene-
tische Hintergrund die phénotypische Auspragung einer Mutation beeinflussen
kann (Miklos, 1996), eignen sich Inzuchtstamme, die einen definierten weit-
gehend konstanten genetischen Hintergrund aufweisen, fur die Analysen von

Mutationen am besten.

Das Potential der Maus als Saugetiermodellsystem hat zusatzlich von der in den

letzten Jahren vorangetriebenen Kartierung des Mausgenoms profitiert. Mit Hilfe
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von interspezifischen Kreuzungen zweier entfernt verwandter Mausstamme und
der Verwendung einer Reihe von Markern konnten genetische Karten mit einer
Auflésung von bis zu 0,2 cM erstellt werden (Dietrich, 1996). Genetische Karten
ermoglichen die chromosomale Lokalisierung von Mutationen sowie klonierter
Gene und stellen damit eine Vorraussetzung fur die nachfolgende molekulare
Analyse von Mutanten dar. Aul3erdem liefern genetische Karten ein Gerust fur die
Erstellung physikalischer Karten, die aus Contigs, d.h. Uberlappenden Klonen
zusammengesetzt werden (Copeland, 1993). Im Gegensatz zu den genetischen
Karten, in denen der Abstand zweier Locis mit Hilfe von Rekombinationswahr-
scheinlichkeiten angegeben wird, beziehen sich physikalische Genomkarten auf
tatsachlich vorliegende in Basenpaaren angegebe Abstéande. Mittlerweile ist eine
auf YACs basierende physikalische Karte des Mausgenoms publiziert (Nusbaum,
1999). Der durchschnittliche Abstand der fiir diese Karte verwendeten Marker be-
tragt nur noch 300 kb und ist somit eine wertvolle Unterstutzung fir die posi-
tionelle Klonierung von Genen sowie der Sequenzierung des gesamten Genoms
der Maus. Wie oben erwahnt wurde, wird das Genom der Maus zur Zeit, wie
auch die Genome weiterer Modellorganismen (Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana etc.) und dem menschlichem
Genom im Rahmen des Humanen Genom Projekts sequenziert (Primrose, 1996).
Mit der erhaltenen kompletten Sequenz des Genoms der Maus, die
wahrscheinlich in wenigen Jahren zu erwarten ist, wird die Identifizierung von
Mutationen, assoziierter Gene und als Resultat die zugehdrige Funktionsanalyse
in Organismen erheblich vereinfacht. Dartuberhinaus konnen die erhaltenen
Sequenzen dazu beitragen auch komplexere Merkmale, die sich tUber mehrer

Loci im Genom verteilen, untersuchen zu kénnen.

Bis zum gegenwaértigen Zeitpunkt bieten allerdings Mutationen der Maus einen
Anhaltspunkt, der fur die Funktionsanalysen von Genen in systematischer Weise
genutzt werden kann. Wéhrend kunstlich im Genom, wie z.B. durch mutagene
Substanzen oder Rontgenstrahlung hervorgerufene Mutationen (Ubersicht bei
(Doolittle, 1996)) jedoch weniger fir eine spatere molekulare Analyse geeignet
sind, da sich die Lokalisierungen der Mutation im komplexen Genom der Maus

als schwierig erweisen kann, was im besonderen zutrifft, wenn mehrere Gene an
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verschiedenen Locis betroffen sind, kann die Identifizierung eines durch
insertionelle Mutagenese unter Verwendung von transgener DNA mutierten
Lokus wesentlich leichter erfolgen. Ein Mutationsereigniss als Folge einer
Transgenintegration tritt sehr haufig bei der Generierung von transgenen Mausen
auf (Rijkers, 1994); (Woychik, 1998). Wird namlich durch die Integration die
Funktion eines endogenen Gens ausgeschaltet, kann dies einen mutierten
Phanotyp verursachen. Der Ort des Mutationsereignisses liegt dann durch das
Transgen quasi markiert vor und kann daher vergleichsweise leichter identifiziert
werden. Ein wichtiger Aspekt, der im Zusammenhang mit der insertionellen
Mutagenese zu beachten ist, stellt der notwendige Nachweis einer 100%igen
Korrelation zwischen dem auftretenden Phénotyp und der Integration des
Transgens dar. Dabei mufd3 unterschieden werden, ob die Expression des
Transgens oder der Verlust der Funktion eines endogenen Gens fur die
Ausbildung des Phanotyps verantwortlich ist. Mit Hilfe von insertioneller
Mutagenese konnten bis heute eine Reihe von Mutanten erzeugt werden, wie z.B.
die Mausmutation kkt (,Kyphoskoliosis Kinked Tail*), bei der durch die Integration
eines Transgens auf Chromosom 2 Defekte bei der Entwicklung der Wirbelsaule
erhalten werden (Bialek, 2000). Eine weitere durch insertionelle Mutagenese
entstandene Mutante, bei der eine 20 kb grof3e Deletion als Folge der Insertion
entstand, stellt ein neues Allel des bereits bekannten Fused Lokus dar (Perry,
1995).

2.1 Die Fused toes (Ft) Mausmutation

2.1.1 Der Phéanotyp der Ft Mutante

Die in dieser Arbeit untersuchte Mausmutation Fused toes (Ft) ist ebenfalls das
Produkt einer insertionellen Mutagenese durch ein Transgen. Entdeckt wurde die
Ft Mutation durch ein auffalliges Merkmal an den vorderen Extremitaten. Die
Mause zeigten eine partielle Syndaktylie, d. h. eine Verschmelzung der Zehen-
spitzen 1 bis 3 oder auch 1 bis 4. Eine Fusion der 4. und 5. Zehe konnte dagegen
niemals beobachtet werden (van der Hoeven, 1994). Nach mehrmaligen Rick-

kreuzungen der urspringlichen Ft Méause (F»(C57BL/6xSJL)) auf einen reinen
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C57BL/6-Hintergrund konnte an den hinteren Extremitaten ebenfalls eine Fusion
der Zehen beobachtet werden, die sich jedoch nur auf das Zwischengewebe der
mittleren drei Zehen beschrankt. Im Gegensatz zu den Vorderextremitaten wurde
hier keine Verschmelzung der Knochen beobachtet (eigene Beobachtung). Bei
der Entwicklung der Extremitaten findet die Ausbildung der Finger am Tag 13,5
der Embryonalentwicklung statt. Der Prozel3 geht mit einem kontrolliertem Ab-
sterben des Zwischenzehengewebes einher und wird bei heterozygoten Ft M&au-
sen nur zwischen der 4. und 5. Zehe beobachtet (van der Hoeven, 1994). Weitere
Untersuchungen mit verschiedenen molekularen Markern zeigten, dal® die gene-
relle Musterbildung bei der Entwicklung der Extremitaten in Ft Mausen nicht be-
einflul3t wird (Heymer, 1999).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal heterozygoter Ft Mause ist die Prasenz
eines im Vergleich zum Wildtyp vergrol3erten Thymus. Das Wachstum des
Thymus erfolgt unter normalen Umstdnden bis zu einem Alter von sechs
Wochen. In heterozygoten Ft Mutanten wachst der Thymus jedoch nach den
ersten sechs Wochen kontinuierlich weiter, was zu einer erheblichen
VergroRerung des Thymus, der sogenannten Thymushyperplasie fihrt.
Experimente, die zur Aufklarung der Hyperplasie durchgefuhrt wurden, zeigten,
da auch in diesem Organ wie in den Extremitdten, der Prozel3 des
programmierten Zelltods gestort ist (van der Hoeven, 1994); (Volkmann, 1996).
Zusatzlich zur der Vergrof3erung des Thymus wurde in einigen Fallen auch eine
VergroRerung der Milz beobachtet (Volkmann, 1996). Die heterozygoten Ft
Méause sterben letztendlich nach etwa 8 bis 10 Monaten als Folge einer vom
Thymus verursachten Beeintrachtigung der Lungenfunktion. Abgesehen von der
beschriebenen Fusion der Zehen und der Thymushyperplasie konnten bisher

keine weiteren Veranderungen in heterozygoten Ft Mausen festgestellt werden.

Homozygote Ft Mause weisen im Vergleich zu heterozygoten Ft Mausen einen
veranderten Phénotyp auf und sind aufgrund massiver Entwicklungsstérungen
nicht lebensfahig. Abhangig vom genetischen Hintergrund sterben sie etwa in der
Mitte der Embryonalentwicklung zwischen Tag 9,5 und Tag 14,5 p.c. Vergleicht

man Ft/Ft Embryonen mit gleichaltrigen Wildtyp Embryonen, so kann zusatzlich
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eine Reduktion der Grof3e beobachtet werden. Ein weiteres Merkmal des homo-
zygoten Phanotyps ist eine abnormale Ausbildung des Kopf- und Gesichts-
bereichs, der insgesamt einer starken Variabilitdt unterliegt. Neben Deforma-
tionen des Vorder- und Mittelhirnbereichs tritt auch das vollige Fehlen dieser
Gehirnstrukturen auf. Teilweise kann sich der Kopfbereich auch als annéhernd
normal entwickelt darstellen (siehe Abschnitt 4.4.4, Seite 95, Abbildung 25).

Wahrend der Entwicklung bei Nagetieren findet eine Drehung des Embryos statt,
bei dem dieser sich in seine Embryonalhillen einwickelt. Die Drehung hat zur
Folge, dal3 sich der Schwanz bei Wildtyp Mausen immer auf der rechten Seite
des Embryos befindet. Bei der Isolierung homozygoter Ft Embryonen fiel auf, dal3
in etwa 50% der Félle die Lage des Schwanzes auf der entgegengesetzten Seite
im Vergleich zum Wildtyp zu finden war (van der Hoeven, 1994). Dieses Auftreten
des Schwanzes auf der linken Seite deutet auf einen Verlust der Kontrolle der
Rechts-links-Asymmetrie hin, welche durch eine Expressionsanalyse von
asymmetrisch exprimierten molekularen Markern bestatigt werden konnte. Die
beiden Gene nodal und lefty, normalerweise nur auf der linken Seite des lateralen
Plattenmesoderms exprimiert, zeigen in homozygoten Ft Embryonen ein bilatera-

les Expressionsmuster (Heymer, 1997).

Weitere phanotypischen Veranderungen homozygoter Ft Embryonen konnten in
den Extremitatsknospen beobachtet werden. Embryonen, die sich tber Tag 11,5
p.c. hinaus entwickeln, zeigen eine Verbreiterung der gesamten Extremitat mit
einer Verdickung des Gewebes im distalen Bereich (Heymer, personliche Mittei-
lung). Diese Verdickung des Gewebes kann an den vorderen und hinteren Extre-
mitatenknospen beobachtet werden. Zu Beginn der Arbeit zeigten Knochen und
Knorpelfarbungen, daf} trotz einer Verbreiterung der Extremitatenknospe keine
zusatzlichen Kondensationsregionen, in denen die Finger gebildet werden, er-
kennbar waren (Heymer, personliche Mitteilung). Auf dieses besondere phéno-
typische Merkmal wird im Ergebnissteil dieser Arbeit unter 4.5 noch néher ein-

gegangen.

Zusammengefasst zeigt die Fused toes Mutante Stérungen bei einer Reihe von

entwicklungsbiologisch relevanten Prozessen, wie z. B. den programmierten
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Zelltod, die Entwicklung der Extremitaten, der Entwicklung craniofacialer Struk-
turen und der Ausbildung der Rechts-links-Asymmetrie. Diese Vielzahl von pha-
notypischen Veranderungen lassen vermuten, daf3 in der Ft Mutante ein Gen mit
Ubergeordneten Kontrollfunktionen oder unterschiedlichen Wirkungsbereichen
betroffen ist. Alternativ konnte auch die Funktion mehrere verschiedener Gene
durch die Mutation beeintrachtgt sein. Somit kann die Analyse der Ft Mutation
einen wertvollen Beitrag zur Aufklarung der Funktion potentiell entwicklungsbiolo-

gisch wichtiger Gene leisten.

2.1.2 Die Organisation des Fused toes Lokus zu Beginn der Arbeit

Die durch insertionelle Mutagenese entstandene Fused toes Mausmutante wurde
durch die Injektion eines Transgen generiert. Das Transgen, welches das
humane Ha-ras Gen unter der Kontrolle des humanen b-Interferonpromotors
enthalt, ist in Ft M&usen nicht exprimiert und ist deshalb an der Auspragung des

Phanotyps nicht beteiligt (van der Hoeven, 1994).

Um die molekularen Verdnderungen in der Ft Mutation ndher charakterisieren zu
kénnen, wurde versucht, die Integrationsstelle des Transgens innerhalb des ge-
nomischen Kontext zu klonieren. Dazu wurde mit einer fir das Transgen spezi-
fischen Sonde, dem Db-Interferonpromotor, zunachst eine aus heterozygoten Ft
Mausen generierte DNA-Bibliothek hybridisiert und ein positiver Klon identifiziert.
Um die chromosomale Lokalisierung der Mutation zu bestimmen, wurde mit dem
250 bp grofRen genomischen Anteils dieses Klons eine in situ Hybridisierung auf
Metaphasenchromosomen durchgefihrt und spezifische Signale in der D Region
von Chromosom 8 erhalten (van der Hoeven, 1994). Das 250 bp Fragment wurde
aul3erdem dazu verwendet, aus einer Wt DNA-Bibliothek einen Cosmid Klon
(Cos-5) zu identifizieren, der 36 kb der genomischen Sequenz der Praintegra-
tionsstelle des Transgens beinhaltete. Southern-Blot Analysen mit nicht repe-
titiven Subfragmenten aus Cos-5 zeigten, dal® der Ft Lokus nicht nur durch die
Transgenintegration charakterisiert ist, sondern als Folge dieser Integration auch

eine Deletion benachbarter genomischer Sequenzen stattgefunden hatte.

Erste Analysen zur Identifizierung von Genen am Fused toes Lokus fuihrten zu der

Isolierung des Ftl1 Gens (Lesche, 1997), welches durch die Ft Mutation fast voll-
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standig deletiert ist. Northern-Blot Analysen zeigten eine Reduktion der Ex-
pression um 50% in Bezug auf das Ftl Gen in heterozygoten und einen Verlust
der Expression von Ftl in homozygoten Ft Mausen (Lesche, 1997). Die Ft Mu-
tation hat also eine Inaktivierung des Ftl Gens bewirkt. Um die Funktion des Ftl
Gens im Zusammenhang mit dem Phéanotyp der Ft Mutante zu untersuchen,
wurde das Gen in einem sogenannten ,knock out“-Experiment gezielt inaktiviert.
Dabei konnte gezeigt werden, dal3 weder der heterozygote noch der homozygote
Phanotyp der Ft Mutante mit der Funktionalitat des Ft1 Gens korreliert (Lesche,
1997). Dieses Ergebniss wurde durch ein komplementares Experiment
unterstitzt, in dem Ftl-transgene Mause erzeugt und diese mit Ft Mausen
gekreuzt wurden. Obwohl eine Transgenexpression nachgewiesen werden
konnte, war keine Beeinflussung des Ft Phanotyps festzustellen (Lesche, 1997).
Obwohl die gezielte Inaktivierung des Ftl Gens keine Konsequenz auf die
Auspréagung des Fused toes Phanotyp hatte, kann nicht ausgeschlossen werden,
dall zusammen mit anderen in der Ft Mutation deletierten Genen, die Deletion

von Ftl mit an der Auspragung des Fused toes Phanotyps beteiligt ist.

In direkter Nachbarschaft des Ftl Gens konnte ein weiteres Gen, das mit dem
Retinoblastom verwandte pl130 Gen, identifiziert werden (Peetz, 1997). Das 3
Ende der transkribierten p130 Sequenz liegt ca. 1 kb von der Transgeninte-
grationsstelle entfernt und erfahrt durch die Transgenintegration keine Struktur-
veranderung. Analysen die einen Zusammenhang zwischen diesem Gen und der
Ft Mutante klaren sollten, zeigten entsprechend, daR der Fused toes Phanotyp

unabhéngig vom p130 Gen war.

Die in der Ft Mutation durch die Transgenintegration entstandene Deletion wurde
wie oben beschrieben zunachst mit DNA-Sonden, die aus dem erwé&hnten
Cosmid Cos-5 isoliert wurden, naher analysiert. So konnte gezeigt werden, dal3
unter Verwendung von Sonde 1 (siehe Abbildung 1) ein fur die Ft Mutation
spezifischer  Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) detektiert
werden kann, wohingegen Sonde 2 (siehe Abbildung 1) kein Signal auf

genomischer Ft/Ft DNA erzeugen kann (van der Hoeven, 1994).
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Abbildung 1: Ubersicht tiber den Fused toes Lokus auf Chromosom 8.
Dargestellt ist die Praintegrationsstelle des Transgen und die daran
angrenzende DNA-Region, die durch die Mutation deletiert wurde (grau
unterlegt). Auf den isolierten genomischen Klonen (schwarze Linien) sind in
rot genomische Sonden (1: HPP500, 2: BH600, 3: TN1800, 4: KX1200)
eingezeichnet. Grin dargestellt ist das durch die Ft Mutation fast vollstandig
deletierte Ft1 Gen.

Ausgehend von Sonde 2 wurden ,Chromosome Walking“-Experimente durch-
gefuhrt und verschiedene Uberlappende Klone aus genomischen DNA-Biblio-
theken isoliert, die zusammengenommen fast 400 kb an genomischer DNA ab-
deckten (Ausmeier, 1997). Da zu diesem Zeitpunkt die Isolierung der beiden ter-
minalen Fragmente aus MB3 noch ausstand, konnte die als gesicherte minimale
Ausdehnung der Deletion in diesem Stadium nur mit ca. 200 kb angegeben wer-
den.
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2.2 Aufgabenstellung

Die Aufgabe, die in der vorliegenden Dissertationsarbeit bearbeitet werden sollte,
beinhaltete primar die vollstandige Kartierung des Ft Lokus. Wie im vorherigen
Abschnitt bereits beschrieben, wurde die Lokalisierung des Ft Lokus auf Chro-
mosom 8 in der D Region mittels in situ Hybridisierung auf Metaphasen Chro-
mosomen unter Verwendung einer Ft spezifischen genomischen Sonde
bestimmt (van der Hoeven, 1994). Diese Art der Kartierung ist jedoch sehr
ungenau, da die D Region ca. 1/6 des gesamten Chromosoms 8 abdeckt (1999
Chromosome Commitee Report) was bei einer Gesamtgrof3e von etwa. 149,1 Mb
(Nusbaum, 1999) etwa 25 Mb entspricht. Eine im Vergleich zur in situ
Hybridisierung genauere Kartierung kann durch die Verwendung genetischer
Karten anhand bereits identifizierter genomischer Marker erreicht werden.
Dadurch sollte eine genauere Auskunft Uber die Lokalisierung der Ft Mutation
maoglich werden. DarUberhinaus sollte es mdglich sein, anhand der genomischen
Marker die Ausmale der durch die Insertion verursachten Deletion grob
abzuschéatzen. Ein weiterer Vorteil dieser Kartierung ist die Moglichkeit, in der
Nachbarschaft liegende bereits bekannte Gene, die durch die Deletion betroffen
sind, zu identifizieren, da diese direkt auf ihre Anwesenheit im Ft Genom hin

untersucht werden konnen.

Im Anschlul3 an die genetische sollte dann eine physikalische Kartierung des Ft
Lokus durchgefuihrt werden. Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt waren zu
Beginn der Arbeit bereits 400 kb an genomischer DNA kloniert (siehe Abbildung
1) und die Ausdehnung der Deletion auf eine Grof3e von mindestens 200 kb ab-
geschéatzt. Die Aufgabe bestand nun zunachst darin festzustellen, ob mit dem klo-
nierten DNA-Bereich von 400 kb eventuell bereits die gesamte deletierte Region
abgedeckt wurde oder ob mit Hilfe von ,Chromosome Walking“-Experimenten
weitere genomische Klone aus DNA-Bibliotheken isoliert werden mufdten, um
zum einen die Ausdehnung der Deletion festzustellen und zum anderen eine voll-
standige physikalische Karte der in der Ft Mutation deletierten Region erstellen
zu konnen. Zusatzlich sollten durch die Mutation betroffene Gene identifiziert wer-

den. Daher sollten z.B. mit Hilfe der sogenannten ,Exon Trappping“-Technik
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(Auch, 1990); (Buckler, 1991); (Hamaguchi, 1992); (Church, 1994) versucht wer-
den, Exons in den am Ft Lokus identifizierten genomischen Fragmenten zu de-

tektieren.

Da die Identifizierung eines oder mehrere in der Ft Mutation deletierter Gene so-
fort die Frage aufwirft, ob diese Gene bei der Auspragung des Phanotyps eine
Rolle spielen, sollte beispielhaft anhand eines der bei der Kartierung identifizier-
ten Gens eine funktionelle Analyse durchgefuhrt werden. Dazu sollte in einem
.Rescue“-Experiment eine transgene Maus hergestellt werden, die eines der vom
Ft Lokus identifizierten Gene in Form eines Transgens beinhaltete. Diese trans-
genen Mause sollten dann mit Ft Mausen gekreuzt werden, um das zu analysie-
rende Gen in die Mutante zurtckzufihren und auf diese Weise analysieren zu
kénnen, ob der Wildtyp Phanotyp ganz bzw. teilweise durch dieses Gen wieder-

hergestellt werden kann.
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Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Sofern nicht gesondert aufgelistet, wurden im Rahmen dieser Arbeit Chemikalien

von der Firma Merck, AppliChem GmbH, Riedel de Haén und Roche Diagnostics

GmbH (Boehringer Mannheim) mit den Reinheitsgraden ,p. A." verwendet.

DarlUberhinaus wurden weitere Chemikalien und Verbrauchsmaterialien von fol-

genden Firmen bezogen:

Amersham Buchler
Appligene

Dupont

Fluka

Fuji Photo Film Co., LTD.
Gibco BRL

Kodak

New England BioLabs Inc.

Schleicher & Schuell
Sigma, St.Loius, USA

Stratagene

3.2 Losungen und Puffer

AP-Puffer

Auftragspuffer

[a-*P] dCTP

,LOW melting point" Agarose

GeneScreen

N-Lauroylsarcosin Natriumsalz (Sarcosyl)
Fuijifilm Imaging Plate fur Bio Imaging Analyzer

Trypsin/EDTA, Agarose, HEPES, DMEM, L-
Glutamin, Penizillin/Streptomyzin, M2-Medium,
T4 DNA-Ligase

Kodak X-OMAT AR

Yeast Chromosome PFG Marker, Lambda
Ladder PFG Marker

Sterilfilter, Watmanpapier

DMSO, DEPC, Hyaluronidase, hCG, PMS,
Mineraldl, Nonidet P-40

Prime-It°ll Random Primer Labeling Kit, RNase
Inhibitor, | Hind I, f X174 Hae lll, 1 kb Leiter

100 mM NacCl

50 mM MgCl,

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
0,01% Tween-20

50% Glycerin
0,2% (w/v) Orange G in TAE-Puffer
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»Blocking Solution”

CaCly-Lbsung

Church-Puffer

Denaturierungslésung

DEPC-behandeltes H,O

dNTP-Mischung

GTE

Hebs (2x)

Heparin

HEPES

Hybridisierungspuffer
(fur in situ Hybridisierungen)

10% ,Blocking Reagent” (Roche Diagnostics
GmbH) in MAB

autoklavieren

0,1% Tween-20, bei -20°C lagern

60 mM CacCl,
15% Glycerin
10 mM PIPES, pH 7,0

250 mM Na;HPO,4 x 2 H,0, pH 7,2
7% (w/v) SDS
1 mM EDTA, pH 8,0

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

50 ml DEPC auf 500 ml bidest. H,O
Inkubation bei RT tiber Nacht, autoklavieren

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 MM dTTP

50 mM Glucose
10 mM EDTA, pH 8,0
25 mM Tris-HCI, pH 8,0

274 mM NacCl

42 mM HEPES

9,6 mM KClI

1,5 mM Na,HPO,, pH 7,1

100 mg/mlin 4x SSC, pH 7,0

6,7 mM KCI
142 mM NaCl
10 mM HEPES, pH 7,3

50% Formamid
5x SSC,pH 7,0
0,05% Heparin
0,1% Tween-20
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Injektionspuffer (Schedl, 1993)

L6sungl

Losung 2

Losung 3

Ldsung 4

Ldsung 5

Ldsung 6

L6sung D

L-Puffer

Lysepuffer

mit 1 M Zitronensaure auf pH 6,0 einstellen
10 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,1 mM EDTA

100 mM NaCl

30 M Spermin

70 mM Spermidin

durch 0,2 nm sterilfiltrieren, bei 4°C lagern

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
100 ng/ml RNase A, bei 4°C lagern

200 mM NaOH, 1% SDS
3 M Kaliumacetat, pH 5,5

750 mM NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol
0,15% Triton® X-100

1 M NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol

1,25 M NacCl
50 mM Tris-Cl, pH 8,5
15% Isopropanol

4 M Guanidinthiocyanat

25 mM Natriumcitrat, pH 7,0
100 mM 3-Mercaptoethanol
0,5% (w/v) Sarcosyl

0,1% Antifoam A

0,1 M EDTA, pH 8,0
0,01 M Tris-HCI, pH 7,6
0,02 M NacCl

100 mM EDTA

100 mM NacCl
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
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MAB 100 mM Maleinsaure

150 mM NacCl

mit NaOH-Platzchen auf pH 7,5 einstellen
MABT MAB mit 0,1% Tween-20
PBS 140 mM NaCl

2,6 mM KClI

2 mM Na,HPO, x 2 H,0O

1,45 mM KH;HPO,

pH 7,2 ohne Einstellung, autoklavieren
PBT 0,1% Tween-20 in PBS
PFA/Glutaraldehyd 4% PFA in PBS

0,2% Glutaraldehyd

mit konz. HCI pH 6-7 einstellen, frisch ansetzen
PFA 4% Paraformaldehyd in PBS
RIPA 0,05 % SDS

0,15 M NacCl

RNase-Puffer

SSC (20x)

SSC/Formamid-Puffer

TAE-Puffer

1% Nonidet P-40

0,5 % Desoxycholinsaure
1mMEDTA

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

mit DEPC-behandeltem H,O ansetzen

0,5 M NacCl
0,01 M Tris-HCI, pH 7,5
0,001% Tween-20

3 M NacCl

0,3 M Trinatriumcitrat x 2H,0

mit konz. HCI auf pH 7,0 einstellen
autoklavieren

2x SSC,pH 7,0
50% Formamid

0,001% Tween-20

40 mM Tris/Acetat
1 mM EDTA, pH 8,0
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TBE-Puffer (5x) 445 mM Borséaure
446 mM Tris-Base
0,01 M EDTA
TBST (10x) 1,37 M NacCl
0,03 M KClI

0,25 M Tris-HCI, pH 7,5
1% Tween-20

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
Waschpuffer 20 mM NayHPO,4 x 2 H,0, pH 7,2

1% (wiv) SDS

3.3 Nahrmedien und Antibiotika

Ampizillin-Stamml6sung 100 mg/ml in 70% Athanol

Chloramphenikol-Stammldsung 12,5 mg/ml in 50% Athanol

DMEM 1x DMEM (,Dulbeco’s Modified Eagle
Medium®*)

10% FCS, hitzeinaktiviert
20 mM L-Glutamin

100 U/ml Penizillin

100 mg/ml Streptomycin

Einfriermedium 10% DMSO
in 100% FCS, hitzeinaktiviert

Kanamyzin-Stammlésung 25 mg/ml in H,0O
LB-Agar LB-Medium
1,5% (w/v) Bacto-Agar
autoklaviert
LB-Medium 1% (w/v) NaCl

1% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
autoklaviert
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3.4 DNA-Bibliotheken

Eine DNA-Bibliothek ist eine Sammlung klonierter DNA-Fragmente, die zu-
sammengenommen das gesamte Genom eines Organismus oder die
Gesamtheit der exprimierten Gene eines Gewebes oder Entwicklungsstadiums
reprasentieren. In dieser Arbeit wurden eine P1, eine BAC und eine PAC DNA-

Bibliothek, sowie eine Hoden spezifische cDNA-Bibliothek verwendet.

3.4.1 P1DNA-Bibliothek

Die in dieser Arbeit verwendete P1 DNA-Bibliothek (RZPD No. 703) wurde von
Fiona Francis (Francis, 1994) konstruiert und vom Resourcen Zentrum des
Deutschen Humanen Genom Projekts, Heubnerweg 6, 14059 Berlin

(Internet:http://www.rzpd.de) zur Verfigung gestellt.

Fur die Herstellung der Bibliothek wurde genomische DNA von Mausen des
Stammes C57BL/6 mit dem Restriktionsenzym Mbo | partiell verdaut und in die
BamH I-Klonierungstelle des P1-Vektors pAD10SacBIl eingebracht. Der P1-
Vektor hat eine La&nge von ca. 16 kb und enthalt neben einer multiplen
Klonierungsstelle ein Gen fir eine Antibiotikum-Resistenz gegen Kanamyzin. Die
so klonierten genomischen Fragmente haben eine durchschnittliche Lange von
75-100 kb. Das Plasmid wird mit einer geringen Kopienzahl vermehrt, kann aber

durch Induktion des lytischen P1-Operons mit IPTG amplifiziert werden.

Die Klone der Bibliothek wurden maschinell auf 22 cm x 22 cm grofl3e Nylon-
membranen aufgebracht. Auf jedem der 7 Filter befinden sich 18432
verschiedene Klone, die in 48 x 48 Blocken zu je 16 Klonen aufgebracht sind.
Jeder Klon ist zweimal auf dem Filter vorhanden. Das Duchsuchen dieser
Bibliothek erfolgte tber eine Hybridisierung mit einer Sonde und wird unter Punkt
3.8.2 beschrieben. Die erhaltenen positiven Klone wurden beim Resourcen
Zentrum des Deutschen Humanen Genom Projekt bezogen. Geliefert wurden die
Klone als E.coli (NS3516)-Stechagarkultur. Die Bakterien wurden auf einer
kanamyzinhaltigen Agarplatte ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Aufarbeitung einer so vereinzelten Bakterienkolonie mit dem darin

enthaltenen P1-Klon ist unter Punkt 3.5.1 beschrieben.
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3.4.2 BAC DNA-Bibliothek

Die in dieser Arbeit verwendete BAC DNA-Bibliothek (#BAC-4921) wurde bei der
Firma Genome Systems, INC., 8620 Pennell drive, St. Louis, Missouri 63114
U.S.A. bezogen. Die fur diese Bibliothek verwendete genomische DNA stammt
von embryonalen Stammzellen des Mausestammes 129Svj. Nach einer partiellen
Spaltung mit dem Restriktionsenzym Hind 1l wurde die DNA in die Hind Ill-
Klonierungsstelle des BAC-Vektors pBeloBAC11 eingebracht. Der BAC-Vektor
hat eine Lange von 7,35 kb und enthalt neben einer multiplen Klonierungsstelle
ein Gen fir eine Antibiotikum-Resistenz gegen Chloramphenikol. Das Plasmid
l&Rt sich im Gegensatz zum P1 Plasmid nicht in der Wirtszelle amplifizieren. Die
klonierten genomischen Fragmente haben eine durchschnittliche Lange von 50-
240 kb mit einem hohen Grad an Stabilitat (Woo, 1994).

Auch hier wurden die Klone maschinell auf 22 cm x 22 cm grol3e Nylon-
membranen aufgebracht. Die Bibliothek umfasst jedoch nur 5 Filter. Auf jedem
Filter wurden wieder 48 x 48 Blocken zu je 16 Klonen aufgebracht, wobei jeder
Klon zweimal vorhanden ist. Das Duchsuchen dieser Bibliothek erfolgte tber eine
Hybridisierung mit einer Sonde und wird unter Punkt 3.8.2 beschrieben. Die er-
haltenen positiven Klone wurden bei der Firma Genome Systems, Inc., bezogen.
Geliefert wurden die BAC-Klone als E. coli (DH10B)-Stechagarkulturen. Die Bak-
terien wurden auf einer chloramphenikolhaltigen Agarplatte ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Aufarbeitung einer so vereinzelten Bakterien-

kolonie mit dem darin enthaltenen BAC-Klon ist unter Punkt 3.5.1 beschrieben.

3.4.3 PAC DNA-Bibliothek

Die in dieser Arbeit verwendete PAC DNA-Bibliothek (RZPD No. 711 oder RPCI
21) wurde von Kazutoyo Osoeagawa und Pieter de Jong (Roswell Park Cancer
Institut) konstruiert und wie die P1 DNA-Bibliothek vom Resourcen Zentrum des

Deutschen Humanen Genom Projekts zur Verfiigung gestellt.

Fur die Herstellung der Bibliothek wurde genomische DNA von Mausen des
Stammes 126/SvevTACTBr mit dem Restriktionsenzym Mbo | partiell verdaut und
in die BamH I-Klonierungsstelle des PAC-Vektors pPAC4 eingebracht. Der PAC-
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Vektor hat eine La&nge von ca. 19 kb und enthalt neben einer multiplen
Klonierungsstelle ein Gen fir eine Antibiotikum-Resistenz gegen Kanamyzin. Die
so klonierten genomischen Fragmente haben eine durchschnittliche Lange von
150 kb. Das Plasmid wird mit einer geringen Kopienzahl vermehrt, kann aber

durch Induktion mit IPTG amplifiziert werden.

Die Klone der Bibliothek sind wie bei der P1 DNA-Bibliothek auf
Nylonmembranen aufgebracht. Das Durchsuchen wurde, wie bereits fur die P1-
Klone unter 3.4.1 beschrieben, durchgefihrt. Die Aufarbeitung einer vereinzelten
Bakterienkolonie mit dem darin enthaltenen PAC-Klon ist unter 3.5.1.5

beschrieben.

3.4.4 cDNA-Bibliothek

Die in dieser Arbeit verwendete murine Hoden cDNA-Bibliothek (RZPD No. 411)
wurde von Bernhard Korn konstruiert und wie die DNA-Bibliotheken vom Re-
sourcen Zentrum des Deutschen Humanen Genom Projekts zur Verfligung ge-

stellt.

Fur die Herstellung der Bibliothek wurde polyA"™-RNA aus den Hoden von 9 bis 10
Wochen alten Mausen des Stammes Balb/c verwendet. Fur die Klonierung wur-
den spezielle Linker verwendet durch die die cDNA-Fragmente in die Not I/Sal |
Spaltstellen des Vektors pSPORT 1 ligiert werden konnten. Der Vektor pSPORT1
hat eine Lange von ca. 4,1 kb und enthélt ein Gen fir eine Antibiotikum-Resistenz
gegen Ampizillin. Die durchschnittliche Insertionsgréf3e der Klone betragt 0,5 bis
2,6 kb.

Die Klone der Bibliothek sind, wie bei den DNA-Bibliotheken, maschinell auf
Nylonmembranen aufgebracht und konnten nach erfolgreicher Hybridisierung als
Stechagarkulturen beim Resourcen Zentrum des Deutschen Humanen Genom
Projekt bezogen werden. Die Aufarbeitung der in den Bakterien enthaltenen
Plasmid-DNA ist unter Punkt 3.5.1.2 beschrieben.
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3.5 Isolierung von Nukleinsauren

3.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA
3.5.1.1 Préaparation im analytischen Mal3stab (, Miniprep")

Die vom Resourcen Zentrum des Humanen Genom Projekts und von der Firma
Genome System Inc. bezogenen P1, BAC und PAC- Klone wurden zur Kontrolle
zunachst im kleinen Mal3stab prépariert, bevor dann gréf3ere Mengen an Plasmid-
DNA hergestellt wurden. Aul3erdem diente diese Methode zur Kontrolle der

erfolgreichen Insertion von DNA-Fragmenten in Vektoren.

Fur die Plasmidpraparation wurden Teile einer Bakterienkolonie in jeweils 2,5 ml
selektives LB-Medium (mit 100 ng/ml Ampizillin oder 25 ng/ml Kanamyzin oder
12,5 ng/ml Chloramphenikol) gegeben und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. 1,5 ml
dieser Ubernachtkultur wurden in einer Tischzentrifuge sedimentiert (7 min, 2500
Upm, RT), mit 200 m Losung 1 resuspendiert und nach Zugabe von 200 m Lo6-
sung 2 exakt 5 min bei RT lysiert. Nach Zugabe von 200 m LOdsung 3, die zur
Neutralisierung und Féllung der Proteine fuhrt, wurde der Ansatz fir mind. 5 min
auf Eis inkubiert und zentrifugiert (10 min, 15000 Upm, RT). Zur Fallung der
Plasmide im Uberstand wurde der Ansatz mit 500 m Isopropanol versetzt und
zentrifugiert (10 min, 15000 Upm, RT). Das Pellet wurde mit 70% Athanol ge-
waschen und in 50 m TE-Puffer aufgenommen. Die Ausbeute an Plasmid-DNA

betrug je nach Art des Vektors 1 bis 10 ng.
3.5.1.2 Préaparation im praparativen Mal3stab (, Maxiprep")

Plasmidpraparationen, die besonders sauber sein muf3ten, da sie fiur Trans-
fektionen mit eukaryotischen Zellen (siehe 3.15.5) oder fir eine Sequenzier-
reaktion (siehe 3.10) eingesetzt werden sollten, wurden mit Hilfe des Qiagen
Plasmid Midikits (100) von der Firma Qiagen GmbH durchgefiihrt. Bei Ver-
wendung dieses Midi-Praparationskit konnten aus 25 ml einer Ubernachtkultur
max.100 pg an Plasmid-DNA gewonnen werden, die in 100 pl bidest. H,O auf-

genommen wurden.
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3.5.1.3 P1 Plasmidpraparation

3 ml LB-Medium mit 25 pg/ml Kanamyzin wurden mit einer P1 Plasmid
enthaltenden Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C bis zur
stationaren Phase inkubiert. Mit 2,5 ml dieser Ubernachtkultur wurde am
nachsten Tag 75 ml kanamycinhaltiges LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben
angeimpft und bei 37°C auf einem Schittler inkubiert. Nach 1,5 h wurde IPTG mit
einer Endkonzentration von 500 nM zugegeben. IPTG bewirkt eine Zunahme der
Kopienzahl des Plasmids innerhalb der Wirtszelle (bis max. 20 Kopien/ Zelle) und
somit eine grol3ere Ausbeute an Plasmid-DNA. Die Bakteriensuspension wurde

daraufhin weitere 5 h bei 37°C auf dem Schuttler inkubiert.

Je 30 ml dieser Bakteriensuspension wurden in einem 50 ml Réhrchen zentrifu-
giert (30 min, 5000 Upm, 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 3 ml
GTE vollstéandig resuspendiert. Nach Zugabe von 30 pl Lysozym (50 mg/ml) und
vorsichtigem Umschwenken wurden die Zellen 5 min bei RT lysiert. Danach
wurde 6 ml frisch angesetzte Losung 2 zugegeben, der Ansatz wiederum
vorsichtig vermischt und 5 min auf Eis inkubiert. Mit 4,5 ml Lésung 3 wurden die
Proteine ausgefallt und der Ansatz anschlieend zentrifugiert (10000 xg, 4°C, 30
min). Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Rohrchen uberfiihrt, mit
DNase-freier RNase mit einer Endkonzentration von 50 pg/ml versetzt und 30 min
bei 37°C inkubiert. Zur weiteren Aufreinigung wurde der Ansatz mit einem
Volumen Phenol (Tris-HCI, pH 7,6 bis 8,3, gesattigt)/ Chloroform extrahiert. Die
Plasmide in der wélrigen Phase konnten nun mit einem Volumen Isopropanol
ausgefallt und zentrifugiert (20 min, 5000 Upm, 4°C) werden. Nach einmaligem
Waschen des Plasmid-Pellets mit 2 ml 70% Athanol wurde dieses in 100 pl TE-
Puffer oder bidest. H,O aufgenommen. Die Ausbeute an P1 Plasmid-DNA war in
der Regel 10 bis 20 pg.

3.5.1.4 BAC Plasmidpréaparation

2 ml LB-Medium mit 12,5 pg/ml Chloramphenikol wurden mit einer BAC Plasmid
enthaltenden Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C bis zur

stationdren Phase inkubiert. Mit 0,5 ml dieser Ubernachtkultur wurde am néch-
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sten Tag 100 ml chloramphenikolhaltiges LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben
angeimpft und bei 37°C auf einem Schdttler inkubiert. Die BAC Plasmide liegen
als Einzelkopie in den Wirtszellen vor und kdnnen nicht wie die P1 Plasmide mit

IPTG zu einer hoheren Kopienzahl induziert werden.

Die Praparation der BAC Plasmide erfolgte mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midikits
(100) von der Firma Qiagen GmbH. Da im Gegensatz zu ,High Copy Number"
Plasmiden ein grofl3eres Volumen an Bakterienkultur aufgearbeitet wurde, muf3te
das Volumen der verwendeten Lésungen erhdht werden um eine optimale Auf-

reinigung der Plasmide zu gewébhrleisten.

Die Ubernachtkultur wurde in einem 250 ml Zentrifugengefal? in einer Zentrifuge
der Firma Beckman J2-21 (30 min, 5000xg, 4°C) sedimentiert. Das Pellet wurde
mit 20 ml Lésung 1 resuspendiert, mit 20 ml Lésung 2 versetzt und exakt 5 min
bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 20 ml Losung 3 und einer 15 min Inkubation
auf Eis wurden die ausgefallenen Proteine abzentrifugiert (30 min, 10000xg, 4°C).
Die Zentrifugation wurde wiederholt um jegliche Proteinreste im Uberstand zu
entfernen und um ein spateres Verstopfen der Saule zu verhindern. Die so ent-
standene klare Lésung wurde auf eine mit ca. 10 ml Losung 4 aquilibrierten
Qiagen 100 Saule gegeben und zweimal mit je 10 ml Lésung 5 gewaschen. Die
auf der Saule gebundenen Plasmide wurden fiinfmal mit je 1 ml Losung 6 (65°C)
eluiert. Nach Zugabe von 3,5 ml Isopropanol wurden die Plasmide bei 4°C Uber
Nacht gefallt, anschlieBend zentrifugiert (30 min, 5000xg, 4°C), mit 70% Athanol
gewaschen und in 50-100 m TE-Puffer aufgenommen. Die Ausbeute an BAC

Plasmid-DNA war in der Regel 10 bis 50 ng.
3.5.1.5 PAC Plasmidpraparation

Die Praparation der PAC Plasmide erfolgte ebenfalls mit Hilfe des Qiagen Plas-
mid Midikit (100) von der Firma Qiagen GmbH. Im Gegensatz zur BAC Plasmid-
Praparation wurden hier 800 ml einer kanamycinhaltigen Ubernachtkultur ein-
gesetzt und mit der doppelten Menge an Lysepuffern, wie bereits im vorigen Ab-
schnitt beschrieben, aufgearbeitet. Die Ausbeute an PAC Plasmid-DNA war in
der Regel 60 bis 90 ng.
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3.5.2 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wurde in der Regel aus 0,5 cm langen Schwanzsticken der
Maus gewonnen. Eine Ausnahme stellt homozygote Ft DNA dar, die aus kulti-
vierten Fibroblastenzellen, isoliert aus homozygoten Ft Embryonen, préapariert

wurde.

Die Schwanzstiicke bzw. Fibroblastenzellen wurde in 750 m Lysepuffer mit 0,5
mg/ml Proteinase K Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Nach Zugabe von 250 pl ge-
sattigter NaCl-Losung und 5 minttigem Schutteln, wurden die ausgefallenen Pro-
teine in einer Tischzentrifuge pelletiert (10 min, 13000 Upm, RT) und 750 pl des
Uberstands abgenommen. Ausgefallt wurde die genomische DNA mit 500 pl Iso-
propanol. Nach abermaliger Zentrifugation wurde das DNA-Pellet mit 70%
Athanol gewaschen und in 100-200 pl TE-Puffer aufgenommen. Fiur Southern-
Blot Analysen (siehe 3.8.3) wurden 50 ni, fir PCR-Analysen (siehe 3.11.2) 0,5 bis
1 m der praparierten DNA eingesetzt.

3.5.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Organen und kultivierten Zellen

Die Isolierung der RNA erfolgte nach der Methode der sauren Guanidinthiocya-
nat-Phenol-Chloroform Extraktion (Chomczynski, 1987). Adhérent wachsende
Zellen einer 10 cm Kulturschale (Falcon) wurden geerntet, indem sie mit Tryp-
sin/EDTA abgeldst und in ein 15 ml Réhrchen tberfihrt wurden. Nach dem Pelle-
tieren der Zellen wurden diese in 500 m Lésung D aufgenommen und die Sus-
pension konnte bis zur weiteren Verarbeitung in flissigem Stickstoff oder bei -
80°C gelagert werden. Zur Weiterverarbeitung der eingefrorenen Zellen wurden
diese auf Eis aufgetaut und nacheinander folgende Reagenzien hinzugefiigt: 50
pl 2 M Natriumacetat (pH 4,0), 500 pl saures Phenol (H,O gesattigt) und 100 pl
Chloroform. Der Ansatz wurde dabei jedesmal gut durchgeschittelt und danach
fur 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 13000 Upm, 4°C) in ei-
ner Tischzentrifuge, konnte die obere walirige Phase abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefald tberfiuihrt werden. Dabei muf3te darauf geachtet werden,
daR’ die Protein- und DNA-haltige Interphase nicht mittberfihrt wurde. Danach

wurden nochmal 400 pl Chloroform hinzugegeben und erneut wie oben zentrifu-
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giert. Nach der Phasentrennung wurde zum Uberstand 1 Volumen Isopropanol
zugefugt und zur Fallung der RNA mindestens 90 min bei -20°C inkubiert. Der
Ansatz wurde wie oben zentrifugiert und das RNA-Pellet zunachst mit 80%igem,
dann mit 100%igem Athanol gewaschen. Nach kurzem Lufttrocknen konnte die
RNA in 30 ul DEPC-behandeltem H,O aufgenommen und bei -80 °C eingefroren
werden. Aus einer dicht bewachsenen 10 cm Kulturschale kénnen so je nach

Zellart 50-100 ng RNA gewonnen werden.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls RNA aus Organen adulter Mause, wie z.B. dem
Schwanz, prapariert. Die Organe wurden der Maus entnommen und in flissigen
Stickstoff schockgefroren. Diese konnten dann fiir unbestimmte Zeit bei -80°C
zwischengelagert werden. Zur RNA-Aufarbeitung wurden die Organe in 8 ml L6-
sung D mit Hilfe eines Polytrons fur ca. 30 Sekunden homogenisiert. Dann er-
folgte die Zugabe von 0,8 ml 2 M Natriumacetat, 8 ml H,O-gesattigtem Phenol
und 1,6 ml Chloroform. Der Ansatz wurde gut durchmischt, 15 min auf Eis
inkubiert und in einem Corex-Réhrchen in einer Zentrifuge der Firma Beckman
J2-21 zentrifugiert ( 15 min, 1000xg, 4°C). Der Uberstand wurde vorsichtig ohne
die Interphase abgenommen, in ein 50 ml Réhrchen Uberfihrt, mit 1 Volumen
Isopropanol versetzt und bei -20°C fur mind. 90 min die RNA ausgefallt. Nach
Zentrifugation (30 min, 5000xg, 4°C) wurde das RNA-Pellet in 2 ml DEPC-
behandeltem H,O aufgenommen, mit 2 ml Phenol/Chloroform (1:1) versetzt, gut
durchmischt und wiederholt zentrifugiert (5 min, 5000xg, 4°C). Der Uberstand
wurde abgenommen und die RNA mit 0,5fachen Volumen an 7,5 M
Ammoniumacetat und 3fachen Volumen an 100 %igem Athanol ausgefallt und
zentrifugiert (30 min, 5000xg, 4°C). Das so aufgereinigte RNA-Pellet wurde in
ca.100 m DEPC-behandeltem H,O aufgenommen und bei -80°C gelagert.

3.5.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
3.5.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren erfolgte durch eine Messung
der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm in einem Spektralphotometer.

Die Messung der Extinktion von Nukleinsaureldsungen gegen die
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entsprechenden Pufferlésungen entspricht, bei Verwendung einer Quarzkivette

mit der Schichtdicke von 1 cm, dabei folgenden Konzentrationen:

1 OD,go dsDNA =50 pg/ml

1 OD2gp SSDNA = 30 pg/ml

1 OD260 RNA =23 pg/ml
Die Messungen wurden mit vedinnten Nukleinsauren durchgefiihrt. Der Grad der
Verunreinigung durch Proteine konnte mit dieser Methode ebenfalls festgestellt
werden. Das Verhaltnis ODys / ODygo liegt bei Proben mit lediglich geringer Pro-

teinverunreinigung zwischen 1,8 und 2,0.
3.5.4.2 Konzentrationsabschatzung im Agarosegel

In gleicher Weise wie die Abschatzung von DNA-Fragmentlangen (siehe 3.6.2)
durchgefuhrt wurde, konnte durch einen Vergleich mit Standard-Fragmenten mit
bekannter Konzentration, die Menge einer zu analysierende DNA geschatzt wer-

den.
3.6 Gelelektrophorese

3.6.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in dieser Arbeit
ausschlie3lich durch eine Agarose-Gelelektrophorese. Je nach Lange der aufzu-
trennenden DNA-Fragmente wurden 0,6 bis 3%ige Gele in TAE-Puffer angesetzt,
der auch als Laufpuffer verwendet wurde. Zu 100 ml eines flissigen Gels wurden
7 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugegeben. Die Gelmenge war abh&ngig von
der jeweiligen Tragergrof3e. Um die DNA-Proben in die Taschen des Agarosegels
laden zu kdnnen, wurden diese mit Auftragspuffer versehen. Der Auftragspuffer
enthielt neben Glycerin einen Farbmarker, um den Verlauf der Elektrophorese
optisch sichtbar zu machen. Zur Abschéatzung der Lange der aufgetrennten DNA-
Fragmente wurde ebenfalls ein Langenstandard mit auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde in der Regel bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm
bei RT durchgefiihrt. Die aufgetrennten DNA-Fragmente konnten unter UV-Licht

durch die Fluoreszenz des interkalierten Ehtidiumbromids sichtbar gemacht und
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zur Dokumentation mit einer Polaroidkamera fotografiert oder mit einem Videodo-

kumentationssystem festgehalten werden.

3.6.2 DNA-Fragmentlangenbestimmung

Ein Langenstandard, der DNA-Fragmente mit bekannter Lange enthalt, wird in
einer Gelelektrophorese parallel zu den analysierenden Proben aufgetragen. Da-
bei wandern Fragmente mit gleicher Lange und Konformation gleich schnell, un-
abhangig von deren Sequenz. So kdonnen unbekannte Fragmentlangen durch
einfachen Vergleich mit diesem Standard ermittelt werden. In dieser Arbeit wur-

den folgende Langenstandards verwendet:

| Hind Il (Stratagene):

23130; 9416; 6557; 4361; 2322; 2027; 564; 125 bp

f X174 Hae Il (Stratagene):

1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72 bp
1 kb Leiter (Stratagene):

12216; 11198; 10180; 9162; 8144; 7126; 6108; 5090; 4072; 3054; 2036; 1636;
1018; 506; 517; 396; 344; 298; 220; 201; 154; 134; 75 bp

Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs):

1018,5; 970,0; 921,5; 873,0; 824,5; 776,0; 727,5; 679,0; 630,5; 582,0; 533,5;
485,0; 436,5; 388,8; 339,5; 291,0;242,5; 194,0; 145,5; 97,0; 48,5 kb

Yeast Chromosome PFG Marker (New England Biolabs):
1900; 1640; 1120; 1100; 945; 915; 815; 785; 745; 680; 610; 555; 450; 375; 295;
225 kb

3.7 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einer Gel-
kammer der Firma Pharmacia (Gene Navigator System) mit einer hexagonalen
Elektrode. An ein 1,2%iges Agarosegel mit der GroRe von 15 x 15 cm® wurde
eine konstante Spannung von 180 V angelegt. Als Lauf- wie auch als Gelpuffer
wurde 0,5x TBE-Puffer (11°C) verwendet. Die Gellaufzeit sowie die Zeiten der
Nord/Sud- bzw. Ost/West-Richtungsanderung des angelegten Feldes (,Switch
Time") wurde je nach Auftrennungsbereich der DNA-Fragmente variiert. So
konnten z.B. in einem 1,2%igen Agarosegel in 0,5x TBE-Puffer (11°C) bei einer

Gellaufzeit von 19 h und einer Richtungsé&nderung von 5-20 s (Interpolation:
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Phase 1: 21h, Phase 2: 21 h) DNA-Fragmente von ca. 6 bis 200 kb aufgetrennt
werden (siehe 4.2.2, Abbildung 8)

Eine weitere Pulsfeld-Gelektrophoresekammer, die in dieser Arbeit verwendet
wurde, stammte von der Firma BioRad (CHEF-DR®III Pulsed Field
Electrophoresis System). Fur die Auftrennung der DNA-Fragmente in dieser Gel-
kammer wurden ausschlief3lich 1%ige Agarosegele angesetzt, wobei Agarose
mit verschiedenen Reinheitsgraden (,Molecular Biology Certified" und ,Puls Field
Certified") verwendet wurde. Als Laufpuffer diente wiederum 0,5x TBE-Puffer. Die
folgenden Parameter wurden fir eine Auftrennung von DNA-Fragmenten von 50
bis 1000 kb eingestellt:

Agarose: 1% ,Molecular Biology Certified"
Kihlungstemperatur: 14°C

Richtungsanderung (,Switch Time"):  50-90 s

Laufzeit: 22 h

Winkel (,Angle"): 120°

Spannung: 6 V/icm

Nachdem die Elektrophorese beendet war, wurden die DNA-Fragmente mit Ethi-
diumbromid angefarbt. Dazu wurden 40 pl Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) auf
400 ml 0,5x TBE-Puffer gegeben und das Gel 30 min darin inkubiert. Unter UV-
Licht wurden die DNA-Fragmente sichtbar und konnten mit einer Polaroidkamera
fotografiert oder mit einem Videodokumentationssystem festgehalten werden.
Das Gel konnte anschliel3end bei Bedarf nach dem unter 3.8.3 beschriebenen

Verfahren geblottet werden.

3.7.1 Praparation von genomischer DNA fir die Pulsfeld-Gelelektrophorese

Genomische DNA, die mit dem unter 3.5.2 beschriebenen Verfahren prapariert
wurde, unterliegt sehr starken Scherkraften, die die DNA in ca 20-30 kb grol3e
Fragmente zerteilt. FUr eine Analyse, bei der groRere Fragmente erwartet werden,
wie z.B. nach der Spaltung mit einem selten schneidenden Restriktionsenzym, ist
diese Art der Praparation deshalb nicht geeignet. Deshalb wurden die Zellen, aus

denen die DNA isoliert werden sollte, in Agarose eingebettet, in der die gesamte
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Aufarbeitung bis hin zur restriktionsenzymatischen Spaltung stattfand (Sambrook,
1989).

In dieser Arbeit wurde homozygote Ft DNA fir die PFGE aus kultivierten Fi-
broblastenzellen gewonnen. Die Zellen wurden durch die Behandlung mit einer
Trypsin/EDTA-LOsung von der Kulturschale (Falcon) abgeldst und die Zellzahl mit
Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Anschlieend wurden diese in
einem 50 ml Roéhrchen zentrifugiert (7 min, 1000 Upm, RT), mehrmals mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit einer Endkonzentration von 66 x 10° Zellen/ml
in eiskaltem L-Puffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf 42°C
erwarmt, mit einem aquivalenten Volumen an 1%iger ,Low-melting-temperature”
Agarose versetzt und in daftir vorgesehende Plexiglasvertiefungen (,Disposable
Plug Mold“, BioRad) pipettiert. Jede Plexiglasvertiefung mit ca. 80-100 ni
Zellsuspension enthielt ca 10-20 ng genomische DNA. Nach dem Erstarren der
Agarose wurden die Blockchen in ein 50 ml Réhrchen tberfihrt und mit 50 ml L-
Puffer, der 1 mg/ml Proteinase K und 1% Sarkosyl (N-Lauroylsarcosin
Natriumsalz) enthielt, fir 24 h bei 50°C inkubiert. Nach der ersten Inkubationszeit
wurde die Loésung ausgetauscht und wiederum 24 h inkubiert. Durch zweimalige
Behandlung der Agaroseblockchen mit 50 ml TE-Puffer und 40 ng/ml PMSF fir 1
h bei 50°C konnte die Proteinase K inaktiviert werden. In TE kénnen die
Agaroseblockchen fiur mehrere Tage bei 4 °C gelagert werden. Fur einen
langeren Zeitraum sollten diese jedoch in 0,5 M EDTA-L6sung (pH 8,0) Gberflhrt

werden.

Im Gegensatz zu homozygoter Ft DNA wurde heterozygote Ft und Wt DNA aus
der Milz adulter Mausen isoliert. Die Milz wurde der Maus entnommen und in ei-
ner mit PBS geflllten Petrischale mit einer Schere zerkleinert. Durch
mehrmaliges Auf- und Abnehmen der Lésung mit einer 10 ml Glaspipette wurden
die Zellen aus dem Gewebeverband herausgeldst. Zusatzlich wurden die
Gewebestiickchen in einem 2 ml Reaktionsgefall mit einem Eppendorf
Homogenisator zerkleinert. Die mit Zellen angereicherte PBS-LOsung wurde in

einem 50 ml RoOhrchen auf Eis gesammelt und die Zellzahl mit Hilfe einer
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Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die weitere Verarbeitung der Zellen erfolgte

wie bereits im voherigen Abschnitt beschrieben.

3.7.2 Restriktionsenzymatische Spaltung genomischer DNA in

Agarosebléckchen

Die unter 3.7.1 beschriebenen Agarosebléckchen mit der darin enthaltenen ge-
nomischen DNA wurden, sofern diese sich in 0,5 M EDTA befanden, 30 min in
einem 50fachen Volumen an TE-Puffer bei RT aquilibriert. Danach wurden die
Blockchen in ein 10faches Volumen in den fir das Restriktionsenzym vorgese-
henden Puffer Uberfiihrt und bei 4°C 30 min leicht schwenkend inkubiert. An-
schlieRend wurde der Puffer durch ein geringeres Volumen (2-3fach) und mit 50
U des entsprechenden Enzyms ersetzt. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei der fur
das Restriktionsenzym vorgesehenden Temperatur inkubiert. Um jegliche Salz-
reste aus den so behandelten Agarosebldckchen zu entfernen, wurden diese vor
dem Beladen des Gels nochmal in einem 50 fachen Volumen an TE-Puffer fur 1
h bei 4°C &aquilibriert.

3.8 Hybridisierungstechniken

3.8.1 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Bei dem Verfahren des ,Random Primed Labeling" wird die zu markierende DNA
denaturiert und mit Hexameren mit statistisch verteilter Sequenz hybridisiert. Von
diesen aus wird der Doppelstrang durch die Klenow-Polymerase in Gegenwart
von markierten Nukleotidtriphosphaten wieder aufgefillt und man erhalt einen

markierten DNA-Strang.

Die Markierung der Nukleinsauren nach diesem Verfahren wurde mit Hilfe des
.Prime-It Il Random Primer Labeling Kits" von der Firma Stratagene durchgefihrt.
Dabei wurden zunachst 25 ng Matritzen-DNA, wenn nétig mit H,O auf ein Vo-
lumen von 23 pl aufgefillt, mit 10 pl ,Random* Oligonukleotid-Primer versetzt und
10 min bei 95°C erhitzt. Der Ansatz wurde anschlieBend kurz zentrifugiert, nach-
einander 10 pl dCTP-Primer-Puffer (5x), 5 pl [a-**P] dCTP (Amersham Buchler), 1
pl Exo(-)Klenow Enzym (5 U/ul) zupipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reak-
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tion wurde mit 2 pl Stop-Mix beendet. Zur Fallung und Aufreinigung der mar-
kierten Sonde wurden 2 pl tRNA (20 mg/ml), 26 pl 7,5 M Ammoniumacetat und
200 pl 100%iges Athanol zugegeben. Die ausgefillte Sonde wurde zentrifugiert
(10 min, 15000 Upm, RT), das Pellet mit 70%igem Athanol gewaschen und in
100 pl bidest. H,O aufgenommen.

Zur Quantifizierung der eingebauten Radioaktivitat wurde von 1 pl der Lésung in
einem Szintillationszahler der Firma Beckman die Cerenkov-Strahlung
gemessen. Fir einen genomischen Southern-Blot wurden 2 bis 3x10° cpm/ml
Hybridisierungslosung bendtigt. Fir die Hybridisierung von Plasmid-DNA und
einer genomischen DNA-Bibliothek wurden 1x10° cpm/ml Hybridisierungslésung

eingesetzt.

Vor der Hybridisierung muf3te die markierte Sonde noch denaturiert werden. Die
entsprechende Menge an Sonde wurde auf 100 pl mit bidest. H,O aufgefillt, mit

30 pl 2 M NaOH versetzt und zu der Hybridisierungslosung zugegeben.

3.8.2 Hybridisierung einer DNA-Bibliothek

Zur Hybridisierung der unter 3.4 beschriebenen Filter der DNA-Bibliotheken wur-
den diese zuerst in destilliertem H,O eingeweicht und je zwei dieser Filter zu-
sammen in einer Plastikfolie an drei Seiten eingeschweif3t. Danach wurden 15 ml
Church-Puffer und die entsprechende Menge an radioaktiv markierter Sonde
(siehe 3.8.1) hinzugegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C tber Nacht in

einem Wasserbad.

Zur Entfernung nichtgebundener Sonde wurden die Filter am nachsten Tag 5 min
bei RT, 5 min bei 65°C und 20 min bei 65°C unter Schitteln mit Waschpuffer A
gewaschen. Die Filter wurden dann in einer neuen Plastikfolie eingeschweif3t und
fur die Exposition wurde ein Kodak X-OMAT AR Film mit einer Verstarkerfolie

aufgelegt, der bis zur Entwicklung bei -80°C gelagert wurde.

3.8.3 Hybridisierung von genomischer DNA (Southern-Blot)

In dieser Arbeit wurden Blots mit genomischer DNA sowie mit Plasmid-DNA nach

Southern, 1975 hergestellt und hybridisiert.
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Fur die Herstellung eines genomischen Blots wurden 5 bis 10 pg DNA mit 30 bis
40 U Enzym Uuber Nacht restriktionsenzymatisch gespalten und gelelektropho-

retisch in 0,8%iger Agarose aufgetrennt.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel kurz in destilliertem H,O geschwenkt und
exakt 15 min in 0,25 M HCI inkubiert. Die Behandlung mit Salzsaure erzeugt ca.
1000 bp Fragmente und ermoglicht damit eine bessere Ubertragung auf die
Membran. Nach diesen 15 min wurde das Gel erneut mit destilliertem H,O
behandelt und anschlieend in Denaturierungsiésung 20 min wieder leicht
schwenkend inkubiert. Der alkalische pH-Wert der Loésung denaturiert die DNA in
Einzelstrdnge, damit diese spater mit der Sonde hybridisieren kdnnen. Jetzt
konnte die DNA auf die Nylonmembran Ubertragen werden. Hierzu wurden auf
einer ebenen Grundflache (Glasplatte) zuerst drei mit Denaturierungslésung
durchtrankte Watmanpapiere und darauf das Agarosegel mit der Unterseite nach
oben gelegt. Dann folgten eine passend zurechtgeschnittene Nylonmembran,
wiederum drei Lagen Watmanpapiere und zum Schlu? zusammengefaltete
Zellstofflagen, auf die eine Glasplatte mit einem Gewicht von ca 500 g gelegt
wurde. Beim Aufbau sollte darauf geachtet werden, dal3 sich keine Luftblasen
zwischen den Watmanpapieren, dem Gel und der Nylonmembran befinden. Der
Transfer erfolgte Uber Nacht bei RT. Am nachsten Tag wurden die Taschen des
Agarosegels auf der Membran mit einem Bleistift markiert. Die 15 mindtige
Behandlung der Membran mit 50 mM Na,HPO, x 2H,O, pH 7,2 sollte den
alkalischen pH-Wert wieder neutralisieren. Um die DNA auf der Membran zu
fixieren, wurde die Membran mit UV-Licht (Strata-Linker) bestrahlt und

anschlie3end ca 1 h bei 80°C gebacken.

Die auf die Membran aufgebrachte DNA konnte nun mit einer markierten Sonde,

wie unter 3.8.2 beschrieben, hybridisiert werden.
3.9 Klonierungstechniken

3.9.1 Sequenzspezifische Spaltung von DNA

Sequenzspezifische Spaltungen von DNA wurden in dieser Arbeit mit verschie-

denen Restriktionsenzymen der Firma Roche Diagnostics GmbH oder New Eng-

39



Kap. 3 Material und Methoden

land Biolabs, Inc. (USA) durchgefihrt Die Enzymmenge war abhangig von der
eingesetzten DNA-Menge. Fir eine vollstdndige Spaltung von DNA-Mengen bis 1
Mg wurde eine Enzymmenge von 10 U gewaéhlt und 1 h bei den entsprechenden
Temperaturen inkubiert. Ein typischer Ansatz einer restiktionsenzymatischen

Spaltung setzte sich nach folgendem Schema zusammen:

1-17 pl DNA-L6sung

2 ul 10x Reaktionspuffer (je nach verwendetem Enzym)
1 pl Enzymlésung (10 U)

1 bis 16 pul bidest. H,O

GroRRere Volumina an DNA-L6sungen konnten, sofern die DNA in H,O geldst war,
zuvor in einer Vakuumzentrifuge eingeengt werden, oder das Volumen des Spal-

tungsansatzes wurde dementsprechend vergrol3ert.

Wurden die Fragmente aus Spaltungen mit Restriktionsenzymen direkt fir Liga-
tionen eingesetzt, so muldten diese Enzyme zunachst inaktiviert werden, um die
nachfolgende Ligasereaktion nicht zu stéren. Die Restriktionsansatze wurden

deshalb 20 min auf 75°C erhitzt und so inaktiviert.

3.9.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten
3.9.2.1 Aufreinigung durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Einige DNA-Fragmente, z.B. linearisierte Plasmide, die als Vorlagen fir die
Generierung von RNA-Sonden dienten, wurden nach einer
restriktionsenzymatischen Spaltung zusatzlich aufgereinigt. Der Ansatz wurde mit
bidest. H,O auf ein Volumen von 100 ni aufgefillt und mit dem gleichen Volumen
an Phenol/Chloroform (1:1) versetzt. Nach dem Durchmischen des Ansatzes
wurde zentrifugiert (5 min, 15000 Upm, RT) und die obere walirige Phase
abgenommen. Zur Fallung der DNA wurde ein halbes Volumen an 7,5 M
Ammoniumacetat oder 1/10 Volumen an 3 M Natriumacetat zugegeben. Nach
der Zugabe von einem dreifachen Volumen an Athanol wurde zentrifugiert (10
min, 15000 Upm, RT) und das Pellet mit 70%igem Athanol gewaschen. Das so

erhaltene DNA-Pellet konnte dann in der erforderlichen Menge an dest. H,O oder
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TE-Puffer aufgenommen werden. Bei sehr geringen DNA-Konzentrationen wurde

als Fallungshilfe 1 m tRNA (20 mg/ml) oder Glycogen (20 mg/ml) zugegeben.
3.9.2.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Einzelne DNA-Fragmente, die in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
wurden, konnten mit Hilfe des ,QIAquick Gel-Extraction-Kit" der Firma Qiagen
GmbH aufgereinigt werden. Das betreffende Fragment wurde mit einer Skalpell-
klinge exakt aus dem Agarosegel herausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktions-
gefald tberfuhrt. Mit der dreifachen Menge an QX1-Puffer wurde das Gemisch bei
50°C ca 10 min inkubiert, bis sich das gesamte Agarosegel aufgeltst hatte. Nach
der Zugabe von einem Volumen an Isopropanol wurde diese Losung dann auf
eine im Kit enthaltene Minisdule gegeben, auf ein Auffanggefal3 gesteckt und
zentrifugiert (2 min, 15000 Upm, RT). Die von der Sdule gebundene DNA wurde
mit 750 pl PE-Puffer gewaschen und zum Entfernen jeglicher Pufferreste noch
ein zweites Mal zentrifugiert. Nun wurde die Saule auf ein neues Auffanggefal
plaziert und die DNA konnte dann mit 50 yl H,O oder TE-Puffer eluiert werden.
Die erfolgreiche Aufreinigung wurde anschlieBend durch eine Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift, bei der auch eine Abschatzung der Konzentration

erfolgen konnte ( siehe 3.5.4.1).
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3.9.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Die meisten der in dieser Arbeit durchgefiihrten Ligasereaktionen dienten dem
Anfugen von Adaptoren an DNA-Fragmente mit sogenannten glatten Enden
(siehe 3.12) oder dem Klonieren von PCR-Produkten in einen Plasmidvektor.
Letzteres wurde mit dem von der Firma Promega vertriebenen ,,pGEMO-T and
pGEMO-T Easy Vector System* durchgefiihrt. Der Kit beinhaltet einen linearisier-
ten Vektor mit Thymidin-Uberhang, sowie eine T4 DNA-Ligase mit dem zugehori-
gen Puffersystem. Die PCR-Produkte wurden in einem molaren Verhaltnis von
Vektor zu Insertions-DNA von 1:3 ligiert. Ein typischer Ligationsansatz setzte sich

wie folgt zusammen:

50 ng linearisierter ,,pGEMo-T Vector*

25 ng Insertions-DNA ( bei 500 bp)

5 pl 2x ,Rapid Ligation Buffer*

1 pl T4 DNA-Ligase (3 U/ul)

mit dest. H,O auf 10 pl auffillen
Die Ligation erfolgte fur 1 h bei RT oder Giber Nacht bei 16°C. Der Ligationsansatz
konnte dann fur die Transformation von Bakterien (siehe 3.9.5) eingesetzt wer-

den.

3.9.4 Herstellung kompetenter Bakterien

Das im folgenden beschriebene Protokoll stellt eine Modifikation der Methode
nach Mandel und Higa dar (Mandel, 1992). 5 ml einer Ubernachtkultur, angeimpft
mit einer Kolonie E. coli (JM109, XL1Blue, HB101), wurden in 400 ml LB-Medium
verdinnt und bei 37°C auf einem Schiittler bis zu einer optischen Dichte von 0,4
(ODsgs) inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 5 min auf Eis inkubiert und in 50
ml Aliquots zentrifugiert (15 min, 3000 Upm, 4°C). Das Bakterienpellet wurde in
10 ml eiskalter CaCl,-Losung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde zweimal wiederholt wobei zwischendurch die Bakterien jeweils 30
min auf Eis gelagert wurden. Im letzten Schritt wurden die Bakterien in 2 ml

CaCl,-Losung aufgenommen und in Aliquots von 100 pl bei -80°C gelagert.
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3.9.5 Transformation von Plasmiden in kompetente Bakterien

Fir die Transformation wurde die Halfte des unter Punkt 3.9.3 beschriebenen Li-
gationsansatzes zu 100 ul auf Eis aufgetauter kompetenter Zellen addiert und 30
min auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit lagert sich die DNA an die Zellober-
flache an. Der darauffolgende einminttige Hitzeschock von 42°C bewirkt die Auf-
nahme der DNA ins Zellinnere. Nach Zugabe von 900 pl LB-Medium ohne Anti-
biotikum inkubiert man die Bakterien weitere 20 bis 40 min bei 37°C, um sie
dann auf einer Platte mit Selektivagar auszustreichen. Der Selektivagar enthalt, je
nach transformierten Plasmid ein bestimmtes Antibiotikum; in den meisten Féllen
war dies 100 pug/ml Ampizillin. Die Platte wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert
und hochgewachsene Kolonien konnten zum Animpfen von Flussigkulturen

verwendet werden.

3.9.6 Langzeitlagerung von Bakterien

Fur einen langeren Lagerungszeitraum wurden wichtige Plasmide, z.B. P1-, BAC-
oder PAC-Klone, als Bakterienkultur bei -80°C eingefroren. Aus einer mit Bakte-
rien gesattigten Flussigkultur wurden 800 pl in ein Eppendorfgefal? Gberfihrt und
mit 200 pl 100% Glycerin versetzt. Das Glycerin wurde mit der Bakteriensuspen-
sion gut durchmischt und konnte jetzt bei -80°C eingefroren werden. Zum Animp-
fen einer neuen Flussigkultur wurden wenige der Bakterien mit einem sterilen

Spatel abgekratzt und direkt in das Medium tberfihrt.

3.10 Sequenzierung von DNA

In dieser Arbeit wurden Sequenzierungen mit dem ,ABI PRISM™ BigDye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit* der Firma Perkin Elmer durchgefiihrt. Ein 10 ni
Reaktionsansatz  setzte sich wie folgt zusammen: 10  pmol
Sequenzierungsprimer, 50 ng saubere Plasmid-DNA (Praparation siehe 3.5.1.2)
bzw. aufgereinigtes PCR-Produkt (siehe 3.9.2.2), 2 m Premix. Die
Sequenzierreaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Perkin Elmer unter
folgenden Bedingungen durchgefihrt: Vordenaturierung 2 min bei 96°C, und 25
Zyklen mit je 96°C 10 s, 48-50°C 5 s, 60°C 4 min. Anschlielend wurde der
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Reaktionsansatz durch eine Natriumacetat/Athanolfallung (siehe3.9.2.1)
aufgereinigt (die Fallung erfolgte Uber Nacht bei -20°C) und das Pellet in 5 ni

Probenpuffer aufgenommen.

Fur die Sequenzierung von PAC- und BAC-Plasmiden wurden ca. 2 bis 2,5 ng
saubere Plasmid-DNA (Praparation siehe 3.5.1.4 und 3.5.1.5) eingesetzt. Der Re-
aktionsansatz wurde auf 20 ni heraufgesetzt, der 8 m Premix sowie 25 pmol
Sequenzierungsprimer beinhaltete. Die Reaktion wurde unter folgenden Bedin-
gungen durchgefuhrt: Vordenaturierung 95°C 5 min und 30 Zyklen mit je 95°C 30
s, 48-50°C 10 s und 60°C 4 min. Der Ansatz wurde mit einer
Natriumacetat/Athanolfallung aufgereinigt und das erhaltenen DNA-Pellet in 2 m

Probenpuffer aufgenommen.

Die Sequenzierungsreaktion wurde anschlieBend auf einem ,ABI PRISM™ 377
DNA Sequencer” aufgetragen und mit der zugehdrigen Software ausgewertet.
Eine spéatere Bearbeitung der Sequenz wurde mit Hilfe des Programms

MacVector durchgefihrt.
3.11 Polymerase Ketten Reaktion

3.11.1 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide (, Primer™)

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide finden sich im Anhang unter 7.1

wieder.

3.11.2 Standard-PCR

In dieser Arbeit wurden verschiedene Fragestellungen mit Hilfe der PCR-Technik
bearbeitet. Einen grof3en Anteil bildete dabei die Genotypisierung von transgenen
Méausen (siehe 3.16.4) und die Amplifizierung genomischer Fragmente, die als
Sonden in Hybridisierungen eingesetzt wurden (siehe 3.8.1). Fur die Amplifi-
zierung von DNA-Fragmenten bis ca 2 kb wurde das Enzym Tag DNA-
Polymerase mit dem dazugehdrigen Puffersystem von der Firma Roche
Diagnostics GmbH eingesetzt. Ein 50 ml Reaktionsansatz einer PCR sah in der

Regel wie folgt aus:
Bidest. H,0 variabel

44



Kap. 3 Material und Methoden

10x PCR-Puffer 5m

dNTP-Mischung 1-15m
Primerl (10 niM) 2-2,5n
Primer2 (10 M) 2-2,5n

Tag DNA-Polymerase (5 U/m) 0,3-0,75m
Template-DNA variabel

Bei jedem Versuch wurde ein Mastermix, der alle Komponenten enthielt au3er
der Template-DNA, zusammengestellt und auf die entsprechenden
ReaktionsgefalRe verteilt. Erst dann erfolgte die Zugabe der Template-DNA.
Zusatzlich wurde bei jeder PCR eine Negativkontrolle ohne Template-DNA sowie
eine Positivkontrolle (Zugabe einer DNA, die ein PCR-Produkt bekannter Grofie
liefert) mitgefuhrt. Die PCR wurde in den Thermocyclern ,GeneAmp 2400* von
der Firma Perkin Elmer oder ,Primus 967" der Firma MWG-Biotech

durchgefihrt

Die Reaktionsbedingungen der PCR variierten je nach Art der verwendeten
Primer und Template-DNA sowie Lange des erhaltenen PCR-Produktes. Fir die
Dauer der Elongation galt die Richtlinie von einer Minute pro 1000 bp. Ein Stan-

dardprogramm sah wie folgt aus:

Vordenaturierung 94°C 5 min
40 Zyklen mit je  Denaturierung 94°C 30s

Annealing 55°C 30s
Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72°C 7 min

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophorese (siehe
3.6.1).

3.11.3 Reverse Transkription

Alle in dieser Arbeit durchgefuhrten reversen Transkriptionen wurden mit der
,SUPERSCRIPT™II RNase H Reverse Transcriptase* der Firma Gibco nach An-
leitung des Herstellers durchgefihrt. Fir die Reaktion wurden ca. 3 bis 5 ng Ge-

samt-RNA eingesetzt, die wie unter 3.5.3 beschrieben isoliert wurde. In der dar-
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auffolgenden PCR wurden je nach Fragestellung 1-10 m des 20 ni Reaktions-

ansatzes eingesetzt.

3.12 Suppressions-PCR

0,5 bis 2 ng BAC- bzw. PAC-Plasmid-DNA wurde mit den glatten-Enden-generie-
renden Restriktionsenzymen Rsal, Smal, Sspl, EcoRV und Hpal, wie unter 3.9.1
beschrieben, gespalten, durch eine Phenol/Chloroform Extraktion mit an-
schlieBender Athanolfallung aufgereinigt (siehe 3.9.2.1) und in 16 m bidest. H,0
aufgenommen. 8 nl des Spaltproduktes wurden dann in einem 20 ni Ansatz mit 5
m Adaptor (10 nM), 3 m T4 DNA-Ligase (1 U/m, Gibco) und 4 m 5x T4 Liga-
tionspuffer 1 h oder bei Bedarf Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Die Generierung
des Adaptors erfolgte zuvor aus zwei komplementér gestalteten Oligonukleotiden
(Adaptor-lang und Adaptor-kurz). Eine Losung mit 10 nM Adaptor-lang und 10 nM
Adaptor-kurz wurde 10 min bei 95°C denaturiert und anschliel3end langsam auf
RT abgekuhlt. Um die Ligationsreaktion der Adaptoren an die Spaltprodukte ab-
zustoppen wurde der Reaktionsansatz 10 min bei 75°C inkubiert und auf ein End-
volumen von 200 m mit bidest. H,O aufgeflllt. 1 m des Ansatzes wurde in die
darauffolgende PCR, die mit dem ,Expand™ Long Template PCR System* von
der Firma Roche Diagnostics GmbH durchgefuhrt wurde, eingesetzt. Der 50 ni

PCR-Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Bidest. H,O 36,75 m
10x PCR-Puffer 3 5m
dNTP-Mischung 2,5n
AP1 (10 M) 2,5n
PCR Anchor-T7-P1/PAC (10 nM) 2,5
Enzym Mix (5 U/m) 0,75m

Die Bedingungen bei der die PCR durchgefuhrt wurde waren wir folgt:

Vordenaturierung 94°C 2 min

10 Zyklen mitje  Denaturierung 94°C, 15s
Annealing 52°C 30s
Elongation 68°C 4 min
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25 Zyklen mitje  Denaturierung 94°C, 15s
Annealing 52°C 30s

Elongation 68°C 4 min+20s
Verlangerung bei jedem Zyklus

Finale Elongation 68°C 7 min

Bei der Verwendung der Primerkombination von AP1 und PCR Anchor-SP6-

P1/PAC wurde eine Annealingtemperatur von 48°C verwendet.

Die erhaltenen PCR-Podukte wurden anschliel3end nach einer Verdinnung von
1:100 in einer weiteren PCR mit der Primerkombination AP2 und PCR Anchor
unter den gleichen Bedingungen wie bereits beschrieben reamplifiziert. Nach der
gelelektrophoretischen Analyse der PCR-Produkte wurden bei Bedarf aus-
gewahlte Fragmente in einen Vektor mit einem Thymidin-Uberhang kloniert

(siehe 3.9.3) und sequenziert (siehe 3.10).

3.13 , Plasmid Rescue”

2 ng P1-, PAC- oder BAC- Plasmid-DNA wurde, wie unter 3.9.1 beschrieben,
restriktionsenzymatisch gespalten. Dabei wurde ein Restriktionsenzym
verwendet, welches keine Erkennungssequenz im Klonierungsvektor besal3. Das
Restriktionsenzym wurde hitzeinaktiviert (20 min, 75°C) und der gesamte Ansatz
in der darauffolgenden Ligationsreaktion bei einer Endkonzentration von 0,1
ng/ml an Plasmid-DNA Uber Nacht inkubiert. Die so religierten Vektoren wurden

wie unter 3.9.5 beschrieben in kompetente Bakterien transformiert.

3.14 ,Exon Trapping“-Technik

Das ,Exon Trapping“ wurde mit Hilfe des ,Exon Trapping Systems" der Firma
Gibco (CAT.No. 18449-017) nach Anweisung des im Kit enthaltenen ,Instruction
Manuals” durchgefihrt. Fur die Subklonierung der zu untersuchenden P1-, BAC-
bzw. P1-Klone wurde zusatzlich ein modifizierter ,Exon Trap“-Vektor (pSPL3B)
verwendet, der von der Firma Genzyme Genetics, U.S.A. bezogen wurde. Die
nach der Durchfuhrung der Methode erhaltenen PCR-Produkte wurden in den
dafur vorgesehenden Klonierungsvektor ,pAMP10“, der ebenfalls im Kit enthalten

ist, ligiert (siehe 3.9.3) und in kompetente Bakterien transformiert (siehe 3.9.5).
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Einzelne Bakterienkolonien wurden dann fir die Praparation von Plasmid-DNA im
kleinen Mafl3stab verwendet (siehe 3.5.1.1). Die so erhaltenen Plasmide mit den
darin enthaltenen Exons konnten nun, wie unter 3.10 beschrieben, sequenziert

werden.

3.15 Zellkulturtechnik

3.15.1 Zell-Linien
COS7-Zellen

Bei COS7-Zellen handelt es sich um Derivate der fibroblastenartigen Affennieren-
Zellinie CV-1, die mit einer Mutante des SV40-Virus infiziert wurden. Sie bilden
ein als groR3es T-Antigen bezeichnetes Protein, welches die Replikation von Vek-
toren, die den Replikationsursprung des SV40-Virus tragen, ermdglicht. Diese

Zell-Linie wurde ausschiel3lich fur die ,Exon Trapping"-Technik eingesetzt.
Embryonale Maus-Fibroblasten

Die embryonalen Fibroblasten stammten von Tag 8,5 der Embryonalentwicklung
isolierten Ft/Ft Embryonen und wurden von Dr. Astrid Peetz zur Verfligung ge-
stellt.

3.15.2 Kultivierung und Passagierung von Zellen

Die Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen (Falcon) bei 37°C und 5% CO, kulti-
viert. Die Zusammensetzung des verwendeten DMEM ist unter 3.3 beschrieben.
Alle 4-5 Tage wurden die COS7-Zellen im Verhéltnis 1:10 und die Maus-
Fibroblasten im Verhéltnis 1:5 passagiert. Bei beiden Zelltypen handelte es sich
um adhéarente Zellen, die nach dem Erreichen der Konfluenz durch die Be-
handlung einer Trypsin/EDTA-L6sung von der Zellkulturschale abgelost wurden.
Das Medium wurde dazu abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen.
Nach Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung und einer Inkubationszeit von ca
2-3 min bei 37°C wurden die abgeltsten Zellen in 8,5 ml Medium aufgenommen.
Diese Zellsuspension konnte dann in dem entsprechenden Verhdltnis auf neue

Kulturschalen ausgesat werden.
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3.15.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurde eine 10 cm Kulturschale mit konfluenten Zellen, wie oben
beschrieben, suspendiert und zentrifugiert (8 min, 1000 Upm, RT). Das Zellpellet
wurde mit 5 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden dann
in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und in ein Kryoréhrchen (Nunc) tberflhrt.
Das Einfrieren erfolgte zun&chst fir 30 min auf Eis, danach fur mehrere Stunden
bei -20°C. Nach dieser Zeit muf3ten die Zellen bei -80°C gelagert werden. Nach
mehreren Tagen und zur langeren Aufbewahrung sollten die Zellen in flissigem

Stickstoff eingefroren werden.

Das Auftauen von Zellen sollte sehr schnell erfolgen. Die Zellen wurden kurzzeitig
in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt. Danach wurden sie mit Medium ge-
waschen und anschlieBend ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte ein Medium-

wechsel, um die verbliebenen DMSO-Rickstande zu entfernen.

3.15.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Mit Hilfe einer Neubauer-Zadhlkammer konnte die Gesamtzellzahl einer Zellsus-
pension ermittelt werden. Die Zellzahl von 8 Grof3quadranten wurde ausgezéhlt
und die Gesamtzellzahl aus dem Mittelwert der gezahlten Zellen nach folgender

Formel berechnet;

Zellzahl / ml = (Mittelwert der gezéhlten Zellen / Anzahl der GroRquadrate) x 10*

3.15.5 Transiente Transfektion

In dieser Arbeit wurden COS7-Zellen und Ft/Ft Fibroblasten mit Hilfe der

Kalziumphosphat-Methode transfiziert.

Einen Tag vor der Transfektion wurden COS7-Zellen mit einer Dichte von 8 x 10°
Zellen pro 10 cm Kulturschale (Falcon) ausgesat und tUber Nacht bei 37°C und
5% CO; inkubiert. Zwei Stunden vor der eigentlichen Transfektion wurde bei den
Zellen ein Mediumwechsel vorgenommen. Anschlielend wurden 20 pg der zu
transfizierenden Plasmid-DNA in 500 pl 2x Hebs aufgenommen. Dieser Losung
wurde innerhalb von 10 s tropfenweise 500 pl 0,25 M CaCl,-Ldsung, die kurz zu-

vor aus einer 2,5 M Stammldésung in einer 1:10 Verdinnung hergestellt wurde,
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zugesetzt. Der Ansatz wurde durch vorsichtiges Pipettieren vermischt und gleich-
mafiig auf die Zellen verteilt. Danach erfolgte eine Inkubation von 4 bis 6 h der
Zellen im Brutschrank. Das Préazipitat wurde nach dieser Zeit durch zweimaliges
Waschen mit HEPES entfernt und die Zellen erneut mit frischem Medium

versetzt. Einen Tag spater konnten die Zellen geerntet werden.

Ft/Ft Fibroblasten wurden in 6 cm Kulturschalen (Falcon) transfiziert. Sie wurden
mit einer Dichte von 3 x 10° und 7,4 x 10° Zellen pro 6 cm Kulturschale ausgesat.
Die Volumina an verwendetem Medium, sowie der fir die Transfektion verwen-
deten Lésungen wurde im Verhaltnis zu den oben genannten Volumina reduziert.
Das Prazipitat wurde tber Nacht auf den Fibroblastenzellen belassen. Einen Tag
spater wurden diese dann geerntet und fur die Préparation von Gesamt-RNA

(siehe 3.5.3) aufgearbeitet.
3.16 Herstellung von transgenen Méausen

3.16.1 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte im Zentralen Tierlaboratorium der Medizinischen Hoch-

schule Hannover.

3.16.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten fir die Mikroinjektion

In dieser Arbeit wurden fir die Mikroinjektion linearisierte PAC-Klone verwendet.
Diese Plasmide lassen sich nicht tUber eine gelelektrophoretische Auftrennung
aufreinigen, da die Gefahr besteht, dal3 bei der Aufarbeitung die bis zu 100 kb
grof3en DNA-Fragmente geschert werden kdnnten. 5 ng der Plasmide wurden
restriktionsenzymatisch mit Asc | verdaut (siehe 3.9.1). Der Ansatz wurde mit
Phenol/Chloroform extrahiert und mit Hilfe von Ammoniumacetat und Athanol ge-
fallt (siehe 3.9.2.1). Das so erhaltene DNA-Pellet wurde mit einer ungefahren
Endkonzentration von 200 bis 100 ng/m in Injektionspuffer (Schedl, 1993) auf-
genommen. Die genaue DNA-Konzentration wurde mit einer Messung in einem
Spektralphotometer (siehe 3.5.4.1) bestimmt und auf eine Endkonzentration von
3 ng/m eingestellt. Um jegliche Phenol- bzw. Chloroformreste zu entfernen,

wurde die linearisierte DNA gegen Injektionspuffer tiber Nacht bei 4°C dialysiert.
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Bei der darauffolgenden Mikroinjektion zeigte sich, dal3 eine Endkonzentration

von 1 ng/m fur die Eizellen optimal war.

3.16.3 Praparation von Zygoten, Mikroinjektion und Transfer

Die zu injizierenden Eizellen (Zygoten) wurden jeweils 3 bis 6 Wochen alten
weiblichen Hybridmé&usen (C57BI/6 x C3H) entnommen. Durch das Auslosen
einer Superovulation konnte die Anzahl der Eizellen erhéht werden. Dazu wurde
den Mausen intraperitoneal 5 bis 10 U PMS (,Pregnant Mare’s Serum*, 50 U/ml
in PBS) und etwa 48 h spater dieselbe Menge an hCG (,Human Chorionic
Gonadotropin“, 50 U/ml in PBS) gespritzt. Durch die Zugabe von PMS wird bei
der Maus die Reifung von Follikeln stimuliert, wahrend das luteinisierende
Hormon hCG letztendlich die Ovulation auslost. Nach der zweiten Injektion
wurden die weiblichen Mause mit méannlichen Hybridmausen tber Nacht verpaart
und anschliel3end getottet. Die Ovidukte wurden den Mausen entnommen und die
Eizellen durch vorsichtiges AufreiRen der Ampulle in M2-Medium freigesetzt. An-
schlieRend wurden die Eizellen umgebenden Kumuluszellen durch die Be-
handlung mit Hyaluronidase (300 ng Hyaluronidase pro ml M2-Medium) abgel6st.
Nach mehrmaligem Waschen der Eizellen in M2-Medium wurden diese bis zur
Injektion bei 37°C im Brutschrank gehalten. Um Verdunstungen zu vermeiden
wurde das Medium mit den darin befindlichen Eizellen mit Mineraldl
Uberschichtet. Fertilisierte Eizellen sind in diesem Stadium am Vorhandensein
von zwei Pronuklei erkennbar und stellen ca. 75 bis 90% der isolierten Eizellen

dar.

Die DNA-Mikroinjektion wurde an einem Mikromanipulator durchgefihrt. Pro In-
jektionseinheit wurden 10 bis 15 Eizellen auf einen Objektrager mit Ol uber-
schichteten M2-Medium gegeben. Eine fein ausgezogenen Glaskapillare, die die
DNA in einer Konzentration von 1 ng/m in Injektionspuffer enthielt wurde in einen
der beiden Pronuklei eingefiihrt und so die DNA-L6sung injiziert. Die Aufreinigung
der DNA-Fragmente ist unter Punkt 3.16.2 beschrieben. Eine erfolgreiche In-
jektion ist an einem Anschwellen des Pronukleus zu erkennen. Nach der Injektion

wurden die Eizellen bis zum Ovidukttransfer im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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Die injizierten Eizellen wurden am selben Tag in die Eilleiter von schein-
schwangeren Weibchen (,Foster"), die tGber Nacht erfolgreich mit vasektomierten
Méannchen verpaart waren, transferiert. Der operative Eingriff wurde nach der
Narkotisierung der Maus mit dem Andasthetikum Avertin (ca. 0,5 ml Avertin-Ge-
brauchslésung pro Maus) vorgenommen. Nach dorsaler Offnung der Bauchhdohle
wurde eine feine Glaskapillare, die die zu transferierenden Eizellen enthielt, in
das Infundibulum eingefuihrt, die Eizellen in das Ovidukt transferiert und die
Operationswunde der Maus mit einem Wundclip verschlossen. Pro Rezipient
wurden ca. 30 Eier transferiert. Die Mikroinjektion und der Ovidukttransfer wurden
unter der Mitwirkung von Dr. Joachim Heymer und Dipl. biol. Natascha Schroder

durchgefuhrt.

3.16.4 Genotypisierung

Zur Genotypisierung adulter Mduse wurde eine Schwanzbiopsie vorgenommen.
Aus dem entnommenen Gewebe wurde die genomische DNA isoliert (siehe
3.5.1) und mittels PCR analysiert.

Die Genotypisierung von Embryonen erfolgte tber die Praparation der Membran-
hillen, dem Dottersack und das Amnion, in die der Embryo wéahrend seiner Ent-
wicklung eingeschlossen ist. Diese Membranen wurden wahrend der Praparation
der Embryonen vorsichtig entfernt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal mit 100 ni
PCR-Puffer tberfiihrt und nach Zugabe von 5 m Proteinase K (10 mg/ml) fur ca. 4
h bei 42°C in einem Wasserbad inkubiert. Anschlielend wurde die Proteinase K
15 min bei 95°C hitzeinaktiviert. Fir die darauffolgende PCR (siehe 3.11.2) wur-

den 1 bis 2 m dieses Ansatzes als Template eingesetzt.

3.16.5 Isolierung definierter Embryonalstadien

Um Embryonen mit definiertem Entwicklungsstadium zu erhalten, wurden die
entsprechenden Mause verpaart und am darauffolgendem Tag auf Prasenz eines
Vaginalpropfens hin untersucht. Die Hell- und Dunkelphasen in dem Raum, in
dem sich die Mause befanden, wurden so reguliert, daf3 um 12 Uhr am Tag des
Vaginalpropfens dies als Tag 0,5 der Embryonalentwicklung angesehen werden

konnte. Nach Erreichen des erwinschten Alters der Embryonen wurde das
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Muttertier getdtet und die Embryonen entnommen. Die Praparation der Em-

bryonen erfolgte in PBS.

3.17 ,Whole mount” in situ Hybridisierung

Das im folgenden beschriebenen Protokoll stellt eine Modifikation der Methode
nach Wilkinson dar (Wilkinson, 1993).

3.17.1 Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden

Die fur die Herstellung von RNA-Sonden bendtigten Plasmide wurden wie unter
3.9.1 und 3.9.2.1 beschrieben linearisiert und aufgereinigt. Fiur die in vitro Trans-

kription wurde folgender Ansatz 2 h bei 37°C inkubiert:

1-4 ny linearisiertes Plasmid
2 m 10x ,DIG RNA Labeling Mix“ (Roche Diagnostics GmbH)

2 m RNA-Polymerase (T7-, T3- oder SP6-RNA-Polymerase;
Roche Diagnostics GmbH)

2 m 10x Transkriptionspuffer
1 m RNase Inhibitor (20 U/m, Stratagene)
mit bidest. H,O auf 20 m aufflllen

Nach Zugabe von 2 ml RNase-freier DNase (10 U/m) wurde fur weitere 15 min bei
37°C inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit 100 m bidest. H,O, 1 m tRNA
(10ng/m), 33nm 7,5 M Ammoniumacetat, 300 m Athanol versetzt und die RNA
mind. 30 min bei -80°C ausgefallt. Das Pellet wurde mit 70% Athanol gewaschen
und in 100 m DEPC-behandeltem H,O mit 1 m RNase Inhibitor aufgenommen.
Zur Kontrolle der RNA-Sonde wurden 5 m in einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt (siehe 3.6.1) Die Konzentrationen konnten im Vergleich zur Bande

der tRNA abgeschatzt werden.

3.17.2 Durchfihrung der in situ Hybridisierung

Die Behandlung, der in dieser Methode beschriebenen Embryonen, wurde in 2 ml
Reaktionsgefallen mit Sicherheitsverschluld durchgefuhrt, die sofern diese nicht
bei RT inkubiert wurden, in einem auf einer Wippe schréggestellten Eppendorf-

Inkubator steckten.
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Die praparierten Embryonen , wie unter 3.16.5 beschrieben, wurden tber Nacht
bei 4°C in PFA fixiert, zweimal mit PBS gewaschen (30 min, Eis) und mit einer
aufsteigenden Methanolreihe (25%, 50%, 75%, 100% Methanol, je 10 min, Eis)
dehydriert. Die fixierten Embryonen kdnnen so bei -20°C mehrere Monate auf-
bewahrt werden. Fir die in situ Hybridisierung muf3ten die Embryonen mit einer
absteigenden Methanolreihe (100%, 75%, 50%, 25% Methanol, je 10 min, Eis)
wieder rehydriert werden. Dann folgten drei Waschschritte mit PBT (10 min, Eis),
ein Bleichschritt mit 6% H,O, in PBT (1 h, Eis) und wiederum drei Waschschritte
mit PBT. Da in dieser Arbeit nur Embryonen bis Tag 10,5 p.c. verwendet wurden,
brauchten diese nicht mit Proteinase K behandelt werden, sondern wurden sofort
dreimal mit RIPA-Puffer und dreimal mit PBT (jeweils 5 min, RT) gewaschen.
Darauf folgte eine Fixierung mit PFA/Glutaraldehyd (exakt 20 min, RT),
dreimaliges Waschen mit PBT (5 min, RT) und ein Umpuffern in
Hybridisierungspuffer/PBT im Verhaltnis 1:1 (10 min, RT). Nach der
Prahybridisierung in Hybridisierungspuffer (mind. 1 h, 65°C) wurde die L6sung
gegen frischen Hybridisierungspuffer mit 100 ng/ml tRNA und 500 ng/ml DIG-
markierter RNA-Sonde, die zuvor 3 min bei 80°C denaturiert wurde, ausgetauscht
und der Ansatz bei 65°C uber Nacht inkubiert.

Nach der Hybridisierung folgten zwei Waschschritte mit Hybridisierungspuffer (30
min, 65°) und ein Abkuhlen der Embryonen auf RT. Die Embryonen wurden mit
Hybridisierungspuffer/RNase-Puffer im Verhaltnis 1:1 behandelt (5 min, RT) und
zweimal mit 100 ng/ml RNase A in RNase-Puffer inkubiert (30 min, 37°C). Dann
folgte ein Waschschritt mit RNase- und SSC/Formamid-Puffer im Verhaltnis 1:1
(50 min, RT). Die Embryonen wurden danach in reinen SSC/Formamid-Puffer
Uberfuhrt, auf 65°C erhitzt und folgenden Waschschritten unterzogen: zweimal 5
min, dreimal 10 min, einmal 30 min und fiunfmal 1 h in SSC/Formamid-Puffer bei
65°C. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurde mit SSC/Formamid-Puffer
und TBST im Verhaltnis 1:1 umgepuffert (5 min, RT), zweimal mit TBST und
MABT gewaschen (10 min, RT) und die Embryonen in 10% Blocking Solution
inkubiert (mind. 1 h, RT). Wahrend dieser Zeit wurde in einer Verdinnung von
1:5000 der gegen DIG gerichtete und mit alkalischer Phosphatase gekoppelte
Antikorper (,Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragments®) in 1% ,Blocking Solution®
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praabsorbiert (mind. 1 h, 4°C) Die 10%ige ,Blocking Solution* wurde durch die
Antikorper enthaltenen ,Blocking Solution® ersetzt und die Embryonen bei 4°C

uber Nacht leicht schwenkend inkubiert.

Nach der Bindung des Antikérpers wurden die Embryonen dreimal 5 min,
achtmal 1 h in TBST bei RT gewaschen und fir mind. einen weiteren Tag in
TBST bei 4°C leicht schwenkend belassen, wobei der Puffer gelegentlich
ausgetauscht wurde. Die Farbung der Embryonen erfolgte nach dreimaliger
Behandlung mit AP-Puffer (20 min, RT) in Farbel6ésung (,BM Purple AP Substrat®,
gebrauchsfertige LOsung von Roche Diagnostics GmbH) bei RT, bis eine
deutliche Farbung der Embryonen erkennbar war. Die Farbedauer von 10,5 Tage
alten Embryonen betrug in der Regel ca. 5 h fur den Expressionsnachweis des

Irx3 Gens wahrend die Farbung fiir die Expression des Shh Gens bei 12 h lag.

3.18 Knochen-und Knorpelfarbung

Die Vorder- und Hinterbeine von adulten Mausen wurden zunachst in 95%
Athanol und anschlieBend in Aceton jeweils tiber Nacht bei RT fixiert. Danach
erfolgte die Anfarbung fir drei Tage bei 37°C in einer Losung bestehend aus ei-
nem Volumen 0,3%iger ,Alcian Blue* Lésung (in 70% Athanol), einem Volumen
0,1%iger ,Alizarin Red S* Lésung (in 95% Athanol), einem Volumen Eisessig und
17 Volumen 70%igem Athanol. Die gefarbten Gewebestiicke wurden kurz mit
H,O gewaschen und mit 1% Kaliumhydroxid in 20% Glycerin bis zur
Durchsichtigkeit hin gefarbt. Danach wurden sie in 40% Glycerin Uberfuhrt. Far
eine langerfristige Lagerung sollten die gefarbten Gewebe eine steigende
Glycerinreihe (bis 87% Glycerin) durchlaufen. Die Anfarbung knorpeliger
Strukturen in Embryonen erfolgte im Prinzip nach der gleichen Methode, wie die
Farbung der Extremitaten. Die Alizarin Red S Losung, die fur die Anfarbung
knochenartiger Strukturen verantwortlich ist, wurde bei dieser Farbung jedoch

weggelassen.
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4 Ergebnisse

4.1 Genetische Kartierung des Fused toes Lokus auf -

Chromosom 8

Um herauszufinden, zwischen welchen der bereits bekannten genetischen
Markern der Ft Lokus lokalisiert ist, wurde zunachst eine Kopplungsanalyse
durchgefihrt. Diese wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Jean
Louis Guenet (Unite de Genetique des Mammiferes, Institut Pasteur, Paris) aus-
gefuhrt. Die Vorraussetzung fur diese Kopplungsanalyse war die Identifizierung
eines fur den Ft Lokus spezifischen (gekoppelten) genetischen Marker, der in-
formativ fir die Mausstamme Mus musculus musculus, zu denen die Inzucht-
stamme C57BL/6, DBA/2 und 129Svj gehoren, sowie Mus spretus sein sollte um

eine genetische Differenzierung beider Stamme zu erlauben.

Zur ldentifizierung eines eines Polymorphismus zwischen den Mausstdmmen
Mus musculus musculus und Mus spretus wurden daher zunéchst verschiedene
genomische Fragmente mit Hilfe der PCR amplifiziert und sequenziert. Die
Sequenzierung der 204 bp gro3en PCR-Produkte, welche mit den Primern
BH600-F3 und BH600-B8 generiert wurden, zeigte mehrere Unterschiede in der
Basenabfolge zwischen Mus musculus musculus und Mus spretus. Demnach
sollte das aus Mus spretus DNA amplifizierte PCR-Produkt Erkennungs-
sequenzen fir die Restriktionsenzyme EcoR I, Taq | und Bcl | aufweisen. Ent-
sprechende restriktionsenzymatische Spaltungen bestétigten allerdings lediglich
die Prasenz eines Bcl | Restriktionspolymorphismus (siehe Abbildung 2), der fur

die vorgesehende Kopplungsanalyse jedoch ausreichend war.
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EcoRlI Taq | Bel |

M12 34123412 34M

310 —

all

194 — -m

118 bp — -

Abbildung 2: Nachweis eines Restriktionspolymorphismus zwischen
Mus musculus und Mus spretus DNA durch Restriktionsspaltung der
PCR-Produkte BH600-F3/B8. PCR-Produkte amplifiziert von genomischer
Mus musclus musculus DNA (Spur 1: C57BL/6, Spur 2: DBA2 und Spur 4:
129Svj ) sowie Mus spretus DNA (Spur 3) wurden mit den angegebenen
Restriktionsenzymen gespalten. M (LAngenstandard: f X Hae Ill, 1 kb Leiter)

Das Ergebnis der am Institut Pasteur durchgefiihrten Kopplungsanalyse zeigte,
dald der Fused toes Lokus zwischen den MIT Markern (Whitehead Institut/MIT
Center for Genome Research) D8Mit109 und D8Mit110 lokalisiert ist. Bei den MIT
Markern handelt es sich um sogenannte STSs (,Sequence Tagged Sites"); kurze
DNA-Regionen von etwa 200-300 Basenpaaren, deren Sequenz im Genom als
einmalig angenommen wird (Olson, 1989). Jeder STS Marker ist durch flan-
kierende PCR-Primer spezifisch aus dem gesamten Genom heraus
amplifizierbar. In einer vom Whitehead Institut for Biomedical Research/MIT
Center for Genome Research (U.S.A.) herausgebenen genetischen Karte des
Mausgenoms, in der 7377 genetische Marker im gesamten Genom der Maus
kartiert wurden, bilden sie mit 6580 Markern den grof3ten Anteil (Dietrich, 1996).
Diese Karte wurde als Grundlage fur die im Folgenden beschriebenen

Untersuchungen verwendet.
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O 44 cM — D8Mit109, 348, 366,
A 45cM —T D8MIit15, 32, 33, 164, 182,
| 210, 241, 311, 312, 349
46 cM — D8Mit11
B
— 48 cM — D8Mit183
c 47cM — D8Mit351
Ft D 49 cM — D8Mit211
E \ 50 cM — D8Mit110
Chromosom 8 Chromosom 8
Cytogenetische Genetische
Karte Karte

Abbildung 3: :Cytogenetische und genetische Karte von Chromosom 8.
Der linke Teil der Grafik zeigt die Einteilung von Chromosom 8 in die
verschiedenen Regionen A bis E. Rechts ist ein Ausschnitt der genetischen
Karte von Chromosom 8 dargestellt, in der alle in dieser Arbeit getesteten
MIT Marker eingezeichnet sind. Hervorgehoben sind die beiden MIT Marker,
die mit dem Ft Lokus gekoppelt sind.

Die naheliegendste Frage war nun, ob ein oder mehrere Marker identifiziert wer-
den kdnnen, die zum einen in der durch die Fused toes Mutation betroffenen Re-
gion zwischen D8Mit109 und D8Mit110 lokalisiert sind (siehe Abbildung 3) und
zusatzlich als in Ft/Ft DNA deletiert nachgewiesen werden kdnnen. Der gene-
tische Abstand zwischen D8Mit109 und D8Mit110 betragt 6 cM. Daher wurde
mindestens ein STS Marker je Centi-Morgan analysiert (siehe Abbildung 3 und
Tabelle 1). Die Information fur die Sequenzen, der fur die Marker spezifischen
Primer, sowie die erwartete PCR-Produktlange in den verschiedenen Maus-
stammen wurde aus der Datenbank des Whitehead Institut for Biomedical
Research/Mit Center for Genome Research bezogen und finden sich aul3er in
Tabelle 1 auch detailliert im Anhang dieser Arbeit wieder. In der STS Analyse
mittels PCR sollte ein von der Ft Mutation betroffener Marker bei Amplifizierung
von genomischer Ft/Ft DNA kein PCR-Produkt bilden, wahrend ein nicht-betroffe-
ner Marker bei Vorlage von genomischer Ft/Ft bzw. Wildtyp DNA jeweils in Form
gleichgrof3er PCR-Produkte detektiert wird.
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MIT Marker | PCR-Produktgrof3e | MIT Marker | PCR-Produktgrof3e
mit Wt (C57BL/6) mit Wt (C57BL/6)
DNA DNA
D8Mit109 133 D8Mit241 116
D8Mit348 200 D8Mit311 122
D8Mit366 206 D8Mit312 91
D8Mitl5 177 D8Mit349 124
D8Mit32 134 D8Mitl1l 211
D8Mit33 226 D8Mit183 152
D8Mit164 146 D8Mit351 92
D8Mit182 143 D8Mit211 154
D8Mit210 154 D8Mit110 148

Tabelle 1 Zusammenfassung der getesten MIT Marker und deren
erwarteten PCR-ProduktgrdfRen in Wt (C57BL/6) DNA

— 226bp

Abbildung 4: STS Analyse mittels PCR von D8Mit33. Amplifizierung von
D8Mit33 von genomischer Wt DNA (Spurl) und Ft/Ft DNA (Spur 2). In beiden
Fallen wurde ein 226 bp PCR-Produkt amplifiziert, welches spezifisch fir
D8Mit33 ist. Spur 3: Wasserkontrolle. M (Léangenstandard: 1 kb Leiter).

Alle getesteten Marker zeigten ein spezifisches PCR-Produkt bei der Amplifi-
zierung von genomischer Wt und homozygoter Ft DNA. Dies bedeutete, dal} kein
Marker durch die Ft Mutation betroffen bzw. deletiert wurde. Die homozygote Ft
DNA lieferte im Vergleich zu C57BL/6 DNA PCR-Produkte gleicher Gro3e, da die
Ft/Ft DNA aus Mausfibroblasten isoliert wurde, die wiederum von auf dem

C57BL/6 Hintergrund gezichteten Mutanten abstammten.

Die Auflésung der genetischen Karte reichte demnach nicht aus, die Ft Mutation
zu erfassen. Trotzdem zeigte dieses Ergebnis, dal’ die Grol3e der durch die Ft
Mutation vorliegenden Deletion nicht Gber 1 cM betragt, da keiner der jeweils im
Abstand von 1 cM getesteten genetischen Marker als deletiert nachgewiesen

werden konnte. Wie in der Diskussion dieser Arbeit ndher erlautert wird, konnte
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deshalb die physikalische Ausdehnung der in der Ft Mutation vorliegenden Dele-

tion auf nicht groRer als 2 Mb abgeschéatzt werden.

4.2 Physikalische Feinkartierung des Fused toes Lokus

Die molekulare Ursache der Fused toes Mutation ist, wie bereits unter 2.1 be-
schrieben, eine durch insertionelle Mutagenese entstandene Deletion geno-
mischer DNA. Die genetische Kartierung des Ft Lokus ermdglichte die Ab-
schatzung der durch die Mutation entstandenen Deletion auf eine Grél3e von we-
niger als 2 Mb. Damit waren hinsichtlich der maximalen Grol3e der Deletion die
Voraussetzungen geschaffen eine exakte physikalische Kartierung auch im Rah-
men der vorliegenden Dissertationsarbeit durchfiihren zu kénnen. Dartberhinaus
kénnen weder die Ergebnisse der in situ Hybridisierung noch die genetische Cha-
rakterisierung die Feinkartierung der Mutation bzw. Identifizierung der durch die
Deletion betroffenen Gene ermdglichen. Diese Fragestellung sollte durch die Er-
stellung eines Contigs mit Hilfe der ,Chromosome Walking“-Technik bearbeitet
werden. Die Klonierung und die damit verbundene physikalische Kartierung der in
der Ft Mutation deletierten genomischen DNA stellt eine essentielle Grundlage
fur die Identifizierung und spéatere funktionelle Charakterisierung der Gene dar,

die an der Auspragung des Ft Phanotyps beteiligt sind.

4.2.1 Methodische Untersuchungen zur Isolierung von terminalen Sonden

far die Durchfihrung der ,Chromosome Walking“-Technik

Zur Durchfuhrung der ,Chromosome Walking“-Experimente wurden in dieser Ar-
beit genomische P1, BAC und PAC DNA-Bibliotheken verwendet. Im Verlauf die-
ser Arbeit stellte es sich jedoch heraus, dal3 es relativ schwierig war die fur das
~Walking“ geeigneten terminalen Hybridisierungssonden aus den genomischen
Fragmenten zu isolieren. Die verschieden methodischen Strategien, die zur Iso-
lierung der Hybridisierungssonden fuhrten werden im folgenden Abschnitt n&her

beschrieben.
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,Plasmid Rescue*

Beim ,Plasmid Rescue“ werden die P1, PAC oder BAC-Klone mit einem
Restriktionsenzym geschnitten, welches keine Erkennungssequenz innerhalb des
Klonierungsvektors besitzt. Durch entsprechende Verdinnung der Spaltprodukte
auf 0,1 ng/ml und einer darauffolgenden Ligationsreaktion wird die Religation des
Vektors begunstigt. Dadurch wird der grof3te Teil der genomischen Insertion des
Klons entfernt und terminal gelegene Fragmente zusammengefihrt. Fir jede
Seite der genomischen Insertion kdbnnen nun die Fragmente mit der entsprechen-
den Spaltung isoliert werden. Mit diesem Verfahren wurden die Sonden 46-1, 48-
1 und 48-2 isoliert (siehe Abbildung 11und Tabelle 2).

Sequenzierung von P1-, BAC- und PAC-Klonen

Eine weitere Moglichkeit endstandige Sonden zu isolieren, ist das direkte Se-
qguenzieren der Klone mit Hilfe der flankierenden T7 bzw. SP6-Sequenzen. Bei
einer Sequenzierung kénnen je nach Sequenzierungsbedingungen bis zu 800 bp
an einem Stick gelesen werden. Bevor die durch die Sequenzierung erhaltenen
Sequenzen als Hybridisierungssonde eingesetzt wurden, wurde ein Vergleich mit
Eintragungen der Datenbank GenBank (National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI)) mit Hilfe des Programms BLAST durchgefihrt, um bekannte repe-
titive Sequenzmotive sowie unbekannte, repetitive Sequenzen mittleren Grades
zu identifizieren. Entsprechende Sequenzen mit repetitiven Anteilen konnten nicht
fur Hybridisierungen eingesetzt werden, da mit ihnen keine lokusspezifischen Si-
gnale erhalten werden kénnen. Als vermutlich nicht repetitive Sequenzbereiche
wurden dagegen mit Hilfe von geeigneten Primerpaaren spezifisch von den jewei-
ligen Klonen amplifiziert und als Hybridisierungssonden eingesetzt. In Abbildung
11 und Tabelle 2 finden sich alle auf diese Art isolierten genomischen Sonden

wieder.
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Suppressions-PCR

Die Suppressions-PCR dient dem selektiven Amplifizieren unbekannter DNA-
Fragmente. Das Prinzip dieser Methode ist unter Abbildung 5 dargestellt. Diese
Methode wurde ebenfalls fur die Isolierung von terminalen genomischen Sonden
aus P1, PAC oder BAC-Klonen verwendet.

SP6
Ty Bac \
P1
PAC

Restriktionsspaltung und Ligation der Adaptoren

YN

T7 / SP6
AP1 K— AP1 1.PCR

e — —

—>
AP1 l
. PCR Anch
lineare bzw. anchor AP2  2PCR
durch stabile TN,
Haarnadelstruktur e —
supprimierte
Amplifikation exponentielle Amplifizierung

der terminalen Fragmente

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Suppressions-PCR. Nach
einer restriktionsenzymatischen Spaltung der P1-, BAC- oder PAC-Klone mit
einem stumpfe Enden generierenden Enzym erfolgte die Ligation von
Adaptoren (blau). In der darauffolgenden PCR wird nur das T7- bzw. SP6-
Sequenz enthaltene Fragment (rot) exponentiell amplifiziert. Alle anderen
Fragmente werden nicht exponentiell, sondern nur linear amplifiziert oder
bilden eine stabile Haarnadel, die ein Anlagern der PCR-Primer verhindert
und so die PCR supprimiert.

Die Klone wurden zunéchst jeweils mit den Restriktionsenzymen Rsa I, Sma |,
Ssp I, EcoR V und Hpa | gespalten. Bei der Auswahl der Enzyme war darauf zu
achten, dafd zum einen nach der Spaltung stumpfe Enden entstehen und zum an-
deren die flankierenden T7- bzw. SP6-Sequenzen des Klonierungsvektor nicht
von den genomischen Insertions-Sequenzen getrennt wurden. Nach der Spaltung

erfolgte eine Ligation mit speziellen Adaptoren (Siebert, 1995). Diese waren
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asymmetrisch gestaltet, d.h. ein Strang war wesentlich kiirzer und enthielt zusatz-
lich eine Aminogruppe am 3’ Ende, so dal3 eine Verlangerung durch die Tag-Po-
lymerase verhindert wurde. In einer der Ligation folgenden PCR kdnnen prinzipiell
drei verschiedene Produkte entstehen: Ein Produkt stellt das gewiinschte Ziel-
fragment dar. Es wird mit den PCR-Primern T7 bzw. SP6 und AP1 wahrend der
PCR exponentiell amplifiziert (siehe Abbildung 5, rechte Seite). Ein Nebenprodukt
stellen hingegen die Fragmente ohne interne T7- bzw. SP6-Sequenzen dar. Sie
werden mit AP1 nur linear amplifiziert, da der kurze Teil des Adaptors die Ver-
langerung des Stranges verhindert und keine zweite AP1-Bindungsstelle ent-
stehen kann (siehe Abbildung 5, linke Seite). Durch Reannealing zweier Einzel-
strange, deren Enden durch die Tag-Polymerase aufgefillt werden, kdnnen
Fragmente mit doppelstrdngigen Adaptoren an beiden Seiten entstehen, die wie-
derum unter Verwendung des PCR-Primer AP1 Voraussetzungen fir eine expo-
nentielle Amplifizierung darstellen. Diese wird jedoch durch sogenannte ,Inverted
Terminal Repeats* in der Adaptorsequenz verhindert. Dabei bilden sich bei jedem
Denaturierungsschritt stabile Haarnadelstrukturen aus und supprimieren in
effizienter Weise die Amplifizierung dieser unerwiinschten Nebenprodukte. Als
Resultat wird aus dem Gemisch der verschiedenen DNA-Fragmente (siehe
Abbildung 5) jeweils nur das gewlinschte spezifische DNA-Fragment exponentiell

amplifiziert.

In einer zweiten PCR kann die Spezifitdt der Produkte noch erhdht werden, da
hier sogenannte ,nested” Primer eingesetzt werden. Dabei werden nur solche
PCR-Produkte exponentiell reamplifiziert, die in der ersten PCR einen verlanger-
ten T7- bzw. SP6-Primer integriert hatten. In Abbildung 6 ist ein Agarosegel mit

amplifizierten terminalen Fragmenten als Beispiel dargestellt.
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PAC 46 PAC47
1 234512 3 45WM
' 1. PCR
3054 bp — = =) = Primer:
1018 b - L - oy o AP1+ .
P— S 2 S .. SP6-PAC
—
! 2. PCR
3054 bp — =
P = # - Primer:
1018 bp — y 4 AP2+
- — i — PCR Anchor

Abbildung 6: Amplifizierung terminaler Fragmente mittels Suppressions-
PCR. PAC46 und PAC47 wurden mit den Restriktionsenzymen Rsa | (Spur
1), Sma | (Spur 2), Ssp | (Spur 3), EcoR V (Spur 4) und Hpa | (Spur 5)
gespalten. Nach Ligation der Adaptoren erfolgte die erste PCR mit den
Primern AP1 und SP6-P1/PAC. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden 1:100
verdunnt und die zweite PCR mit den Primern AP2 und PCR Anchor
durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden fur die SP6 -Seite spezifische
Fragmente amplifiziert. Die roten Pfeile markieren ein PCR-Produkt, welches
spezifisch in der zweiten PCR reamplifiziert wurde, die blauen Pfeile ein
Produkt, welches nicht reamplifiziert werden konnte. W (Wasserkontrolle), M
(L&angenstandard: 1 kb Leiter).

Die amplifizierten Produkte wurden in einen Thymidin-Uberhang Vektor sub-
kloniert und sequenziert. Innerhalb der erhaltenen Sequenz konnten nun PCR-
Primer ausgewé&hlt werden, mit denen fir den Ft Lokus spezifische Sonden in ei-
ner PCR amplifiziert werden konnten. Dabei mul3te bei der Auswahl der Primer
darauf geachtet werden, dal3 keine repetitiven Bereiche amplifiziert wurden, da
diese in einer Hybridisierungsreaktion unspezifische Signale zeigen wirden. Wie
bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, wurde die Sequenz mit den Eintra-
gungen der Datenbank GenBank (National Center for Biotechnology Information
(NCBI)) mit dem Programm BLAST verglichen, um so potentiell repetitive Berei-
che ausschlieen zu kdnnen. Die mit dieser Methode isolierten Sonden sind in
Abbildung 11 und Tabelle 2 aufgefihrt.
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Sonderfalle

Wenn mit keiner der bisher beschriebenen Methoden ein terminales Fragment
isoliert werden konnte, wurden als Alternativverfahren die ,Shotgun“ Sub-

klonierung von Restriktionsfragmenten der Kandidatenklone eingesetzt.

Eine andere Méglichkeit war die Verwendung von Gensequenzen aus dem Fused
toes Lokus, die durch verschiedene Verfahren der positionellen Klonierung, auf

die in Abschnitt 4.3 weiter eingegangen wird, identifiziert werden konnten.
SchlulRfolgerung der methodischen Arbeiten

Im Verlauf der Arbeit stellte sich heraus, dal3 die Kombination von direkter Se-
quenzierung der P1-, BAC- bzw. PAC-Klone und die Anwendung der
Suppressions-PCR am geeignestesten war in relativ kurzer Zeit gute Hybridisie-

rungssonden zu isolieren.

4.2.2 Die Kartierung des Ft Lokus

Die Kartierung des Fused toes Lokus wurde gemal der in Abbildung 7 schema-

tisch dargestellten Strategie durchgefuhrt.
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1. Identifizierung genomischer P1-, BAC- und PAC-Klone aus
— DNA-Bibliotheken

2. Bestimmung der InsertionsgroRe der genomischen Klone
Uber PFGE und Kontrolle der Klonidentitat durch Southern-
Blot Analyse (,Rescreening®)

3. Isolierung terminaler Sonden aus den P1-, BAC- und PAC-
Klonen

4. Southern-Blot Analyse zur Bestimmung der Position der
Klone im Contig sowie zum Deletionsnachweis

Deletionsbruchpunkt erreicht ?

Nein | Ja¢

5. Erstellung einer physikalischen Karte des Fused toes Lokus

6. Verifizierung der Kartierung des Ft Lokus auf genomischer
DNA

Abbildung 7: Strategie der Feinkartierung des Fused toes Lokus.

In den folgenden Abschnitten wird auf die in Abbildung 7 aufgelisteten Ver-

fahrensschritte zur Durchfiihrung der Feinkartierung néaher eingegangen.

4.2.2.1 Identifizierung genomischer P1-, BAC- und PAC-Klone aus DNA-
Bibliotheken

Wie in Abbildung 7 dargestellt ist die Vorraussetzung zur Durchfuhrung des
,Chromosome Walking®, also der Identifizierung entsprechender Klone aus ge-
nomischen DNA-Bibliotheken (Abbildung 7, Schritt 1), die Verflugbarkeit einer
initialen Sonde. Diese sollte zu Beginn des Projekts aus einem 180 kb grol3en
Fragment genomischer DNA des Ft Lokus (MB3) mit Hilfe der oben beschrie-
benen Verfahren isoliert werden, um daran anschlieRend weitere genomische
Fragmente aus den in dieser Arbeit verwendeten P1, BAC und PAC DNA-Biblio-

theken (siehe 3.4) identifizieren zu kénnen.
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4.2.2.2 Bestimmung der Insertionsgrof3e der genomischen Klone tber PFGE

und Kontrolle der Klonidentitat durch Southern-Blot Analyse (, Rescreening®)

Die Grof3e der aus den DNA-Bibliotheken isolierten genomischen Fragmente
wurde nach restriktionsenzymatischer Spaltung mit dem Enzym Not | ermittelt.
Die verwendeten Klonierungsvektoren fur die Herstellung der P1, PAC sowie BAC
DNA-Bibliothek enthielten eine bzw. zwei flankierende Erkennungssequenzen fir
das Restriktionsenzym Not |, so dal3 mit der entsprechenden Restriktionsspaltung
die Klone linearisiert bzw. die enthaltenen Fragmente ausgeschnitten werden
konnten. Die erhaltenen Fragmente konnten daraufhin mit Hilfe der Pulsfeld-
Gelektrophorese aufgetrennt werden. In Abbildung 8 ist ein solches Pulsfeldgel

mit einigen PAC-Klonen dargestellt.

M_1 _2 3 _4 5 6 7 _8 9 10 11 MM

o — 1455 kb
TN 97k
& —455kb
_231kb
> —94kb
—6,6kb

Abbildung 8: Pulsfeld-Gelelektrophorese zur Bestimmung der
InsertionsgrofRen von PAC-Klonen. Je zwei verschiedene
Plasmidpraparationen der Klone PAC71 (1), PAC 73 (2), PAC74 (3), PAC 75
(4), PAC76(5), PAC77 (6), PACT78 (7), PAC79 (8), PAC80 (10), PACS81 (11),
PAC82 (11) wurden mit Not | restriktionsenzymatisch gespalten und in einer
Pulsfeld-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Pfeil markiert die fur den
Klonierungsvektor pPAC4 spezifische Bande von ca. 19 kb. Alle anderen
Banden reprasentieren die genomische Insertion der Klone. M
(Langenstandard: | Ladder, | Hind IlI)

Nach der Pulsfeld-Gelelektrophorese wurde die Identitat der Klone im Bezug zur
Sonde, die fur die Hybridisierung der DNA-Bibliothek eingesetzt wurde, ermittelt
indem die Gele geblottet und hybridisiert wurden. Durch dieses sogenannte

.Rescreening” konnten falsch positive Klone identifiziert und aussortiert werden.
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4.2.2.3 Isolierung terminaler Sonden aus den P1-, BAC- und PAC-Klonen

Im vorherigen Abschnitt 4.2.1 wurden bereits die methodischen Vorarbeiten und
Verfahren fur die Isolierung der fir das ,Chromosome Walking“ benétigten Son-

den erlautert.

4.2.2.4 Southern-Blot Analyse zur Bestimmung der Position der Klone im

Contig sowie zum Deletionsnachweis

Nach jedem ,Walking“-Schritt wurde zunachst die relative Anordnung der identifi-
zierten genomischen Fragmente zueinander bestimmt, indem die aus den geno-
mischen Klonen isolierten terminalen Fragmente nachfolgend als Sonden fir die
Hybridisierung der Contig-Klone eingesetzt wurden. Auf3erdem konnte auf diese
Weise die von der Transgenintegrationsstelle in physikalischer Hinsicht ent-
fernteste Sonde ermittelt werden. Diese Sonde wurde daraufhin fir die Analyse
des Deletionsstatus, die eine Southern Blot Analyse der genomischen DNA der
drei Genotypen +/+, Ft/+ und Ft/Ft beinhaltet, verwendet. Dabei zeigte das Aus-
bleiben eines Signals auf homozygoter Ft/Ft DNA an, dal’ die Ft Deletion Gber
den bis dahin klonierten genomischen DNA Abschnitt hinausging und ein
weiterer ,Walking“-Schritt durchgefuhrt werden mufite. In Abbildung 9 auf Seite
69 sind einige genomische Southern-Blot Analysen mit verschiedenen Sonden

dargestellt.

Die Analyse der terminalen Sonden der in einem Cluster vorliegenden Klone
PAC95 (Sonde 43), PAC94 (Sonde 45) und PAC93 (Sonde 47) ergab, dald nur
eine Sonde aus diesem Cluster (Sonde 43 aus PAC95) durch die Ft Mutation de-
letiert wurde (siehe Abbildung 9, H bis J). So zeigte diese Sonde 43 kein spezi-
fisches Signal auf genomischer Ft/Ft DNA, wéahrend bei den Sonden 45 (aus
PAC94) und 47 (aus PAC93) auf homozygoter Ft DNA ein Hybridisierungsignal
beobachtet werden konnte. Dies bedeutete, das die genomische Region
zwischen Sonde 43 und 45 bzw. 47, den Ubergang vom deletierten in den nicht
deletierten DNA Bereich beinhaltete. Um diese Beobachtung zu verifizieren
wurden weitere Hybridisierungen mit diesen Sonden durchgefuhrt, die in
Abbildung 10 auf Seite 71 dargestellt sind.
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Abbildung 9: Southern-Blot Analysen unter Verwendung aus dem Ft
Lokus isolierter genomischer Sonden. Spur 1: genomische Wt DNA, Spur
2: Ft/+ DNA, Spur 3: Ft/Ft DNA mit Hind 1ll (A, E, F, G, Hund 1), Bgl Il (C, D)
und Ssp | (B, J) gespalten. Die untere Abbildung zeigt den Ft Lokus mit der
Position der verwendeten Sonden. Sonde Nr.1 (van der Hoeven, 1994),
aul3erhalb der Ft Deletion lokalisiert (blaue Linie), zeigte ein Ft-spezifisches
polymorphes Hybridisierungsmuster. Die Sonden aus B bis H (rote Linien)
zeigten keine Signale mit Ft/Ft DNA, da sie durch die Mutation deletiert
wurden. Im Gegensatz dazu zeigte die Hybridisierung der Sonden 45 und 47
(blaue Linien) eindeutige Signale in der Spur mit homozygoter Ft DNA (blaue
Pfeile). Diese Sonden sind somit nicht in dem durch die Ft Mutation
deletierten DNA Bereich.
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Abbildung 10: Southern-Blot Analyse zur Verifizierung des
Deletionsendpunktes. Gezeigt sind vier verschiedene Blots (A bis D) auf die
jeweils Spaltungen genomischer DNA (wie angegeben) der Genotypen +/+
(1), Ft/+ (2) und Ft/Ft (3) aufgebracht wurden. Fur die Blots B und D wurden
zusatzlich eine weitere Restriktion der drei Genotypen aufgebracht. Die Blots
(A bis D) wurden mit Sonde 1 (siehe Abbildung 9, nicht deletiert!) hybridisert,
um den korrekten Genotyp der jeweiligen auf 1 bis 3 geladenen genomischen
DNA nachzuweisen (Signale in allen Spuren). Sonde 28 (siehe Abbildung 9,
deletierter Status!) wurde hybridisiert, um den Deletionsnachweis fir die
genomische Ft/Ft DNA zu fihren. (Signalverlust in Spur 3). Durch
Hybridisierung mit den Sonden 43, 44, 45 und 47 (vergleiche Abbildung 9 und
Abbildung 11) wird durch Verlust der Signale in Spur 3, Blot A bzw. Signale in
Spur 3 Blot B bis D (siehe rote Pfeile) der Deletionsendpunkt definiert.

Die zusétzliche Hybridisierung genomischer Southern-Blots unter Verwendung
verschiedener restriktionsenzymatischer Spaltungen genomischer DNA aller drei
Genotypen mit den Sonden 43 (PAC95), 44 (PAC96), 45 (PAC94) und 47
(PAC93) zeigte, dald nur mit den Sonden 44, 45 und 47 Signale in der Spur, die
mit homozygoter Ft DNA beladen wurde, erhalten wurden (siehe Abbildung 10 A
bis D, rechte Abbildung). Hingegen zeigt die Sonde 43 kein Signal mit geno-
mischer Ft/Ft DNA (siehe Abbildung 10 A).

Dieselben Blots wurden ebenfalls mit zwei fir den Ft Lokus spezifischen Sonden
hybridisiert, um den Genotyp der geladenen genomischen DNA nochmals zu be-
statigen. Somit konnte ausgeschlossen werden, dal3 eine Verwechslung der DNA
Proben bei der Herstellung der Blots stattgefunden hatte. Eine der daftr ver-
wendeten Sonden, stammte aus dem nicht deletierten Bereich der Transgeninte-
gration (siehe Abbildung 9, Sonde 1). Diese Sonde zeigte bei allen verwendeten
Restriktionsspaltungen der DNA polymorphe Hybridisierungssignale, die durch
die Ft Mutation hervorgerufen wurden. Die andere verwendete Sonde, die aus
dem deletierten Bereich stammte (siehe Abbildung 9, Sonde 28), zeigte dement-
sprechend nur Hybridisierungssignale mit genomischer Wt und Ft/+ DNA. Damit
konnte gezeigt werden, dal3d genomische DNA der drei Genotypen +/+, Ft/+ und
Ft/Ft auf den Blots vorhanden war und die Hybridisierungsignale der Sonden 44,

45 und 47 spezifisch auf genomischer Ft/Ft DNA erhalten wurden.

Zusammengenommen zeigten diese Experimente, dal? der Ubergang zwischen

von in der Ft Mutation deletierter in nicht mehr deletierter genomischer DNA auf
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den Fragmenten PAC96, PAC94 und PAC93 lokalisiert sein muf3te und die bis
dahin klonierte und zu einem Contig zusammengesetzte genomische DNA, den

gesamten in der Ft Mutation deletierten Bereich abdeckte (siehe Abbildung 11)
4.2.2.5 Erstellung einer physikalischen Karte des Fused toes Lokus

Mit Hilfe des ,Chromosome Walking“ konnten insgesamt 52 genomische Frag-
mente aus P1, BAC und PAC DNA-Bibliotheken isoliert und zu einem Contig zu-
sammengesetzt werden. Abbildung 11 zeigt eine Ubersicht (iber den erhaltenen
Contig, der insgesamt ca. 1,6 Mb von Chromosom 8 Uberspannt. In Tabelle 2
sind die am Ft Lokus eingezeichneten Sonden nochmal zusammengefasst. Die
zugehdrigen Identitaitsnummern der einzelnen Klone sind im Anhang dieser

Arbeit unter 7.3 angegeben.

Durch die parallel durchgefuhrten Experimente zur Identifizierung kodierender
Sequenzen am Ft Lokus, auf die in Abschnitt 4.3 naher eingegangen wird, konn-
ten die Gene Ft2, Fto (Peters, 1999), Irx3, Irx5 und Irx6 (Peters, zur Publikation
eingereicht) isoliert werden. Zur besseren Verstandlichkeit der Lage dieser Gene
innerhalb des Contigs am Ft Lokus werden diese bereits in diesem Abschnitt der

Arbeit erwahnt.
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Abbildung 11 Physikalische Karte des Fused toes Lokus auf Chromosom
8. Die Abbildung zeigt den Bereich von Chromosom 8 in der die Integration
des Transgens erfolgte. In Grau unterlegt ist der durch die Ft Mutation
deletierte Teil der genomischen DNA. Ebenfalls dargestellt sind alle
genomischen Fragmente, die mit Hilfe der ,Chromosome Walking“-Technik
identifiziert und zu einem Contig zusammengesetzt wurden. Im Anhang
dieser Arbeit finden sich die zugehoérigen Identititsnummern der einzelnen
Klone unter 7.3 wieder. Alle fir die Kartierung verwendeten
Hybridisierungsonden (rot) sind von 1 bis 47 durchnummeriert und in Tabelle
2 nochmals aufgefuhrt. Die gestrichelten Linien verbinden alle genomischen
Fragmente, die positive Signale fur die jeweilige Sonde zeigten. Griine Pfeile
symbolisieren die bis zu diesem Zeitpunkt bereits identifizierten Gene, auf die
in Abschnitt 4.3 ndher eingegangen wird. N (Not | Restriktionsschnittstelle)

Nr. | Sondenbezeichnung Herstellung der Sonde

1. | HPP500 400 bp Pvu Il Fragment aus BP2.7 (van der Hoeven, 1994)

2. | BH600-F3/B8* 204 bp PCR-Produkt aus RLDB-5

3. | Exon 5/144-F1/B1* 84 bp PCR-Produkt aus RLDB-5

4. | TN1800-1100 (T7) 1100 bp PstI/Sal | Fragment aus TN1800 (Lesche, 1997)

5. | KX1200 (SP6) 1200 Kpn I/Xba | Fragment aus pKA22

6. |3 Ft2 885 bp PCR-Produkt mit den Primern Exon 2/2-F1 und C153'-B1
aus C15

7. |5 Ft2 499 bp PCR-Produkt mit den Primern Ft2-F1 und Ft2-B1 aus
PCR860

8. 1271 500 bp Apa | Fragment aus pKA27

9. 139-1(T7) 900 bp Kpn | Fragment aus pKA39

10.|35-4 (T7) 1200 bp Kpn I/ BamH | Fragment aus pKA35

11.]|41-2 (SP6) 900 bp Kpn I/EcoR | Fragment aus pKA41

12.|48-2 (SP6) 1600 bp Sal I/Xba | Fragment aus pKA48

13.148-1 (T7) 2000 bp Not I/Xba | Fragment aus pKA48

14.| MB9T7-BAC 37 bp Oligonukleotid

15.[46-1 (T7) 750 bp Sac I/Not | Fragment aus pKA46

16. | MB10-F1/B4* (SP6) 180 bp PCR-Produkt aus MB10

17.| 3 Fto %gggt))p BstX I/Xba | Fragment aus MPMGc559J0125 (Peters,

18. | MB10-F3/B3* (T7) 247 bp PCR-Produkt aus MB10

19. | PAC8T7-F1/B2* 120 bp PCR -Produkt aus PAC8

20.| PAC8SP6-F1/B10* 238 bp PCR-Produkt aus PACS8

21.| PAC33T7-F1/B2* 105 bp PCR-Produkt aus PAC33

22.| PAC33SP6-F5/B2* 346 bp PCR-Produkt aus PAC33

23.| PAC41SP6-F3/B1* 187 bp PCR-Produkt aus PAC41

24.| PAC41T7-F1/B1* 300 bp PCR-Produkt aus PAC41

25.| PAC1T7-F1/B4* 204 bp PCR-Produkt aus PAC1

26.| PAC1SP6-F2/B10* 396 bp PCR-Produkt aus PAC1
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27.| PAC44T7-F7/B1* 274 bp PCR-Produkt aus PAC44

28. | Irx3-F2/B2* 500 bp PCR-Produkt aus PAC44

29.| PAC44SP6-F1/B8 411 bp PCR-Produkt aus PAC44

30. | Irx3-F1/B1* 350 bp PCR-Produkt mit den Primern Irx3-F1/B1 aus PAC46

31.| PAC43SP6-F2/B5* 330 bp PCR-Produkt aus PAC43

32.| PAC43T7-F1/B1* 225 bp PCR-Produkt aus PAC43

33. | PAC47T7-F1/B5* 285 bp PCR-Produkt aus PAC47

34.| PAC49SP6 B%A175900 bp PCR-Produkt mit den Primern AP2/PCR-Anchor aus

35.| PAC50T7 ca. 1300 bp PCR-Produkt mit den Primern AP2/PCR-Anchor aus
pKA78

36.| PAC55T7-F5/B4* 271 bp PCR-Produkt aus PAC55

37.| PAC82T7-F1/B2* 172 bp PCR-Produkt aus PAC82

38.| PAC82SP6-F1/B15* 229 bp PCR-Produkt aus PAC82

39.]3"Irx5 399 bp Nco | Fragment aus W54596 (Peters, zur Publikation
eingereicht)

40. | Irx5-F1/B2* 149 bp PCR-Produkt mit den Primern Irx5-F1/B2 aus W54596
(Peters, zur Publikation eingereicht)

41.| PAC71T7-F4/B2* 219 bp PCR-Produkt aus PAC71

42. | Irx6-F1/B1* ca. 1000 bp PCR-Produkt mit den Primern Irx6-F1/B1 aus
PAC95

43.| PAC95SP6-F1/B3* 552 bp PCR-Produkt aus PAC95

44.| PAC96T7-F1/B2* 241 bp PCR-Produkt aus PAC96

45. | PAC94SP6-F5/B3* 364 bp PCR-Produkt aus PAC94

46. | PAC93Sp6-FF1/B6* 198 bp PCR-Produkt aus PAC93

47.| PAC93T7-F1/B1* 196 bp PCR-Produkt aus PAC93

Tabelle 2 Zusammenfassung aller vom Ft Lokus isolierten Sonden.

(* Bezeichnung der Sonde identisch mit den verwendeten Primern)

4.2.2.6 Verifizierung der Kartierung des Ft Lokus auf genomischer DNA

Durch die Erstellung einer Restriktionskarte sollte die durchgefiihrte Kartierung

des Fused toes Lokus mit den isolierten Klonen auf genomischer Ebene verifiziert

werden. Da es sich hierbei um eine relativ gro3e zu kartierende DNA-Region

handelte, konnten dafir nur sehr selten schneidende Restriktionsenzyme verwen-

det werden. Zur Bestimmung der Insertionsgrof3e der genomischen Klone wurde

daher das Restriktionsenzym Not | eingesetzt, da es zum einen erlaubte die ge-

nomische Insertion vom Klonierungsvektor abzuspalten und zum anderen eine

mittlere Fragmentlange von ca. 200 kb bei Spaltung genomischer Maus-DNA lie-

fert. Entsprechend konnten zuvor in einzelnen Klonen im Rahmen der GroR3en-

analytik (siehe 4.2.2.2, Abbildung 8) Not | Restriktionsschnittstellen detektiert und
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fur die interne Klonzuordnung zur Erstellung des Contigs genutzt werden. Folglich
sollten diese Spaltstellen auch fur die Restriktionskartierung der genomischen

DNA nutzbar sein.

In den folgenden Experimenten wurde daher genomische DNA mit Not |
gespalten und in einer Pulsfeld-Gelelektrophorese aufgetrennt. Danach erfolgte
die Hybridisierung mit ausgewahlten Sonden, um die Grél3e der aufeinander

folgenden Not | Framente sichtbar zu machen (siehe Abbildung 12, A bis D).

A 1 1 2 3 B 123 C 13 D 13
- il o e, o T
i ' "!E'*'“” -
i’“‘ . 450kb- &1
680 kb - (% [hde g
1‘1 So%:uy. 555kb- @M vt 90kb- WX
Sonde 5 Sonde 28 Sonde 33 Sonde 39 Sonde 43
Jansgen g 28 33 39 43
I N L l L 1 |
I i Ml | ol i i i | LN 1 i i i i LI L i i i | I
N N* N N N N

Abbildung 12: Verifizierung der Not | FragmentgroRen am Ft Lokus. Die
oberen Abbildungen (A bis D) zeigen die mit Not | gespaltene Wt DNA (1),
Ft/+ DNA (2) und Ft/Ft DNA (3), nach Auftrennung in einer Pulsfeld-
Gelelektrophorese und Hybridisierung mit den jeweils angegebenen Sonden
5, 28, 33, 39 und 43. In der unteren Abbildung sind die Positionen der Sonden
auf den Not | Fragmenten am Ft Lokus in rot eingezeichnet. Grau unterlegt ist
der Bereich der genomischen DNA, der durch die Ft Mutation deletiert wurde.
Alle fur die Hybridisierung verwendeten Sonden sind durch die Ft Mutation
deletiert. N (Not | Restriktionsspaltstelle), N* (Not | Restriktionsspaltstelle, nur
in genomischen Klonen nachweisbar, siehe Text).

In dem unteren Teil von Abbildung 12 ist die so erhaltene physikalische Not |

Restriktionskarte des Ft Lokus dargestellt. Die erhaltenen Not | Fragmentgrol3en
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bestatigten zum einen die Reihenfolge der aus dem Contig vorhergesagten Not |
Schnittstellen und zum anderen konnten sie nun dazu benutzt werden eine im
physikalischen Sinne mafistabsgenaue Anordnung der einzelnen Klone des Con-
tigs vorzunehmen. (Erhaltene Not | Fragmentgré3en wurden bei der Anfertigung
der physikalischen Karte des Fused toes Lokus in Abbildung 11 mit bertck-

sichtigt)

Die Hybridisierungen mit Sonde 5 und Sonde 28 ergaben allerdings nicht die er-
warteten ca. 300 und 380 kb groRen DNA-Fragmente (siehe Abbildung 11). Viel-
mehr wurde mit beiden Sonden ein 680 kb grol3es Fragment detektiert, was auf
den Verlust bzw. die Maskierung durch Methylierung der entsprechenden Not |
Erkennungssequenz  hindeutet (siehe  Abbildung 12, N*). Fur die
Verlusthypothese spricht, dal’ die isolierten genomischen Klone aus einer vom
Mausstamm 129Svj angefertigten DNA-Bibliothek stammten, wahrend die flr die
Pulsfeld-Gelelektrophorese verwendete DNA aus C57BL/6 Mausen isoliert wurde.
Die nicht vorhandene Not | Schnittstelle kdnnte demnach einen Polymorphismus
zwischen diesen beiden Mausstammen darstellen. Diese Hypothese wurde in
einer weiteren Pulsfeld-Gelelektrophorese unter Verwendug genomischer DNA,
die zuvor aus einer 129Svj Maus isoliert wurde, Uberprift (Daten hier nicht
gezeigt). Da auch hier die Not | Schnittstelle nicht nachgewiesen werden konnte
wurde angenommen, dafd eine genomisch vorliegende Methylierung die Spaltung
durch das methylierungssensitive Enzym Not | (Nelson, 1993); (Roberts, 1993)
verhindert. Eine derartige Inhibition kann offensichtlich nach bakterieller
Replikation nicht mehr zum Tragen kommen. Auf einen entsprechenden
experimentellen Nachweis, der die Demethylierung einer ausreichenden Menge
in Agarose eingebetteter genomischer DNA mit nicht unerheblichen Mengen an

Demethylasen erfordert hatte, wurde verzichtet.

4.3 Identifizierung von Genen am Fused toes Lokus

Durch die physikalische Kartierung des Fused toes Lokus mit Hilfe der
~,Cchromosome Walking“-Technik konnten genomische Fragmente isoliert werden,
die den gesamten durch die Ft Mutation deletierten Bereich abdecken. Mit der

Klonierung dieser genomischen Fragmente war die Vorraussetzung geschaffen
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auch kodierende Sequenzen zu identifizieren. Eine Methode, die dafur verwendet
wurde, war das sogenannte ,Exon Trapping®, dal3 die Detektion von Genen auf-
grund vorhandener SpleiRstellen zwischen den Exon-Intron-Ubergéangen ermog-
licht.

4.3.1 Klonierung bisher unbekannter Sequenzanteile der Ftl1 cDNA aus

RLDB-5

Zur Analyse des genomischen Klons RLDB-5 mit Hilfe der ,Exon Trapping“-Tech-
nik wurde dieser Klon zunachst mit den Restriktionsenzymen Bgl Il und Sac | ge-
spalten und die erhaltenen Subfragmente durch eine ,Shotgun* Klonierung in den
-Exon Trap“-Vektor pSPL3B subkloniert. Nach Durchfiihrung des ,Exon Trapping*
(siehe 3.14) konnte ein 103 bp grofRRes Fragment, welches als Exon 5/144 be-

zeichnet wurde, identifiziert werden. Die Sequenz ist in Abbildung 13 dargestellt.

Exon 5/144 (103 bp)
1 ACAGGCAACA GGCCCCCTGT GATGGCGGTG TCTTGGAAGC AGGCCGATCT
51 AATGAACATG CTTGTTTTGT GTTGAGGACA GAGCCTTACA GACAACCTCA
101 AAG

Abbildung 13: Sequenz des mit ,Exon Trapping“ erhaltenen Fragments
aus dem P1-Klon RLDB-5.

Der Vergleich dieser Sequenz mit den Eintragungen der Datenbank GenBank
mouse EST (,Expressed Sequence Tags“) unter Verwendung des Programms
BLASTN (Altschul, 1997) fuhrte zur Identifizierung zweier EST Klone
(gb:AA684254, gb:AA681324). Von EST AA684254 und EST AA681324 liegen
797 bzw. 538 bp der Sequenz publiziert vor. Wie in Abbildung 14 schematisch
dargestellt, enthielten die beiden EST Klone 86 bzw. 85 bp der 3’ Sequenz von
Exon 5/144 und daran anschlieRend die Sequenz des Ftl Gens ab Exon 3
(Lesche, 1997). Ftl ist ein, wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt, am

Ft Lokus durch die Mutation deletiertes Gen.
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Ftla la 2a

Ftlb

Ftlc

|| | S s 000
] EST AA681324 | [] [][]

37bp

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Ft1 cDNA. Durch die ,Exon
Trapping“-Technik konnte ein 103 bp grofl3es Exon (gelb) identifiziert werden,
welches wahrscheinlich zu einer neuen Splei3variante der Ft1 cDNA (Ftlc)
gehort. Die murinen EST Klone AA681324 und AA684254 enthalten 86 bzw.
85 bp der neuen Exonsequenz sowie in 3’ Richtung von Exon 3 liegende Ftl
Sequenzen (blau). EST AA681324 enthalt zusatzlich 37 bp aus Intron 3.

Die Identifizierung der in der Datenbank enthaltenen EST Klone legt den Schluf3
nahe, dal3 es sich bei Exon 5/144 um weitere bisher unbekannte Sequenzanteile
des Ftl Gens handelt. Bis zu diesem Zeitpunkt der Arbeit waren zwei verschie-
dene Transkripte von Ftl (Ftla und Ftlb) mit zwei verschiedenen 5-UTR-Berei-
chen kloniert ((Lesche, 1997) und siehe Abbildung 14). Der langste offene Le-
serahmen fur das potentielle Ft1 Protein wird durch die unterschiedlichen 5’-UTR-

Bereiche nicht betroffen, da der Translationsstart sich in Exon 3 befindet.

Exon 5/144 stellt wahrscheinlich einen weiteren 5’-UTR-Bereich dar, der zu einem
weiteren Transkript von Ftl (Ftlc) zahlt. Da die EST Klone aus einer cDNA-BI-
bliothek, die wiederum aus RNA von Embryonen im Zweizellstadium hergestellt
wurde stammen, ist anzunehmen das Ftlc in frihen Embryonen exprimiert wird.

Hierbei wird betont, dal3 es sich bei Exon 5/144 nicht um den vollstdndigen 5’-
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UTR-Bereich handeln kann, da mit dem Verfahren des ,Exon Trapping* keine ter-
minalen Exons detektiert werden kénnen. Es sollten demnach noch weitere
unbekannte Sequenzen von Ftlc existieren, die bisher noch nicht weiter kloniert
werden konnten. In dieser Arbeit wurden aus zeitlichen Grinden keine weiteren
Untersuchungen bezilglich der Klonierung Ftl relevanter Sequenzen

durchgefuhrt.

4.3.2 Partielle Klonierung des Ft2 Gens

Ein weiteres genomisches Fragment welches mit Hilfe der ,Exon Trapping“-Tech-
nik untersucht wurde, war der BAC-Klon MB2. Dieser Klon wurde jeweils mit den
Restriktionsenzymen BamH |, Bgl Il, Sac | und BamH I/Bgl 1l gespalten, die er-
haltenen Subfragmente ebenfalls durch eine ,Shotgun* Klonierung in den ,Exon
Trap” Vektor pSPL3B eingebracht und das ,Exon Trapping“ Protokoll durchge-
fuhrt. Dabei konnten zwei Fragmente, die als Exon 1/25 und Exon 2/2 bezeichnet

wurden und deren Sequenz in Abbildung 15 dargestellt ist, identifiziert werden

Exon 1/25 (85 bp)
Exon 1/25-F1 ®
1 TGATCTACCT GGATAAAGAA AACAACCCAG CGGTGAGAGA CATCTTAAAA

51 GCCATACTGC AAAGGCGAGA ACTGCCTCAC AGAAG
- Exon 1/25-B1

Exon 2/2 (134 bp)

Exon 2/2-F1 ®
1 TGTGCGCTTC ACCGTGGTCA GTGATCCTCC CGAGGACGAG CAGGACCTAG

51 AATGTGAGGA CATTGGGGTT GCCCATGTTG ACCTTGCTGA CCTGTTTCAG
- Exon 2/2-B8

101 AAAGGAAGAG ACATCATAGA GCAAGATATC GATG

Abbildung 15: Sequenzen der durch das ,Exon Trapping“-Verfahren aus
dem BAC-Klon MB2 identifizierten Fragmente. Unterstrichene Bereiche
markieren die fur die Fragmente ausgewdahlten Primerpaare.

Die Sequenz beider Fragmente wurde mit Hilfe des Programms BLASTN
(Altschul, 1997) gegen die Eintragungen der Datenbank GenBank verglichen. Da-

bei konnten keine nennenswerten Homologien zu anderen Sequenzeintrdgen in
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der Datenbank festgestellt werden. Um zu klaren, ob es sich bei den isolierten
Exons 1/25 und Exon 2/2 tatsadchlich um exprimierte Sequenzen handelt, wurde
eine RT-PCR Analyse der Expression in verschiedenen Organen und Embryonal-
stadien durchgefuhrt. Auf diese Weise wurde zunachst Exon 1/25, mit den unter
Abbildung 15 angegebenen Primern, analysiert. Um eine Amplifizierung von
eventuell kontaminierender genomischer DNA erkenntlich zu machen, wurde als
Kontrollprobe fir jedes untersuchte Organ jeweils ein Reaktionsansatz ohne das
Enzym Reverse Transkriptase verwendet. In diesen Fallen sollte nur bei Vorliegen
einer DNA Kontaminierung ein PCR-Produkt amplifiziert werden. In Abbildung 16
ist das Ergebnis der durchgefiihrten RT-PCR Analyse dargestellt.

+ RT -RT
M1 234567891011123 4 567 89101112

194 bp - E

1 ey Ey
72 bp - iy “.;ﬂwﬁﬁiﬁﬁh Exon 1/25
H ow -
603 bp == LPRT
310 bp - & —— - -

Abbildung 16: Expressionsanalyse von Exon 1/25 mittels RT-PCR. RNA
aus 13,5 (3), 12,5 (4), 11,5 (5) Tage alten Embryonen und Gehirn (6), Niere
(7), Hoden (8), Lunge (9), Herz (10), Leber (11) Milz (12) adulter Mause
wurde mit oligo dT-Primern revers transkribiert (+RT) und in einer PCR mit
Exon 1/25-spezifischen Primern eingesetzt (obere Abbildung). Als Kontrolle
wurden die gleichen Ansatze ohne Zugabe des Enzyms Reverse
Transkriptase angesetzt (-RT). In der unteren Abbildung wurde die
Amplifizierung mit HPRT-spezifischen Primern (3’'HPRT und 5'HPRT)
durchgefiihrt. Spur 1: Wasserkontrolle; Spur 2: Amplifikat von genomischer
DNA. M (Langenstandard: FX Hae Ill). In Spur 5 (11,5 Embryo) und 6
(Gehirn) ist eine Amplifizierung der PCR-Produkte von genomischer DNA
nicht auszuschlie3en, da selbst ohne das Enzym Reverse Transkriptase eine
Amplifizierung erfolgte.

Aus der RT-PCR Analyse wurde ersichtlich, daf3 Exon 1/25 tatsachlich exprimiert

wird. Das starkste Signal wurde im Hoden adulter M&use nachgewiesen. Weiter-
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hin wurden Signale in Niere, Herz, 13,5 und 12,5 Tage alten Embryonen detek-
tiert. Aul3erdem zeigte die Analyse, dal3 es sich bei Exon 1/25 nur um ein einzeln
isoliert vorliegendes Exon handelte, da die Amplifizierung genomischer DNA, die
als Positivkontrolle mitgefuhrt wurde (siehe Abbildung 16, Spur 2) ein im Ver-

gleich zur Amplifizierung aus RNA Produkt gleicher Grol3e lieferte.

Nach dem Nachweis der Expression von Exon 1/25 in Hoden-Gewebe wurde die-
ses Fragment als Sonde eingesetzt um eine Hoden spezifische cDNA-Bibliothek
(siehe 3.4.4) zu hybridisieren. Auf diese Weise konnte ein positiver cDNA-Klon,
der als C15 (DKFZp411B13166Q2) bezeichnet wurde, identifiziert werden. Die
PCR Analyse zeigte, dal3 dieser Klon neben des Exon 1/25 auch in direkter
Nachbarschaft das zweite, des aus MB2 mit Hilfe der ,Exon Trapping“-Technik
isolierte, Exon 2/2 beinhaltete. Durch eine Hoden spezifische RT-PCR Analyse
mit den Primern Exon 1/25-F1 und Exon 2/2-B8 (siehe Abbildung 15) konnte die-
ses Ergebnis bestétigt werden (Daten hier nicht gezeigt). Die beiden Exons
stammen demnach aus dem gleichen Gen. Die Transkriptgrof3e des zugehdrigen
Gens wurde mit Hilfe einer Northern-Blot Analyse unter Verwendung von C15 als
Sonde untersucht (siehe Abbildung 17).

1 23 45678

1I8SRNA— * C15
-

1 - 4w GAPDH

Abbildung 17: Northern-Blot Analyse zur Identifizierung der
TranskriptgroRe des zum cDNA-Klon C15 zugehdrigen Gens. Der Blot mit
Gesamt-RNA aus Milz (1), Leber (2), Thymus (3), Hoden (4), Niere (5),
Gehirn (6), Embryonen Tag 11,5 (7) und 12,5 (8) wurde mit einem ca. 3 kb
grofRen Not I/Sal | Fragment aus dem cDNA-Klon C15 hybridisiert (obere
Abbildung). Zur Kontrolle der RNA-Beladung wurde der Blot mit GAPDH
hybridisiert (untere Abbildung).

Obwohl die aus C15 isolierte Sonde 3 kb grof3 war, wurde ein nur ca. 0,9 kb gro-
Res Transkript in aus Hoden isolierter RNA identifiziert. Die Sequenzierung von

C15 zeigte, dal3 zwei polyA Sequenzen innerhalb des cDNA-Klons vorhanden
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waren, was auf die Existenz zwei verschiedener Transkripte in einem cDNA-Klon

hinweisen konnte.

Mit PCR und Southern-Blot Analysen konnte in der Tat bewiesen werden, dal3 nur
ein Teil der in C15 enthaltenen Sequenz spezifisch fur den Ft Lokus war. Dieser
Teil beinhaltete bei einer Gro3e von 2 kb die Exons 1/25 und 2/2 und hybridisierte
entsprechend mit dem genomischen Klon MB2, aber nicht mit homozygoter Ft
DNA. Der hingegen 0,9 kb grofRe 5’ lokalisierte Sequenzanteil aus C15, der
genau der im Northern-Blot erhaltenen Transkriptgrof3e entsprach, war nicht
spezifisch fur die Ft Mutation, da diese Sequenz nicht in genomischer Ft/Ft DNA
deletiert war. Zudem konnte diese Sequenz auch nicht auf einem fur den Ft

Lokus spezifischen genomischen Klon nachgewiesen werden.

Um die zugehdrige TranskriptgrofRe fur den Ft spezifischen 3’ lokalisierten Se-
guenzanteil von C15 zu ermitteln, wurde mit einer fur diesen Bereich spezifischen

Sonde erneut eine Northern-Blot Analyse durchgefihrt (siehe Abbildung 18).

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

L@k
28SRNA— & ""'E: 3'C15

1I8SRNA— =

- _-'-..'-' = GAPDH

Abbildung 18: Northern-Blot Analyse unter Verwendung des Ft-
spezifischen Sequenzanteils aus dem cDNA-Klon C15. Auf dem Blot
wurde aus Geweben isolierte Gesamt-RNA (Milz (1), Leber (2), Thymus (3),
Herz (4), Hoden (5), Niere (6), Gehirn (7), Embryo Tag 8,5 (8), Tag 10,5 (9),
Tag 11,5 (10), Tag 12,5 (11) und Tag 14,0 (12)) geladen. Die Hybridisierung
erfolgte mit einem 885 bp groRen PCR-Produkt generiert mit den Primern
Exon2/2-F1 und C15 3'-B1 aus dem 3’ Bereich des cDNA-Klons C15 (obere
Abbildung). Der rote Pfeil markiert ein ca 6 kb grof3es Transkript. Eine
Hybridisierung mit GAPDH diente als Kontrolle zum Vergleich der geladenen
RNA Mengen (untere Abbildung).
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In dieser Analyse konnte ein etwa 6 kb gro3es Transkript wiederum in RNA iso-
liert aus Hoden detektiert werden. Der cDNA-Klon C15 enthielt somit nur etwa 2
kb der Sequenz des am Ft Lokus neu entdeckten Gens, welches in Anlehnung an
die Ft Mutante als Ft2 bezeichnet wurde. Die zusatzliche in derselben Spur etwa
4,5 kb grol3e Bande ist vermutlich auf eine Kreuzhybridisierung mit der 28 S RNA
zurlickzufiihren. Im Gegensatz zur RT-PCR-Analytik, die eine Expression des Ft2
Gens auch in anderen Organen zeigte (siehe Abbildung 16), konnte dieses Ex-
pressionsmuster nicht auf Northern-Blot Ebene wiederholt werden. Die Ursache
konnte in der geringeren Sensitivitat des Northern Blot Verfahrens liegen, die je-

doch durch eine Verwendung von polyA*™-RNA erhéht werden kénnte.

Bis zu diesem Zeitpunkt gab es noch weitere zusammenhangende Fragmente,
die von Dipl.biol. T. Peters in einer parallel angefertigten Doktorarbeit, aus dem
BAC-Klon MB3 isoliert und mit Hilfe einer als ,Rapid Amplifikation of cDNA Ends*
(RACE) bezeichneten Technik erweitert wurden. Dieses Fragment, welches hier
als PCR860 bezeichnet wurde, war eine Kandidatensequenz fur den fehlenden 5’
Sequenzanteil von Ft2, da die BAC-Klone MB3 und MB2, dem Klon aus dem
Exon 1/25 und 2/2 isoliert wurde, Uberlappten. Sollten PCR860 und der 3
Sequenzanteil von Ft2 auf einem Transkript lokalisiert sein, muf3te dies mittels
einer RT-PCR unter Verwendung der Primer Ft2-F820 und Exon 1/25-Bl (siehe
Abbildung 19) und RNA aus Hoden nachweisbar sein. Tatsachlich konnte ein
Produkt amplifiziert werden, das die Sequenzanteile aus C15 und PCR860 sowie
die Verbindung beider Sequenzen umfasst. In Abbildung 19 auf Seite 85 ist die

erhaltene cDNA Sequenz von Ft2 schematisch dargestellt.

Die 3894 bp lange Sequenz aus dem 3’-Bereich der Ft2 cDNA wurde kloniert und
sequenziert. Die erhaltene Sequenz ist im Anhang dieser Arbeit wiedergegeben.
Der langste gefundene offene Leserahmen in dieser Sequenz erstreckt sich tber
2528 bp; wobei kein Translationsstart fur ein potentielles Ft2 Protein identifiziert
werden konnte. Weitere Untersuchungen des Ft2 Gens, wie die Klonierung wei-
terer 5° cDNA Sequenzen oder Expressionsanalysen wurden aus zeitlichen Griin-

den nicht durchgefuhrt.
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Exon 1/25 Exon 2/2

1bp 860 bp 2035 bp 3894 bp
' PCR860 C15 '
5 3
— -+
Ft2-F820 Exon 1/25-B1

0,5 kb

Abbildung 19: Schematische Darstellung der cDNA von Ft2. Die in dem
cDNA-Klon C15 enthaltene Sequenz (gelb) konnte mit Hilfe eines RT-PCR
Nachweises aus Hoden unter Verwendung der Primer Exon 1/25-B1 und Ft2-
F820 mit dem Fragment PCR860 (blau) verbunden werden. Die
Sequenzierung der 3894 bp groRen cDNA ergab einen Uber 2528 bp langen
offenen Leserahmen (ORF), der wahrscheinlich fir das potentielle Ft2 Protein
kodiert.

4.3.3 Beschreibung weiterer am Fused toes Lokus lokalisierter Gene

Zunachst konnte unter Verwendung des genomischen Klons MB3 ein weiteres
vollstandig kloniertes Gen, das Fto Gen, isoliert werden (Peters, 1999). Die Posi-
tion des Gens am Ft Lokus und dessen Lage auf den genomischen Klonen ist
unter Abschnitt 4.2.2.5, Abbildung 11 dargestellt.

Ende 1998 wurde eine Karte des humanen Genoms publiziert in der die relative
Anordnung von ca. 30.000 humanen EST Klonen, die mittels ,Radiation Hybrid
Mapping* kartiert wurden, aufgefihrt wird (Deloukas, 1998,
www.ncbi.nim.nih.gov/genemap). Es ist bekannt, dal’} einige chromosomale Re-
gionen des humanen Genoms in einer gleichen oder &hnlichen Anordnung im
Mausgenom auftreten. So findet sich, z. B. der Abschnitt von Chromosom 8, der
den Fused toes Lokus beinhaltet, im Menschen auf Chromosom 16 wieder (siehe
Mouse to Human Homology  Region Map, Chromosome 8,
www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/Homology). Mit Hilfe des in der Einleitung
erwahnten, zum Ftl1 benachbarten und in der nicht deletierten Region
lokalisierten p130 Gens, das zum humanen RETINOBLASTOMA-LIKE PROTEIN
2 (RB-LIKE 2) homolog ist, konnte die in der Karte korrespondierende Region
identifiziert werden (in Zusammenarbeit mit Dipl.biol. T. Peters, gleiche

Arbeitsgruppe). Der Sequenzvergleich benachbarter Klone mit der Fto Sequenz
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lieferte den zu Fto homologen EST-Klon sTSG31520 und damit den zweiten
Referenzpunkt in der EST-Karte. Die Analyse des nachstgelegenen Nachbarklons
EST Klon sTSG10226 identifizierte das humane Homolog zu dem bereits
bekannten murinen Iroquois 3 (Irx3) Gens (Bosse, 1997). Deshalb wurde das Irx3
auf seine Prasenz in Ft/Ft DNA hin untersucht. Es stellte sich heraus, dal3 auch
dieses Gen durch die Ft Mutation im Genom deletiert war (siehe 4.2.2.5,
Abbildung 11).

In der Folgezeit wurden durch Homologie gestiitzte Analysen die am Fused toes
Lokus lokalisierten und ebenfalls vollstandig deletierten Gene Irx5 und Irx6 iden-
tifiziert (Peters, zur Publikation eingereicht). Ihre genaue Position und Lage auf
den genomischen Fragmenten ist ebenfalls unter 4.2.2.5, Abbildung 11 dar-

gestellt.

4.4 ,Rescue”-Experiment: Herstellung Irx3-transgener Mause

Das Irx3 Gen ist als Folge der Fused toes Mutation vollstandig deletiert. Die
Frage, die sich nun stellte war, welchen Anteil der Verlust dieses Gens auf den Ft
Phanotyp der Maus hat. Zu diesem Zweck sollte Irx3 wieder in das Genom der Ft
Maus in Form eines Transgens zuriickgebracht werden. Wenn der Fused toes
Phanotyp ganz oder teilweise auf eine fehlende Irx3 Expression zurtckzufiihren
ware, dann mifRdte ein Irx3-Transgen, das ein endogenes Irx3-Expressionsmuster
aufweist, den Wildtyp-Phanotyp in der Ft Maus ganz bzw. teilweise wieder-
herstellen kénnen (,Rescue“-Experiment). Aus diesem Grund wurden mit zwei
genomischen Fragmenten, welche die gesamte kodierende Sequenz von Irx3
enthielten, verschiedene transgene Mauslinien hergestellt. Die Irx3-transgenen
Mause wurden dann mit Ft Mausen gekreuzt um den EinfluR des Transgens auf

den Ft-Phanotyp zu untersuchen.

441 Irx3 kann mit Hilfe der Klone PAC43 und PAC44 in Ft/Ft

Mausfibroblasten exprimiert werden.

Um in den Irx3-transgenen Mausen eine mit der Expression des endogenen Irx3

Gens vergleichbare Expression zu erreichen, sollte ein genomisches Fragment
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als Transgen eingesetzt werden, das zusatzlich zu der kodierenden Sequenz
auch alle regulatorischen Elemente, wie z. B. den Promotor enthalt. Zum Zeit-
punkt der Analyse war jedoch nichts tber den Irx3 Promotor oder andere regula-
torische Elemente bekannt. Wéhrend der Kartierung des Fused toes Lokus
wurden jedoch genomische Fragmente identifiziert (PAC43, 44, 46 und 47), die
zusatzlich zur Region, in der sich die codierende Sequenz des Irx3 Gens befand,
weitere 3’ und 5’ Sequenzen in einem Grél3enbereich von ca. 10 bis 100 kb bein-
halten (siehe 4.2.2.5, Abbildung 11). Diese Klone wurden daraufhin bezuglich ih-
rer Irx3 Expressionsaktivitdt analysiert. Dazu wurden je 10 ng PAC43, PAC44,
PAC46 und PAC47 DNA transient in homozygote Ft Mausfibroblasten transfiziert,
nach zweitagiger Inkubation die RNA der transfizierten Zellen isoliert und mit Hilfe
einer RT-PCR auf Expression von Irx3 hin untersucht (siehe Abbildung 20). Fur
die Transfektionsexperimente wurden homozygote Ft Mausfibroblasten verwen-
det, da diesen ein endogenes Irx3 Gen fehlt und demzufolge die detektierte Irx3

Expression nur das Resultat der Transfektion sein konnte.

Die Analyse zeigte, daf? in PAC43 und PAC44 transfizierten Zellen ein Irx3 Trans-
kript nachgewiesen werden kann (siehe Abbildung 20, Seite 88). Aufgrund der
unterschiedlichen Grof3e der Amplifizierungsprodukte konnte zwischen einer
Amplifizierung von transfizierter DNA (ca. 500 bp) und prozessierter RNA (116 bp)
unterschieden werden. Die beiden Klone PAC43 und PAC44 konnten also prinzi-
piell eine Irx3 Expression bewirken und wurden deshalb fur die Generierung der
transgenen Wildtyp-Mauslinien verwendet. Beide Klone sind in Abbildung 21 auf

Seite 89 schematisch dargestellt.
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Abbildung 20: Irx3 Expression in Ft/Ft Mausfibroblasten nach
Transfektion von PAC 43, 44, 46 und 47. A.) Je 10 ng PAC43 (Spurl),
PAC44 (Spur 2), PAC46 (Spur 3) und PAC47 (Spur 4) wurden transient in
Ft/Ft Mausfibroblasten transfiziert und mittels RT-PCR auf eine Irx3
Expression hin untersucht (Die RT Reaktion erfolgte mit einem OligodT
Primer, die PCR mit den Primern Irx3-F2 und -B2). In Spur 5 wurde zur
Kontrolle der PCR genomische Wt DNA und in Spur 6 von Ft/Ft DNA
amplifiziert. Der rote Pfeil markiert die flr eine Irx3 Expression spezifische
116 bp-Bande. Die beiden ca. 500 bp groRen Banden in Spur 1 und 5
reprasentieren eine Irx3 Amplifizierung von genomischer DNA. 7:
Wasserkontrolle, M (Langenstandard: 1kb Leiter). B.) Amplifizierung von 250
bp HPRT Sequenzen aus der RT Reaktion der Transfektion mit PAC43 (Spur
1), PAC44 (Spur 2), PAC46 (Spur 3) und PAC47 (Spur 4) mit 3" und 5’ HPRT-
Primern. 5: Wasserkontrolle, 6: Amplifizierung von genomischer DNA, M
(Langenstandard: 1 kb Leiter).

4.4.2 Generierung Irx3-transgener Mauslinien

Die genomischen Klone PAC43 und PAC44 wurden zunéchst durch eine
Spaltung mit dem Restriktionsenzym Asc |, welches innerhalb des
Klonierungsvektors pPAC4 schneidet, linearisiert und die aufgereinigten
Fragmente (siehe 3.16.2) fur die Mikroinjektion in befruchtete Eizellen verwendet
(siehe 3.16.3). Die Anzahl der injizierten Eizellen sowie der erhaltenen

transgenen Tiere ist in Tabelle 3 auf Seite 89 dargestellt.
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Transgen| Anzahl Anzahl ge- Anzahl Irx3- untersuchte
injizierter borener transgener Jungtiere | transgene Li-
Eizellen Jungtiere (Anteil an geborenen nien
Jungtieren)
PAC43 510 25 7 (28%) Tg85, Tg89
PAC44 154 11 4 (36%) Tg83

Tabelle 3: Resultierende Anzahl an Jungtieren nach Mikroinjektion.

Die Identifizierung transgen positiver Tiere erfolgte mit Hilfe einer PCR-Analytik. In

Abbildung 21 ist eine Ubersicht der fiir die Genotypisierung verwendeten PCR-

Primerpaare dargestellt. Insgesamt wurden 11 transgene Nachkommen nach der

Mikroinjektion geboren (#81 bis #91), wobei kein Tier einen auffalligen Phanotyp

aufwies.
1 Irx3
— - —_ - > =
PAC43 i ' I
50 kb /I\ 40 kb
N N N
4 5 3
] | |
PACA44 ' 80 kb 15 kb
NN N

Abbildung 21: Schematische Darstellung der fur die Generierung Irx3-
transgener Mause verwendeten PAC43 und PAC44 Klone. Die
Identifizierung der transgenen M&ause wurde im Fall von PAC43 mit einer
PCR unter Verwendung der Primerpaare 1 (T7-P1/PAC, PAC43T7-B1, PCR-
ProduktgroRe 312 bp) und 2 (SP6-P1/PAC, PAC43SP6-B1, PCR-
ProduktgroRe 228 bp) durchgefiihrt. Transgene Tiere, bei denen PAC44
injiziert wurde, konnten mit den Primerpaaren 4 (T7-P1/PAC, PAC44T7-B1,
PCR-ProduktgréRe ca. 1,8 kb), und 5 (SP6-P1/PAC, PAC44SP6-B2, PCR-
Produktgrof3e 291 bp) identifiziert werden. Primerpaar 3 (pPAC4-F2, pPACA4-
B9, PCR-ProduktgréRe 313 bp) amplifizierte PAC-Vektor spezifische
Sequenzen, und wurde bei beiden Konstrukten verwendet. Blau dargestellt ist
der genomische Anteil der Fragmente. N (Not | Restriktionsschnittstelle).

Von den insgesamt 11 transgen positiven Tieren sollten nur diejenigen fir weitere

Verpaarungen verwendet werden, bei denen das Transgen auch tatsachlich eine

Irx3 Expression bewirken konnte. Fir die Generierung der transgenen Mause

wurde ein murines genomisches Fragment verwendet. Da dieses genomische
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Fragment aus 129Svj Mausen isoliert wurde, konnte zwischen einer transgenen
Irx3 Expression und der Expression des endogenen Irx3 Gens aus dem C3H x
C57BL/6 Hintergrund aufgrund eines Polymorphismus, der zuvor durch die Se-
guenzierung eines 420 bp PCR-Produktes, das unter Verwendung der PCR-
Primer Irx3-F6 und Irx3-S1 aus dem 3’ untranslatierten Bereich des Irx3 Gens
mittels PCR amplifiziert wurde, unterschieden werden. Den Nachweis des trans-

genspezifischen Aci I-Restriktionspolymorphismus zeigt Abbildung 22.

M 1 2 3 4
:____ st | — 420 bp
= S @ 279 hp

e e — 141 bp

Abbildung 22: Nachweis des Aci I-Polymorphismus in PAC43 und PAC44.
PCR-Produkte von genomischer C3H DNA (Spur 1), genomischer C57BL/6
DNA (Spur 2), PAC43 (Spur 3), PAC44 (Spur 4) nach
restriktionsenzymatischer Spaltung mit Aci . M (L&ngenstandard: 1 kb Leiter).

Fur die Analyse der Irx3 Expression wurde RNA aus Schwanzgewebe der 11
transgenpositiven Tiere isoliert, da diese fur weitere Zuchtzwecke benotigt wur-
den und ein Vorexperiment zeigte, daf3 Irx3 in diesem Gewebe exprimiert wird
(Daten hier nicht gezeigt). Nach RT-PCR unter Verwendung der PCR-Primer Irx3-
F2 und Irx3-S1 wurde ein 510 bp groRes PCR-Produkt, vom Transgen und endo-
genem Irx3 Gen abstammend, amplifiziert. (Die Amplifizierung von kontaminie-
render genomischer DNA ware durch ein Auftreten eines ca. 900 bp groRen PCR-
Produkt erkennbar gewesen.) Nur bei Anwesenheit einer vom Transgen ab-
stammenden Irx3 Expression wird das amplifizierte 510 bp groRe PCR-Produkt
durch Aci | in zwei 369 bp und 141 bp grof3e Fragmente gespalten (siehe
Abbildung 23). In dieser Analyse wurden alle nach der Mikroinjektion transgen-
positiven Tiere im Hinblick auf die Expressionsaktivitat der Irx3 Trangene hin un-

tersucht.
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369 bp

141 bp

Abbildung 23: Nachweis der Transgenexpression mittels RT-PCR und
restriktionsenzymatischer Spaltung mit Aci I. Aus den Schwénzen
transgen-positiver Tiere (,Founder”; Nr. 81 bis 91) wurde die RNA isoliert und
durch eine RT-PCR auf Irx3 Expression hin untersucht. Die RT-Reaktion
erfolgte mit einem Oligo dT Primer, die PCR mit den Primern Irx3-F2 und -S1.
-: ohne Aci | Spaltung; +: mit Aci | Spaltung. M (Langenstandard: 1 kb Leiter).

Die Tiere mit den Nummern 81, 82, 83, 85, 86, 88 und 89 zeigten die fiir das
Transgen spezifischen 369 bp und 141 bp grol3en Fragmente, wahrend die Tiere
mit der Nummer 84, 87, 90 und 91 keine Spaltprodukte aufwiesen. Dies bedeu-
tete, dal3 nicht in allen nach der Mikroinjektion transgen-positiven Tieren eine
transgen-codierte Irx3 Expression im Schwanz erfolgte, obwohl dort normaler-
weise das endogene Irx3 exprimiert wird. Von den urspringlich 10 transgenen
Nachkommen nach der Mikroinjektion wurden drei Grindertiere (,Founder”) aus-
gewahlt, die die Grundlage fur die Linien Tg83, Tg85 und Tg89 bildeten (siehe
Tabelle 3, Seite 89), die nach Kreuzung mit heterozygoten Ft (Tg7) Mausen er-

halten wurden.

4.4.3 Irx3 als Transgen beeinflul3t nicht den heterozygoten Ft Phanotyp

Die Genotypisierung von Tieren der Linie Tg83, Tg85 und Tg89 erfolgte Uber eine
PCR-Analytik wie in Abbildung 21 beschrieben. Die Présenz der Ft Mutation

wurde ebenfalls Uber eine PCR-Analytik unter Verwendung der Primer Wt, Ft und
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Ft/Wt zur Detektion eines ca. 300 bp groRRen (Ft-Allel) bzw. 400 bp grol3en Pro-
duktes (Wildtyp-Allel) nachgewiesen. In Abbildung 24 ist eine solche Geno-

typisierung von Nachkommen der Linie Tg83 beispielhaft dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 M

; -
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Abbildung 24: PCR-Genotypisierung der F1 Generation der Linie Tg83.
Spur 1 bis 7 zeigt die Untersuchung der DNA von 7 Geschwistertieren mit
den PCR-Primern A.) Wt, Ft, und Wt/Ft; B.) pPAC4-F2 und pPAC4-B9; C.) T7-
P1/PAC und PAC44T7-Bl; D.) SP6-P1/PAC und PAC44SP6-B2. M
(Langenstandard 1 kb Leiter). Spur 4 zeigt die Genotypisierung eines
Nachkommen, der Irx3-transgen und heterozygot fur die Ft Mutation ist und
den Ft Phanotyp aufwiel3. M (Langenstandard: 1 kb Leiter).

Keiner der heterozygot fur die Ft Mutation und gleichzeitig transgenen Nachkom-
men aller drei Linien (Tg83, Tg85 und Tg89), zeigte jemals einen phénotypischen
Unterschied zu heterozygoten nicht transgenen Ft Tieren. Dies bedeutete, daf} die
Irx3-enthaltenen Transgene nicht in der Lage waren, den Ft Phanotyp hetero-

zygoter Ft Mause zu beeinflussen.

4.4.4 Der homozygote Ft Phanotyp wird nicht durch die Anwesenheit der
Irx3 Transgene PAC43 und PAC44 verandert

Der homozygote Ft Phé&notyp konnte nach entsprechenden Kreuzungen von Irx3-
transgenen heterozygoten Ft Mausen aus den drei Linien untersucht werden.

Eine Ubersicht der erhaltenen Nachkommen dieser Kreuzungen ist in Tabelle 4
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dargestellt. Die Nachkommen wurden wie oben beschrieben mit Hilfe der PCR-

Verfahren auf Anwesenheit des Transgens und der Ft Mutation hin analysiert.

Genotyp Wt Ft/+ Ft/Ft

Transgen - + - + - + S
Tg83 7 5 11 11 0 0 34
Tg85 2 3 3 2 0 0 10
Tg89 3 2 3 4 0 0 12

Tabelle 4: Anzahl der nach Kreuzung von Irx3-transgenen heterozygoten
Ft Mausen erhaltenen Genotypen.

Als Ergebnis der Kreuzungen wurden weder homozygote Ft Mause noch Irx3-
transgene und fur die Ft Mutation homozygote Ft Mause geboren (siehe Tabelle
4). Die Letalitat des homozygoten Fused toes Phanotyps konnte demnach nicht

durch ein Irx3-enthaltenes Transgen aufgehoben werden.

Die nachste offensichtliche Frage, die sich nun stellte war, ob Irx3-transgene ho-
mozygote Ft Embryonen im Gegensatz zu nicht transgenen homozygoten Ft Em-
bryonen einen Unterschied in ihrer Embryonalentwicklung zeigten. Zu diesem
Zweck wurden Embryonen verschiedener Alterstufen aus Kreuzungen Irx3-trans-
gener heterozygoter Ft Tieren aller drei Linien isoliert und die Embryonen ma-
kroskopisch miteinander verglichen. Die Genotypisierung der einzelnen Embryo-
nen erfolgte nach Praparation von embryonalem Dottersackgewebe und der oben
beschriebenen PCR-Analytik. Eine Ubersicht der erhaltenen Embryonen ist in

Tabelle 5 dargestellt.
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Alter der
Embryonen
In Tagen Genotyp Tg83 Tg85 Tg89 a
Wt 2 2 2 6
WH, tglrx3 1 1 1 3
Ft/+ 6 1 1 8
9,5 Ft/+, tglrx3 7 1 3 11
Ft/Ft 0 1 0 1
Ft/Ft, tglrx3 0 0 1 1
Anzahl Wiirfe 2 (16) 1(6) 1(7) 4 (29)
(Embryonen)
Wt 3 2 8 13
Wi, tglrx3 8 5 16 29
Ft/+ 6 11 16 33
10,5 Ft/+, tglrx3 12 9 22 43
Ft/Ft 5 6 5 16
Ft/Ft, tglrx3 4 4 17 25
Anzahl Wiirfe 5 (37) 5 (37) 10 (85) 20 (159)
(Embryonen)
Wt 1 3 0 4
W, tglrx3 0 4 3 7
Ft/+ 1 3 0 4
11,5 Ft/+, tglrx3 1 7 3 11
Ft/Ft 0 2 0 2
Ft/Ft, tglrx3 0 2 0 2
Anzahl Wiirfe 1(3) 3(20) 1(6) 5 (29)
(Embryonen)
Wt 2 nicht 1 3
WI, tglrx3 1 bestimmt 1 2
Ft/+ 3 1 4
12,5 Ft/+, tglrx3 S 2 7
Ft/Ft 0 1* 1
Ft/Ft, tglrx3 0 0 0
Anzahl Wirfe 2 (11) nicht 1(5) 3 (16)
(Embryonen) bestimmt
Wit 1 nicht 1 2
W, tgirx3 2 bestimmt 0 2
Ft/+ 2 0 2
3 Ft/+, tglrx3 6 2 8
13,5 Ft/Ft 2 0 2
Ft/Ft, tglrx3 0 0 0
Anzahl Wirfe 2 (13) nicht 1(3) 3 (16)
(Embryonen) bestimmt

* Embryo stark apoptotisch

Tabelle 5: Anzahl und Genotypen der Embryonen aus der Kreuzung Ft/+
x Ft/+, tglrx3 (36 Wirfe mit 248 Embryonen).
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Homozygote Ft Embryonen zeichnen sich durch eine Reihe von phanotypischen
Veranderungen aus, die zusatzlich untereinander auch noch eine Variabilitat auf-
weisen. In Abbildung 25 sind zur Verdeutlichung drei 10,5 Tage alte und aus ei-
nem Wurf stammende Ft/Ft Embryonen dargestellt. Obwohl alle drei Embryonen
den gleichen Genotyp besitzen und gleich alt sind, sind allein schon hinsichtlich
der Ausbildung der Kopfregion und des Herzens starke Unterschiede festzu-
stellen. Um herauszufinden ob transgene Ft/Ft Embryonen einen Unterschied zu
nicht transgenen Embryonen aufweisen, muf3ten deshalb eine groRere Anzahl
von Embryonen miteinander verglichen werden, um vor dem Hintergrund der

Variabilitdt der Ft Mutation zusatzliche Veranderungen nachweisen zu kdonnen.

Abbildung 25: Phanotyp homozygoter Ft Embryonen. Die am Tag 10,5
p.c. isolierten Embryonen stammen aus einem Wurf und zeigen deutlich die
Variabilitat des Ft/Ft Phanotyps.

Bis zu dem Zeitpunkt von 10,5 Tagen kénnen die meisten homozygoten Ft Em-
bryonen uberleben (siehe 2.1.1). Aul3erdem ist die Embryonalentwicklung bis zur
frihen Organogenese so weit fortgeschritten, dald spezifische Strukturen wie z.B.
Gehirn und Herz gut erkennbar sind. Daher wurden aus insgesamt 20 Wiurfen
aller drei Linien 159 10,5 Tage alte Embryonen isoliert und genotypisiert (siehe

Tabelle 5).
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16 nicht transgene homozygote Ft Embryonen und 25 Irx3-transgene homozygote
Ft Embryonen konnten miteinander verglichen werden, wobei folgende
gemeinsame phanotypische Merkmale beobachtet werden konnten:

Ein beeintrachtigtes GroRenwachstum im Vergleich zu Wt und Ft/+

Embryonen.

Einteilung in Prosencephalon und Mesencephalon nicht klar erkennbbar.

Ein entweder stark deformierter oder vergrol3erter, teilweise ballonartig
aufgeblahter Vorderhirnbereich (Prosencephalon).

Bei vorliegender Vergrol3erung des Vorderhirnbereichs keine sichtbare
Einteilung in rechte und linke Hirnhélfte

Bei Deformation des Vorderhinbereichs zuséatzliches Auftreten einer
asymmetrischen Kopfform

Keine oder nur einseitige Ausbildung der Augenanlage
VergroRerung des Herzpericard

Zusammenfassend zeigte der Vergleich transgener und nicht transgener 10,5
Tage alter homozygoter Ft Embryonen entsprechend der oben angegebenen

Kriterien keine offensichtlichen Unterschiede.

Aus insgesamt 6 Wurfen mit 32 Embryonen, die alter als 11.5 Tage waren, konn-
ten keine Irx3-transgenen, sondern nur 3 stark apoptotische homozygote Ft Em-
bryonen erhalten werden. Die Isolierung dieser alteren Embryonalstadien (11,5
bis Gber 13,5 Tage) konnte damit keine Verlangerung der Uberlebenszeit von
homozygoten Ft Embryonen als Folge der Transgenintegration nachweisen. Dies
bedeutet, das unter makroskopischen Gesichtspunkten betrachtet, homozygote
Ft Embryonen den gleichen Phanotyp wie Irx3-transgene homozygote Ft
Embryonen zeigen und somit die Irx3-enthaltenen Transgenkonstrukte nicht in
der Lage sind, den durch die Ft Mutation hervorgerufenen Phanotyp zu

beeinflussen.

4.45 Nachweis der transgenen Irx3 Expression in homozygoten Ft

Embryonen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, daf} die Prasenz der Irx3 Transgene keinen
offensichtlichen Einflu3 auf den Ft Phanotyp hatte. Die bisher durchgeflhrten

Analysen lieRen jedoch keine Aussage Uber die Expression als Folge der In-
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tegration der Transgene PAC43 und PAC44 zu. Deshalb wurden Experimente
durchgefiuhrt, die zum einen klaren sollten, ob eine Irx3 Transgen Expression in
den Mé&ausen nachweisbar ist und ob diese vergleichbar mit der Expression des
endogenen Irx3 ist. Ein experimenteller Ansatz zum Nachweis der Expression
des Trangens war die in situ Hybridisierung ganzer Embryonen (,Whole mount” in
situ Hybridisierung) unter Verwendung der Irx3-Sequenz als Sonde. Der Vortell
dieser Methode gegeniiber der RT-PCR ist, dal’3 die Expression eines Gens im
gesamten Organismus untersucht wird und so alle Strukturen, die das zu

untersuchende Gen exprimieren, sichtbar gemacht werden konnen.

In Wildtyp-Embryonen wird Irx3 am Tag 10,5 in folgenden Strukturen exprimiert
(Bosse, 1997):
entlang der anterioren-posterioren Achse des gesamten zentralen
Nervensystems mit einem rostralem Limit im Diencephalon (Hypothalamus)

im gesamten Neuroepithelium der Ohrenanlage (otic vesicle) und dem
umgebenden kondensierenden Mesenchym

in den ersten und zweiten Kiemenbogen

in den Augenanlagen (optic vesicle) umgebenden Kopfmesenchym mit
Ausdehnung in Richtung Nasengrube (siehe Abbildung 26, A und C)

im Notochord und in geringem Ausmalf auch in den Somiten
im lateralen Plattenmesoderm

in den sich entwickelnden Vorder- und Hinterextremitaten, wobei ein
Expressionsgradient entlang der dorsoventralen und proximodistalen Achse zu
finden ist, mit einem Maximum im proximodorsalen Ubergang der
Extremitatenknospe (siehe Abbildung 26, B und C)

In Abbildung 26 C auf Seite 99 ist eine schematische Zusammenfassung aller
Expressionsdoméanen von Irx3 am Tag 10 der Embryonalentwicklung dargestellt
(nach (Bosse, 1997)). Um eine Aussage uber die Expression des Transgens ma-
chen zu kdnnen, konnten jedoch nur homozygote Ft Embryonen verwendet wer-
den, da bei dieser Methode nicht zwischen der transgenen und endogenen Irx3
Expression unterschieden werden konnte. Da in homozygoten Ft Embryonen
keine endogene Irx3 Expression nachweisbar sein kann, kdnnen positive Signale
ausschlieB3lich auf die Expression des Transgens zurickgefiihrt werden. Die in
situ Hybridisierungen wurden mit einer 710 bp langen, aus dem 3’ Bereich des

Irx3 Gens stammenden RNA-Sonde durchgefihrt.
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Tg89
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Abbildung 26 ,Whole mount” in situ Hybridisierung von 10,5 Tage alten
Embryonen unter Verwendung einer Irx3-spezifischen Sonde. A.)) Wit
Embryo; B.)Wt Embryo, vergrof3erte Ansicht der Region der hinteren
Extremitaten; C.) Schematische Darstellung der Irx3 Expression am Tag 10
(nach (Bosse , 1997)); D.) und E.) Irx3-transgene homozygote Ft Embryonen
der Linie Tg83; dorsale Ansicht (D); laterale Ansicht (E); F.) und G.) Irx3-
transgene homozygote Ft Embryonen der Linie Tg85; laterale Ansicht (F);
dorsale Ansicht (G); H.) und 1.) Irx3-transgene homozygote Ft Embryonen der
Linie Tg89; laterale Ansicht (H); vergrol3erte Ansicht der Region der hinteren
Extremitaten (1).

10,5 Tage alte transgene homozygote Ft Embryonen der Linie Tg83, die als
Transgen PAC44 (siehe Abbildung 21 auf Seite 89) trugen, wiesen eine starke
Expressionsdomane in den sich entwickelnden Extremitaten auf (siehe Abbildung
26, D und E). Im Gegensatz zum Wildtyp (siehe Abbildung 26, B) ist jedoch die
gesamte Extremitatenknospe geféarbt, wobei der anteriore Teil im Vergleich zum
posterioren Bereich eine etwas starkere Expression aufweist. Zusatzlich konnte
noch eine schwache Irx3 Expression im Rumpf bis hin zur Schwanzspitze be-
obachtet werden, die wahrscheinlich zum Notochord gez&ahlt werden kann (siehe
Abbildung 26, E). AuRerdem konnten eine sehr schwache Expressionsdoméne in
der Region des Rhombencephalons (siehe Abbildung 26, D) und in den Kiemen-
bogen (siehe Abbildung 26, E) detektiert werden. Alle anderen Strukturen, die
normalerweise eine Irx3 Expression aufweisen, wie z. B. die Ohrenanlagen, das
laterale Plattenmesoderm und die Kopfregion, zeigten keine Expression
(vergleiche Abbildung 26, C mit D und E).

Embryonen der Linien Tg85 und Tg89, welche beide das Transgen PACA43 (siehe
Abbildung 21 auf Seite 89) trugen, zeigten im Gegensatz zu Embryonen der Linie
Tg83 im gesamten Neuralrohr ausgehend vom Kopf bis hin zur Schwanzregion
eine starke Irx3 Expression(siehe Abbildung 26 F bis I). Die caudale Expression
reichte jedoch nur bis in den Bereich des Rhombencephalons (siehe Abbildung
26 G und H) und nicht wie fir den Wildtyp beschrieben tber das Mesencephalon
hinaus in das Diencephalon hinein. Von der Signalstarke her schien jedoch die
Expression im Neuralrohr dem der Wildtypexpression zu entsprechen. Eine Ex-
pression im Notochord, konnte bei dieser makroskopischen Betrachtung nicht

detektiert werden.
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Wahrend Embryonen der Linie Tg89 eine, allerdings nicht mit der Expression der
Linie Tg83 bzw. des Wildtyps Ubereinstimmende, Expression in den Vorder- und
Hinterextremitaten aufwiesen (siehe Abbildung 26 1), konnte in der Linie Tg85
keine Expression in den Extremitaten (siehe Abbildung 26 G) festgestellt werden.
Die Linie Tg89 zeigte aufRerdem noch sowohl in den Kiemenbdgen (siehe
Abbildung 26 H) als auch in den Somiten (siehe Abbildung 26 1) eine sehr
schwache Expression. Homozygote Ft Embryonen der Linie Tg85, in denen die
Kopfregion stark deformiert war, wiesen zuséatzlich in einem im Wildtyp dem Pro-
sencephalon entsprechenden Bereich, eine Irx3 Expressionsdoméane auf (siehe
Abbildung 26 F).

In den Irx3-transgenen homozygoten Ft Embryonen aller drei Linien konnten
keine weiteren vom Wildtyp her bekannten Expressionsdomanen detektiert wer-
den. Zusammengefasst zeigten die Resultate der in situ Hybridisierungen von
Irx3 auf transgenen homozygoten Ft Embryonen, dal® die Transgene PAC43 und
PAC44 zwar in der Lage waren eine Irx3 Expression zu bewirken, diese jedoch
nicht mit der Expression im Wildtyp vergleichbar ist. Die unterschiedlichen Ex-
pressionsmuster, die in den Extremitdten und im Neuralrohr der PAC44- und
PACA43-transgenen Linien beobachtet wurden, kénnten ein Resultat der verschie-
denen, das Irx3 Gen flankierenden genomischen Sequenzen in den Transgenen
darstellen. In der Linie Tg83, in die PAC44 als Transgen integriert wurde, ist der
genomische Bereich am 5’ Ende des Irx3 Genes im Vergleich zu den Linien Tg85
und Tg89, die mit PAC43 als Transgen hergestellt wurden, etwa 25 kb kirzer.
Gegen diese Hypothese spricht allerdings die unterschiedliche in den Extremita-
ten der Linien Tg85 und Tg89 beobachtete Expression. Es ist somit keine ein-
deutige Korrelation zwischen dem als Transgen verwendeten genomischen Frag-

ment und dem resultierenden Expressionsmustern zu erkennnen.

4.4.6 Sonic hedgehog (Shh) Expression in Irx3-transgenen und nicht

transgenen homozygoten Ft Embryonen

Eine weitere Mdglichkeit die durch die Transgenexpression potentiell verursach-
ten molekulare Verédnderungen in Ft/Ft Embryonen zu identifizieren, stellt die

Durchfuhrung einer in situ Hybridisierung mit molekularen Markern dar, die be-
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dingt durch die Ft Mutation eine Veranderung in ihren Expressionsmustern auf-
weisen konnten. Es ist bekannt, daf? in 10,5 Tage alten Wildtypembryonen Shh
unter anderem im Notochord und in der daruberliegenden Bodenplatte des
Neuralrohrs exprimiert wird (Yamada, 1993). Entsprechend konnte eine Shh
(Echelard, 1993) Expression mit Hilfe der ,Whole mount® in situ Hybridisierung in
Wildtypembryonen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 27 A und B). Bei 10,5
Tage alten homozygoten Ft Embryonen hingegen kann man erkennen, daf in der
anterioren Halfte des Embryos in unregelmafligen Abstanden die Expression in
der Bodenplatte zu fehlen scheint (siehe Abbildung 27 C und D). In einigen Be-
reichen fehlt zusatzlich sogar die Expression im Notochord (siehe Abbildung 27
D). Diese Beobachtungen wurden bei der Betrachtung von ganzen Embryonen
gemacht, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch nicht mit histologischen
Arbeitsmethoden weiter charakterisiert werden konnten. Die Anfertigung von
Vibratomschnitten der gefarbten Embryonen kdonnte daher noch eine genauere

Analyse der Strukturen erméglichen.

Unterstitzt wird die Beobachtung, daf3 in einigen Bereichen die Bodenplatte des
Neuralrohres fehlt und deshalb keine Shh Expression zu detektieren ist, von
Analysen, die im Labor von T. Jessell (Center for Neurobiology and Behaviour,
Columbia University, New York, U.S.A.) durchgefiihrt wurden. Mit Hilfe von
immunhistologischen Untersuchungen an Gewebeschnitten konnte gezeigt wer-
den, dal3 in bestimmten Regionen von Ft/Ft Embryonen ein Fehlen der Boden-
platte vorlag (James Briscoe, personliche Mitteilung). Ein weiteres auffalliges
Merkmal, das jedoch nur fur einen einzigen Fall gezeigt werden konnte, war die
Aufgabelung der Shh exprimierenden Doméne in der Schwanzregion, (siehe
Abbildung 27 E).
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Abbildung 27: ,Whole mount” in situ Hybridisierung von 10,5 Tage alten
Embryonen unter Verwendung einer Shh-spezifischen Sonde. A.) und B.)
Wt Embryonen; C.) und D.) Ft/Ft Embryonen mit stark deformierter
Kopfregion (C) und vergroRerter Vorderhirnregion (D); E.) Vergroferte
Ansicht der Schwanzregion eines Ft/Ft Embryos; F.) und G.) Irx3-transgene
Ft/Ft Embryonen der Linien Tg85 (F) und Tg89 (G); Rote Pfeile markieren
Regionen in denen eine veranderte Shh Expression zu sehen ist.
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Um die Frage zu klaren, ob die transgene Irx3 Expression einen Einflul3 auf das
Expressionsmuster von Shh hat, wurden ebenfalls in situ Hybridisierungen unter
Verwendung einer RNA-Sonde von Shh auf Irx3-transgenen Ft/Ft Embryonen
durchgefuhrt. Wenn namlich eine fehlende Irx3 Expression die Ursache fur die
regionale Abwesenheit einer Bodenplatte im Neuralrohr wére, sollten die Irx3-ent-
haltenen Transgene den urspringlichen Phanotyp wieder herstellen, da in den
transgenen Linien Tg85 und Tg89 eine signifikante transgene Irx3 Expression im
Neuralrohr nachgewiesen werden konnte. Die in situ Hybridisierung von Irx3-
transgenen Ft/Ft Embryonen mit Shh zeigte jedoch keinen Unterschied im Ver-
gleich mit nicht transgenen Ft/Ft Embryonen. Die unterbrochene Shh Expression
im Bereich des Neuralrohrs und des Notochords konnte auch hier beobachtet
werden. Die Expression von transgenem Irx3 hat somit keinen Einflul3 auf die ver-
anderte Expressionsdoméne von Shh und auf die fehlende Ausbildung einer

Bodenplatte im Neuralrohr von Ft/Ft Embryonen.

4.5 Neue Aspekte zum Phénotyp der Fused toes Mutante

Obwohl im Rahmen dieser Doktorarbeit keine histologische Untersuchungen zum
Fused toes Phanotyps vorgesehen waren, wurden einige neue Erkenntnisse hin-
sichtlich des homozygoten Ft Phanotyps erhalten. Durch die Verpaarung von Irx3-
transgenen C3HXC57BL/6 Mausen mit heterozygoten Ft Mausen gelangte die Ft
Mutation, die normalerweise in einem reinen C57BL/6-Hintergrund gehalten wird,
in ein gemischtes Genom von C3H und C57BL/6 Mausen. Als Ergebnis konnte
zunachst ein etwa 14 bis 15 Tage alter homozygoter Ft Embryo isoliert werden,
der bis zu diesem Zeitpunkt das alteste Stadium, das bisher flr einen Ft/Ft
Embryo erreicht wurde, repréasentiert. Ein auffalliges Merkmal bei diesem Embryo
war eine zuséatzliche Gewebestruktur an der anterioren Seite der hinteren
Extremitat, die wie ein zusatzlich ausgebildeter Finger gestaltet war. Um
herauszufinden, ob es sich hierbei tatsadchlich um einen zusatzlichen Finger
handelte, wurde eine Knorpelfarbung des Embryos durchgefiihrt (siehe Abbildung
28, Seite 105).
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Nach der Farbung zeigte sich, dal3 in der hinteren Extremitéat finf Kondensations-
regionen zu sehen waren (siehe Abbildung 28 A), jedoch keine in der
zusatzlichen anterioren Struktur. Es ist daher fraglich, ob diese bei einer
Weiterentwicklung des Embryos tatséachlich zu einem Finger ausgebildet werden
wuirde. Bei Betrachtung der vorderen Extremitaten fiel auf, dald mehr als flnf
Kondensationsregionen vorhanden waren (siehe Abbildung 28 B). Insgesamt
konnten dort neun solcher linienartigen Bereiche identifiziert werden. Bei
seitlicher Betrachtung wurde deutlich, dal’ sich die Kondensationsbereiche auf
zwei Ebenen aufteilten, vergleichbar mit einer Duplikation aller flnf
Kondensationsregionen in dorso-ventraler Richtung (siehe Abbildung 28 C). Da
beide Ebenen zueinander versetzt liegen konnten bei dorsaler Betrachtung
trotzdem die einzelnen Linien der Kondensation identifiziert werden. Somit konnte
als Folge der Kreuzung der Ft Mutation in den C3H-Hintergrund ein homozygoter
Ft Embryo isoliert werden, der die Analyse der phanotypischen Veranderungen
der Extremitdten im homozygoten Zustand der Mutation in einem weit

fortgeschrittenen Entwicklungsstadium ermdglichte.

Es ist bekannt, dal3 der genetische Hintergrund einen Einflu auf die
phanotypische Auspragung einer Mutation haben kann (Miklos, 1996).
Entsprechende Kreuzungsexperimente von heterozygoten Ft und NMRI-ab-
stammenden Mausen, die in unserer Arbeitsgruppe durch Dr. J. Heymer
durchgefuhrt wurden, zeigten, dal? homozygote Ft Embryonen bis max. 13,5 Tage
p. ¢ und damit wesentlich langer Uberlebten als Ft/Ft Embryonen mit einem
reinen C57BL/6-Hintergrund, die im Mittel am Tag 10,5 p.c. sterben (Heymer,
personliche Mitteilung). Da diese Ergebnisse nicht von unmittelbarer Relevanz fur
die vorliegende Dissertationsarbeit sind wurde auf eine weiterfuhrende

Diskussion dieser Daten im Diskussionsteil dieser Arbeit verzichtet.
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A
distal
anterior posterior
proximal
B
posterior
proximal distal
anterior
C
ventral
proximal distal
dorsal

Abbildung 28: Knochen- und Knorpelfarbung der Extremitaten eines 14
bis 15 Tage alten Ft/Ft Embryos mit C3HxC57BL/6 Hintergrund. A.)
Ventrale Ansicht der linken Vorder- (links) und Hinterextremitat (rechts).
Aufallig ist die zusatzliche Gewebestruktur an der anterior zugewandten Seite
der Hinterextremitat. Dorsale (B) und posteriore (C) Ansicht der linken
Vorderextremitat mit  durch die Farbung sichtbar gewordenen
Knochenkondensationen. In B ist deutlich eine Vervielfaltigung der Regionen
der Kondensation zu erkennen, die bei seitlicher Betrachtung der Extremitat
(C) in zwei verschiedenen Ebenen zu liegen scheinen.
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5 Diskussion

5.1 Kartierung des Fused toes Lokus

In der vorliegenden Arbeit sollte das Ausmald der durch die Transgenintegration

verursachten Deletion am Ft Lokus analysiert werden.

Um eine erste Abschatzung der GroRRe der Ausdehnung der Deletion vornehmen
zu konnen wurde eine Kopplungsanalyse durchgefiihrt. Dies stellt ein gangiges
Vorgehen zur groben Kartierung von Loci dar und wurde z.B. fir die Loci der
Mausmutationen small eye (sey) (van der Meer-de Jong, 1990), Ulnaless
(Peichel, 1996) oder nude (Segre, 1995) beschrieben. Mit Hilfe bereits bekannter
genetischer Marker, die auf Chromosom 8 lokalisiert sind, konnte die Ft Mutation
zwischen den MIT Markern D8MIT109 und D8MIT110 Kkartiert werden. Die
Analyse einer Reihe von benachbarten Markern in dieser Region zeigte jedoch,
dal3 keiner von der Mutation betroffen, d.h. deletiert wurde (siehe 4.1). Die
Auflosung der genetischen Karte war somit fur eine prazisere Lokalisierung der Ft
Mutation nicht hinreichend. Aus dem Kartierungsergebnis konnte somit nur
geschlossen werden, daf? die Ft Mutation einen weniger als 1 cM umfassenden
Bereich abdeckt. Allerdings kann dieses Ergebnis dazu verwendet werden eine
grobe Abschatzung Uber die physikalische GroRR3e der Ft Mutation zu machen. In
einer genetischen Karte werden die Abstande der Marker durch die Haufigkeit an
Rekombinationsereignissen dargestellt. Die Einheit Centi-Morgan gibt dabei an,
wie haufig ein Rekombinationsereignis zwischen zwei Loci stattfindet.
Rekombinationsereignisse sind zwar nicht direkt an eine physikalische Grol3e
(Anzahl der Basenpaare) gebunden, jedoch kann ein Durchschnittswert der
Rekombinationsereignisse bezogen auf das gesamte Genom der Maus gebildet
werden, wobei 0,2 cM etwa 400 kb entsprechen (Dietrich, 1996). Ubertragt man
diesen Wert auf das Ergebnis der Kartierung, so konnte die Ft Mutation auf nicht
groRBer als 2 Mb abgeschéatzt werden, was gut mit den Daten der nachfolgend

durchgefihrter physikalischen Kartierung des Ft Lokus Ubereinstimmt (s.u.)
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Um eine genauere Bestimmung der physikalischen Gré3e der Deletion durchfiih-
ren zu konnen und die Grundvorraussetzungen zu schaffen, die am Ft Lokus
lokalisierten Gene zu identifizieren und damit die molekulare Ursache der Ft
Mutation aufzuklaren, waren ,Chromosome Walking“-Experimente notwendig.
Das ,Chromosome Walking“ stellt einen systematischen Ansatz dar, der fir
vergleichbare  Fragestellungen  bereits erfolgreich  eingesetzt  wurde.
Beispielsweise konnte mit Hilfe dieser Technik der Lokus fur die Mausmutation
inv (inversion of embryonic turning), die ebenfalls eine durch insertionelle
Mutagenese entstandene Deletion aufweist, kartiert werden (Mochizuki, 1998).
Prinzipiell kann dabei natirlich nicht ausgeschlossen werden, daf} ein nicht
klonierbarer DNA-Bereich die Fortsetzung des ,Chromosome Walking“ stark

verzogern bzw. jederzeit verhindern kann.

Aufgrund der in der Einleitung dargestellten spezifischen Vor- und Nachteile ver-
schiedener DNA-Bibliotheken, wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich P1, BAC
und PAC DNA-Bibliotheken fur die ,Chromosome Walking“-Experimente verwen-
det. Aulerdem zeigen viele Beispiele in der Literatur, dal3 diese DNA-Biblio-
theken auch fir die erfolgreiche Kartierung gréfl3erer genomischer Regionen ein-
gesetzt werden konnten, wie z.B. der Erstellung eines 3,5 Mb grof3en Contigs auf
dem humanen Chromosom 21 (Hubert, 1997) oder der Kartierung des nude
Lokus, der eine 370 kb grof3e Region umfasst (Segre, 1995). Die in dieser Arbeit
isolierten genomischen P1-Klone hatten eine durchschnittliche Insertionsgréf3e
von etwa 85 kb, die der BAC-Klone ca. 160 kb und die der PAC-Klone etwa 140
kb (siehe 4.2.2), was gut mit den in der Literatur angegebenen Daten ulberein-
stimmt (siehe Einleitung). Die in den P1-, BAC bzw. PAC-Klonen enthaltene ge-
nomische DNA ist, im Vergleich zu in YAC klonierter genomischer DNA, in den
seltensten Fallen chimér und wesentlich stabiler gegentber Restrukturierungs-
vorgangen (Sternberg, 1994); (Woo, 1994). Diese Eigenschaften sind eine wich-
tige Vorraussetzung fur die erfolgreiche Durchfihrung der ,Chromosome
Walking“-Experimente, da bei Verwendung eines chimaren Klons, d.h. einem
Klon mit DNA Fragmenten aus unterschiedlichen Bereichen des Genoms, nicht
mehr gewahrleistet ist, daf} die klonierte DNA vom gleichen Chromosom stammt.

Auf diese Problematik wird im Verlauf dieser Diskussion noch naher
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eingegangen. Obwohl in dieser Arbeit nicht alle Klone auf Chimeritat hin
untersucht wurden, wurden bei keinem der insgesamt 52 isolierten genomischen
Klone derartige Ereignisse registriert. Desweiteren wurden Kkeinerlei
Klonistabilitaten, die sich z.B. durch Deletionen in den Kloninsertionen bemerkbar
machen wurden beobachtet. Entsprechend konnte eine durch die genomischen
Klone zuvor abgeschatzte GrofRe von Not | Fragmenten mit Hilfe der PFGE auf

genomischer DNA bestétigt werden (siehe 4.2.2.6).

Die Isolierung terminal gelegener Sonden hat sich als der zeitaufwendigste
Schritt bei den ,Chromosome Walking“-Experimenten herausgestellt. Da zu
Beginn der vorliegenden Arbeit nicht mit Sicherheit klar war, welches Ausmal? die
in der Ft Mutation deletierte Region besitzt und wieviele einzelne ,Walking*-
Schritte demnach durchgefiihrt werden muf3ten, wurden verschiedene Methoden
zur Isolierung von Sonden auf ihre Funktionalitdt und Effizienz hin getestet.
Verschiedene Methoden wurden speziell fur diese Fragestellung entwickelt
(Ubersicht siehe (Silverman, 1993)). Da die Erfolgsaussichten der einzelnen
Methoden nicht vorhersagbar waren, wurden die verschiedenen Verfahren

parallel ausgefuhrt.

Eine der verwendeten Methoden war das ,Plasmid Rescue” (Burke, 1991), bei
dem der zu untersuchende Klon mit einem Restriktionsenzym gespalten und
durch eine anschlieRend Religation des Vektors die terminalen Fragmente zu-
sammengefihrt werden. Auf diese Weise wurden 3 von insgesamt 44 Sonden
isoliert (siehe 4.2.1). Der Nachteil dieser Methode ist, daf’3 hierfir nur wenige
Restriktionsenzyme verwendet werden konnen, da diese keine Erkennungs-
sequenz im Vektor aufweisen dirfen. Aul3erdem kdnnen als Ergebnis relativ
gro3e Sonden erhalten werden, die als Konsequenz mit entsprechender erhdhter

Wahrscheinlichkeit gré3ere, relative repetitive Anteile beinhalten kénnen.

Eine weitere Methode zur Sondenisolierung ist die ,shotgun“-Subklonierung aller
nach einer Restriktionsspaltung erhaltenen Fragmente eines genomischen Klons.
Daran anschlielend mul3 jedoch eine Koloniehybridisierung mit einer vektorspe-
zifischen Sonde durchgefuhrt werden, um so die klonierten Fragmente aus dem

terminal gelegenen Bereich identifizieren zu kdnnen. Mit dieser vergleichsweise
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zeitaufwendigen Methode wurden insgesamt nur 5 Sonden aus den

genomischen Klonen isoliert (siehe 4.2.2.5).

Vergleichsweise schneller hatte ein PCR-basiertes Verfahren zum Erfolg gefuhrt.
Bei der Suppressions-PCR werden gezielt terminal gelegene Fragmente mit Hilfe
von speziellen Adaptoren amplifiziert (siehe 4.2.1, (Siebert, 1995)). Der Vorteil
dieser Methode ist, da3 nur eine relativ geringe Menge an P1, BAC oder PAC
Plasmid-DNA benétigt wird und gunstigenfalls innerhalb eines Tages ein PCR-
Produkt erhalten werden kann, das sofort als Sonde einsetzbar ist. In der Regel
wurden diese PCR-Produkte jedoch noch sequenziert um bereits im Vorfeld
repetitive Sequenzen ausschlieBen zu koénnen. Im Vergleich zu den vorher
beschriebenen Methoden wurde ein erheblich gréRerer Anteil der isolierten
Sonden, d.h. 11 von 44 (25%) insgesamt isolierten Sonden, in relativ kurzer Zeit
identifiziert (siehe 4.2.2.5).

Die einfachste Methode zu einer terminalen Sonde zu gelangen, war jedoch die
direkte Ansequenzierung der genomischen Klone. Unter Verwendung der
erhaltenen Sequenz wurden Primerpaare ausgewahlt, die zum einen fur die
Amplifizierung einer Sonde verwendet und zum anderen in einer PCR-Analyse fur
den Deletionsnachweis eingesetzt werden konnten. Die erhaltenen Ergebnisse
muften jedoch immer durch eine Southern Blot Analyse nachtréglich verifiziert
werden, um unspezifische Amplifizierungsprodukte ausschlielen zu kénnen. Ver-
gleichsweise nachteilig an dem Sequenzierungsverfahren ist der groRere Bedarf
an zu isolierender Plasmid-DNA. Ferner zeigte es sich, dal3 die Erfolgsaussichten
dieses Ansatzes im Vorfeld nicht abgeschéatzt werden konnen, da selbst speziali-
sierte Sequenzierungslabore nicht jede Klonsequenzierung erfolgreich ausfiihren
konnten. Die Grunde hierfur sind derzeit nicht klar. Mit 16 von insgesamt 44
Sonden (36%) stellten die durch direkte Sequenzierung erhaltenen Sonden den
grofdten Anteil dar (siehe 4.2.2.5). Als das effizienteste Vorgehen stellte sich die
parallele Durchfiihrung von direkter Sequenzierung der genomischen Klone und
der lIsolierung terminaler Fragmente mit Hilfe der Suppressions-PCR dar. Auf

diese Weise wurden 61% der insgesamt identifizierten Sonden isoliert.
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Durch die begleitend zu den Isolierungen terminaler Sonden durchgefiihrte Iden-
tifizierung der am Fused toes Lokus lokalisierten Gene konnte das ,Chromosome
Walking“ zusatzlich beschleunigt werden. Zum einen eigneten sich die aus den
Genen isolierten Sonden sehr gut fur die Hybridisierungen zur Identifizierung von
Klonen aus den genomischen Bibliotheken, da sie wenig repetitive Anteile ent-
hielten. Zum anderen konnten mit den Gensequenzen zum Teil gro3ere genomi-
sche Regionen in einem Schritt Gberwunden werden. So konnte z. B. mit der
cDNA-Sequenz von Fto Uber 300 kb an genomischer DNA abgedeckt werden
(siehe Abbildung 11). Um die Kontinuitat des Contigs aufrechtzuerhalten, muf3ten
in solchen Féllen trotzdem, wie oben beschrieben, terminale Sonden aus den
einzelnen genomischen Klonen isoliert werden, um die Uberlappung der Klone

nachweisen zu kénnen.

Eine der zentralen Fragen, die sich nach jeder Isolierung neuer genomischer
Klone stellte war, ob die in der Ft Mutation deletierte Region durch den bis dahin
isolierten Contig abgedeckt war, oder ob ein weiterer ,Walking“-Schritt durch-
gefuhrt werden muf3te. Deshalb mufite der Status einer jeden terminalen Sonde
im Bezug zur Ft Mutation mit Hilfe von Southern Blot Analysen ermittelt werden.
Dabei zeigte ein Ausbleiben eines Hybridisierungssignals auf homozygoter Ft
DNA an, dal3 die Deletion tUber diesen klonierten Bereich hinaus ging und weitere

Uberlappende Klone isoliert werden mulf3ten.

Wie bereits erwéhnt, zeigte ein positives Hybridisierungssignal auf homozygoter
Ft DNA, dal3 die verwendete Sonde aus einem nicht mehr in der Ft Mutation dele-
tierten DNA Bereich stammen muf3te. Ein derartiges positives Ergebnis wurde mit
einer terminalen Sonde (Sonde 47) aus dem genomischen Klon PAC93 erhalten
(siehe Abbildung 9). Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, wird die Moglichkeit,
dal3 ein genomischer Klon chimér ist, d.h. DNA-Fragmente aus verschiedenen
genomischen Regionen enthalt, in der Literatur mit ca. 5% angegeben. Ent-
sprechen kann die Mdglichkeit, daR PAC93 einen chimaren Klon reprasentiert
und damit das erhaltene positive Hybridisierungssignal auf homozygoter Ft DNA
auf eine nicht vom Ft Lokus abstammende Sonde zuriickzufuhren sei, nicht

grundsatzlich ausgeschlossen werden. Im Widerspruch zu dieser Interpretation
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der Daten zeigen weitere terminale Sonden (Sonde 44 und 45, siehe Abbildung
11), aus den mit PAC93 einen Cluster bildenden Klonen (PAC94, PAC96, siehe
Abbildung 11), ebenfalls positive Hybridisierungssignale auf homozygoter Ft DNA
(siehe Abbildung 10). Somit erscheint es als ausgesprochen unwahrscheinlich,
dal’ gleichzeitig drei genomische Klone aus der gleichen DNA Region chiméar
sind. Dies gilt insbesondere wenn man bertcksichtigt, dal Chimarisierungen in
der Regel als Zufallsereignisse aus der Koligation von DNA-Insertionen in vitro
oder durch Rekombinationen zwischen zwei DNA-Molekilen, die in dieselbe
Bakterienzelle eingefiihrt wurden, resultieren (Meese, 1995). Geht man demnach
von statistisch unabhangigen Ereignissen aus, so laf3t sich unter Verwendung der
oben beschriebenen Chimaérisierungsraten von ca. 5% fir PAC-Klone eine Wahr-
scheinlichkeit von (0,05)° = 1,25 % fiir das gleichzeitige Auftreten von 3 chimaren
PAC-Klonen berechnen. Desweiteren wurden Kontrollhybridisierungen durch-
gefuhrt, die den Genotyp der in den Southern Blot Analysen verwendeten geno-
mischen DNA eindeutigen determinierten (siehe Abbildung 10), so dal3 ein er-
haltenes Hybridisierungssignal aufgrund genotypisch nicht korrekt zugeordneter

genomischer DNA ausgeschlossen werden konnte.

Ein weiteres Experiment, welches die vorliegenden Ergebnisse unterstitzen
wurde, ware der Nachweis eines fiur die Ft Mutation spezifischen Restriktions-
fragmentlangenpolymorphismus unter Verwendung von Sonden, die aul3erhalb
der durch die Ft Mutation deletierten Region liegen. Dieses Experiment konnte

aus zeitlichen Griinden in dieser Arbeit nicht zu Ende gefuhrt werden.

Zusammengefalit zeigen die durchgefuhrten Experimente mit hoher Wahrschein-
lichkeit, dal3 mit insgesamt 52 zusammenhangenden genomischen Klonen aus
P1, PAC und BAC DNA-Bibliotheken, die insgesamt etwa einen 1,6 Mb grol3en
Bereich genomischer DNA Uberspannen, die gesamte aus der Ft Mutation resul-
tierende deletierte DNA-Region abgedeckt werden konnte. Der Gberwiegende Teil
der Deletionen, die in der Literatur als Resultat einer insertionellen Mutagenese
beschrieben wurden, weist Deletionen in der Gr6Renordnung von wenigen Kilo-
basen auf, wie z.B. die Mutation Hb58, mit einer genomischen Deletion von nur 2
bis 3 kb GroRRe (Radice, 1991); (Lee, 1992) oder die transgene Linie CAT40

(Karls, 1992), bei der eine 80 kb grof3e genomische Deletion als Folge der Inte-
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gration des CAT (Chloramphenicol-Acetyl-Transferase) Gens erfolgte. Die Ft
Mutation stellt damit ein vergleichsweise seltenes Beispiel fir eine ungewdhnlich
gro3e durch insertionelle Mutagenese entstandene Deletion genomischer DNA

dar.

5.2 Genidentifizierung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die ldentifizierung am Fused toes Lokus lokali-
sierter Gene. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, gibt es eine Reihe von
Methoden um Gene in genomischen Fragmenten zu identifizieren, dazu zéahlt z.B.
die ,cDNA Selection“-Technik. Obwohl sich in der Literatur viele Beispiele fur
Gene, die mit Hilfe der ,cDNA Selection“-Technik identifiziert und kloniert werden
konnten, wiederfinden (siehe z.B. (Zhao, 1997); (Guimera, 1997); (Akiyama,
1997); (Goldwurm, 1997); (Trachtulec, 1997)), konnte in dieser Arbeit mit dieser
Methode innerhalb des genomischen Klons MB2 kein Gen identifiziert werden.
Die Verwendung der in der Einleitung beschriebenen ,Exon Trapping“-Technik in
dieser Arbeit war dagegen auch im direkten Vergleich erfolgreicher. Diese Tech-
nik wurde bereits fur vergleichbare Fragestellungen erfolgreich eingesetzt. So
fuhrte diese Methode z.B. zu der Identifizierung des hairless Gens, das fur den
Phanotyp der ebenfalls durch insertionelle Mutagenese entstandenen hairless
Mausmutation verantwortlich ist (Cachon-Gonzalez, 1994). In dieser Arbeit konnte
zunéchst aus dem genomischen Klon RLDB-5 das Exon 5/144 des Ftl Gens iso-
liert werden, das zu einem bis dahin unbekannten Transkript, als Ftlc bezeichnet,
zugeordnet werden konnte (siehe 4.3.1). Die Untersuchung des bereits unter
Verwendung der ,cDNA Selection“-Technik erfolglos analysierten genomischen
Klons MB2 mit Hilfe der ,Exon Trapping“-Technik fiihrte zu der Identifizierung ei-
nes bis zu diesem Zeitpunkt noch unbekannten Gens, welches als Ft2
bezeichnet wurde. Wie in der Einleitung erwahnt, stehen jedoch noch weitere, in
dieser Arbeit nicht angewendete Mdglichkeiten fur die Genidentifizierung, wie z.B.
die Hybridisierung von Northern-Blots und cDNA-Bibliotheken mit den isolierten
terminalen Sonden, zur Verfugung. Auf diese Weise wurde z.B. das in der inv
Mutation deletierte inversin Gen detektiert, dessen Funktion bei der Ausbildung

der Rechts-links-Asymmetrie eine Rolle spielt (Morgan, 1998). Eine Erweiterung
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dieser Methode stellt der Einsatz der genomischen Contigklone als
Hybridisierungssonden dar. Bibliotheken, die ein weites Spektrum an Geweben
und Entwicklungsstadien abdecken sind fur diese Experimente ideal. Dabei bietet
sich die IMAGE cDNA-Bibliothek (Soares, 1994) an, die im Rahmen des
Humanen Genom Projekt produziert und zu Verfiigung gestellt wird, da sie cDNA
Klone aus einer Reihe von verschiedenen Geweben enthalt. Au3erdem ist diese
Bibliothek allen Forschern zuganglich und die erhaltenen Daten zu den einzelnen
Klonen werden in einer Datenbank erfasst, so dal’3 bei der Identifizierung eines
positiven Klons eventuell funktionelle Informationen bereits zu Verfiigung stehen.
Diese Verfahren stellen somit eine methodische Alternative dar, die in Erganzung
zu den bereits durchgefuihrten Untersuchungen der genomischen Contigklone
zukiinftig verwendet werden kdnnen, um zu vermeiden, da? moglicherweise
bisher nicht identifizierte Gene im Contig unerkannt bleiben. Wie eingangs
beschrieben, beinhalten die Genomprojekte nicht nur die Sequenzierung und die
oben erwéhnte Herstellung von Bibliotheken, sondern unter anderem auch die
Erstellung physikalischer Genomkarten. Mit Hilfe der 1998 herausgegebenen
Genomkarte des Menschen in dem eine Reihe von EST-Klonen (,Expressed
Sequence Tags") kartiert wurden (Deloukas, 1998) war es moglich, das am
Fused toes Lokus lokalisierte und bereits bekannte Irx3 Gen zu identifizieren
(siehe 4.3.3). Die taglich wachsende Sammlung von Sequenzdaten in den
Datenbanken erhoht somit die Wahrscheinlichkeit, dal} auch am Fused toes
Lokus auf Chromosom 8 cDNA-Sequenzen Kkartiert werden, die durch die
Mutation betroffen sind. Weiterhin bietet die vollstandige Sequenzierung des
humanem Genoms, die in wenigen Jahren noch vor der Sequenzierung des
Mausgenoms abgeschlossen sein wird, die Moglichkeit, die zu der murinen
Region von Chromosom 8 homologe humane DNA-Sequenz verwenden zu
konnen, um mit Hilfe computerbasierter Analysen Hinweise auf die Préasenz von

Genen am Fused toes Lokus zu erhalten.

Die Vorgehensweise mit der Gene am Fused toes Lokus in dieser Arbeit identifi-
ziert wurden, wurde bereits in der Literatur fur eine vergleichbare Untersuchung
einer Mausmutation beschrieben. So konnte z.B. nach der physikalischen Kar-

tierung der high-growth Mutation, die eine 500 kb grof3e Deletion genomischer
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DNA beinhaltet, ein Contig aus YAC und BAC-Klonen mit den oben erwéhnten
Methoden analysiert und auf diese Weise das fur die Auspragung des Phanotyps
wahrscheinlich verantwortliche Kandidatengen Raidd/Cradd identifiziert werden
(Horvat, 1998). Desweiteren wurden die fiur die die Mausmutationen inversus
viscerum und legless verantwortlichen Gene in methodisch vergleichbarer Weise
identifiziert (Supp, 1997); (Morgan, 1998); (Mochizuki, 1998).

5.2.1 Identifizierung eines neuen Transkripts von Ftl

Wie bereits im oberen Abschnitt erwé&hnt wurde, konnte ein Exon isoliert werden,
das offenbar eine neue Spleil3variante des Ft1 Gens darstellt (siehe 4.3.1). In ei-
ner friheren Dissertationsarbeit dieser Arbeitsgruppe wurde die Funktion des Ftl
Gens bereits naher untersucht, in dem unter anderem eine gezielte Inaktivierung
des Ft1 Gens durchgefiihrt wurde (siehe 2.1.2 und (Lesche, 1997). Dabei wurde
festgestellt, daf? die Inaktivierung von Ftl nicht in einem Ft &hnlichen Phénotyp
resultiert. Allerdings kann prinzipiell nicht ausgeschlossen werden, daf} die Dele-
tierung von Ftl in Kombination mit anderen noch nicht identifizierten Gene zu ei-

nem Ft Phanotyp fihren wirde.

Die Frage, die sich nach der Identifizierung der alternativen Spleil3variante stellt
ist, ob die Ausbildung des Transkript von Ftl einen weiteren funktionellen Aspekt
in Hinsicht auf den Phanotyp der Ft Mutante liefern konnte. Bei der Inaktivierung
von Ftl konnte gezeigt werden, dal} die eingefigte Mutation eine tatsachliche
Nullmutation dieses Gens darstellt und kein Ftl Transkript detektiert werden
kann. Ftlc unterscheidet sich nur im 5 UTR von den bereits bekannten anderen
Transkripten, Ftla und Ftlb. Fur den Nachweis der nichtvorhandenen Expression
von Ftl in den Ftl-negativen M&usen wurde fur Northern-Blot Analysen eine
Sonde verwendet, die von allen drei Transkripten gemeinsam genutzte Se-
qguenzen enthielt. Da mit dieser Sonde keine Transkripte detektiert werden
konnte, kann davon ausgegangen werden, dald zusatzlich zu Ftla und Ftlb, auch
Ftlc in Ftl (-/-) Mausen nicht exprimiert wird. Somit ist es sehr unwahrscheinlich,
dald eine weitere Analyse von Ftlc neue funktionelle Aspekte beziglich der Ft

Mutation beitragt.
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5.2.2 Ft2: Identifizierung eines neuen Gens am Fused toes Lokus

Die Untersuchung eines weiteren genomischen Klons mit Hilfe der ,Exon
Trapping“-Technik fuhrte zu der Identifizierung eines bis zu diesem Zeitpunkt
noch unbekannten Gens, welches als Ft2 bezeichnet wurde (siehe 4.3.2). Dieses
Gen codiert fur ein etwa 6 kb grof3es Transkript, von dem bisher 3,8 kb kloniert
und sequenziert wurden (siehe Abbildung 19). Da die Klonierung der etwa 2 kb
gro3en am 5’ Ende lokalisierten Sequenz noch aussteht, kann zu diesem Zeit-
punkt der Arbeit noch keine Aussage uUber die Sequenz und Struktur des poten-
tiellen Ft2 Proteins gemacht werden. Sequenzvergleiche mit Eintragungen der
Datenbank GenBank zeigten auf Nukleinsdureebene keine Homologien zu
bereits bekannten Genen. Desweiteren konnten bislang noch keine weiteren
cDNA Klone, die weitere Sequenzen in Richtung des Transkriptionsstarts

beeinhalten kdnnten, identifiziert werden.

Mit den bisher erhaltenen Sequenzen konnte zwar ein etwa 2,5 kb grof3er ORF
gebildet werden (siehe 7.2, in rot dargestellt), allerdings noch kein fir die Ex-
pression des potentiellen Ft2 Proteins bendétigter Translationsstart identifiziert
werden. Bei dem Vergleich der potentiellen Proteinsequenz von Ft2 mit der
Motivdatenbank PROSITE (www.expasy.hcuge.ch/sprot/prosite.html), die eine
umfangreiche Sammlung von Proteinmustern enthalt, wurden Phos-
phorylierungstellen fir Caseinkinase Il, Proteinkinase C und Tyrosinkinase detek-
tiert. Da diese Sequenzmuster jedoch sehr kurz sind ist die Wahrscheinlichkeit
vergleichsweise hoch, dal3 mdglicherweise nur zuféllig in der potentiellen Ft2
Proteinsequenz gefunden werden (Alphey, 1998). Auf eine weiterfihrende Dis-
kussion dieses Befundes wird daher verzichtet. Ein durch Sequenzvergleiche de-
tektiertes weiteres Sequenzmotiv war das sogenannte Leuzinzippermotiv (siehe
7.2, 326bp bis 391bp; 482bp bis 447bp). Dieses ursprunglich im Gcn4-Protein
aus Hefe identifizierte Motiv (Ellenberger, 1992) findet sich in einer grof3en
Gruppe von DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren wieder. Charakteristisch fur
dieses Motiv, welches in den meisten Fallen wichtig fur eine Homo- oder
Heterodimerisierung der Proteine ist, ist die Prasenz der Aminosaure Leucin, die
an jeder siebten Sequenzposition in einem bestimmten Abschnitt des Proteins
auftritt (Lodish, 1995). Sollte das potentielle Ft2 Protein tatsachlich ein
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Leucinzippersequenzmotiv aufweisen, was erst durch die Vervollstandigung der
cDNA Sequenz nachgewiesen werden kann, konnte dieses Protein demnach
einen Transkriptionsfaktor darstellen. Zur Klarung dieser Vermutung sind jedoch
noch weitere Experimente zur Aufklarung von Struktur und Funktion des poten-

tiellen Ft2 Proteins erforderlich.

5.3 Funktionelle Analyse des Irx3 Gens durch Transgen-

, Rescue”

Eines der am Fused toes Lokus lokalisierten Gene, das im Rahmen dieser Arbeit

naher analysiert wurde, war das Irx3 Gen.

Irx3 gehort zur Gruppe der sogenannten Iroquois Gene, die zuerst in Drosophila
nachgewiesen werden konnten. Durch die Analyse der in Drosophila auftretenden
Iroquois Mutation, bei der es nicht zur Ausbildung der sensorischen Organe
(,bristles”) am lateralem Notum kommt (Leyns, 1996), konnten drei in einem Gen-
cluster vorliegende Gene, araucan (ara), caupolican (caup) und mirror (mirr),
identifiziert werden, die zusammen den ,lroquois-complex” (Iro-C) bilden (Gomez-
Skarmeta, 1996); (McNeill, 1997). Alle drei Gene sind eng miteinander verwandt
und codieren fur Transkriptionsfaktoren der ,TALE superclass of homeobox
genes” (Burglin, 1997). Die Gene des Iro-C werden als ,prepattern“ Gene bezeich-
net, da fur ara und caup gezeigt werden konnte, dafd sie an der positiven Regula-
tion eines weiteren Genclusters, dem ,achaete-scute gen complex* (AS-C) betei-
ligt sind, indem sie direkt an sogenannte ,Enhancer” Sequenzen dieses Kom-
plexes binden (Gomez-Skarmeta, 1996). Die Gene des AS-C sind proneurale
Gene, die wahrend der Entwicklung der sensorischen Organe in Drosophila ek-
todermalen Zellen die Fahigkeit verleihen, sich zu neuralen Elementen zu ent-
wickeln (Campuzano, 1992). Die Gene des Iro-C in Drosophila sind jedoch nicht
nur fur die Ausbildung der sensorischen Organe wichtig (Grillenzoni, 1998); (Kehl,
1998), sondern zeigen ebenfalls eine Beteiligung bei der Spezifizierung der Kor-
perwand- (,body wall*) und Flugelidentitat (Diez del Corral, 1999); (Gomez-
Skarmeta, 1996), sowie bei der Ausbildung der Kompartimente wéhrend der Au-

genentwicklung (Cavodeassi, 1999).
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Homologe des Iro-C konnten auch in héheren Organismen entdeckt werden, wie
z. B. im Zebrafisch (Ziro3), im Krallenfrosch Xenopus laevis (Xirol, Xiro2, Xir3),
im Huhn (ciIrx2, clrx4) und im Menschen (IRX1, IRX2a, IRX2b, IRX3, IRX4, IRX5,
IRX6) (Tan, 1999); (Gomez-Skarmeta, 1998); (Bellefroid, 1998); (Goriely, 1999);
(Bao, 1999); (Bosse, 1997). Uber die Funktion der Iroquois Gene weilR man noch
relativ wenig. Wie in Drosophila werden diese in Xenopus in neuralen Vorlaufer-
zellen exprimiert und sind dartberhinaus in der Lage, die fir die neurale Ent-
wicklung notwendigen proneuralen Gene anzuschalten (Bellefroid, 1998). Im
Huhn konnte eine weitere Funktion von Iroquois Genen gezeigt werden. Wahrend
der Entwicklung des Herzens reguliert eine ventrikelspezifische Expression von
Irx4 die Expression von Myosinisoformen, die fur eine korrekte Ausbildung des

Herzens notwendig sind (Bao, 1999).

In der Maus wurden bis jetzt sechs verschiedene Iroquois Gene (Irx1 bis Irx6)
identifiziert (Bosse, 1997); (Bruneau, 1999); (Cohen, 2000); (Peters, zur Publika-
tion eingereicht), Die murinen Iroquois Gene liegen in zwei getrennten Gen-
clustern vor, wobei sich ein Cluster mit Irx3, Irx5 und Irx6 am Fused toes Lokus
auf Chromosom 8 befindet, sowie ein anderer Cluster mit Irx1, Irx2 und Irx4 auf
Chromosom 13 lokalisiert ist (Peters, zur Publikation eingereicht). Zusatzlich zu
der Clusterbildung lassen sich die Iroquois Gene auf3erdem in drei verschiedene
paraloge Gruppen eingeteilen, wobei eine Gruppe durch Irx1 und Irx3, die zweite
durch Irx2 und Irx5 und eine weitere von Irx4 und Irx6 gebildet werden (Peters, zur

Publikation eingereicht).

Eine funktionelle Analyse, wie z. B. eine gezielte Inaktivierung eines der Iroquois
Gene in der Maus wurde noch fir keines der Gene beschrieben. Die Fused toes
Mutante stellt somit das erste Modell fir eine ,loss-of-function® Mutation der
Iroquois Gene dar, wobei der gesamte Gencluster auf Chromosom 8 inaktiviert
wurde. Um herauszufinden, welche Rolle nun das Irx3 Gen bei der Auspragung
des Ft Phanotyps spielt, wurde in dieser Arbeit ein sogenanntes ,Rescue‘-
Experiment durchgefihrt, in dem zunéchst Irx3-transgene M&ause generiert und
diese dann mit Ft Mausen gekreuzt wurden, um so das Irx3 Gen in die Ft Mutante

zurickzubringen (siehe 4.4). Dabei wurden fur die Herstellung der transgenen Li-
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nien (Tg83, Tg85 und Tg89) bestimmte, in Ft/Ft Fibroblasten expressionskompe-
tente genomische Fragmente, die in PAC-Vektoren einkloniert vorlagen (PAC43
und PAC44), verwendet (siehe Abbildung 21). In der Literatur sind Untersuchun-
gen beschrieben, in denen BAC- oder auch PAC- Klone erfolgreich fur solche
.Rescue“-Experimente eingesetzt werden konnten. So konnte z.B. durch ein
BAC-Transgen, welches das fur den zirkadianischen Rhythmus verantworliche
clock Gen enthielt, die Veranderung der geregelten Tages- und Nachtaktivitat von
Mausen, die eine mutiertes clock Gen trugen, wieder normalisiert werden
(Antoch, 1997). In einem weiteren Fall konnte ein BAC-Transgen, welches das
Myol5 Gen enthielt, den Phanotyp der shaker-2 Mausmutation, die durch das
Auftreten von Taubheit und sogennanntem ,cycling behavior* gekennzeichnet ist,
wieder aufheben (Probst, 1998). Da die klonierten genomischen Fragmente
relativ grof3 sind steigt die Wahrscheinlichkeit, daf3 alle regulatorischen Elemente
fur eine korrekte Genexpression im Fragment enthalten sind. Die Expression des
Transgen konnte allerdings in keiner der drei transgenen Linien eine Veranderung
des heterozygoten Ft Phé&notyps bewirken, noch die Letalitat des homozygoten Ft
Phanotyps aufheben. Bei makroskopischen Vergleichen von Irx3-transgenen und
nicht transgenen homozygoten Ft Embryonen konnten auf3erdem keine

nennenswerten Unterschiede festgestellt werden.

Eine wesentliches Problem, das bei einer derartigen Analyse auftritt, betrifft die
Frage, ob mit Hilfe der Transgene eine zum Wildtyp vergleichbare Irx3 Expression
erzeugt werden konnte. In situ Hybridisierungsexperimente auf homozygoten Ft
Embryonen, die keine endogene Irx3 Expression aufweisen, zeigten, dal? die ver-
wendeten Transgene PAC43 und PAC44 zwar eine Irx3 Expression bewirken,
jedoch im Vergleich zum Wildtyp ein verédndertes Irx3 Expressionsmuster be-
obachtet werden konnte (siehe Abbildung 26). Sogar innerhalb der einzelnen
transgenen Linien konnten Expressionsunterschiede festgestellt werden, die nicht
auf die Verwendung der verschiedenen Transgene zurlickgefiihrt werden konn-
ten. Demnach konnte kein zum endogenen Irx3 Gen vergleichbare transgene Irx3

Expression erreicht werden.
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Ein Grund dafur, dal3 keine Verdnderungen des Ft Phanotyps in Anwesenheit der
Transgene zu beobachten sind, konnte in der Wahl der verwendeten genomi-
schen Fragmente flr die Herstellung der transgenen Linien liegen. Ein auf den
Transgenen fehlendes ,Enhancer” Element kénnte dazu fihren, das Irx3 nicht
bzw. nur in unzureichender Starke in den Zelltypen exprimiert wird, in denen die-
ses Gen essentiell bendtigt wird. So wird Irx3 im Wildtyp in verschiedenen Berei-
chen des Kopfes exprimiert, die wiederum in homozygoten Ft Embryonen veran-
dert sind. Davon betroffen ist z.B. das Kopfmesenchym um die Augenanlagen mit
Ausdehnung in Richtung Nasengrube (siehe Abbildung 26, A und C, (Bosse,
1997)) Hingegen konnte in Irx3-transgenen homozygoten Ft Embryonen keine
bzw. nur sehr geringe Irx3 Expression im Kopfbereich beobachtet werden (siehe
Abbildung 26). Ware Irx3 tatsachlich verantwortlich fur die korrekte Ausbildung
der Kopfregion, so kénnte in den Irx3-transgenen Embryonen durch die fehlende
bzw. unzureichende Expression des Transgens in der Kopfregion der Wildtyp-
Phanotyp nicht wieder hergestellt werden. Durch die Verwendung eines Trans-
gens, welches einen grol3eren genomischen Bereich Uberspannen wirde, wie
das z.B. fur PACA47 der Fall ist (siehe Abbildung 11), konnte die
Wahrscheinlichkeit erhdht werden, dalR alle fur eine korrekte Expression
notwendigen regulatorischen Elemente innerhalb dieses Fragments enthalten
sind. Mit zunehmender Gro6Re der Transgene wachst allerdings die
Wahrscheinlichkeit an, dal® zusatzlich zu Irx3 ein weiteres Gen enthalten ist und
damit Einflul auf den Ft Ph&anotyp nehmen kdnnte. Bei einem erfolgreichen
.Rescue” konnte dann keine Zuordnung von Gen und Funktion vorgenommen

werden.

Eine weitere Erklarung fur eine vom Wildtyp abweichende transgene Irx3 Ex-
pression ist die Tatsache, dal3 Irx3 Teil eines Genclusters ist, der wie bereits im
oberen Abschnitt erwdhnt sogar in duplizierter Form vorliegt. Wie man bei den
Hox Genen, einer Gruppe von Homeoboxgenen, die ebenfalls in mehreren Gen-
cluster vorliegen, herausgefunden hat, besteht eine Zusammenhang zwischen
der korrekten Expression dieser Gene und ihrer Anordnung im Gencluster (Fur
einen Ubersichtsartikel siehe (Krumlauf, 1994)). Dieses konnte bei der

Expression von Irx3 ebenfalls eine wichtige Rolle spielen. Ein ,Rescue” des Ft
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Phanotyps, durchgefiihrt mit einem zufallig in das Genom integrierten Irx3
Transgen, wére in so einem Fall nicht zu erwarten, da die korrekte Expression

des Gens auch von dessen Lage im Genverband beeinflul3t werden kdnnte.

Im Gegensatz zu einer Irx3-Fehlexpression konnte eine zu schwache Irx3-Ex-
pression durch eine Erhdhung der Kopienzahl ausgeglichen werden. Es ist be-
kannt, dal® in vielen Fallen die Expression von Transgenen bei gleicher Kopien-
zahl relativ schwéacher im Vergleich zum endogenen Gen ist. Wéare also eine zu
geringe Irx3-Expression die Ursache fur den unveranderten Ft Phéanotyp in Irx3-
transgenen Mausen, so konnte durch Kreuzung der transgenen Tiere die Kopien-
zahl erhdht werden. Ein derartiges Vorgehen wére, um den Einflul3 des Transgen
auf den homozygoten Ft-Ph&notyp zu untersuchen, jedoch vergleichsweise auf-
wendig, da die Wahrscheinlichkeit einen doppelt Irx3-transgenen und homo-

zygoten Ft Embryo zu erhalten nur noch Y16 betragt.

Wenn die Inaktivierung von Irx3 in der Ft Mutante keine Auswirkung auf den Ft
Phanotyp hatte, sollten Irx3-transgene Ft Tiere keine Veranderung in der Auspra-
gung des Ft Phanotyps zeigen. Entsprechend ware der erfolgreiche Gen-
.Rescue” von Irx3 ohne phanotypischen Effekt. Einen Ausgleich des Irx3-Ex-
pressionsverlusts in der Ft Mutante konnte durch ein anderes Gen, so z.B. durch
das zu Irx3 paraloge Irx1 Gen bewirkt werden. Dies ist jedoch als relativ unwahr-
scheinlich anzusehen, da die Expressionsmuster von Irx1 und Irx3
unterschiedlich sind (Bosse, 1997). Klarung koénnte hier eine gezielte
Inaktivierung von Irx3 durch ein sogenanntes ,knock out“-Experiment bringen.
Wirde man in diesem Fall keinen Phanotyp erhalten, so wirde dies der oben
beschriebenen Hypothese, nach der Irx3 moglicherweise keine Auswirkung auf

den Ft Phanotyp hat, entsprechen.

Ein nur im experimentellen Sinne, d.h. ohne detektierbare phanotypische Ver-
anderungen verlaufendes erfolgreiches ,Rescue”-Experiment ware ebenfall gege-
ben, wenn Irx3 zwar an der Ausbildung des homozygoten Ft Phanotyps beteiligt
ist, jedoch erst zu einem spéteren Zeitpunkt. Dies wirde bedeuten, daf3 die
Lethalitat des Ft/Ft Phanotyps erst iberwunden werden mifdte, um den positiven

Einflud der Irx3-Transgene sichtbar machen zu kdnnen. Gegen diese Hypothese
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spricht allerdings die beobachtete relativ frihe Expression von Irx3, die schon ab
Tag 7,5 in der anterioren Region des Embryos nachgewiesen werden kann
(Bosse, 1997). Diese laldt vermuten, daf3 Irx3 schon sehr friih eine Funktion in der

Embryogenese einnimmit.

Zusammenfassend scheint es notwendig zu sein, zuséatzlich zu dem durchge-
fuhrten ,Rescue“-Experiment eine Inaktivierung dieses Gens, d. h ein ,knock out"-
Experiment durchzufuhren, um so zusatzliche Evidenzen zur Funktion des Irx3

Gens im Zusammenhang mit der Ft Mutation erhalten zu kénnen.

Der Vorteil dieses ,Rescue“-Experimentes gegeniber der Inaktivierungsstrategie
lag auch in der Verfuigbarkeit der durch die ,Chromosome Walking“-Experimente
erhaltenen Transgene, die daher umgehend zu einer vergleichsweise schnellen
Generierung der transgenen Mause verwendet werden konnten. Bei einer geziel-
ten Inaktivierung hétten zunachst umfangreiche Vorarbeiten, wie z.B. die Aufkla-
rung der genomischen Organisation des zu untersuchenden Gens, die Klonierung
des Inakivierungsvektors sowie der Generierung mehrerer ES Zellklone mit der
gewiinschten homologen Rekombination, durchgefiuihrt werden mussen, bevor
die eigentliche Generierung und Untersuchung der erhaltenen Tiere hétte
begonnen werden konnen. Zudem kann auch bei einer Inaktivierungstrategie
nicht immer eine schlissiges Ergebnis erhalten werden, da z.B. bei Uber 2/3 der
in der Maus vorhandenen Gene bei einer ,loss-of-function* Mutation kein vom
Wildtyp abweichender Phanotyp zuerwarten ist (Miklos, 1996). Somit hatte auch
eine wesentlich zeitaufwendigere Analyse des Irx3 Gens mit Hilfe einer Joss-of-
function* Strategie keineswegs a priori den Erhalt eines interpretierfahigen

Ergebnis gewéhrleisten kénnen.

5.3.1 Einflul® der Irx3 Transgene auf die Shh Expression in Ft/Ft Embryonen

Obwohl bei makroskopischer Betrachtung von Irx3-trangenen und nicht transge-
nen Ft/Ft Embryonen keine Unterschiede festgestellt wurden, kann nicht ausge-
schlossen werden, daf3 auf molekularer Ebene Veranderungen des Ft Phanotyps
durch die Expression der Transgene stattgefunden haben. Molekulare Marker, die
durch die Ft Mutation in ihrer Expression beeinfluf3t werden, konnten daher erste

Hinweise auf die Strukturen liefern, in denen eine transgene Irx3 Expression eine
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Veréanderung in Richtung des Wildtyps bewirkt haben kénnte. Ein solcher Marker
stellt das Shh Gen (Echelard, 1993) dar, das in 10,5 Tage alten Wildtyp Embryo-
nen unter anderem in der Bodenplatte des Neuralrohrs und dem darunterliegen-
den Notochord exprimiert wird (siehe Abbildung 27, A und B, (Yamada, 1993);
(Ericson, 1996)). In homozygoten Ft Embryonen kénnen Unterbrechungen dieser
Expressionsdoménen in unregelmalligen Abstanden beobachtet werden (siehe
Abbildung 27, C und D). Bis zur Beendigung der vorliegenden Arbeit konnte je-
doch keine Aussage dariiber gemacht werden, ob diese veranderte Expression
durch eine Runterregulierung des Shh Gens oder durch das Fehlen der exprimie-
renden Zelltypen entstand, da néahere histologische Untersuchungen dieser Em-
bryonen noch ausstehen. Ein durch das Fehlen der Bodenplatte des Neuralrohrs
bedingter Expressionsverlust wird allerdings durch immunhistologische Befunde
an Gewebeschnitten von Ft/Ft Embryonen unterstitzt, die von Dr. James Briscoe
(Center for Neurobiology and Behavior, Columbia University, New York, U.S.A.)
erhalten wurden. Shh stellt somit den ersten molekularen Marker dar, der fur die
Untersuchungen der Irx3-transgenen Ft/Ft Embryonen herangezogen werden
kann, da zum einen dieses Gen in einem durch die Ft Mutation veranderten Ge-
webe exprimiert wird, namlich dem Neuralrohr, und zum anderen dieses Gewebe
auch eine Transgenexpression aufweist. Die Untersuchung Irx3-transgener Ft/Ft
Embryonen mit einer fir das Shh Gen spezifischen Sonde zeigte jedoch keine
Veranderung des Ft spezifischen Expressionsmusters, d.h. die Prasenz der Irx3
Transgene konnte keine ‘Normalisierung’ der Shh Expression in Ft/Ft Embryonen
bewirken (siehe Abbildung 27, F und G).

Ein Vergleich der Expressionsdomanen von Shh und Irx3 im Wildtyp zeigt, dal
Shh in der ventralen Region des Neuralrohres, namlich der Bodenplatte
exprimiert wird (Yamada, 1993); (Ericson, 1996), wohingegen Irx3 eine mehr
dorsal gelegenen Expressionsdomane aufweist (Bosse, 1997). Beide
Expressionsbereiche Uberlappen nicht. Daher ist es prinzipiell mdglich, dal3 kein
Zusammenhang zwischen der veranderten Shh Expression und dem
Funktionsverlust von Irx3 in Ft/Ft Embryonen besteht. Der Irx3 Transgen-,Rescue”
hatte demnach, selbst in Anbetracht einer mit der endogenen Irx3 Expression

vergleichbaren transgenen Irx3 Expression, auch keine Auswirkung auf den in
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diesem Gewebe auftretenden Ft Phanotyp. Auch in diesem Fall kdnnte eine
gezielte Inaktivierung des Irx3 Gens aufklaren, ob und welche Funktion diese Gen
bei der Ausbildung des Neuralrohrs im Wildtyp einnimmt und was der
Funktionsverlust von Irx3 in der Fused toes Mutante im Bezug auf die

Neuralrohrentwicklung bewirkt hat.

5.4 Fazit der Arbeit und Zukunftsperspektiven

Die Klonierung und Kartierung der gesamten genomischen DNA am Fused toes
Lokus stellt die Vorraussetzung dar, eine vollstdndige Charakterisierung der Ft
Mutation durchfiihren zu kdonnen. Mit Hilfe der genomischen Fragmente kénnen
zum einen die Gene identifiziert werden, die bislang noch unentdeckt geblieben
sind. Desweiteren kénnen auch solche Gene, deren kodierende Sequenzen zwar
nicht deletiert wurden, von denen jedoch wichtige regulatorische Elemente, wie
z.B. eine Promotorregion als Folge der Ft Mutation in ihrer Funktion beeintrachtigt
wurden, analysiert werden. Aufgrund der in der Einleitung beschriebenen Auswir-
kungen der Ft Mutation auf eine Reihe von verschiedenen entwicklungsbiologisch
relevanten Vorgangen, wurde schon zu Beginn der Arbeit vermutet, daf? bei der Ft
Mutation die Funktion mehrerer Gene beeintrachtigt ist. Diese Vermutung wird
durch die Kartierung und Identifizierung von zum gegenwartigen Zeitpunkt bereits
sechs verschiedenen Genen am Ft Lokus weiterhin unterstiitzt. Unabhangig da-
von ob der Ft Phanotyp das Resultat eines singulareren oder multiplen Gende-
fekts darstellt, wird es notwendig sein sukzessiv jedes einzelne Gen funktionell
zu analysieren. Dies kann z.B. durch gezielte Inaktivierungen der Kandidatengene
auf der Grundlage der in dieser Arbeit isolierten genomischen Fragmente am Ft

Lokus durchgefihrt werden.

In dieser Arbeit wurde bereits mit der funktionellen Charakterisierung eines dieser
Gene, dem Irx3 Gen, begonnen. Die Analyse des dazu durchgefihrten ,Rescue*-
Experiment zeigte jedoch, daf} die Interpretation der erhaltenen Daten ohne zu-
satzliche Informationen, wie sie z.B. aus der gezielten Inaktivierung des Irx3 Gens

gewonnen werden kdnnten, erschwert ist.
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Geht man hingegen von einem Multigendefekt aus, sollte bei der Durchfihrung
der Inaktivierungsstrategie der einzelnen Gene berucksichtigt werden, daf durch
die enge Kopplung der am Ft Lokus lokalisierten Gene, eine Kombinatorik der
inaktivierten Gene nicht durch einfache Kreuzungsexperimente durchgefuhrt wer-
den kann. Mit Hilfe geeigneter molekulargenetischer Methoden, wie z.B. dem
Cre/loxP-System (Gu, 1993), das in der Einleitung bereits beschrieben wurde,
kénnen gezielt im Genom Deletionen eingefuhrt werden, mit Hilfe derer es mdg-
lich sein sollte die Regionen, und damit auch die entsprechenden Gene, am
Fused toes Lokus zu identifizieren, die bei der Auspragung des Ft Ph&notyps eine
mehr oder weniger wichtige Rolle spielen. Obwohl die Analyse der Ft Mutation
sich als sehr umfangreich gestalten wird, liefert sie mit grof3er Wahrscheinlichkeit
neue Erkenntnisse, die zur Aufklarung entwicklungsbiologisch relevanter Pro-

zesse beitragen kénnen.
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7 Anhang

7.1 Oligonukleotide

Exon 2/2-F1 TTC ACC GIG GIC AGT GAT CCT C
Exon 2/2-B8 TCC TTT CTG AAA CAG GTC AGC AAG
Exon 1/25-F1 GGA TAA AGA AAA CAA CCC AGC GG
Exon 1/25-B1 TGA GGC AGT TCT CGC CTT TG
Exon 5/144-F1 TGA TGG CGG TGT CTT GGA AG
Exon 5/144-B8 CTT TGA GGT TGT CTG TAA GGC TCT G
C153-B1 TTA AGT TGG TGC CAA GIC TCC TTC
Ft2-F1 GGA TGA AGC AGA AAC TGT ACA ACC C
Ft2-B1 CCT TTC TGA AAA CCT CAC CGA GIG
Irx3-F2 TCG CTG TAG TGC CTT GGA AGT
Irx3-B2 CGA GGA GAG AGC TGA TAA GAC CAG
Irx3-S1 CAA AAG TGG CAA CAG CTC
Irx3-F6 TGG TCT TAT CAG CTC TCT CCT CGT C
Irx3-F1 CCC TAT CCA ATG TGC TTT CAT CAG
Irx3-B1 GGC TGT CCT TCA GCT CAT ACT GAG
Irx5-F1 TTC TCT TAC GIG GGC TCT C
Irx5-B2 TTG AGA GIG GCT GTA GCG TC
Irx6-F1 TTT GGA CAC CCG TAT GGC AG
Irx6-B1 TTT CGC AGC AAG TGG CAC TG
BH600-F3 CTT CAG GAA GGA CTT GAG GCA AAT G
BH600-B8 AGA CGC TAC AGA TGT CTG ATC CCT G
MB9T7-BAC TAG CTC TTC TGC CTA GAA GCC TTG TGC CCC
GGG GAA G
PAC8SP6-F1 TGA CCG TTG GCT CAT TCT CCA G
PAC8SP6-B10 TCC TTT CTC CAT CCC TGA AAC AC
PAC8T7-F1 TCT TGC CCT TCT TCC CCA TC
PAC8T7-B3 TCT GGT CAC TGT AGT GCT CAA ACA C
PAC41SP6-F3 GGC TTT GAC TCA GAT CCA ACA CCC ATT AAC
PAC41SP6-B1 GCT CAC CTC ACG TCT TAC TTA TGG TC
PAC41T7-F1 CCT CCA AGA ACG GAA ATG GIC C
PAC41T7-B1 CCT TTG TGA ATG GCA CAT GCT C
MB10-F1 AGC AAC ACT AAT CCC AGC AAA G
MB10-B4 TGG ATG GCT GAA TTT GAC ACA G
MB10-F3 GGC ATA CAT ACT CAA AAG GGT CTG G
MB10-B3 CTG CAA GGG GTG AAT CCT GTA G
PAC43SP6-F2 TGC TGT TGG AGT GIG AGA GCA G
PAC43SP6-B5 ATT CTG ACA GGC AGA GGA CCT G
PAC43T7-F1 GGA GGG GGA AAC ATC TTA CGA AC
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PACA43T7-B1 TGT CCA GAG TGG TCC TCT ACC TTC
PAC44SP6-F1 AAC AGG AGA ATG GCA GGC TTG
PAC44SP6-B8 GGC AAC ACA AAA CGG CTG TG
PACA44T7-F7 GGA ACT TCT AGG AAA CAG CAA GAG
PAC44T7-B1 CAA AGG ACT CCA AAT TGG CTT CTG
PACA47T7-F1 AGA TTG TAA AAG CCA CAC CCT GAC
PACA47T7-B5 CGTI' GIT TAG AGC TGA CCA TCT GG
PAC55T7-F5 ATC CAC GIC AGC ACC TCA TCT GAG
PACS55T7-B4 ACC AGT TGC CTC TTA CAT TCT TC
PACB82SP6-F1 TTG GAG CCC AGA GCT AAT GCA G
PAC82SP6-B15 TCA ATG AAG CAG ATG TGA CCT CAG
PAC82T7-F1 TGA TGC TTT AGA GCG AGG ATG G
PAC82T7-B2 TGC TAG AAT GGI TGG TGI TCA CAG
PAC71T7-F4 AAA CAC TGC CCA CAA ACC ACC C
PAC71T7-B2 GCC ACA TGG TCT TGA TCT TGA CTG
PAC93SP6-F1 GCA ATT TTC TTG CTC ATC CAT CCC
PAC93SP6-B6 TTC CAA CAC ACA AAT CCT TGG G
PAC93T7-F1 TCC ATG CAG AAG CAA GTIG GG
PAC93T7-B1 GAG AGT AAT TGG AGC AAG CTG GAC
PAC94SP6-F5 CCA CAG AAT GTA ACA AAC CTA &CC
PAC94SP6-B3 TTG CCC AAC TGC CTC TTA TCA G
PAC95SP6-F1 GGA GGI GAC AGC TTG GGT TAA AG
PAC95SP6-B3 GGA TTG TGI CTG GCT TGA GIC TG
PAC96T7-F1 ATG TGC TTG GAT ACT CCT GG G
PAC96T7-B2 GAG GGA CTG AAG AAA TGA CTC GG
PAC33SP6-F5 TAA AGC TAC CAG GAC AGG GCA TGG
PAC33SP6-B2 ACA GAC AGG ATG GIC AGC GAT C
PAC33T7-F1 CAG ATG GAG TTC TCT CTG TGC TTG
PAC33T7-B2 TCG ATA GIC TGC CAC TTC CCA TCC
PAC1SP6-F2 GAT AGA AAG GIT CAT AAC GCC CTG
PAC1SP6-B10 GCA GGA CTG AGI TGG TCA CAT GAG
PAC1T7-F1 ATA ACA GCC TTC AAG TAG CTT GCC
PAC1T7-B4 AAT CCT TCA GCC TCT AAG GAG GAG
PACA43T7-B1 TGT CCA GAG TGG TCC TCT ACC TTC
PACA43SP6-B1 CTG TGG ATC ATT TCT GCC CAT C
PAC44T7-B1 CAA AGG ACT CCA AAT TGG CTT CTG
PAC44SP6-B2 GCT CAG AAT GGA TTA GAT GGA GCA
T7-P1/PAC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA A
SP6-P1/PAC ATT TAG GIG ACA CTA TAG AAG G
pPAC4-F2 ATT CGG GAG GAT CGA AAC GG
pPAC4-B9 CAC ACA TCA AGI CCT TTT GCA GAC
Ft/Wt CTG AAA GGI' TGT ACT GAG CC

Ft GIC CIT TCT CCA TGG GTA TG
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Anhang

Wt
T7-universal
SP6-universal
HPRT-3'
HPRT-5'

AP1

AP2
Adaptor-lang

Adaptor-kurz
PCR Anchor-T7-P1/PAC

PCR Anchor-SP6-P1/PAC

PCR Anchor
D8Mit109-R
D8Mit109-L
D8Mit348-R
D8Mit348-L
D8Mit366-R
D8Mit366-L
D8Mit15-R

D8Mit15-L

D8Mit32-R

D8Mit32-L

D8Mit33-R

D8Mit33-L

D8Mit164-R
D8Mit164-L
D8Mit182-R
D8Mit182-L
D8Mit210-R
D8Mit210-L
D8Mit241-R
D8Mit241-L
D8Mit311-R
D8Mit311-L
D8Mit312-R
D8Mit312-L
D8Mit349-R
D8Mit349-L
D8Mit11-R

D8Mit11-L

D8Mit183-R

GIG GAA CCC TTC TGI ACA TG

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

ATT TAG GIG ACA CTA TAG AA

GCT GGT GAA AAG GAC CTC T

CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC

GGA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
AAT AGG GCT CGA GCG GC

CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG
CCG CCC GGG CAG GT

HN- CCC GIC CA

GAC CAC GCG TAT CGA TGI CGA CTA ATA CGA
CTC ACT ATA GGG AGA

GAC CAC GCG TAT CGA TGI CGA CAT TTA GGT
GAC ACT ATA GAA GG

GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA C
CCG TAG GCA TCT ACC CAC AT

AGC CCC CTG TTT TGTI TTT G

ATG CAC AGA GAC AAT ACA AAC ACA
AAT TAT GCT CAC TCT CGG CA

GAC CAC AGC CTA CAA GCC AT

TGC TCC TGI AGA GGA CCC TG

AAG CTT ACG GIT TAA TCC CC

AGC TGA ATT TGA GCT AGI CG

AAG CAA TGA CCT CAA GAC TTC C
GIT AGG CTT GAA GCA CAC AGC

TTA TTC TGC CTC AAC ACC ACC

TTT GAG CAA AGG ACT TGC CT

TCC TGT CTC CAC AGA CAT GIG

TAA CTG CAA AGA GGG TAG TGA GC
CAG GGA ACA TCT TAT CAC TGA CC
GAC CAA GAG GGG AGA GIG TG

TTG CAG GITA TAT GTA TCC ATG ACC
CAA TCA CCA AAG GCA CAT AGG

GIT AGA CAT GIG GIC AAG CCT

TCC TGT CTC CAC AGA CAT GIG

GIG GCA AGG GGG TTA GAA AT

CAT AGG GAC CCA TAC ATG TGG

GIT GGI' CTG GIC TCT CAG TGC

ATT GAG ACT TGA GAC TGTI CTT TAA ACA
GGT GTA TAG GTG ACT ATG AGG TCT ACA
AAC CAG AGA CAG GGC AAA GA

CTT AAT CAG CAA TCC TTG ACA CC
GCA GCA GIG GTA GCA AAT AGC

TCT TTG AAC TGG CTA TAA TCA CTC A
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D8Mit183-L
D8Mit351-R
D8Mit351-L
D8Mit211-R
D8Mit211-L
D8Mit110-R
D8Mit110-L

TCT CAA ATA ACT ATC AAC TCT TAG GGG

CCC TTA TTG GIT ACT GAA CCT CC

AGG CGA GAA ACC AGA AAA CA
TAC CCA CAA ACC TGI ATT TAA ATT AA

CAG AAC ACT GTC CTG AAA AGT CC

TGC TTT CCC GGA GAA GAG TA
CTG TTT AAC GCC AAG AAG AGG

7.2 Partielle cDNA-Sequenz von Ft2

GGATGAAGCA

AGAGI TAGAG
TCTCAATCTC
RV R
E L E
K § * §
CGAGCTATCT
GCT CGATAGA

LS
SSYL

GGACAATGTA
CCTGITACAT
G Q C

DN V
G T M

AGICATAGAA
TCAGTATCTT
S H R

*

TAAACTTTAT
ATTTGAAATA

GAAACTGTAC AACCCACGCT
CTTTGACATG TTGOGT GCGA
R NCT T H A
E Q P T L

N P R
GAAATAAGAA ATTTGGAAAA
CTTTATTCTT TAAACCTTTT
R N K K F G K
E 1 R N L E N
K W K

* E I

T V
K L Y

CACTTGGCAG AGATCCTGAA

CTTCTTCAGC TTCGAGAACA
GAAGAAGTCG AAGCTCTTGT
SL SL SQAL SR RE TQ
F F S F E N

GAAACGATTA AGCTTCATAA
CTTTGCTAAT TCGAAGTATT
R N_D * A S *
E T_ 1 K L H K
K R L S F |

GGAAAATTTA TTCAGCTTCA A

CCTTTTAAAT AAGT
RG KK IF Y | SQ L %o
E N L F S F
ATGGCCAATG GAGATGAGCT
TACCGGITAC CTCTACTCGA
D G QW R * A
M A N G D E L
wW P M E M S
CTTGAGAAGC AGCTGCACTC

CGAAGT
A S

GAACTCTTCGTCGACGTGAGCCA
P * E A

L KQ " ts
LRSS Ste ™t

AGAATTAATG ATTTAGAAAA
TCTTAATTAC TAAATCTTTT
=N+ ¥ FUR_K
R 1 N DL E K
EL M 1 * K

E

AACAGCGCCT TCAGTGCTGC
TTGTCGCGGA AGTCACGACG

CACAAAATAC AGCAATAGIT
G'Il_'| GI '}ETT,IATG TCGT TA;I'CAé

Yy % s

S QN T A1 V
CGTTATTCAG TCACAGAGAG
GCAATAAGTC AGTGICICTC
R, Y, SQ Ve TQ E_R
T L FS HWRE
AACTCAGTTG AAGA!

TACTTGAAGA
ATGAACTTCT
T * R
L L E E
Y L K
GCCAGATAGA
CGGTCTATCT
. PQ DR

A "R

AAAATGAAAT

GAAAAG
TTGAGTCAAC TTCICTTTTC
NS V E E_ K R
T Q K R_ K
K L S R E K
GCAGGCTACA GATCAGAGGT
CETCQGATGT CTAGTCICCA
o G Y. RJ SQ Y
S R L Q I R G
ACAACCAGTG GAGAAAAGCA
TGTTGGICAC CTCITTTCGT
T T S G E K Q
Q PV E K S
NN Q W R K A
AGAACACTCA
TCTTGTGAG('B

*

GAGAAGCAA
TCTCITCGIT
RE EK AQ
K R S K
GAACAAGCAG
CITGITCGTC

E A A

N_ K
TSQS

S E R
Q K G

GATAATTTCC
T I K G

CCATGAAGAG CAGTGGAAGT
GGTACTTCTC

CTATTAAAGG AAAA

TTTTACTTTA
K * N

E N E |
K M K

CAAATATTCG
GTTTATAAGC
K'Y S
S N I R
QI F
ATGCTCTTTC
TACGAGAAAG
C S F

ATGA

60

120

180

240

320

360

420

480

540

600
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W T A K
AGAAACAGTA
TCTTTGICAT
R N_S
E T_V
Q K QY
TAAAGACTAT
ATTTCTGATA
* R_L
K D_Y
I K T 1

TTATGAACTC
Af\TAg:T T_(I:?AG

Y E L
I M N S

AAAGCTTGAA
TTTCGAACTT
K A *

K L E
K § L K
AGAAATCATG
TCTTTAGTAC
R N H
E I M
Q K s C
AGAAAATCTC
TCTTTTAGAG
R K S
E N L
E K I S
ATCTGGTGAT

ATCAATAAAG
"I\'IAGT TA;I'TT(R‘,

TTTGAAATCC
AAACTTTAGG
L * N P
E |
L K S
AAAGAACTTG

AAGAACAAAA
TTCTTGITTT
K RE TQ KK
K
ATCTAGACCG
TAGATCTGGC
S R P
D L D R
I * T

AAAAGACAAG

C TTTTCIGTTC

AATATGITCA
TTATACAAGT

I "CS
Q Y V_H
AGGATATTGC
TCCTATAACG
G'Y C
K D I A
R I L

CAGTTGATGA

GTCAACTACT
S * *

SV D E
QL M

ACATCAACAA
TGTAGITGIT

H
H | QN QK
T S T
TCACTTTCTG

K N K

*

A _H E E
P M K S

R D PQ
K E T K
GCAAAAGCAG
CGTTTTCGIC
AQ K. AQ
S K S s
CATCAATGCT
GTAGTITACGA
HQ, C

T S M L

AAATGGAGAT
TTTACCTCTA
K W_ R
G D
K M E
ATCCATGAAA
TAGGTACTTT
I H E
S M
D P * K
AAATATGCTA
TTTATACGAT
K Y A
N M L
E I C ~*

GACTCAGAAA

AQ Viy Ex
S G S
AAATCTGATC
TTTAGACTAG
K 1T_*"S
K S D
N L
AATGAGAAAC
TTACTCITTG
K ¥ E T
M R N

D D L
M T S

CTTTCATTTT
GAAAGTAAAA
S F I _F
L S F

I F H
GAGCTTCAAG
CTCGAAGTTC
R_A SQ S
S F K
ATTATGCAAC
TAATACGTTG
NV AQ T
L CN
ATGGAAAATT

CTGAGICTTT
DT SQ EK
* L R K
TCTTCTCGAT
AGAAGAGCTA
S S R
L L D
I F S |
CTATGGCACT
GATACCGTGA
L W_H
Y G T
P M A L
ATTTGATGAA
TAAACTACTT

F D E
N L M K

TACCTTTTAA
N G K F

ACCATCCACC
TGGTAGGT GG
N H P P
I H

P S T
TCTTCTGAAG
AGAAGACTTC
F F_*_ S
S S E

L L K
TTCTATGACT

v K G
L K

E AQ
* 'R S
TTACAGACAA
AATGTCTGIT
Y R Q
L T D K
L T

TGGT ?CAAGA
ACCAAGTTCT

S
L E K V
F K K

ATAAAATAAA

K
H K |
I K *

AATTTAAACC
TTAAAI TTTCG

T
QK F K P
N N

L

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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TCGACTTTAT

AGCTGAAATA GCACT
S T L

R L Y
F D F |

AGA
E K M
Q R K C

GICCACAGAC
CAGGTGTCTG
V. _H_ R

GAAAATG
TCTCITTTAC
R E N A

TTTCTTGAAC
* R T C
K E L
K N L
ATAGIGCGAG

TATCACGCTC
H S A R

I V_R
* C E
GACTTATTTT
CTGAATAAAA

AGTGAAAGAC
HoF_ L
VT F_C
s L s

GCCTTTACCC GGA!
CGCGAAATGGEG

P L P
G L Y P
AF T

TGCAGTACAT TCAGAAGAAC

ACGTCATGTA
A V H

Q Y |
S [
CAAT

L
C

ACGAAA
TGCTTTGITA
L R_N_N

Y E T |
T K Q

TTTTTTGCAC
AAAAAACGTG
F L_H
| F. C T
F F A

AATACTGGIT
TT,IATGﬁCC.\A?A

GICAGCAAGC
CAGICGTTCG T
S A S

SV QS QK A

ATGAACTTCA
TACT T_(I:?AAgT

TGGATTTGGA
ACCTAAACCT
G F G
M D L D
W I W

Q Q A
CCGATTAAGA
GGCTAATTCT
P 1 K
R L R
S D * E

AGGATACATA

TCCTATGTAT
R I H N

AT T
QP QL
TGITACAGTA

ACAATGT CAT
cC Yy.s K

Vv TV
M L Q *

ATATGTGGTA
T,IATASACCAT

TTTTGATGAT

CCCCA AéAAgJTAgJTA

AAGATACTGA
F L * L
F Y D
S M T

C TTCACTTCTC
AAGT GAAS

GAG
L H F_ S
F T S
S L L
ACTGICACGC

AGTATCTGGT
TCATAGACCA

TACAAGTTTT
,IATGT TCAAAA

Y_ K F

T S F

CAGITTGATG
GTCAAACTAC
T V&

Q F D
S L M
AAGTCAGAGT
TTCAGTCTCA
* VRV
K S E
S Q s

AGIGATACCC
TCACT A'YI'GGG

5]
S D T
v | P

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100
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TTACATGGGA
AATGTACCCT
L H G
Y M G
F T W E
AATATTTGAG
T'II\'IATiAAAgT Cc

I F E
E Y L S
ATGGAAATTC

TACCTTTAAG
M E |

W_ K F
N G N S

CTCTTTTGCA
GAGAAAACGT
L F_ C
S F A
S’L L' Q

AAAAGACAGT
TTTTCTGICA
K R Q

K D_°S
* KTV

GCA!
T CGT_(IE(;I

AAAGTCAATG
TTTCAGITAC
K § Q C
K V_'N

K § M

TGCCTCTGAT

TTGATGGATA AGGAAAAGCA

AACTACCTA
v D G *
L M D
* W |

ACCTACCTTC
TGGATGGAAG

C
TTTG

S K T
A P K
H Q N
GATACCATAT
CTATGGTATA
R'Y H |

I
Y

L Q K

CCTTCCAAGN AAA

GGAAGGTTCN
P S K
L P X
S F Q X

AAAGAAGA
TTTCITCTGC
K E D

K K T
E R R R

TCTGAAGATG
AGACTTCTAC
S E D

L K M
L * R *

TCAGACAGTG
AGTCTGTCAC
SAEES
FR Q *

GAAATTC

GAA!
CETCETT,IAAG CCTAACTCT

K K F
R R N S
GATACTATTC
C'[I') AT_(I:?AT:IAAG

Il L F
G Y Y S

GCGGTGT
TTTCGCCACA
X § G V

K A V
K R C

CG ACATCTCTTT
TGTAGAGAAA

D_ 1
T S
H L

S F
L
E

AAACAGAAAT
TTTGICITTA
E. TQ E |
N R N
ATGACTGTAT
TACTGACATA
D D C |
M T V
* LY
GGATTGAGAT
R 1 E_I
G L R
D * D
AGCGACTCTT
TCGCTGAGAA
%

A

R L F
D_ S
T L

E
R

ML Q E

ATCAATAACT
TAGT TAT',(IGA

A GAAGAAAATG
CE TCE TTTAC

N
K K M
R R K C

GGCCAGCTTG CCT
C CCGGICGAAC

G Q L
A S L
G P A C

AACCTTGGTC
L En PQ
| G T R

CATGACAAGT
_(I__?;T ACTGT TC@\

HDQK
M T S

ACTATCCAAG
TGATAGGTTC
N PQ S
L S K
ACTGAAGACC
TGACTTCTGG
Y ¥ R P
T E D
L K T

CCAAAGTCCT
GGTTTCAGGA
S K V_ L
P K_S

Srrier?
ACATTTGIGG A
T TGTAAACACC

GAA TTGGAACCAG AAGATGAAGA

TCTGICTCCA CAAATACCAA

AGACAGAGGT
S V_S
L S

P
F CL H

CATAGCTCTG AACCTTAATG

GTATCGAGAC
I A L

S * L _*
H S S

CATTGAGIGC
GTAACTCACG
I E_C
L. S, A

S
H Vv

TAAT
TTGGAATTAC
N_ L N

T L M
E P * =

CGGTTCTACA
GCCAAGATGT
R F_Y

G S T
P V'L Q

GIATCTCAGG
CATAGAGTCC

Y L R
C I _ S G
vV § Q

TTATATTGAA
AA'YI'ATAACT T

GICTACAATG

2160

2220

2280

2340

GGT 2400

T 2460

2520

GGG 2580

2640

2700

2760

2820

2880
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CCTATGTCCC
GGATACAGGG
P M_S
L C P
S Y V P

ATCTACCTGG
T,IAGA'YI'GGﬁCC

AGCAAAATAG

TGCCCAAACC
ACGGGTTTGG
L P K P
C P_N
A QT

ATAAAGAAAA
TATTTCITTT
D K E N

AGAATGIGAG
TCTTACACTC
* ON-VOR

R M
E C E

G AGACATCATA

TCTGTAGTAT
E T S ~*

E
K
AAAGGACTTG

TCGTTTTATC
S K I
A K *
E'Q N R
GAAAATGCTC
CTTTTACGAG
E N A
K M L
R K C S
TCTATAATTC
AGATATTAAG
L * F
| Y N S
TGTATAGGTT

ACATATCCAA
cC I G

Vo o*x vV
LY R F
AGGACTTCAG
TCCTGAAGTC
ROT SQ
* D F S

GAAGCATCTA
CTTCGTAGAT

E A S
K H L
S I Y

TATTTTTCAT
A$MAMGT A

F_S
| F H

[TTCCTGAAC CT
W

T

TTGTGITTGT

GCG GTAGAGACAT CT
CATCTCTGTA
V. E T S

AACACAAACA AATAAAAAGA

F V_F V
L C L

cC v C

TGCTCCTAAG
ACGAGGATTC
V. L L S
cC s ~*

AP K
TTTGCATTTG
AAACGTAAAC
I C 1_¢C
F A F
L H L
AAGTAAAAGC

TTCATTTTCG
* VK A
K * K

R H
G R D |

S T S
E A L H
AGAACCTGIT
TCTTGGACAA
R T C
E P V
K N L F
GATTTTGAGT
CTAAAACTCA
D F E
I L
R F * V
GCCTGGGITT
CGGACCCAAA
A W V
P G_F
R L G L
ATCCAATCCT
TAGGI TAGGA
I Q S
S N P
Y P I L

TATCAATAAT
ATAGITATTA
Y Q *
I N N
L S I |

TTATGAAGAA
AﬁTAg:T T(R‘,T T

Y E E
L M K N
AGGAAACCAA
TCCTTTGGIT
R K P
G N Q

ACTATAACTA
TGATATTGAT
Y_ Y N_Y

Q R Q

AATCACTCTG
TTAGTGAGAC
* S L *
N H S
I T L
AGACTTGAAT

TCTGAACTTA
* M

TTATAGCAAC
AATATCGTTG
F I AT

L
Y S QN
CTAGGAGTAG

ATGATAGCAT
TACTATCGTA

H
H D S M
M 1T A

TTCCCATTTT

GATCCTCATC AAGGGTAAAA

T
L
*

R S S
G V

S H F
P
F P F

Vv F

GAA ATGCTTTTTA
ACGAAAAAT

M K K
* K R

TGAAAAA
ACTTTTTCT '}2 T

C F_L
N A F Y

GCAAA 3000

3120

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660
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L FFI S K S L KS * ETN EKE ML F

TGITATCCCT AATTGICCCA CTAAATGGAA CGCCTCTGAT TAGCCTCATT AAGACTTTTA 3720
ACAATAGGGA TTAACAGGGT GATTTACCTT GCGGAGACT A A CGGAGT AA TTCTGAAAAT
cC Y P L S H M E R L S L R L L
v I P N C P T K W N_A S D * P H * D F_Y
M L S L I VvV P L NG T P L | S L | K T F

TACTGIGAAG ATTTTATTAG AAGCAATATA TGAAAATTAC TTGGATTAAT GIGITAATCT 3780
ATGACACTTC AAAATAA C TTCGITATAT ACTTTTAATG AACCT AATTA CACAATTAGA

Y C E D F RS, NI K L G L M_C S

TR RN RE vy Nty ML SR MY TN
| L * R F Y * K Q v Im &N T RWE T
CCCTCTTTAA AATGCTAATA TCTACTTTAT GCACATTAAA GCTCAGTATG CATTTTCTTT 3840
GGGAGAAATT TTACGATTAT AGATGAAATA OGTGIAATTT QGAGTCATAG GTAAAAGAAA

P_S K C Y L Y H S, C | _F_F

P b KNG N T T T Q WealrFs L
s T M AN e T R MR AL S Y A FESL
GATGCATACA GTTTCTATCA ATTAAATATA AAGAAGGAGA CTTGGCACCA ACTT
CTACGTATGT CAAAGATAGL TAATTTATAT TTCTTCCICT GAAQCGIGGT TGAA

Y S F. Y Q N, KK T HoQ

PP T v s N e KRBT G T

* 'C1 Q FL S | K Y KE s b P

* Stopkodon; rot: langster ORF (,Open Reading Frame®)
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7.3 ldentitatsnummern der P1-, BAC- und PAC-Klone

MB1

FBAC-4432/47G4

(Genome Systems Inc.)

MB2

FBAC-4432/15514

(Genome Systems Inc.)

MB3

FBAC-4432/24123

(Genome Systems Inc.)

MB4

FBAC-4432/14M2

(Genome Systems Inc.)

MB6

FBAC-4432/37K2

(Genome Systems Inc.)

MB7

FBAC-4432/15M17

(Genome Systems Inc.)

MB9

FBAC-4432/63L6

(Genome Systems Inc.)

MB10

FBAC-4432/179D9

(Genome Systems Inc.)

PAC1

RPCIP711 F0473Q3

(RZPD clone ID)

PAC8

RPCIP711 E193090Q3

(RZPD clone ID)

PAC33

RPCIP711 L12425Q3

(RZPD clone ID)

PAC41

RPCIP711 L02655Q2

(RZPD clone ID)

PAC43

RPCIP711 L135360Q2

(RZPD clone ID)

PAC44

RPCIP711 N07220Q2

(RZPD clone ID)

PAC46

RPCIP711 J08277Q2

(RZPD clone ID)

PAC47

RPCIP711 C205960Q2

(RZPD clone ID)

PAC49

RPCIP711 K19171Q2

(RZPD clone ID)

PAC50

RPCIP711 A10357Q2

(RZPD clone ID)

PAC51

RPCIP711 D035230Q2

(RZPD clone ID)

PAC53

RPCIP711 006181Q2

(RZPD clone ID)

PAC55

RPCIP711 E05183Q2

(RZPD clone ID)

PAC56

RPCIP711 P114180Q2

(RZPD clone ID)

PACG60

RPCIP711 D23474Q2

(RZPD clone ID)

PAC61

RPCIP711 G20437Q2

(RZPD clone ID)

PACG63

RPCIP711 J195240Q2

(RZPD clone ID)

PAC71

RPCIP711 C2449102

(RZPD clone ID)

PAC73

RPCIP711 G234880Q2

(RZPD clone ID)

PAC76

RPCIP711 C0519102

(RZPD clone ID)

PAC77

RPCIP711 P2487Q2

(RZPD clone ID)

PAC78

RPCIP711 K05540Q2

(RZPD clone ID)

PAC79

RPCIP711 020237Q2

(RZPD clone ID)

PAC81

RPCIP711 H14360Q2

(RZPD clone ID)

PAC82

RPCIP711 K18570Q2

(RZPD clone ID)

PAC84

RPCIP711 G192820Q2

(RZPD clone ID)

PAC85

RPCIP711 B06254Q2

(RZPD clone ID)

PAC86

RPCIP711 1116402

(RZPD clone ID)

PAC87

RPCIP711 D01270Q2

(RZPD clone ID)

PAC89

RPCIP711 M1644602

(RZPD clone ID)

PAC90

RPCIP711 P03479Q2

(RZPD clone ID)

PAC93

RPCIP711 F116700Q2

(RZPD clone ID)

PAC94

RPCIP711 H126420Q2

(RZPD clone ID)

PAC95

RPCIP711 G12642Q2

(RZPD clone ID)

PAC96

RPCIP711 H05580Q2

(RZPD clone ID)

PAC97

RPCIP711 H0183Q2

(RZPD clone ID)

PAC98

RPCIP711 D22160Q2

(RZPD clone ID)

PAC100

RPCIP711 A0441Q2

(RZPD clone ID)

PAC101

RPCIP711 JO73550Q2

(RZPD clone ID)

PAC104

RPCIP711 L098302

(RZPD clone ID)

RLDB-5

ICRFP703 E15300QD2

(RZPD clone ID)

RLDB-20

ICRFP703 C043160QD2

(RZPD clone ID)

RLDB-21

ICRFP703 K23214

(RZPD clone ID)
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7.4 Abklrzungen

%

m
°C
32P
A
AER
BAC
bidest.
bp
BSA
bzw.

ca.
CaCl,
cDNA
cM
cm
cm
cpm
d.h.
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
Dig
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
ds
DTT
dTTP
E. coli
EDTA
EST
et al.
FCS
Ft

Prozent
Mikro- (10°°)
Grad Celsius

radioaktives Phosphorisotop der Atommasse 32

Adenin
L2Apical Ectodermal Ridge*

"Bacterial Artificial Chromosome", klinstliches Bakterienchromosom

zweifach destilliert
Basenpaar(e)
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Cytosin

circa

Kalziumchlorid

"copy" DNA

Centi-Morgan

Zentimeter

Quadratzentimeter
gemessener radioaktiver Zerfall pro Minute
das heil3t
Desoxyadenosin-5'-triphosphat
Desoxycytidin-5'-triphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosin-5'-triphosphat
Digoxigenin

Dulbeco’'s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig

Dithiothreitol
Desoxythymidin-5'-triphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
~EXpressed Sequence Tags"
et alteri (und andere)

fotales Kélberserum

Fused toes
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g
G

GTE
hCG
HCI
HEPES
IPTG

k

KAC

kb

KCI
KH,HPO,
konz.

I
LB-Medium
m

M

max.
Mb
MgCl,
min
mind.
mol
MOPS
mMRNA

Na,HPQO,
NaCl
NaOH
oD

p. C.
P1

PAC
PBS
PCR
PFA
PFGE
PIPES
PMS
PMSF

Gramm

Guanin

Glucoese-Tris-EDTA

"Human Chorionic Gonadotropin”
Salzséaure
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-Ethansulfons&ure]
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid
Kilo- (10%)

Kaliumacetat

Kilobasenpaare (10°%

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
konzentrierte(r)

Liter

Luria-Bertani-Medium

Milli- (10°%)

Molar (mol/l)

maximal

Megabasenpaare (10°)
Magnesiumchlorid

Minute

Mindestens

Mol (6,023 x 10> Molekiile)
"3-(N-Morpholino)propansulfonic acid"
.Messenger’ RNA

Nano- (107
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Optische Dichte, Extinktion

Piko- (10"

post coitum

Bezeichnung eines Bakteriophagen
"P1- derived Artificial Chromosome"
.Phosphat Buffert Saline*

.Polymerase Chain Reaktion®, Polymerase Ketten Reaktion

Paraformaldehyd
Pulsfeld-Gelelektrophorese
Piperazin-1,4,bis-(2-ethansulfonsaure)
"Pregnant Mare's Serum"
"Phenylmethylsulfonyl Fluorid"
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RACE .-Rapid Amplifikation of cDNA Ends*

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

RT reverse Transkription

RZPD Resourcen Zentrum/ Primér Datenbank

S Sekunden

SDS Sodiumdodecylsulfat

SS einzelstrangig

SSC ~Standard Saline Citrat”

SVv40 Simian Virus 40

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borsaure-EDTA

TE Tris-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA Transfer RNA

U Unit

Upm Umdrehungen pro Minute

UTR untranslatierte Region

uv Ultraviolett

\% Volt

Wt Wildtyp

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galctopyranosid
YAC ,Yeast Artificial Chromosome®, kiinstliches Hefechromosom
z. B. zum Beispiel

ZPA »Zone of Polarizing Activity*
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