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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Retinoide

Die Retinoide umfassen eine Familie von kleinen lipophilen Molekdilen, die sich vom
Vitamin A (Retinol) ableiten. Abbildung 1.1 zeigt die chemische Struktur der bisher
bekannten wichtigsten natlrlichen Retinoide. Vitamin A wird tber die Nahrung in der
Form von Retinylester oder Carotenoiden aufgenommen und entweder in der Leber
als Ester gespeichert oder in den Zielgeweben weiter metabolisiert (Blomhoff et al.,
1992). Im Auge wird Retinol durch Oxidation und Isomerisierung zu 11-cis-
Retinaldehyd umgewandelt, welches in den Sehzyklus involviert ist (Palczewski &
Saari, 1997). In den meisten anderen Geweben wird Retinol zu all-trans-Retinsdure
metabolisiert (Abb.1.2), die Wachstum und Differenzierung im adulten Organismus

aufrecht erhalt.
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Abb. 1.1 Struktur der am weitesten verbreiteten natiirlichen Retinoide
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1.1.1 Vitamin A-Metabolismus: Die Biosynthese von Retinsdure

Die aktive Form des Vitamin A in vielen biologischen Systemen ist Retinsdure. Da
Retinsdure in der Nahrung jedoch gar nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen
vorkommt, ist ihre Synthese aus Retinol eine wichtige Reaktion zur Bereitstellung des
aktiven Metaboliten. Sie erfolgt in zwei Schritten: Einem reversiblen von Retinol zu
Retinaldehyd und einem irreversiblen von Retinaldehyd zu Retinsdure (Abb.1.2).
Katalysiert wird die Oxidation von Retinol zum Retinaldehyd durch Alkohol-
Dehydrogenasen aus zwei verschiedenen Familien.

Die eine Familie umfat die zinkabhangigen cytosolischen Dehydrogenasen
mittelkettiger Alkohole (Boleda et al., 1993; Duester, 1996; Napoli, 1996). Diese
besteht aus mindestens 4 Mitgliedern (Adhl, -2, -3, -4), von denen Adhl und Adh4
freies Retinol zu Retinaldyhyd oxidieren. Beide werden wahrend der
Embryonalentwicklung exprimiert. Adhl ist jedoch nur in einigen Geweben (z. B. in
der sich entwickelnden Niere), in denen Retinsaure synthetisiert wird, exprimiert
(Rossant et al., 1991; Vonesch et al., 1994). Adh4 dagegen ist in verschiedenen
Regionen embryonaler Retinséuresynthese aktiv, wie z. B. im frihen ZNS, im
Gewebe um das sich entwickelnde Auge und im otogenen Vesikel (Ang et al., 1996;
Haselbeck & Duester, 1998). Dabei beschrénkt sich die Expression auf die Phase vor
Embryonaltag 10.5 (Ang et al., 1996). Danach tritt im gesamten Embryo keine Adh4-
Expression mehr auf. Das heif3t, andere Enzyme mussen von diesem Stadium an die
Aufgabe von Adh4 (bernehmen. Null-Mutanten sowohl von Adhl als auch Adh4
entwickeln sich normal. Dies weist auf eine Redundanz bei den Retinol-
Dehydrogenasen hin.

Die zweite Familie von Enzymen, die Retinol zu Retinaldehyd oxidiert, sind die
mikrosomalen Dehydrogenasen kurzkettiger Alkohole (short chain alcohol
dehydrogenase, SCAD), (Duester, 1996; Napoli, 1996). Sie sind membrangebunden
und metabolisieren bevorzugt an CRBPI (cytosolic retinol binding protein 1)
gebundenes Retinol, im Gegensatz zu den cytosolischen Enzymen, die nur freies
Retinol als Substrat verwenden kénnen.

An der irreversibelen NAD"-abhangigen Oxidation von Retinaldehyd zu Retinséaure
im Embryo sind hauptséchlich cytosolische Retinaldehyd-Dehydrogenasen beteiligt.
Obwohl im Embryo auch Retinaldehyd-Oxidasen existieren (Manthey et al., 1990;
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Roberts et al., 1992), die Retinsdure sythetisieren kénnen (Chen et al., 1995), wurde
gezeigt, daB Retinaldehyd-Dehydrogenasen vorherrschend und nahezu fiur die
gesamte Retinséuresynthese im Embryo verantwortlich sind (McCaffery & Drager,
1994; Moss et al., 1998; Niederreither et al., 1997).

1.1.2 All-trans-Retinsaure-Metabolismus

All-trans-Retinsdure wird zu stérker polaren Verbindungen metabolisiert, wie z. B. 4-
hydroxy-all-trans-Retinséure, ~ 18-hydroxy-all-trans-Retinsdure,  4-oxo-all-trans-
Retinsaure, 5,6-epoxy-all-trans-Retinsdure und  all-trans-Retinol-B-Glukoronid
(Dunagin et al., 1966; Frolik et al., 1979; Roberts et al., 1980; Roberts et al., 1979).
Dabei spielen verschiedene Cytochrom-P450-Enzyme eine wichtige Rolle. Das
Cyp26A1 (P450RAI-1) und das Cyp26B1 (P450RAIl-2), die im reproduktiven
Gewebe exprimiert werden, sind davon am intensivsten untersucht. Beide Enzyme
metabolisieren all-trans-Retinsdure zu 4-OH-all-trans-Retinséure, 4-oxo-all-trans-
Retinsdure und 18-OH-all-trans-Retinsdure (Ray et al., 1997; White et al., 1997;
White et al., 2000). Die Oxidation der all-trans-Retinséure dient dabei vermutlich der
Inaktivierung. Es konnte nachgewiesen werden, daR die oxidativen Derivate in der
Mausentwicklung nicht mehr am Retinsaure-Signaltransduktionsweg beteiligt sind
(Niederreither et al., 2002a). All-trans-Retinsdure reguliert die Cyp26Al-
Transkription, so daB tber einen Rickkopplungsmechanismus die eigene Oxidation
kontrolliert wird (Loudig et al., 2000; Ray et al., 1997). In der Embryonalentwicklung
der Maus sind Cyp26-Transkripte um sich entwickelnde Knorpel, in unterschiedlichen
Regionen des Kopfes, im Pharynx, in der neuralen Retina und in verschiedenen
Bereichen des Schwanzes zu beobachten (de Roos et al., 1999), Regionen in denen
Retinsaure-Uberschuf zu MiRbildungen fithrt (Nau et al., 1998).
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Retinol Retinal
Dehydrogenase Dehydrogenase

W OH W CHO W COOH
—— ——p

all-trans Retinol all-trans Retinaldehyd all-trans Retinsaure

(Vitamin A) I Cytochrom P450
abhangig

o
4-oxo-all-trans Retinsaure

Abb. 1.2 Verwandlung von Retinol (Vitamin A) zu Retinsaure und dessen

oxidativen Produkten

1.1.3 Retinoide in der Embryonalentwicklung

Bei der Fortpflanzung und in zahlreichen Stadien der Embryonalentwicklung spielen
Vitamin A und dessen Metabolite eine entscheidende Rolle. Sie kontrollieren
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Morphogenese und Apoptose (Clagett-
Dame & Deluca, 2002; De Luca, 1991; Maden, 1994). Sowohl Vitamin A-
UberschuB (Coberly et al., 1996; Nau, 1993) als auch -Mangel (Thompson et al.,
1969; Wilson et al., 1953) fiihren zu MiRbildungen wéhrend der Embryogenese.
Vitamin A-Defizienz fuhrt zu MiRbildungen an Herz, Auge, respiratorischem und
zirkulatorischem System, sowie am Urogenitaltrakt (Zile, 1998). Die teratogenen
Effekte bei Vitamin A-Uberschu unterscheiden sich von denen bei -Defizienz,
obgleich es einige Ubereinstimmungen gibt. Vitamin A-UberschuB ist gekennzeichnet
durch  ZNS-Defekte (z.B. Spina bifida, Exenzephalie), Schéadel und
Gesichtsfehlbildungen, Herz- und Thymusmif3bildungen, sowie GliedmaRen-Defekte
(Brockes, 1989; Kochhar et al.,, 1998; Nau et al., 1998; Shenefelt, 1972). Die
Funktionen des Vitamin A in der Embryonalentwicklung scheint bei den meisten
Vertebraten durch all-trans-Retinsdure, der carboxylierten Form des Vitamin A,
ausgelibt zu werden. Es kann jedoch nicht alle Funktionen des Vitamin A

aufrechterhalten. Embryonen Vitamin A-defizienter Ratten koénnen zwar mit
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Verabreichung von Retinsdure ,,gerettet“ werden, die Nachkommen sind aber blind

und steril.

1.1.4 Retinoid-bindende-Proteine

Retinoid-bindende-Proteine werden in zwei Gruppen unterteilt: CRBP (cytosolic
retinol binding proteins) und CRABP (cytosolic retinoic acid binding proteins)
(Donovan et al., 1995; Lohnes et al., 1992), mit jeweils zwei bekannten Subtypen
(CRBP I und IlI, CRABP | und Il). Die Funktion dieser Molekule ist noch nicht
vollstdndig verstanden, besonders im Bezug auf ihre Beteiligung an der
Embryonalentwicklung und der Teratogenitdt von Retinoiden. Wahrscheinlich haben
sie eine Aufgabe in der Regulation des Retinoid-Metabolismus. Im sich
entwickelnden Embryo sind sie weit exprimiert (Dencker et al., 1990; Dolle et al.,
1989; Perez-Castro et al., 1989; Ruberte et al., 1993; Scott et al., 1994). CRBPs
binden bevorzugt Retinol und agieren als ,,Shuttle* zwischen subzelluldren
Kompartimenten und metabolisierenden Enzymen. Sie fordern dessen Umwandlung
in aktive Metaboliten, z. B. all-trans-Retinsaure. Die CRABPs zeigen dagegen eine
erhohte Affinitat zu all-trans-Retinséure. Es wird vermutet, daf sie an der Retinsaure-
Homdostase innerhalb der Zelle beteiligt sind und das Auftreten hoher
Konzentrationen freier Retinsdure verhindern. Gleichzeitig beschleunigen sie den
Abbau der Retinséure zu polareren Verbindungen. In der Embryonalentwicklung sind
sie jedoch nicht essentiell, da sowohl fehlendes CPBP I als auch CRABP | und Il nur
geringe Effekte auf die Embryogenese zeigen (Lampron et al., 1995). Vermutlich

werden ihre Funktionen von anderen Rezeptoren Gibernommen.
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1.1.5 Retinoidrezeptoren

Es gibt zwei Familien von nukledren Retinoidrezeptoren, RAR und RXR, die zur
Steroid/Thyroid-Hormon-Superfamilie gehdren und beide in drei auf verschiedenen
Genen liegende Subtypen a, B, y und noch durch weitere SpleilRvarianten in
Isoformen unterschieden werden. Uber diese Rezeptorproteine, an die Retinsaure
bindet, wird die Transkription von downstream Ziel-Genen aktiviert oder reprimiert.
Sowohl all-trans- als auch 9-cis-Retinsdure binden an das RAR-Protein, wenngleich
nur all-trans-Retinsdure in vivo in ausreichender Menge als Aktivator nachgewiesen
werden konnte. An den RXR-Rezeptor bindet nur 9-cis-Retinsaure, nicht jedoch all-
trans-Retinséure (De Luca, 1991). Das RAR-Protein heterodimerisiert mit RXR und
interagiert als Komplex mit sogenannten retinoic-acid-response-elements (RARE),
spezifischnen DNA-Sequenzen in der Promoter-Region der Zielgene. Fur die
Regulation der Transkription ist ein gebundener Ligand an das RAR-Protein obligat,
wéhrend die physiologische Bedeutung des RXR-Liganden fir die Vitamin-A
Signaltransduktion hingegen noch zu kléaren ist (Clagett-Dame & DelLuca, 2002).
RXR-Rezeptoren dienen in diesen Komplexen vermutlich als ,stiller Partner” ohne
Ligandenbindung.

RXR-Proteine konnen zusatzlich mit sich selbst Homodimerkomplexe (Mangelsdorf
& Evans, 1995) oder, neben RAR, auch mit anderen Rezeptoren, wie z. B. dem
thyroid-hormone-receptor (TR), 1,25-dihydroxy-vitamin D3 receptor (VDR)(Yu et al.,
1991), peroxisomal proliferator activated receptor (PPAR) (Kliewer et al., 1992b),
NGFI-B, NURR1 (Perlmann & Jansson, 1995) und Coup-TF (Kliewer et al., 1992a),
Heterodimere bilden.

10
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1.1.6 Retinoidrezeptoren in der Embryonalentwicklung

Die Expression der Retinoidrezeptoren wahrend der Embryogenese ist raumlich und
zeitlich unterschiedlich. Wahrend RARa ubiquitér exprimiert wird, zeigen RARp und
RARy eine zeitlich und lokal begrenzte Expression. Dabei schlieBen sich die
Expression von RARp und RARYy oft gegenseitig aus. Dies 1aRt eine unterschiedliche
Funktion der beiden Rezeptoren vermuten. RARp ist im Leber- und Lungengewebe,
sowie im Urogenital-Trakt exprimiert. Wahrend der Gliedmalienentwicklung ist
RARS im mesenchymalen Gewebe zwischen den Fingern exprimiert und nicht an der
Knorpelkondensation beteiligt. RARy dagegen ist in den Fingern hoch exprimiert,
aber nicht im Zwischenfingerbereich. Die Expressionsverteilung zeigt, dall sowohl
RARp als auch RARy, allerdings in unterschiedlicher Weise, an der Ausbildung der
GliedmaRen beteiligt sind. Weiterhin wirken beide Rezeptoren zu verschiedenen
Zeitpunkten bei der Neuralrohrentwicklung. Die Expression des RARy ist nur in der
offenen Neuralfalte zu beobachten, aber nicht mehr im geschlossenen Neuralrohr, in
dem jedoch RARp-Transkripte vorhanden sind.

Bei den RXR-Rezeptoren ist der B-Subtyp weit verbreitet, wahrend RXRa und RXRy
eine starker eingeschrénkte Expression zeigen (Dolle et al., 1994; Mangelsdorf et al.,
1992).

11
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1.2 Teratologie, UberschulR von Retinsaure

Retinsaure-UberschuB und -Defizienz fiihren zu einer abnormalen Entwicklung
(Maden, 1994; Nau et al., 1998). Daraus lait sich schliel3en, dal? der Embryo prézise
regulierte Retinoide bendtigt. Obwohl das Spektrum der Fehlbildungen in beiden
Fallen Gberlappt, gibt es selektive Antworten auf Defizienz bzw. Uberschuf. Somit ist
wahrscheinlich  kein einzelner Mechanismus fir die Aktion der Retinoide
verantwortlich, sondern jedes Gewebe hat wéhrend der Entwicklung seinen
einzigartigen ProzeR.

Die Art der MiRbildungen héngt vom embryonalen Stadium ab, in dem Retinséure
verabreicht wurde. Friihe Retinsdureexposition (Embryonaltag 8-10)  fuhrt zu
Gesichtschadel- und ZNS-Defekten. Spéater (E10-14) sind Gliedmalienmif3bildungen
und urogenitale Defekte zu beobachten (Kistler, 1981). AufRerdem ist die Auspragung
der teratogenen Effekte dosisabhangig (Agnish & Kochhar, 1992; Seegmiller et al.,
1997). Hoéhere Dosen flhren zu héufigeren und schwereren Fehlbildungen, sowie

einer erhdhten embryonalen Letalitat (Kochhar, 1967).

1.2.1 Untersuchungen zu Retinoid-Rezeptoren in der Teratogenese

Uber Maus knock out-Mutanten

1.2.1.1 Knock out-Mause einzelner Subtypen

Ein Ansatz, um Aussagen Uber die Funktionalitat einzelner Retinoidrezeptoren zu
erhalten, ist die Generierung und Untersuchung von Maus-Null-Mutanten. Durch
auftretende Redundanz ist es jedoch h&ufig schwierig, prazise Ergebnisse zur
Funktionalitat der einzelnen Retinoidrezeptoren zu erhalten. Homozygot defiziente
Mause fir RARa;, RARB, und RARY, zeigen keine abnormalen Phanotypen (Kastner
et al., 1995). Mé&use, denen alle RARB Isoformen fehlen, zeigen meistens eine
normale Entwicklung und lassen keine veranderte Retinoidempfindlichkeit erkennen
(Luo et al., 1995). Nur in einem von 11 Féllen tritt ein Defekt in der Entwicklung der

Cranialganglien (Fusion vom Ganglion IX und X) auf. Die Ausschaltung aller RARa.-
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Isotypen fihrt zu friher postnataler Letalitadt und zur Degeneration der Hoden (Lufkin
et al., 1993). Bei der Betrachtung der teratogenen Wirkung von Retinsaure-Uberschul
zeigen sowohl RARa— als auch RARB-Null-Mutanten keine Verénderung gegentber
dem Wildtyp (Morriss-Kay & Sokolova, 1996).

Mause, denen alle RARy Isoformen fehlen, zeigen eine erhdhte Letalitat, geringeres
GroRenwachstum, maénnliche Sterilitat, sowie Knorpelmif3bildungen und weisen
homootische Transformationen des Axialskeletts auf (Lohnes et al., 1993; Lohnes et
al., 1995). Die teratogenen Effekte bei Retinsaure-UberschuB sind bei RARy-knock
outs die gleichen wie beim Wildtyp, mit der Ausnahme, daR keine lumbosacralen
Verkirzungen und anteriore und posteriore Neuralrohrdefekte auftreten (lulianella &
Lohnes, 1997). Dies lakt vermuten, da RARy nicht notwendig fir die Induktion
vieler Entwicklungseffekte ist, abgesehen von der Ausbildung der lumbosacralen
Verkirzungen und Neuralrohrdefekte.

Bei den RXR-Rezeptoren sind aufgrund der Interaktion mit einigen Steroid/Thyroid-
Hormon-Rezeptoren, auch bei einzelnen RXR-knock out-Mutanten, ernste Effekte
wahrend der Embryogenese zu erwarten. Homozygote RXRo Mutanten sterben
wahrend der Gestation zwischen Tag 13.5 und 16.5 durch eine Fehlentwicklung des
Herzens (Sucov et al., 1994). Die Gliedmalenentwicklung bei Mé&usen mit einer
Mutation im RXRa-Gen ist normal, allerdings sind sie gegenuber all-trans-
Retinsaure-induzierten GliedmaRRenmiRbildungen resistent (Sucov et al., 1995). Bei
den RXRp- knock out-Mausen ist eine morphologisch normale Entwicklung zu
beobachten. Jedoch sind die Mannchen steril (Kastner et al., 1996).

Kein Phanotyp dieser einzelnen knock outs spiegelt die Erwartungen wider, die sich
aus dem Expressionsmuster der einzelnen Retinoidrezeptor-Subtypen ergeben. Die
Ergebnisse weisen bei der Embryogenese auf ein redundantes System hin, da bei der
Abwesenheit eines Rezeptors die meisten oder alle Funktionen von einem anderen
ubernommen werden. So konnen offensichtlich RARy-induzierte Gliedmaliendefekte
durch andere RARs ersetzt werden, nicht jedoch Retinséure-induzierte

Neuralrohrdefekte.
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knock out Letalitat Sterilitat MiRbildungen Retinoidempfindlichkeit
(ménnlich)
RARa postnatal letal - Degeneration der unverandert
Hoden
RARB keine - sehr selten unverandert
RARy erhdhte Letalitét steril KnorpelmiRbildung | leicht verandert, keine lumbo-
homdotischeTrans- | sacralen Verkirzungen oder
formationen des Neuralrohrdefekte
Axialskeletts
RXRa letal zwischen - Herzfehlbildung resistent gegen
E13.5u.E16.5 retinoid-induzierte
GliedmaRendefekte
RXRB keine steril keine -

Tab. 1.1 Ubersichtstabelle der knock out-Mause einzelner Retinoid-
Rezeptorsubtypen

Die Tabelle stellt die wichtigsten Phanotypen der einzelnen knock out-
Mutanten dar. Die Spalte Retinoidempfindlichkeit zeigt die Wirkung von
Retinsaure-UberschuB im Vergleich zum Wildtyp.

1.2.1.2 Mehrfach-Mutanten

Fir weitere Untersuchungen wurden auch verschiedene Mutanten miteinander
gekreuzt. Alle RAR-Doppel oder -Mehrfach-Mutanten sterben entweder im Uterus
oder kurz nach der Geburt und weisen multiple MiRbildungen auf, die &hnlich denen
der Vitamin A-Defizienz sind (Kastner et al., 1994; Lohnes et al., 1995; Lohnes et al.,
1994; Luo et al., 1996; Mendelsohn et al., 1994).

Doppel- oder Dreifach-Mutanten der RXR-Rezeptoren lassen Defekte aus der
Inaktivierung von RAR/RXR Heterodimeren erwarten. RXRB " /RXRy "~ und
RXRa " RXRB” RARy ™ -Mutanten weisen, auRer eines verringerten
GrolRenwachstums und einer mannlichen Sterilitat, keinen abnormalen Phénotyp auf.
Diese riihren aus dem Verlust der Funktion des RXRp her (Kastner et al., 1996;
Krezel et al., 1996).

Kombinierte Mutanten eines RAR Subtyps mit dem RXRa-Subtyp zeigen bei den
Fehlbildiungen Synergie-Effekte (Kastner et al., 1997), jedoch nicht mit RXR[ oder
RXRY.

Hieraus und aus den oben genannten Studien ergibt sich, da der RXRo Rezeptor der
entscheidende Partner flir RAR-Proteine bei der Signaltransduktion iber RAR/RXR

Heterodimere ist. Dabei spielt offensichtlich RXRa auch eine besondere Rolle in der
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Ausbildung teratogener Effekte, wie die Resistenz gegen GliedmalRendefekte bei

RXRa-knock out-Mdusen zeigt.

1.2.2 Teratogene Effekte selektiver synthetischer Retinoid-Liganden

Aus der Redundanz ergibt sich, daR die Ergebnisse zur Funktionalitit der einzelnen
Rezeptoren ber knock out-Studien nur unzureichend sind. Deshalb sind andere
Methoden wie die Verabreichung spezifischer Liganden wahrend der
Embryonalentwicklung zur Gewinnung weiterer Erkenntnisse notwendig. Da all-
trans-Retinséure, der naturliche Ligand, an alle drei RAR-Subtypen bindet, sind
synthetische Liganden, die selektiv fur einen Subtypen sind, fur verschiedene Studien

verwendet worden (Abb 1.4): Am580 (RARa. selektiv) (Hashimoto & Shudo, 1991),
CD2019 (RARp selektiv) und CD437 (RARYy) selektiv (Bernard et al., 1992).

RAR-Liganden RXR-Liganden

COO0H B
B T
X
. . N
all-trans-Retinsaure

CooH

)/©/c DOH 9-cis-Retinsaure

Am580 (RARu-selekiiv) ZC)\i
COOH
00H
. O OO Phytanséure
CH,0

CD2019 (RARp-selektiv) COOH
7\
R
. COOH
O L0
O AGN191701
HO

CD437(RARy-selektiv)

Abb 1.3 Synthetische und natirliche Liganden des RAR- und RXR-

Rezeptors
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1.2.2.1 Verabreichung einzelner RAR- und RXR-Agonisten

Von den drei selektiven Liganden verursacht Am580 (RARa selektiv) die starksten
und variierendsten teratogenen Effekte entsprechend der ubiquitdren Expression des
a-Rezeptors in der Embryonalentwicklung. Mif3bildungen des Auges, Ohrs, Kiefers,
Gaumens, sowie Spina bifida, Schwanz- und verschiedene GliedmaRendefekte treten
hierbei auf (Elmazar et al., 1996). Fehlbildungen des Urinar-Systems werden durch
den RARB-Agonisten CD2019 hervorgerufen. Der RARy-Ligand CD437 induziert
Verknocherungsdefizienz, es treten Defekte der Sternebrae, der Wirbelkdrper, der
Gliedmalien und Exenzephalie auf.

Die Verabreichung RXR-selektiver Liganden verursacht bei weitem keine so hohe
Teratogenitat wie die der RAR-selektiven (Elmazar et al., 1997; Jiang et al., 1995;
Kochhar et al., 1996). Erst bei einer sehr hohen Dosis sind Mif3bildungen zu
beobachten. Vermutlich filhren die RXR-Liganden zur bevorzugten Bildung von
RXR-Homodimeren, welche in der Embryonalentwicklung nur eine untergeordnete
Rolle spielen (Zhang et al., 1992).

1.2.2.2 Kombination selektiver RAR- und RXR-Liganden: Synergistische
teratogene Effekte

Eine Gabe der selektiven RAR-Liganden Am580 (RARa—Agonist) oder CD 437
(RARy—Agonist)  fuhrt, wie vorher beschrieben, allein verabreicht zu
Entwicklungsdefekten, der selektive RXR-Ligand (AGN191701) dagegen zeigt
uberhaupt keine MiRRbildungen. Wird ein RAR-Agonist, d. h. entweder Am580 oder
CD 437, mit dem RXR-Agonisten AGN191701 zusammen verabreicht, sind jedoch
erheblich intensivere teratogene Effekte zu beobachten (Nau & Elmazar, 1999) als
die einzelnen RAR-Agonisten verursachen (Abb 1.4). Dabei wird die Art der
MifRbildungen jeweils vom selektiven RAR-Liganden bestimmt. In der Kombination
mit dem RARa-Liganden treten starke synergistische Effekte unter anderem bei der
MiRbildung des Urogenitaltraktes, des Gesichtsschadels, der GliedmaRen und bei

Spina bifida auf (Elmazar et al., 1997). Bei Exenzephalie und der Gaumenspalte sind
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allerdings keine synergistischen Effekte zu sehen. Die Haufigkeit der Gaumenspalte
weist sogar eine deutliche Reduzierung auf .

Die synergistischen Effekte des RXR-Agonisten mit dem RARy-Agonisten sind noch
groRer, da die Anzahl der MiRbildungen mit dem RXR-Agonisten zusammen, im
Vergleich zum RARy-Agonisten allein viel starker potenziert werden. Die
Gesamthdufigkeit der einzelnen MiRbildungen im Vergleich zum RARa-Agonisten
ist jedoch geringer.

Im Gegensatz zum RARa-Liganden ist erhohte Teratogenitat bei allen auftretenden
Mif3bildungen vorhanden, d. h. neben vermehrten GliedmaBendefekten und Spina
bifida, ist auch ein erhohter Prozentsatz von Gaumenspalten und Exenzephalie zu
beobachten (Elmazar et al., 2001).

Diese Experimente zeigen, dall RAR/RXR-Heterodimere, die sowohl einen
gebundenen RXR-Liganden als auch RAR-Liganden besitzen, an der Ausbildung
teratogener Effekte, wie Spina bifida, GliedmalRenmiRbildungen u.s.w., beteiligt sind.

17



Einleitung

% Effekt (GD11)

80 AGN191701(RXR)
[ CD437(RARY)

M AGN191701 und CD437

45
43
40_ 37
20 -
1
OH 0 0 0 0
o el el —_—— A

Gaumenspalte VordergliedmaBen HintergliedmaBen

Ektrodaktylie Ektrodaktylie
% Effekt (GD 8)
100 - 96 |  AGN191701(RXR)
1 Am580 (RARc)
B AGN191701 und Am580
80 74
71 .
60 -
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40 +
26
kS 14
9 110
oL 0 - Jﬁl‘o
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] bifid
pina bifida Defekte Exenzephalie scalls

Abb 1.4. Teratogene Effekte selektiver RAR- und RXR-Agonisten am Tag 8
(GD8) und Tag 11 (GD11) post coitum alleine bzw. in Kombination verabreicht
Daten von (Elmazar et al., 2001).
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1.3 Retinsdure in der Gliedmalienentwicklung

GliedmalRenknospen der Vertebraten sind embryonale Strukturen, die wahrend der
Entwicklung lateral in der Region der VordergliedmalRen bzw. Hintergliedmalien
entstehen und einen distalen Auswuchs bilden. Es sind mindestens drei Signalzentren
in der GliedmalRenknospe definiert worden: 1. Die Zone polarisierender Aktivitét
(ZPA), eine Gruppe mesenchymaler Zellen im posterioren Bereich der
Gliedmalienknospe, die im wesentlichen das Muster entlang der antero-posterioren
(AP) Achse definiert. 2. Die apikale ektodermale Leiste (AER), die die unterliegenden
mesenchymalen Zellen in der ,,Progress-Zone* in undifferenziertem Zustand halt und
den distalen Auswuchs steuert und 3. das distale Nicht-AER-Ektoderm, das
entscheidend fir die dorso-ventrale (DV) Asymmetrie ist. Beim Wachstum der
GliedmalRen differenzieren Zellen in Muskel-, Knorpel- und Knochenzellen. Im Huhn
ist die morphologische Entwicklung der GliedmaRen besonders intensiv untersucht
worden (Hofmann & Eichele, 1994).

Es wurde gezeigt, dal Huhngliedmalenknospen endogen all-trans-Retinsdure und
3,4-didehydro-all-trans-Retinséure enthalten (Thaller & Eichele, 1987, 1990). Diese
bilden in der GliedmaRenknospe einen antero-posterioren Konzentrationsgradienten
mit einer hdheren posterioren Konzentration aus (Thaller & Eichele, 1987) und sind
an der Ausbildung der antero-posterioren Achse beteiligt. Transplantationen der ZPA,
sowie auch die lokale Administration von all-trans-Retinsdure in den anterioren
Bereich, fuhren entlang der antero-posterioren Achse zu einer spiegelbildlichen
Duplikation der Finger (Tickle et al., 1982; Wedden et al., 1990). Dabei vermittelt
Sonic hedgehog (SHH) die polarisierende Aktivitat der ZPA (Chang et al., 1994;
Riddle et al., 1993). SHH wiederum wird durch Retinsdure induziert und ist fur die
Ausbildung der ZPA notwendig (Helms et al., 1994; Lu et al., 1997). Somit dient
Retinsdure vermutlich als Morphogen und ist an der AP-Polaritat beteiligt.

In der GliedmalRenknospe der Maus hingegen sind sowohl die all-trans-Retinsaure-
Konzentration als auch der Konzentrationsgradient geringer als im Huhn (Scott et al.,
1994). Weiterhin konnte auch keine 3,4-didehydro-all-trans-Retinsdure nachgewiesen
werden, die vermutlich nur im Huhn eine Bedeutung hat. Jedoch konnte auch hier
gezeigt werden, dal all-trans-Retinséure fiir die Ausbildung der AP-Achse und das

Gliedmalienwachstum bendtigt wird (Niederreither et al., 2002Db).
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Wie zuvor beschrieben bewirken Vitamin A- sowie Retinsdure- bzw. Am580-
UberschuB GliedmaRendefekte. Dabei treten Ektrodaktylie sowie Verformungen und
Verkilrzungen von Humerus, Radius und Ulna bei der Vordergliedmalienknospe bzw.
Femur, Fibula und Tibia bei der HintergliedmaRenknospe auf. In vielen Féllen fehlt in
der HintergliedmaRenknospe die Fibula (Elmazar et al., 2001; Kochhar et al., 1996).
Der Signaltransduktionsweg der Retinsdure in der Gliedmalienentwicklung ist jedoch
noch unbekannt: Somit sind auch die Mechanismen, die zu den Mif3bildungen fihren,
noch nicht geklart.

Anterior

!
% AER

\b\: Proximal =— PZ _} — Dpistal
/

_'{‘"‘

ZPA

- 2
3
h 1
@ Posterior

Abb 1.5 GliedmaRenentwicklung

(A) Flugelentwicklung beim Huhn beginnend mit der Ausbildung von
GliedmalRenknospen am Tag 3

(B) Dorsale Betrachtung der Basisstrukturen der GliedmalRenknospe bei den
Vertebraten. Die apikale ektodermale Leiste (AER) dirigiert den distalen
Auswuchs; die Zone polarisierender Aktivitat (ZPA) ist an der Ausbildung
der AP-Achse beteiligt. In der ,Progress Zone® (PZ) befinden sich
undifferenzierte mesenchymale Zellen.
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1.4 Zielsetzung

Es ist bekannt, dal? Retinsdure, welche sich von Vitamin A ableitet, fiir die normale
Entwicklung von Vertebraten essentiell ist (Clagett-Dame & Deluca, 2002).
Verénderungen des Retinséurehaushalts wahrend der Embryogenese, hervorgerufen
durch Vitamin A-UberschuB oder -Mangel bzw. durch Verabreichung von Retinsaure
oder von Rezeptor-spezifischen synthetischen Retinoiden, verursachen teratogene
Effekte (Nau & Elmazar, 1999). Obwohl die Effekte von Vitamin A- bzw. Retinsdure-
UberschuR gut beschrieben sind und viele Untersuchungen zur Rolle von Retinsaure
in der Embryonalentwicklung durchgefiihrt wurden (Ross et al., 2000), sind viele
Zielgene der Retinséure noch unbekannt und die molekularen Wirkungsmechanismen
noch nicht aufgeklart.

Frihere Studien zeigten, daR Retinsaure auch bei der GliedmaRenentwicklung eine
wichtige Funktion hat (siehe Einleitung). So fuhrte die Verabreichung des
synthetischen Retinoids Am580, welches spezifisch an den a-Rezeptor bindet, unter
anderem zu starken MiRbildungen der GliedmalRen (Kochhar et al., 1996). Die
Zielgene und molekularen Wirkungsmechanismen sind auch hier noch ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war es, neue Gene zu isolieren und zu charakterisieren, die eine
Rolle in der GliedmaBenentwicklung spielen und die spezifisch tber den Retinsdure-

Rezeptor o (RARa) induziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelle Methoden

Fur alle Maus-Experimente wurden NMRI-Mé&use verwendet. Sie haben einen
Albino-Phanotyp mit unpigmentiertem Fell und Auge. lhre Verpaarungs- und
Aufzuchteigenschaften sind berdurchschnittlich. Die Haltung und Arbeit mit den
Tieren erfolgte nach den Vorschriften des Bundestierschutzgesetzes (BGB1 S1105,
ber. S181, Abschnitt 2 (§2+3), 5 (87-9) und 8 (8119)). Fir die Hihnerembryo-
Experimente wurden White Leghorn Eier verwendet, die von Lohmann bezogen
wurden. lhre Inkubation erfolgte bei 38°C und 80% Luftfeuchtigkeit. Das
Entwicklungsstadium wurde nach Hamburger und Hamilton (HH) bestimmt
(Hamburger & Hamilton, 1951).

2.2 cDNA-Subtraktion

2.2.1 cDNA-Synthese

Fur die Isolierung neuer unbekannter Zielgene der Retinsaure wurde eine cDNA-
Subtraktion durchgefuhrt. Trachtigen Méausen wurde dafur 11.0 Tage p.c. Am580
(5mg/kg Kopergewicht) in 25% Cremophor oral verabreicht. 6 Stunden spéter wurden
die Embryonen entnommen und deren VordergliedmaBRenknospen gesammelt. Nach
Isolierung der mRNA (siehe 2.4) wurde mit Hilfe des SMART PCR cDNA Synthesis
Kit (Clontech) die cDNA synthetisiert. Diese wurde mit der cDNA von
Vordergliedmalenknospen unbehandelter Embryonen (E11.25), die nur das Vehikel
25% Cremophor verabreicht bekamen, in der cDNA Subtraktion mit dem PCR Select
cDNA-Subtraction Kit (Clontech) eingesetzt. Dabei wurden alle verwendeten
Losungen aus dem Kit verwendet und nach dem Protokoll ab 2.2.2 verfahren (siehe
Abb. 2.1).
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cDNA (Am580)mit  ¢DNA (unbehandelty ¢DNA (AM580) mit
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frischer denaturierter

¢DNA (unbehandelt)
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—
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Zugabe von Primern
Amplifikation mit PCR

a, d  keine Amplifkation
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¢ lineare Amplifikation

=
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| und exponentielle Amplifikation
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Ablaufes der cDNA-Subtraktion
mit Amplifikation der differenziell exprimierten cDNA

In der ersten Hybridiserung wurde behandelte cDNA mit unbehandelter cDNA
im UberschuB versetzt und denaturiert, so daf in der Hybrdisierung Molekiile
a,b,c und d entstehen (siehe oben). In 2. Hybridisierung werden die beiden
Proben aus der ersten Hybridisierung ohne sie zu denaturieren miteinander
vermischt und mit frisch denturierter unbehandelter cDNA versetzt. Dabei es
entstehen Typ e Hybride, differenziell exprimierte Gene, die nun mit
spezifischen Primern fur die Adapter in einer PCR-Reaktion amplifiziert
werden kdnnen.
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2.2.2 Rsal-Verdau

Der Verdau erfolgte jeweils flr die Am580 behandelte und unbehandelte synthetiserte
CDNA:

Zuerst erfolgte ein Rsal-Verdau fiir die Herstellung von blunt-end cDNA-Fragmenten
welche fir die spétere Adapter-Ligation und die optimale Subtraktion notwendig
waren. Dafiir wurden 43,5 ul der ds cDNA mit 5 pl 10fach Reaktionspuffer und 1,5 pl
Rsal versetzt und fur 1,5 Std. bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion
mit 2,5 pl 20x EDTA/ Glykogenmix gestoppt, gefolgt von einer PIC-Extraktion und
DNA-Fallung (siehe 2.3 und 2.4). Die gefallte und luftgetrocknete cDNA wurde in
5,5 ul bidest. Wasser gel6st und bis zur Verwendung fir die Adapter-Ligation bei
-20°C gelagert.

2.2.3 Adapter-Ligation

Diese Reaktion erfolgte nur fur die Am580 behandelte cDNA:

Um nach den Hybridisierungsreaktionen differentiell exprimierte cDNA amplifizieren
zu kénnen wurden Adapter an die cDNA-Fragmente ligiert die ein ,,Annealing* von
PCR-Primern ermdglichten. An Adapter 1 kdnnen der Primer 1 und der nested Primer
1 binden, an den Adapter 2R binden Primer 1 und nested Primer 2R.

1ul der Rsal-verdauten cDNA wurden mit 5 pl sterilem H,O verdinnt. Jeweils 2 pl
davon wurden in 2 verschiedenen Reaktionsansdtzen verwendet. Reaktionsansatz 1
beinhaltete zusatzlich 3 pl steriles Wasser, 2 ul Ligationspuffer, 1ul T4 DNA-Ligase
(400 U/ul) und 2 pl Adapter 1 (10pM). Reaktionsansatz 2 beinhaltete anstelle des
Adapters 1 2ul Adapter 2R (10puM). Die Ligation erfolgte tber Nacht bei 16°C und
wurde mit Zugabe von 1 pl EDTA/Glycogen-Loésung und Inkubation fir 5 min bei
72°C gestoppt. Anschliefend wurden die Proben direkt fur die erste Hybridisierung
verwendet oder bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.
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2.2.4 Erste Hybridisierung

Fur die erste Hybridisierung wurden folgende 2 Reaktionen angesetzt:

1. Reaktionsansatz

1,5 ul Rsal-verdaute cDNA (unbehandelt)

1,5 ul Adapter 1 ligierte cONA (Am580 behandelt)
1,0 ul Hybridisierungspuffer

2. Reaktionsansatz

1,5 ul Rsal-verdaute cDNA (unbehandelt)

1,5 ul Adapter 2R ligierte cDNA (Am580 behandelt)
1,0 pl Hybridisierungspuffer

Beide Reaktionsansatze wurden in einem Thermocycler (Perkin Elmer TC2400) fir
1,5 min auf 98°C erhitzt. Danach erfolgte fir 8 Std. bei 68°C die Hybridisierung.
Anschlielend wurde sofort mit der zweiten Hybridisierung fortgefahren.

2.2.5 Zweite Hybridisierung

Fur die zweite Hybridisierung wurden in einem Reaktionsgefa 1 pl Rsal-verdaute
cDNA (unbehandelt), 1pl Hybridisierungspuffer sowie 2 ul steriles H,O gegeben und
fur 1,5 min bei 98°C in einem Thermocycler erhitzt. Die Reaktionsansatze 1 und 2 aus
der ersten Hybridisierung wurden in eine Pipettenspitze mit einer kleinen Menge Luft
dazwischen nacheinander aufgenommen und zusammen in das Reaktionsgefal fur die
zweite Hybridisierung gegeben und gut durchmischt. Danach wurde der Ansatz uber
Nacht bei 68°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit 200 pl
Verdlinnungspuffer versetzt, fir 7 min auf 68°C erhitzt und bei -20°C bis zur

Verwendung flr die PCR-Amplifikation aufbewahrt.
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2.2.6 PCR-Amplifikation

Die Amplifikation der differenziell exprimierten cDNA erfolgte in 2 PCR-
Reaktionen.

Fur die erste PCR wurde folgende Reaktion angesetzt:

1,0 ul verdiinnte cDNA aus der 2. Hybridisierungsreaktion
19,5 ul steriles H,O

2,5 ul 10x PCR-Reaktionspuffer

0,5 pl dNTP Mix (10mM)

1,0 pul PCR-Primer 1 (10uM)

0,5 ul 50x Advantage2 cDNA Polymerase Mix

Nach einer Inkubation von 5 min bei 75°C und 35 s bei 94°C wurden 27 Zyklen im
Thermocycler (Perkin EImer Thermocycler TC2400) wie folgt durchlaufen:

Denaturierung 10 sec 94°C
Annealing 30 sec 66°C
Synthese 1,5 min 72°C

Fur die 2. PCR-Reaktion, die zur Reduzierung des Hintergrundes und der weiteren
Anreicherung der differenziell exprimierten cDNA durchgefiihrt wurde, wurde

folgende Reaktion angesetzt:

1,0 ul verdiinntes priméares PCR Produkt (1:10)
18,5 ul steriles H,O

2,5 pl 10x PCR-Reaktionspuffer

0,5 ul dNTP Mix (10mM)

1,0 pul Nested PCR-Primer 1 (10uM)

1,0 pul Nested PCR-Primer 2R (10uM)

0,5 pl 50x Advantage2 cDNA Polymerase Mix
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Der Ansatz wurde im Thermocycler inkubiert:
Es wurden 10-12 Zyklen wie folgt durchlaufen:

Denaturierung 10 sec 94°C
Annealing 30 sec 68°C
Synthese 1,5 min 72°C

Jeweils 8 ul der 1. und 2. PCR-Reaktion wurden zur Untersuchung auf Produkt einer
Agarose-Gelelektrophorese unterzogen. Anschliefend wurde PCR-Produkt direkt in
ein  T/A-Klonierungsvektor unter Verwendung des TOPO TA Cloning Kit

(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers insertiert.

2.3 Phenol-Isoamylalkohol-Chloroform-Extraktion (PI1C-
Extraktion)

Die PIC-Extraktion wurde durchgefiihrt, um Proteinverunreinigungen von der DNA-
Préparation abzutrennen.

Dabei wurde die DNA-Losung mit gleicher Menge PIC-Ldsung
(Phenol/Chloroform/Isoamylalkoholgemisch (25:24:1)) versetzt, geschttelt und kurz
zentrifugiert. Die walrige Schicht wurde abgenommen. Anschliefend wurde die
Probe erneut mit 50 ul Wasser versetzt, geschittelt und wieder kurz zentrifugiert. Die
walrige Schicht wurde abgenommen und mit der ersten vereinigt. Zur Entfernung von
Phenolresten wurde ein gleiches Volumen eines Chloroform/lIsoamyl-
alkoholgemisches (24:1) dazu gegeben. Nach Schiitteln und kurzem Zentrifugieren
wurde wiederum die waRrige Phase abgenommen und anschliefend eine DNA-

Fallung durchgefihrt.
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2.4 DNA-Fallung

Zur Fallung der DNA wurde die Probe mit einem Zehntel Volumen Natriumacetat (3
M, pH 6,0) und dem dreifachen Volumen absoluten Ethanol versetzt und danach 30
min bei -80°C gefallt. Nach 30 minitiger Zentrifugation bei 14000 rpm
(Tischzentrifuge) wurde der Uberstand verworfen, das Sediment mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, um Uberschissiges Salz zu entfernen und erneut zentrifugiert.
Abschliefend wurde das Sediment luftgetrocknet und in einem angemessenen

Volumen bidest. Wasser aufgenommen.

2.5 3 und 5" RACE-PCR

Um das 3" und das 5" Ende eines Transkriptfragmentes zu erhalten und somit die
vollstandige Sequenz der mRNA eines Genes, wurde eine 3" und 5° RACE-PCR
durchgefiihrt. Die Synthese erfolgte mit dem SMART RACE cDNA-Amplification
Kit (Clontech) nach den Angaben des Herstellers.
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2.6 lIsolierung von Poly(A)" RNA aus Gewebe

Ldosungen

Lysis-Binde-Puffer: 0,1 M Tris, pH,7,5; 500 mM LiCl; 10 mM EDTA: 1% SDS
Wasch-Puffer 1: 20 mM Tris, pH 7,5; 1 M LiCIl; 2 mM EDTA; 1% SDS
Wasch-Puffer 2: 20 mM Tris, pH 7,5; 1 M LIiCIl; 2 mM EDTA
Wasch-Puffer 3: 10 mM Tris, pH 7,5; 150 mM LiCl; 1 mM EDTA

Frisches oder gefrorenes Gewebe (ca. 100 mg) wurden in einem Glashomogenisator
mit 4 ml Lysis-Binde-Puffer und 40 pl DTT (30 mg/ml) homogenisiert, in 2 ml
ReaktionsgefélRe aufgeteilt und auf Eis gekuhlt. Durch 7-9maliges Aufziehen des
Homogenates durch eine Kanile (Durchmesser 0,9 mm) wurde die DNA geschert.
Nach 2 min Zentrifugation (Tischzentrifuge, 13k rpm) wurde der Uberstand zu je 1
ml auf vier 1,5 ml Reaktionsgefélie mit je 2,5 mg Dyna-beads Oligo (dt),s (Deutsche
Dynal) in 400 ul Lysis-Binde-Puffer verteilt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend folgten nacheinander 4 Waschschritte (je 400 ul) mit 2x Waschpuffer 1,
1x Waschpuffer 2 und 1x Waschpuffer 3. Dabei erfolgten alle Trennungen der Dyna-
beads von den Ldsungen mit Hilfe eines Magnetstanders. Die mRNA wurde mit 55 pl
DEPC-H,O (pro Reaktionsgefa) 3 min bei 65°C eluiert und in einem 1,5 mi
Reaktionsgeféal3 vereinigt. Nach einer Phenol-Isoamylalkohol-Chloroform Extraktion
und anschlieBender Ethanolfallung mit Natriumacetat (3 M, pH 4,8) wurde die mRNA
in 200ul DEPC-H,0 aufgenommen und bei —-80°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

2.7 Northern Blot-Analyse

MRNA Molekiile wurden (ber Gelelektrophorese nach lhrer GroRe aufgetrennt. Dafur
wurde ein formaldehydhaltiges Agarosegel verwendet (Goldberg, 1980; Lehrach et
al., 1977; Seed, 1982). Zur Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden wurde

die RNA vom Gel auf eine Nylonmembran transferiert.
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2.7.1 Gelelektrophorese

Losungen

10x Gel-Ladepuffer: 50% Glycerol; 10 mM EDTA,; 0,25% (w/v) Brom-
phenolblau; 0,25% (w/v) Xylene Cyanol FF

Probenpuffer: 1x MOPS; 50% Formamid; 7,5% Formaldehyd;
Ethidiumbromid (10 pg/ml)

Elektrophorese-Puffer: 0,2 M MOPS, pH 7,0; 20 mM Natriumacetat; 10 mM
EDTA, pH 8,0

2-10 pg mRNA wurden in 19 pl Probenpuffer aufgenommen, 60 min bei 55°C
denaturiert und 10 min auf Eis gekuhlt. AnschlieRend wurde die Probe mit 2 pl Gel-
Ladepuffer versetzt und auf einem denaturierenden Agarose/Fromaldehydgel (1,5%
Agarose, 2,2 M Formaldehyd, 1x MOPS, pH 7,0) elektrophoretisch nach ihrer GroRe
aufgetrennt (2-5 V/cm).

2.7.2 Blotting

Ldsungen

Transferpuffer: 1,5 M NaCl; 150 mM Natriumcitrat, pH 7,0

Nach der Elektrophorese wurde das Gel 15 min in destilliertem Wasser und 2x 15 min
in 10x SSC Transferpuffer gewaschen. Uber Nacht wurde die RNA iber
Kapillartransfer auf eine Nylonmembran (Hyperbond XL, Amersham) transferiert und
anschlieBend mit UV-Bestrahlung (1.200 pJ/cm, Stratalinker, Stratagene) kovalent an

die Membran gebunden.
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2.7.3 Sondensynthese und Hybridisierung

Losungen

Hybridisierungspuffer: UltraHyb (Ambion)
Waschpuffer (20x SSPE): 1,5 M NaCl; 100 mM NaH,POy;
10 mM EDTA, pH 7,4

Die zur Detektion verwendeten o-**P-dCTP radioaktiv markierten Sonden wurden mit
Hilfe des Rediprime labelling kits (Amersham) nach den Angaben des Herstellers
synthetisiert. Durch Molekularsiebsaulchen (ProbeQuant™ G50 Microcolums,
Amersham) wurden nicht inkorporierte Nukleotide abgetrennt.

Der RNA-Blot wurde mit 10-15 ml Hybridisierungspuffer 1 Stunde bei 42°C in einem
Rotationsinkubator (GFL) préhybridisiert und anschlief3end mit 1-2 Millionen cpm/ml
radioaktiver Sonde versetzt. Nach der Hybridisierung tber Nacht wurde der Blot
folgenden Waschschritten unterzogen:

1. 5 min mit 2x SSPE/0,3% SDS bei 42°C

2. 30 min mit 2x SSPE/0,3% SDS bei 42°C

3. 30 min mit 1x SSPE/0,3% SDS bei 42°C

4. 30 min mit 0,2x SSPE/0,1% SDS bei 59°C

2.7.4 Detektion

Die Visualisierung der Signale erfolgte Uber Autoradiografie. Daflir wurde ein
Autoradiografie-Film (Hyperfilm MP, Amersham) je nach Signalstarke Minuten bis
zu einer Woche exponiert und mit dem Entwicklungsgerdt Biomax-MS (Kodak)

entwickelt.
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2.8 Insitu-Hybridisierung

Das Prinzip der in situ-Hybridisierung ist die Detektion von Transkripten mittels
komplementdren markierten antisense-RNA-Sonden, die mit der mRNA stabile
Hybride bilden und somit eine spétere Analyse ermdglichen.

Die Synthese der antisense-RNA-Sonden erfolgte mit Hilfe der in vitro Transkription.
Zur Kontrolle, das heit Bestimmung der Hintergrundsignale fur unspezifische
Bindung, wurden sogenannte sense-RNA-Sonden synthetisiert, die identisch zur
mRNA waren und somit keine Hybridisierung zeigen sollten.

Zur Hybridisierung wurden die RNA-Sonden zu vorbehandelten Embryonen bzw. auf
Gewebeschnitte gegeben. Nach der Hybridisierung wurden die Embryonen bzw.
Gewebeschnitte zur Entfernung unspezifisch gebundener RNA-Sonden in Ldsungen
mit abfallender lonenstérke und steigender Temperatur gewaschen. Die Detektion des
Hybridisierungssignals erfolgte durch eine gekoppelte Farbreaktion mit sichtbarem

Farbniederschlag.

2.8.1 Whole mount in situ-Hybridisierung (WMISH)

2.8.1.1 Maus
2.8.1.1.1 Invitro-Transkription:
Herstellung der RNA-Sonde mit Digoxigenin-UTP

Fur die Synthese Digoxigenin-markierter Sonden wurde folgender Reaktionsansatz
verwendet:

1,5 pl linearisierte Matritzen-DNA (1 pg/ul)

8 ul NTP-Mix, DIG-UTP (2,5 mM) (Roche)

2 pl 10x Transkriptionspuffer

2uIDTT (0,1 M)

6 pl H,O

0,5 pl RNasin (40 U/ul Promega)
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Dazu wurde 1 pl Polymerase (T7- bzw. T3- oder SP6-RNA-Polymerase (50 U/ul;
NEB) gegeben. Der Reaktionsansatz wurde 2,5 Stunden bei 37°C inkubiert. Durch
Zugabe von 2 ul DNase (10 U/ul, Roche) fiir 20 min bei 37°C wurde die Reaktion
gestoppt. Anschlielend wurde die RNA ethanolisch geféllt (mit 100 pl TE-Puffer
pHS8, 12 ul 3 M Natriumacetat pH 4,8 und 300 pl Ethanol; 20 min Tischzentrifuge
13k rpm), das Prézipitat mit 70 % Ethanol gewaschen und in 23 pl RNase freien H,O
aufgenommen. Fir die Uberpriifung des Erfolges der in vitro-Transkription wurde ein

1 ul groRes Aliquot einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen.

2.8.1.1.2 Gewinnung der Embryonen aus M&usen

Trachtige Mause wurden durch Genickbruch getotet. Die Embryonen wurden
entnommen und in PBS-Lésung préapariert (Entfernung der Membranen), danach
direkt in 4% Paraformaldehyd in PBS (PFA)-L6sung Uberfuhrt und zur Fixierung tber
Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Embryonen in 90% Methanol bei
—20°C aufbewahrt.

2.8.1.1.3 Prahybridisierung

Die Durchfihrung aller Arbeitsschritte erfolgte unter stdndiger Bewegung auf einem

Schwingschuttler.

Losungen
Glycin-Ldsung: 2 mg Glycin in Iml PBT
PBT: 0,1% Tween 20 in PBS

Préhybridisierungs-Losung: 50% Formamid; 5x SSC, pH 4,5; 1% SDS;
50 pg/ml Hefe tRNA,; 50 pg/ml Heparin

Die Embryonen wurden sukzessiv jeweils 5-10 min mit 75%, 50%, 25%

Methanol/PBT Ldsung und 2x 10 min PBT-L6sung rehhydriert und anschliefend mit
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6% Wasserstoffperoxid in PBT flr 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) gebleicht.
Nach 3maligem Waschen (5 min) bei RT in PBT-L06sung erfolgte eine Proteinase K-
Behandlung (10 pg/ml in PBT) zur Permeabilisierung der Membran (fur 8.5 p.c.
Embryonen ca. 4 min und fur 11.5 p.c. Embryonen 8-10 min Inkubation). Danach
wurden die Embryonen 2 mal 10 min bei RT in Glycinlésung inkubiert, 3 mal 5 min
bei RT mit PBT gewaschen und in 4% PFA/0,2% Glutaraldehyd in PBT fiir 20 min
fixiert. Es folgten 3 Waschschritte fir 5 min mit PBT bei RT, anschlielend die
Zugabe von 1 ml Prahybridisierungs-Loésung. Diese wurde nach 5 min durch 2 ml
neue Prahybridisierungs-Losung ersetzt, in der die Embryonen bei 70°C fur 1-2

Stunden inkubiert wurden.

2.8.1.1.4 Hybridisierung

Nach Entfernen der Préhybridisierungs-L6sung wurden 1-2 ml Hybridisierungslésung
(Prahyb-L6sung mit der RNA-Sonde; 0,1 pg/ml) zugegeben, so dalR die Embryonen
bedeckt waren. Die Hybridisierung fand in einem Wasserschiittelbad bei 70°C Uber
Nacht statt.

2.8.1.1.5 Posthybridisierung

Die Detektion der mit Digoxigenin markierten RNA-Sonden erfolgte mit dem DIG

Nucleic Acid Detection Kit (Roche) tber eine alkalische Phosphatase-katalysierte

Farbreaktion.

Ldosungen

MAB (pH 7; frisch ansetzen):100 mM Maleinséure; 150 mM NaCl; 2 mM Levamisol

0,1% Tween 20
Blockierungs-L6sung: 2% blocking reagent (Roche) in MAB
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Antikorper-Losung:

In einem 50 ml Reaktionsgefal wurden 1 mg Embryopuder (freundlicherweise von
Frank Sacher zur Verfligung gestellt) mit 0,5 ml Blockierungs-Losung versetzt,
geschdttelt und fir 30 min bei 70°C inkubiert. Nach Abkuhlung auf Eis wurden 5 pl
Schafserum (Gibco) und 0,4 pl Anti-Dig alkalische Phosphatase (Roche) hinzugefiigt
und fur 1 Stunde rotiert. Bei 5000 rpm (Beckmann GS 15R, Rotor C0650) und 4°C
wurde das Embryopuder abzentrifugiert und der Uberstand in 15 ml

Blockierungslosung/1% Schafserum Gberfihrt.

TNT: 10 mM Tris, pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,1% Tween 20
RNase-Ldsung: 100 pg/ml RNase A (Sigma) in TNT Puffer
Losung I: 50% Formamid; 5x SSC, pH 4,5; 1% SDS
Ldsung II: 50% Formamid; 2x SCC, pH 4,5; 0,2% SDS

Durch Behandlung mit RNase und Waschen der Embryonen in Puffern mit
abfallender Salzkonzentration wurde einzelstrangige RNA abgebaut und unspezifisch
gebundene RNA abgetrennt.

Die Hybridisierungslosung wurde entfernt und die Embryonen 3x 30 min in
vorgewarmter Losung | bei 70°C inkubiert. Nach 3x 5 min Waschen mit TNT-Ldsung
bei RT erfolgte 2x 30 min eine Behandlung mit RNase A-Losung bei 37°C.
Anschlielend wurden die Embryonen erst 5 min mit Losung II/TNT (1:1) bei RT
gewaschen, dann 3x 30 min mit Losung Il bei 65°C und 3x 5 min mit MAB-LGsung.
Nach Vorblockierung der Embryonen in 10% Schafserum in Blockierungs-Ldsung
wurde die Blockierungs-Losung durch 1-2 ml Antikdrper-Losung ersetzt und uber
Nacht inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die Embryonen erst 3x 10 min bei RT mit
MAB-L06sung gewaschen, dann erfolgte ein stiindliches Wechseln der MAB-LGAsung
Uber den ganzen Tag und ein weiterer Waschschritt mit MAB-L&sung bei 4°C Uber
Nacht.
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2.8.1.1.6 Detektion

Ldsungen

NTMT: 100 mM Tris, pH 9,5; 50 mM MgCl,; 100 mM NaCl,
01% Tween 20; 2 mM Levamisol

PBT 4.5: PBS mit 0,1% Tween 20, pH 4,5

Die Detektion der mit Digoxigenin markierten RNA-Sonden erfolgte Uber eine

Enzym-katalysierte Farbreaktion unter Verwendung alkalischer Phosphatase.

Die posthybridisierten Embryonen wurden nach dem letzten MAB-Waschritt 3x 10
min mit NTMT-L6sung bei RT gewaschen und anschlielend mit dem Substrat BM
Purple (Roche)/2 mM Levamisol als Substrat inkubiert. Die Farbreaktion wurde nach
Erreichen der gewinschten Signalstarke (in der Regel nach einigen Stunden) mit
3maligem Waschen in PBT 4.5-Losung gestoppt. Die Lagerung erfolgte nach
1stiindiger Fixierung in 4% PFA/0,1% Glutaraldehyd-L6sung in 90%igem Methanol
bei —20°C.
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2.8.1.2 Huhn

2.8.1.2.1 Invitro-Transkription:

Die Synthese der RNA-Sonden erfolgte wie unter 2.6.1.1.1 beschrieben.

2.8.1.2.2 Fixierung der Hihnerembryonen

Ldosungen

MEMFA: 0,1 M MOPS, pH 7,2; 2 mM EGTA, 1 mM MgSOy;
3,7% Formaldehyd

Frisch entnommene Huihnerembryonen wurden in MEMFA-L6sung Uberfihrt und

Uber Nacht bei 4°C fixiert. Anschliefend wurden sie 2 min in 0,9% NaCl-Ldsung

gewaschen und in 90% Methanol bei —20°C bis zur Verwendung gelagert.

2.8.1.2.3 Prahybridisierung

Ldosungen

PBT: 0,1% Tween 20 in PBS

Proteinase K-Lsg.: 5 ug Proteinase K in 1 ml PBS
Hybridisierungslsg.: 50% Formamid; 5x SSC; 1 mg/ml Heparin;

1x Dehardt’s Lésung (Eppendorf); 0,1% Tween-20;
0,1% CHAPS; 5 mM EDTA

Die Embryonen wurden jeweils 10 min sukkzessiv in 75%-, 50%-MeOH, 25%
MeOH/PBT und 2 mal PBT rehydriert. Danach erfolgte eine Proteinase K-
Behandlung (20 min fir Embryonen des Stadiums HH22) und drei Waschschritte a 2
min mit 0,1 M TEA-Puffer bei RT. Nachdem der 0,1 M TEA-Puffer gegen 5 ml 0,1
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M TEA-Puffer mit 15 pl Essigsaureanhydrid ausgetauscht worden war, erfolgte nach
5 min Inkubation auf einem Schwingschuttler zuerst die Zugabe weiterer 15 pl
Essigsdureanhydrid fir 5 min und dann die Zugabe von 50 pl 10% Tween20, 500 pl
1 M TEA und 15 ul Essigsdaureanhydrid fiir 5min. AnschlieBend wurde die Ldsung
durch 500 ul 1 M TEA-Lo6sung ersetzt, und es folgten 3 Waschschritte a 2 min mit
PBT-L0Osung bei RT. Nach 30 min Postfixierung in 4% PFA-L6sung bei RT wurden
die Embryonen 2 mal kurz in PBT-L6sung, einmal 5 min in 100 mM Glycin-L6ésung
und 3 mal in PBT bei RT gewaschen. Nach Entfernen der PBT-L6sung wurden 1-2 mli
Hybridisierungslosung (ohne Sonde) zugegeben und, bis die Embryonen in die
Hybridisierungslosung eingesunken waren, gewartet (10-30 min). Danach wurde die
obere Schicht (Rest-PBT-L6sung) entfernt, und es erfolgte nach 10 min auf einem
Schittelschwenker ein Austausch der Hybridisierungslésung und eine Inkubation fur

4 Stunden bei 65°C in einem Wasserbadschittler.

2.8.1.2.4 Hybridisierung

Die Hybridisierung wurde in 1,5 ml Hybridisierungslésung mit RNA-Sonde

(10pg/ml) tber Nacht bei 65°C im Schuttel-Wasserbad durchgefihrt.

2.8.1.2.,5 Posthybridisierung

Ldsungen
FSC: 50% Formamid; 2x SSC; 0,1% CHAPS;

50 mM Glycin (pH 7,2)
PBT.3: 0,3% Triton-X 100 in PBS
BR/PBT.3: 2% wi/v Blocking Reagenz (Roche) in PBT.3
Antikorperlsg.: Anti-Dig-AP Konjugat (Roche) in BR/PBT.3 (1:2000)
PBT.5: 0,5% Titon-X 100 in PBS

Zur Entfernung unspezifisch gebundener RNA wurden die Embryonen 5 mal in FSC-

Losung gewaschen: Zuerst kurz bei RT, dann 10 min bei RT auf einem Schdittler,
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danach 20 min, 2 Std. und 4 Std. bei 65°C in einem Schuttelwasserbad. Anschliel3end
folgten 2 Waschschritte in PBT.3 bei RT auf einem Schittler und eine
Vorblockierung in BR/PBT.3-Losung fur eine Stunde bei RT. Nachdem die
Embryonen (ber Nacht in Antikdrperlosung bei 4°C auf einem Schuttler inkubiert
wurden, erfolgten zur Entfernung ungebundenen Antikorpers 3 Waschschritte flr
jeweils 20 min in PBT.5.

2.8.1.2.6 Farbereaktion

Ldsungen

CT.3: 100 mM Tris/HCI, pH 9,5; 150 mM NaCl; 25 mM MgCly;
0,3% Triton-X 100

Farbeldsung: 14 ul BCIP und 18 pul NBT in 1 ml PVA/CT (10% PVA;

100 mM Tris/HCI, pH 9,5; 150 mM NacCl; 25 mM MgCl,

Die Embryonen wurden 2 mal 15 min mit CT-LOsung behandelt. AnschlieRend
wurden die Embryonen in der Farbeldsung unter Lichtausschluf? inkubiert bis eine
ausreichende Farbung eingetreten war. Gestoppt wurde die Farbereaktion durch
2maliges kurzes Waschen in TE-Puffer. Nach einer Nachfixierung in MEMFA (30
min bei RT) und einem 2mindtigen Waschschritt in 0,9% NaCl-Lésung wurden die
Embryonen in 90% Methanol tberfihrt und bei —20°C aufbewahrt.
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2.8.2 Digoxigenin markierte in situ-Hybridisierung mit einem
Roboter

Die in situ-Hybridisierungen wurden mit Digoxigenin markierten antisense-Sonden
auf einem Roboter durchgefiihrt.

Die in vitro-Transkription zur Darstellung der Sonden erfolgte wie unter 2.6.1.1.1
beschrieben.

2.8.2.1 Gewinnung der Gewebeschnitten von Mausembryonen des
Stadiums E8.5-E11.5 (Paraffin-Schnitte)

Frisch entnommene Embryonen wurden in 4% PFA fur 2 Stunden fixiert.
Anschlielend wurden sie jeweils 5 min bei RT in einer ansteigenden Ethanolreihe
(70%, 80%, 90%, 96%, 100%) entwassert und nach 5 min in Benzol/Ethanol (1:1) erst
in Benzol und dann in Paraffin (61°C) Oberfihrt. Nach zweimaligem Wechseln des
Paraffins (je 5 min), wurde die Embryonen einzeln in Einbettungsformen gegossen.
Am né&chsten Tag wurden die Embryonen mit dem Mikrotom (Leica) in einer Dicke
von 10 pum geschnitten, auf Objekttrager aufgenommen und bei 4°C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt. Vor der in situ-Hybridisierung erfolgte eine

Deparaffinierung.

2.8.2.2 Gewinnung der Mausembryonen (E14.5, E15.5) sowie adulter und
postnataler Tag 7 (P7) Gehirne fur Kryoschnitte.

7 Tage alte bzw. adulte Méuse wurden durch Dekapitation getotet. Das anschlieRend
entnommene Gehirn wurde in Einbettmedium fir Gefrierschnitte (OCT (Sakura
Finetec)) eingelegt, in mit Trockeneis abgekiihltem 2-Methylbutan eingefroren und
bei —80°C gelagert.

Enthommene Embryonen des Stadiums E14.5 und E15.5 wurden nach gleicher

Methode eingebettet.
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2.8.2.3 Herstellung der Kryoschnitte

Fur die spétere in situ-Hybridisierung wurden von den adulten und P7-Gehirnen sowie
den Embryonen (E14.5 und E15.5) mit dem Kryostat CM3050 (Leica) 20 pum dicke
Gewebeschnitte angefertigt (bei —-14°C bis -16°C) und auf die Objekttréager
Superfrost /Plus (Menzelglaser) aufgenommen. Nach 5 min Trocknung wurden die

Gehirnschnitte bis zur Prahybridisierung bei —80°C gelagert.

2.8.2.4 Prahybridisierung und Hybridisierung

Losungen

PBT: 0.05% Tween-20 in PBS

Prot.K-L0Osung: 0,05% Tween-20, 50mM Tris, 5mM EDTA, pH 8.0,
Prot.K-Konzentration war vom Gewebe abhéngig,
z.B. 3 pg/ml bei Embryonen

Hybridisierungspuffer: Ultrahyb (Ambion)

Die Gewebeschnitte wurden entweder rehydriert (Paraffinschnitte) oder aufgetaut
(Kryoschnitte) und nach 20 min in 4% PFA und 1minttigem Waschen in 0,9% NaCl-
Losung, zweimal 5 min bei RT in 0,25% Essigsaureanhydrid/0,1 M Triethanolamin
acetyliert.

Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten im Roboter (Tecan) in einer
Durchlukammer mit einem Inkubationsvolumen von 300 pl. Die Gewebeschnitte
wurden 6 mal fir 5 min mit 0,6% H,O; in Methanol behandelt und danach 6 mal mit
PBT gewaschen. Anschlieend erfolgte erst eine Behandlung mit 0,05% Tween-
20/0,2 M Salzséure, dann ein Waschschritt mit PBT und ein Proteinase K-Verdau (7
min, Prot.K-Ldsung). Nach 6 maligem Waschen in PBT erfolgte fir 10 min eine
Fixierung in 4% PFA gefolgt von 6 Waschschritten in PBT. Danach wurden die
Gewebeschnitte 30 min bei 65°C in Hybridisierungspuffer vorinkubiert. Die
Hybridisierung wurde bei 60°C Uber Nacht in Hybridisierungslosung mit einer RNA-
Sondenkonzentration von 100 ng/ml durchgefihrt.
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2.8.2.5 Posthybridisierung und Detektion

Losungen

NTE-LOsung: 250 pl; 0,05%; Tween-20; 5 mM EDTA,;
10 mM Tris; 500 mM NaCl, pH 7,6

TNT-Puffer: 0,05% Tween-20; 100 mM Tris; 150 mM NaCl, pH 7,6

TNB Blocking-Puffer: 0,05% Tween-20; 100 mM Tris; 150 mM NacCl;
0,5% Blocking-Reagenz (PerkinElmer Lifesciences)
(pH 7,6) filtriert

Maleat Wasch-Puffer: 100mM Maleat; 150mM NacCl; 0,05% Tween-20,
pH 7,5

Neutravidin-AP-Konjugat:  1:600 Verdinnung in 1% Blocking-

(Pierce) Reagenz (Roche) in Maleat Wasch-Puffer (MWB)

Farbeldsung: BCIP (1:250); NBT (1:200) (Roche, Schweiz);

0.6 pg/ml Levamisol in TMN

Uber Waschschritte mit Salzlésungen, die steigende Stringenz aufwiesen, wurden
sukkzessive unspezifisch  hybridisierte RNA-Sonden entfernt und somit
Hintergrundsignale minimiert. Es erfolgten fiinf Waschschritte bei 65°C mit SSC-
Puffern (5x, 1x, 0,5x, 0,2x) in 50% Formamid und einer NTE-L6sung. Fir die
weiteren Arbeitsschritte wurde ein reduziertes Volumen von 250 pl verwendet. Nach
2 mal 5 min Inkubation bei RT in 20 mM lodoacetamin in NTE wurden die Schnitte
3 mal in NTE-Puffer gewaschen und zweimal 30 min mit Hitze-inaktiviertem
Schafserum in TNT-Puffer behandelt. Auf 8 Waschschritte in NTE-Puffer folgten 2
Inkubationsschritte fir 30 min in TNB Blocking-Puffer sowie zwei 45minitige
Inkubationsschritte mit Anti-Dig-POD (Roche; verdinnt in TNB Blocking-Puffer
(1:500)) und 8 Waschschritte in TNT-L6sung. Nach 2 mal 30 min Behandlung bei RT
mit Tyramid-Biotin (T/B wurde fur die Tyramid Signal Amplifikation (PerkinElmer
Lifesciences) in NEN Amplifikations-Verdiunnungs-Puffer verdiinnt) wurden die
Schnitte 8 mal in Maleat Wasch-Puffer (MWB) gewaschen und zweimal 30 min in
Neutravidin-AP-Konjugat inkubiert. Mit MWB wurde in 8 Waschschritten

ungebundener Antikorper entfernt und anschlief’end die Schnitte zweimal mit TNT-

42



Material und Methoden

Puffer aquilibriert. Die Signalvisualisierung erfolgte tber 3 mal 20 min Behandlung
mit Farbeldsung bei RT. Danach wurden die Gewebeschnitte 4 mal in 0.05% Tween-
20/H,0O gewaschen, 2 mal in TNT-L6sung inkubiert und in 4 % PFA/0.5%
Glutaraldehyd in PBT fiir 20 min postfixiert. Die Objektrager wurden abschlieRend
nach jeweils 4 Waschschritten in PBS und Wasser uber Nacht getrocknet und mit
Eindeckmedium Hydro-Matrix (Micro-Tech-Lab; auf Wasserbasis) eingedeckelt und

unter dem Lichtmikroskop analysiert.
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2.9 Immunhistochemie (IHC)

Um proliferierende Zellen zu zeigen wurde mit einem Proliferationsmarker (Maus-
anti-Mensch-Ki67, auch gegen Maus reaktiv) eine immunhistochemische Markierung
durchgefiihrt.

Entweder Aceton fixierte (20 min bei —20°C) oder nach der Posthybridisierung
luftgetrocknete Gewebeschnitte wurden nach folgendem Protokoll behandelt:

Nach 3 x 2minltigem Waschen mit PBS erfolgte eine 10 min Blockierung der
endogenen Peroxidase mit 0,3% H,0, in PBS mit 3 anschliefenden Waschschritten
mit PBS a 2 min. Danach erfolgte eine Uberschichtung der Gewebeschnitte mit der
primaren Antikorperldsung (Maus-anti-Mensch-Ki67-Antikorper (BD Bioscience) in
Antibody-Diluent fir IHC (BD Bioscience) 1:10 verdinnt) und eine 30minitige
Inkubation in einer feuchten Kammer bei RT. AnschlieBend wurde 3 x 2 min mit PBS
gewaschen, verdinnter biotinmarkierter Sekundérantikorper (Polyklonaler anti-Maus
IgG (BD Bisoscience) 1:50 in Antibody Diluent for IHC) auf die Gewebeschnitte
gegeben und 30 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgten 3
Waschschritte a 2 min mit PBS, die Zugabe der verdinnten Streptavidin-Meerretich-
Peroxidase (Amersham, 1:300) fur 30 min bei RT in der feuchten Kammer und erneut
3 x 2 min Waschen mit PBS. Nach Uberschichtung mit frisch hergestellter DAB-
Losung (40 ul DAB in 1 ml DAB-Puffer; (DAB Substrat-Kit; BD Bioscience)) fur 5-
15 min, bis sich gewinschte Farbintensitdt ausgebildet hat, wurden die
Gewebeschnitte abschliefend 3 mal kurz in Wasser gewaschen und jeweils 1 min mit
30 %, 70% und 100% Ethanol dehydriert und getrocknet.
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2.10 Protein Kinase C Behandlung

AG1-X2 lonen Austauscher-Kigelchen mit einem Durchmesser von 250 pm
(BioRad) wurden ber Nacht im 20 pl 6.5 MM Chelerythrin-Chlorid (BIOMOL)
getrankt.

Hihnerembryonen des Stadiums HH 14 wurden mit Neutral-Rot leicht angefarbt und
mit einer Stahlnadel im lateralen Mesoderm auf der Somiten Ebene 15 und 20
eingeschnitten. AnschlieBend wurden die getrankten Kigelchen in die Einschnitte
implantiert. 48 Stunden spéater wurden die Embryonen entnommen und in einer in

situ-Hybridisierung untersucht.

2.11 Uberexpressionsexperimente im Huhn mit einem

replikationskompetenten Retrovirus

Die  Herstellung des  Viruskonstruktes und  die  Duchfihrung  der
Uberexpressionsexperimente erfolgte nach Angaben der Literatur (Logan & Tabin,
1998). Dabei wurde das 2193 bp lange mRamp Konstrukt (der open reading frame),
Uber den pSLAX13-Vektor als Shuttle in den retroviralen RCASBP Vektor kloniert.
Uber die Transfektion des RCASBP-Vektorkonstruktes in die primire Huhn-
Fibroblasten-Zellinie DF-1 wurde viraler Uberstand gewonnen, der fir die
Infektionsexperimente verwendet wurde.

In Embryonen des Stadium HH 7-9 wurden im lateralen Mesoderm im spéteren
Bereich der VordergliedmalRenknospe Viruslosung mit einer Injektionsnadel (aus
einer Glaskapilare gezogen) injeziert. Nach 48 Stunden wurden einige Embryonen zur
Uberpriifung des Infektionserfolges entnommen und in einer in situ-Hybridisierung
auf mRamp-Transkripte untersucht. Die restlichen Embryonen wurden bis zu finf
Tage nach der Infektion im Inkubator belassen und auf morphologische

Veranderungen der Gliedmal3enknospe untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Subtraktionsanalyse der Genexpression in Maus-

embryo-Vordergliedmafien nach Am580 Behandlung

Zur Identifizierung unbekannter retinsaureinduzierter Gene, deren Aktivierung
spezifisch an den RARa-Rezeptor gekoppelt ist, wurde eine cDNA Subtraktions-
Analyse durchgefiihrt. Die kritische Phase, in der Retinsaure-Uberschufl Defekte bei
der GliedmaRenentwicklung und somit entscheidende Verénderungen in der
Expression verschiedener Gene hervorruft, liegt zwischen Tag 10.5 und 11.5 (E 10.5.-
11.5) post coitum (Kochhar, 1985). Trachtigen Mausen wurde am Gestations-Tag
11.0 das synthetische Retinoid Am580, welches spezifisch an den RARa-Rezeptor
bindet, oral verabreicht. Die mRNA von VordergliedmaRenknospen aus behandelten
(Am580, 5mg/kg, 6 h) und unbehandelten Mauseembryonen wurde an E 11.25 isoliert
und fir die cDNA-Synthese verwendet. Nach der cDNA-Subtraktion wurden 4x 96
Kolonien in einer Dot Blot-Analyse untersucht. Ein Kandidat zeigte einen signifikant
erhohten mMRNA-Wert in Am580-behandelten VVordergliedmalien (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 cDNA-Subtraktions-Ergebnis

cDNA-Dot Blots hybridisiert mit *2P-markierten cDNA-Proben synthetisiert aus: E
11.25 unbehandelter VordergliedmalRen-mRNA (A), Am580 (5ug/kg, 6h) E 11.25
behandelter VVordergliedmalRen-mRNA (B) und subtrahierter cONA (C). Jeder aus
der Subtraktion erhaltene cDNA-Klon wurde doppelt auf die Membran aufgetragen
(horizontal). (h) mRamp.

3.2 Klonierung der mRNA in voller mit Lange mit 3" und 5
RACE-PCR

Die Subtraktion ergab bedingt durch den Rsal-Verdau der cDNA vor der
Hybridisierungsreaktion nur ein 1 kb grofes cDNA-Fragment fiir den selektierten
Kandidaten. Fur weitere Untersuchungen erfolgte eine Klonierung der vollen Lange
der cDNA (iber 3° und 5° RACE-PCR mit Erststrang-cDNA aus 2 pg poly (A)" RNA,
isoliert aus GliedmalRenknospen. Dies ergab ein Transkript von 4,2 kb (4219 bp) mit
Startcodon ATG an Position 128 und Stopcodon TAG an Position 2320 und damit
einen open reading frame (ORF) von 730 Aminosauren (As) (79,2 kDa) (Abb. 3.2 A).
Datenbankanalysen (Celera) zeigten, dafl es sich um ein noch unbekanntes Gen bei
der Maus handelte, das auf Chromosom 1, Region H6 lokalisiert ist. Das humane
Homolog, Ramp (retinoic acid regulated nuclear matrix protein; hRamp), welches
zum hier gefundenen murinen Ramp (mRamp) eine Homologie von 93% aufweist,
wurde im Verlauf dieser Arbeit von einer anderen Gruppe isoliert und beschrieben
(Cheung et al., 2001). Auch ein entfernt verwandtes Gen in D. melanogaster, 1(2)dtl
(lethal (2) denticleless heat shock gene) ist bekannt (Kurzik-Dumke et al., 1996). Zum
I(2)dtl, welches eine Lange von 769 As besitzt, betrdgt die Homologie 58% im
Bereich der Aminosduren 30-389. Die restliche Aminoséuresequenz enthélt keine
weiteren  Ahnlichkeiten. Abbildung 3.3 zeigt einen Sequenzvergleich der
verschiedenen Spezies.

Eine statistische Sequenzanalyse zeigte, da mRamp mit 22,1% einen hohen Serin
/Threonin Anteil besitzt (Tab. 3.1). Weitere Untersuchungen der Proteinsequenz uber
Datenbanken (NCBI-, BCM-, EBI- und PSORT-Server) ergaben, dall WD40-
Doménen im Sequenzbereich 130-169 und 350-389 vorhanden sind sowie 2 WD-
Wiederholungen an den Abschnitten 113 und 221, die an Protein-Protein

Interaktionen beteiligt sein kodnnen. Hydrophobe Sequenzbereiche, die auf eine
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Transmembranregion hinwiesen, enthélt das Protein nicht (Abb. 3.2 B). Jedoch besitzt
es ein putatives nukledres Lokalisationssignal in der Region von 197-203. Die
Aminosduren  25-29 bilden ein LXXLL-Motiv, welches fir Interaktionen mit
Kernrezeptoren bendtigt wird; im Bereich 576-597 befindet sich eine Leucin-Zipper-
Domaéne. Des weiteren gibt es 5 potenzielle Asn-Glykosilierungs- , 3 cAMP-
Phosphorylierungs-, 25 PKC-Phosphorylierungs- und 11 CK2-
Phosphorylierungsstellen (Tab. 3.2).

A

1 MLFNSVLRQPQLGVLRNGWSSHYPEQSEESGYQCNCNDEHASYGETGVPVPPFGCTFCTA 60
61 PSMEHILAVANEEGFVRLYNTESQTSKKTCFKEWMAHWNAVFDLAWVPGELKLVTAAGDQ 120
121 TAKFWDVRAGELMGTCKGHQCSLKSVAFPKFQKAVFSTGGRDGN IMIWDTRCNKKDGFYR 180
181 QVNQISGAHNTADKQTPSKPKKKQNSKGLAPAVDSQQSVTVVLFQDENTLVSAGAVDGI I 240
241 KVWDLRKNYTAYRQEP IASKSFLYPGTSTRKLGYSSLVLDSTGSTLFANCTDDNIYMFNM 300
301 TGLKTSPVAVFNGHQNSTFYVKSSLSPDDQFLISGSSDEAAY IWKVSMPWHPPTVLLGHS 360
361 QEVTSVCWCPSDFTKIATCSDDNTLKIWRLNRGLEEKPGDKHS IVGWTSQKKKEVKACPY 420
421 TVPSSQSTPAKAPRAKSSPS ISSPSSAACTPSCAGDLPLPSSTPTFSVKTTPATTRSSVS 480
481 RRGSISSVSPKPLSSFKMSLRNWVTRTPSSSPPVTPPASETKISSPRKAL IPVSQKSSQA 540
541 DACSESRNRVKRRLDSSCLESVKQKCVKSCNCVTE IS EIIINNCEISGIEESQD 600
601 SEGPTKSSKTEGAGTSISEPPSPVSPYASEGCGPLPLPLRPCGEGSEMVGKENSSPENKN 660
661 WLLAIAAKRKAENSSPRSPSSQTPSSRRQSGKTSPGPVVTITPSSMRKICTYFRRKTQDD 720
721 FCSPEHSTEL 730

-3000 [

-a000 [

-5000 [

-6060
]

Abb. 3.2 mRamp-Proteinsequenz

(A) Aminosauresequenz des mRamp, abgeleitet aus der vollen Lange von der mRNA.
Die zwei WD40-Domanen sind unterstrichen. Das LXXLL Motiv ist grin, das
nukledre Lokalisationssignal gelb und das Leucin-Zipper-Motiv schwarz
unterlegt.

(B) Hydrophobizitats-Plot (ISREC-Server). Werte unter +500 weisen nicht auf
mdogliche Transmembranregionen hin.
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Aminosaure  Anzahl

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu

45
26
30
33
23
44
11
21
53
50

prozentual
6.2%
3.6%
4.1%
4.5%
3.2%
6.0%
1.5%
2.9%
7.3%
6.8%

Aminosaure
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Anzahl
11
28
57
30
32

106
55
47
14
14

prozentual

1.5%
3.8%
7.8%
4.1%
4.4%
14.5%
7.5%
6.4%
1.9%
1.9%

Tab. 3.1 Statistische Proteinsequenzanalyse
Anteile einzelner Aminosauren in der mRamp-Proteinsequenz. Angaben der
Aminosauren in Spalte 1 erfolgte im 3-Buchstaben-Code. Spalte 2 gibt die
absolute Anzahl wider, Spalte 3 den prozentualen Anteil der Aminosauren im

mRamp-Protein.
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Abb. 3.3 Proteinsequenzvergleich vom hRamp, mRamp und I(2)dtl von
D.Melanogaster
Homologievergleich von Maus- und Mensch-Ramp Uber die gesamte Lange
des Proteins (je 730 As). Das Protein I(2)dtl von D. melanogaster zeigt nur im
ersten Bereich (As 30-388) eine Homologie. Die restliche Sequenz des 769
As langen I(2)dtl zeigte keine weitere Ubereinstimmungen und wurde nicht in
die Abbildung integriert. Schwarz unterlegte Buchstaben zeigen konservierte
Aminosauren uber alle drei Spezies, grau unterlegte Uber zwei.

50



Ergebnisse

PKC-Phosphorylierungsstellen (25):

85: TSK 268: STR 474: TTR 525: SPR 675: SPR
86: SKK 269: TRK 480: SRR 534: SQK 685: SSR
121: TAK 384: TLK 489: SPK 561: SVK 686: SRR
135: TCK 409: SQK 495: SFK 582: SLR 690: SGK
142: SLK 467: SVK 499: SLR 607: SSK 705: SMR

CK2- Phosphorylierungsstellen (11):

42: SYGE 378: TCSD 574: TELD 654: SSPE
326: SPDD 538: SQAD 608: SKTE 717: TQDD
336: SSDE 557: SCLE 616: SISE

Asn-Glykolysierungsstellen (4):

248: NYTA
289: NCTD
299: NMTG
316: NSTF

cAMP-Phosphorylierungsstellen (3):

481: RRGS
687: RRQS
714: RRKT

WD-Wiederholungen (2):

113: LVTAAGDQTAKFWDV
231: VSAGAVDGIIKVWDL

Tab. 3.2 Vorhergesagte Motive in der mRamp-Proteinsequenz
Vorhergesagte PKC-Phosphorylierungs-, CK2-Phosphorylierungs-, Asn-
Glykosylierungs-, cAMP-Phosphorylierungsstellen, sowie WD-Wieder-
holungen (EBI-SERVER). In Klammern die Anzahl je Motiv im gesamten
Protein. Die Zahlen geben die Lage der Motive in der Proteinsequenz an. Die
angegebenen Aminosauren zeigen den Bereich des Motives. Angaben der
Aminosauren erfolgten nach dem Ein-Buchstaben Code.
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3.3 Northern Blot-Analyse

Um zu verifizieren, dal} der Uber die Dot Blot-Analyse erhaltene Kandidat mRamp
tatsachlich durch Am580 induziert wird, wurde in einer Northern Blot-Analyse die
Aufregulation des mRamp 6 Stunden nach der Agonisten-Verabreichung (Am580)
untersucht. Als Positiv-Kontrolle diente RARp,, welches durch Retinsdure (bzw.
Am580) induziert wird und 6 Stunden nach der Behandlung einen rund 12fach
erhohten mRNA-Level in der GliedmaRenknospe aufweist (Harnish et al., 1992). Eine
Hybridisierung mit einer Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-Sonde
wurde zur Kontrolle der gleichméRigen mRNA-Beladung verwendet. In Abb 3.4 ist
eine deutliche Aufregulierung des mRamp durch die Am580-Behandlung zu
erkennen. Entsprechend der bestimmten cDNA-Lange befand sich die Bande bei einer
Grolie von 4,2 Kb.
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Abb. 3.4 Induktion von mRamp durch Am580 in der GliedmalRenknospe
Vergleich der mRamp-Expression zwischen normalen und mit Am580
(5mg/kg, 6h) behandelten Vordergliedmal3enknospen. Die Northern Blot-
Analyse zeigt eine Induktion der mRamp Expression durch Am580 nach 6
Stunden. Es wurden je 2 pg poly(A)" mRNA, isoliert aus E11.25
VordergliedmalRenknospen, verwendet. Kontrollen sind RARB, (Am580-
induziert) und GAPDH (mRNA-Ladungskontrolle).
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3.4 mRamp Expression in adulten Geweben

Um einen Uberblick Gber die mRamp-Expression in der adulten Maus zu erhalten,
wurden mit Hilfe der Northern Blot-Analyse verschiedene adulte Gewebe auf
mRamp-Transkripte hin untersucht (Abb. 3.5). Besonders hohe Expression ist in
Geweben mit hoher Zellteilungsrate, wie Thymus, Milz und Hoden zu beobachten.
Auch die Schilddrise zeigt noch eine relativ starke Expression. Gewebe mit geringem
mRamp-mRNA-Signal sind Dickdarm, Prostata, Speicheldriise und Lunge. In den
anderen untersuchten Geweben, wie Magen, Herz, Gehirn, Uterus, Leber und
Skelettmuskel, konnte mRamp nicht mehr nachgewiesen werden. Im adulten Gehirn
konnte auch in einer in situ-Hybridisierung mit Gewebeschnitten keine Expression
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Alle Gewebe, die eine Expression
aufwiesen, zeigten im Northern Blot nur eine Bande. Im Gegensatz zum humanen
Ramp, bei dem zwei Transkripte unterschiedlicher GroRe beobachtet wurden, ist hier
nur eine Variante zu erkennen. Fir die Herstellung der Sonde wurde dabei der

gesamte Bereich des ORF als Matritze verwendet.
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Abb. 3.5 mRamp Expression in verschiedenen adulten Geweben

Gezeigt ist die Expression von mRamp in verschiedenen adulten Geweben in
einer Northen Blot-Analyse (Northern Blot, CLONTECH). Zur Analyse wurden
von jedem Gewebe 2 pg poly(A)* mRNA verwendet. Zur Kontrolle der
MRNA-Beladung erfolgte anschlie@end eine erneute Hybridisierung mit
GAPDH.
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3.5 mMRAMP Expression in der Embryogenese vom
Embryonaltag 4.5 bis 18.5 (E4.5-18.5)

mRamp ist wahrend der Embryonalentwicklung durchgehend von E4.5 bis E18.5
exprimiert, allerdings unterschiedlich intensiv (Abb. 3.6). Die Expression ist anfangs
gering, geht von E4.5 bis E8.5 weiter zuriick und weist ein absolutes Mininum am
Embryonaltag 8.5 auf. Anschlielend steigt sie wieder bis zu einem Maximum an
E11.5-E13.5 und ist bis zu E18.5 mit abfallender Intensitat deutlich nachweisbar.

45 55 65 7.5 85 9510511.512513.514.5615.516.517.518.5

4,2 KB — R —— - mRamp

...ﬂ........... EF 1a

Abb. 3.6 mRamp Expression wahrend der Embryonalentwicklung
Northern Blot Analyse von mRamp wahrend der Maus-Entwicklung vom
Stadium E4.5 bis E18.5 (Northern Blot, SEEGENE). Jede Bahn enthalt 20 ug
total-RNA. Als RNA-Ladungskontrolle wurde eine Hybridisierung mit dem
Elongationsfaktor EF1a durchgefuhrt.
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3.6 mRamp in situ-Hybridisierungsanalyse im Mausembryo
(E9.5 —-E15.5)

Um einen Uberblick tber die Lokalisation der mRamp-Expression wahrend der
Embryogenese zu gewinnen, wurde eine in situ-Hybridisierungsanalyse durchgefihrt.
Die Untersuchung erfolgte mit ganzen Embryonen bzw. sagittalen oder transversalen
Gewebeschnitten der Embryonalstadien E9.5, E10.5, E11.5, E12.5, E14.5 und E15.5

unter Verwendung Digoxigenin-markierter antisense-RNA-Sonden.

3.6.1 mRamp-Transkriptverteilung am Embryonaltag 9.5 (E9.5)

In Abbildung 3.7 ist die mRNA-Verteilung von mRamp in einer whole mount in situ-
Hybridisierung (WMISH) mit Embryonen an E9.5 dargestellt. Die mRamp-
Transkripte sind ubiquitdr im Embryo verteilt. Eine besonders hohe Expression ist
deutlich im ersten Branchialbogen, in der Gliedmalenknospe, sowie im vorderen
Gesichtsbereich und im Gehirn (Prosencephalon, Mesencephalon und im otogenen
Vesikel) zu erkennen. In situ-Hybridisierungen mit sense-Sonden zeigten keine

Signale (nicht gezeigt).

Abb. 3.7 mRamp-Expression an E9.5
Whole mount-in situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten antisense-
Sonden gegen mRamp am Embryonaltag 9.5. Dargestellt ist in einer
Durchlichtmikroskopie die mRamp-Expression im Embryo. eBb, erster
Branchialbogen; Mc, Mesencephalon; Pc, Prosencephalon; oV, otogene
Vesikel; Vgk, VordergliedmalRenknospe.
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3.6.2 mRamp-Transkriptverteilung am Embryonaltag 10.5 (E10.5)

Die whole mount-in situ-Hybridisierung zeigt eine mRamp-Transkriptverteilung an
E10.5 (Abb. 3.8 A) ahnlich der bei E9.5. Besonders hohe mRNA-Spiegel sind wieder
in der GliedmalRenknospe, im ersten Branchialbogen und im vorderen Gesichtsbereich
sowie auch im Bereich des sich entwickelnden Gehirns zu beobachten. Deutlicher
sind lokal hohere Expressionen in den Gewebeschnitten zu erkennen (Abb.3.8 B und
C). Neben den ubiquitar auftretenden in situ-Signalen zeigen im Gehirnbereich der
mesencephale, telencephale und otogene Vesikel sowie der vierte Ventrikel eine
besonders starke mRamp Expression. Im Neuralrohr, dem ersten Branchialbogen und

der Gliedmal3enknospe sind ebenfalls erhdhte mRamp-Transkriptspiegel zu erkennen.

Abb.3.8 Expressionsmuster von mRamp an E10.5

Dargestellt ist die mRamp-Transkriptverteilung nach einer in situ-
Hybridisierung mit antisense-Sonden gegen mRamp an E10.5. (A) Whole
mount in situ-Hybridisierung. Die gestrichelte Line zeigt die transversale
Schnittebene in Teilabbildung C. (B) Sagittaler und (C) transversaler
Gewebeschnitt. eBb, erster Branchialbogen; Mc, Mesencephalon; mV,
mesencephales Vesikel; Nr, Neuralrohr; oV, otogenes Vesikel; Tc,
Telencephalon; tV, telencephales Vesikel;, Rc, Rhombencephalon; Vgk,
VordergliedmalRenknospe; vV, vierter Ventrikel, zBb, zweiter Branchialbogen.
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3.6.3 mRNA-Verteilungsmuster von mRamp an Embryonaltagen
11.5und 12.5 (E11.5 und E12.5)

An Tag 11.5 und 12.5 der Embryonalentwicklung ist weiterhin in der whole-mount in
situ-Hybridisierung eine deutliche mRamp Expression im Gehirn (Telencephalon,
Mesencephalon und Rombencephalon) sowie im Schwanz zwischen den entstehenden
Wirbeln zu erkennen (Abb. 3.9A und B). Auch in den Gliedmalen sind mRamp-
Transkripte vorhanden, die jedoch lokal auf den Zwischenfingerbereich begrenzt sind.
In den Gewebeschnitten sind, neben der im ganzen Embryo verteilten mRamp-in situ-

Hybridisierungssignale, besonders hohe Transkriptspiegel im Neuralrohr zu erkennen.

Abb 3.9 Bestimmung der Transkriptverteilung von mRamp im Embryo
am Embryonaltag 11.5 und 12.5 (E11.5 und E12.5)

Darstellung der mRamp-Expression in einer whole-mount in situ-
Hybridisierung an E11.5 (A) und an E12.5 (B) und auf transversalen
Gewebeschnitten an E11.5 (C-E). (A) Starke Signale sind im
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Rombencephalon, Mesencephalon und  Telencephalon und im
Schwanzbereich zu erkennen. In den Gliedmal3en ist im Zwischenfingerbreich
eine erhohte Expression zu beobachten (Pfeilkdpfe). (B) Im Schwanz ist eine
begrenzte Expression zwischen den sich entwickelnden Wirbelkdrpern zu
sehen (Pfeilkdpfe). (C-E) Transversale Gewebeschnitte mit hohen mRamp-
Spiegel im Neuralrohr und im angrenzenden Gewebe an den telesencephalen
Vesikel. Au, Auge; Lu, Lunge; Nr, Neuralrohr; rNr Neuralrohr im Bereich des
Rombencephalon; Vgk, VordergliedmalRenknospe; WtV Wand des
telencephalen Vesikels.

3.6.4 mRamp-Expression am Embryonaltag 14.5 (E14.5)

Die mRamp Expression ist auch am Embryonaltag 14.5 weit im Embryo verteilt
(Abb.3.10). Eine besonders hohe Expression ist im spateren Cerebral-Cortex und im
Thymus vorhanden. Im proximalen Bereich des Schwanzes ist zwischen dem sich
entwickelnden Wirbelkorper und der Bandscheibe eine deutlich begrenzte Expression
zu erkennen. In der GliedmaRenknospe sind Transkripte besonders im
Fingerspitzenbereich und im angrenzenden Bereich der spateren GliedmaRenknochen
zu beobachten. Weiterhin weisen die Leber und der Gesichtsbereich verstarkt lokal

begrenzte Signale auf.

Abb 3.10 Expressionsprofil von mRamp an E14.5

Dargestellt ist eine in situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten
antisense-Sonden ein medialer Sagittalschnitt durch das Embryo (A) mit
Ausschnittsvergrof3erungen (B-F). (B) Vorderer Gesichtsbereich. (C) Lateraler
Ventrikel mit starker Expression in der ventrikularen Zone. (D) Thymus. (E) Im
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proximalen Bereich des Schwanzes sind deutlich erhdhte Transkriptspiegel
zwischen der spateren Bandscheibe (schwarzer Pfeil) und dem Wirbelkérper
(roter Pfeil) zu erkennen. (F) Transkriptverteilung in der Leber. (G) Die
VordergliedmalRenknospe mit lokal intensiverem Hybridisierungssignal in den
Fingerspitzen (Pfeilkbpfe) und im Bereich angerenzend an die sich
entwickelnden Fingerknochen (Pfeil).

3.6.5 mRamp Expression im Kopf am Embryonaltag 15.5 (E15.5)
In Abb. 3.11 ist die mRamp Transkriptverteilung im Kopf an E15.5 dargestellt. Im
Bereich der ventrikularen Zone und der Retina ist hohe Expression zu beobachten.

Tt g i
TR L )
m‘n‘ff"-"w

Abb 3.11 mRNA-Verteilung von mRamp im Kopf E15.5
Gezeigt ist eine in situ-Hybridisierung (A) Sagittalschnitt durch den lateralen
Kopfbereich; (B) medialer Sagittalschnitt des Kopfes.

3.6.6 mRamp-Transkript- und Ki67-Proteinverteilung im Gehirn
am postnatalen Tag 7 (P7)

Im Gehirn sind am postnatalen Tag 7 besonders in der aufleren Kdrnerschicht (EGL,
external granular layer) des Cerebellums starke Hybridisierungssignale von mRamp
zu erkennen, aullerdem vereinzelte Signale in der weien Substanz. Im Hippocampus,
in der subventrikuldaren Zone und im rostral migratory stream sowie im Bulbus
olfactorius und Neuroepithel der Basalkerne sind vermehrt mRamp-Transkripte zu
beobachten (Abb. 3.12 A,C,E,G,I).

In einer immunhistochemischen Farbung mit einem Antikdrper gegen Ki67, einen

Zell-Proliferationsmarker, ist ein identisches Verteilungsmuster wie bei der mRamp-
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Abb. 3.12 Vergleich der Verteilung von mRamp-Transkripten mit der
Verteilung von Ki67 im Maus-Gehirn am Tag 7 nach der Geburt (P7)
(A,C,E,G,I) In einer in situ-Hybridisierung ist die Expression von mRamp in
Sagittalschnitten dargestellt. (B,D,F,H,J) Immunhistochemische peroxidase-
gekoppelte Farbung von Ki67.

(A,B) Medialer Sagittalschnitt durch das Gehirn bzw. Cerebellum. (C,D) Linke
Halfte eines Gehirn-Sagittalschnittes mit Hippocampus, subventrikularer
Zone, rostral migratory stream. Das Neuroepithel der Basalkerne ist durch
leicht unterschiedliche Schnittebenen nur in C zu erkennen. (D,E)
AusschnittsvergrofBerung aus C und D mit Bulbus olfactorius und rostral
migratory stream. (G,H) AusschnittsvergroRerung aus C und D mit
Hippocampus und Gyrus Dentatus. (I,J) Ausschnittsvergrof3erung aus dem
Cerebellum. Im &uReren EGL sind starke und in der weil3en Substanz
vereinzelte Signale (Pfeile) zu erkennen. BO, Bulbus olfactorius; Cb,
Cerebellum; EGL, external granular layer (aul3ere Kornerschicht); GD, Gyrus
dentatus; Hc, Hippocampus; NB, Neuroepithel der Basalkerne; RMS, rostral
migratory stream; SVZ, subventrikulare Zone.

Transkriptverteilung zu erkennen (Abb. 3.12 B,D,F,H,J). Aufféllig ist nur, dal3 im
EGL nicht alle proliferierenden Zellen mRamp exprimieren. In Abbildung 3.12 D ist
das Neuroepithel der Basalkerne nicht enthalten. Jedoch wurde in anderen
Gewebeschnitten auch dort eine Farbung beobachtet (nicht gezeigt).
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3.7 Klonierung des Ramp Homologes im Huhn

Am Huhnerembryo kdénnen in ovo wahrend der Embryogenese direkte und lokale
Manipulationen (z.B. virale Infektion oder Implementierung substanz-absondernder
Kigelchen) durchgefiihrt werden, ohne dal das Embryo an der weiteren Entwicklung
gehindert wird. Dies ermdglicht Studien, die mit dem Maus-Modell schwer oder gar
nicht durchzufihren sind. Aus diesem Grund wurde flir weitere funktionelle
Untersuchungen das bis dahin noch unbekannte Ramp-Homolog im Huhn kloniert.
Uber Datenbankanalysen konnten zwei EST-Klone von Gallus gallus (Genbank gi
25372466 und 25398796), die Homologien zur murinen Ramp Sequenz aufweisen
(200 bp und 100 bp lang), gefunden werden. Diese wurden zur Generierung von
Primern fir die 3" und 5° RACE PCR verwendet. Die erhaltene volle Lange der
MRNA des Huhn-Homologes (im folgenden cRamp genannt) betragt 3,4 kb und
enthalt einen open reading frame von 720 Aminosduren. Ein Vergleich zum mRamp
zeigt eine Proteinhomologie von 71% (Abb. 3.13). Auffallig ist, dal bis zur
Aminosaure 390 eine hohere Homologie zu erkennen ist als im C-terminalen

Sequenzbereich.
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Huhn : [[ISCRA(NEI RAAGHRQ----SNPL[{XOHMRDEAR®SRERD L Shfel= | SR\ RC OS1ES ANEN FEENWNTNISSCIRINE - 74
ML 6L SS PLQ LL GY C D H SYGE G6PVPPFGC3F AP EHG6LAVANEEGFVRL

80 * 100 * 120 * 140 *

Maus : SOUS MK IEEKEWMAHIINAVFDLAWVPGEMKLVTANGDQTAK[ZWDVRAGELMGIICKGHQCSLKSVAF[ZKFQKAV F i ReYd]
Huhn : NTUKNSKEWSAHSNAVFDLAWVPGERIR I VTASIGDQTAKIYWDVRAGELIL GHICKGHQCSLKSVAFSRFEKAV F ey
Y1TE Q 3 K KEW AH NAVFDLAWVPGE 46VTA GDQTAK WDVRAGEL6G CKGHQCSLKSVAF 4F2KAVF

160 * 180 * 200 * 220 *
VETVESIS T GGRDGN IMIWDTRCNKKDGFYRQVNQ ISGAHNAD K QT P SKIZK K KJONSKG LA SIQOSVTVVL[QDENT[HV S Arick]
RV TaIe® T GGRDGN I MVWDTRCNKKDGFYRQVNQ IISGAHNIAUDRQT P SKEMRKKIHONMRGLAPMVDEQQSVTVVL[MODEITIE I S Ajrcie]
TGGRDGNIMEWDTRCNKKDGFYRQVNQISGAHN D4QTPSK 4KK QN 4GLAP VD QQSVTVVL QDE T 6SA
240 * 260 * 280 * 300 *

VEUERNGCAYDG I IKVWDLRKNYAYRQ[EP ITASKSFMYPGTSTRKLGYSSLVLDSTGSRLFANCTDDRI YMFNMT[LKTSPVAV F i ui
AT T CAVNGV I KVWDLRKNYMAYRQBPVIESKSFEYPGTSTRKLGYSSLVLDSTGAWNL FANCTDDS I YMENMTSJLKT(EPVAV Fee]ek]
GAV1G6IKVWDLRKNY AYRQ P6 SKSF YPGTSTRKLGYSSLVLDSTG LFANCTDD IYMFNMT LKT PVAVF

320 * 340 * 360 * 380 *
VETERNG HONSTFYVKSSLSPDDQFL ISGSSD[ENAY WKV SUPIIEIPPIVLLGHSQEVTSV@®WCPSDFTK TATCSD[EBINTLK I'WR Jecisie]
AT T SIG HONSTFY I KSS 1 SPDDQFLVSGSSD®NAY 1 WKV S[SPSIRP PRI LVGHSQEVTS|IAWCPSDFTK1ATCSDANTVR I WR Eeleld]
GHQONSTFY6KSS6SPDDQFL6SGSSD  AYIWKVS P PP 6L6GHSQEVTS6 WCPSDFTKIATCSD NT641WR
400 * 420 * 440 * 460
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Abb. 3.13 Proteinhomologie von Maus- und Huhn-Ramp

Vergleich der vollstandigen Aminosauresequenzen von Maus und Huhn-

Ramp. Konservierte Aminosauren haben schwarz unterlegte Buchstaben.
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3.7.1 cRamp-Expression im Huhn, Hamburger-Hamilton-Stadium
22 (HH22)

Ein Vergleich der Expression des cRamp im Huhn HH-Stadium 22 (Hamburger &
Hamilton, 1951) mit der mRamp Expression in der Maus am Embryonaltag 10.5
(Abb. 3.8) in einer whole mount in situ-Hybridisierung zeigt groRe Ahnlichkeiten
(Abb. 3.14). cRamp-Transkripte sind im ganzen Embryo verteilt und weisen in den
GliedmaBenknospen ein erhohtes Hybridisierungssignal auf. Uber die Expression im
Kopfbereich l1akt sich Gber die whole mount in situ-Hybridisierung keine Aussage

treffen, da auch die sense-Kontrolle dort Signal zeigte.

antisense

Abb.3.14 cRamp Expressionsprofil HH22

(A) Whole mount in situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten antisense-
(rechtes Embryo) und sense-Sonden (linkes Embryo). (B) VordergliedmaRe. (C)
Hintergliedmalie.
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3.7.2 cRamp Expression in mit PKC-Inhibitor behandelten

Gliedmafenknospen

PKCs (Protein Kinase C) sind eine Subfamilie der Serin/Threonin-Proteinkinasen. Sie
spielen eine wichtige Rolle in der Zell-Proliferation, Differenzierung und bei anderen
zelluldren Funktionen (Nishizuka, 1986). Es wurde gezeigt, daB PKCs mit dem
Retinsaure-Signaltransduktionsweg interagieren bzw. ihn beinflussen konnen. Im
murinen PKCa-Promotor konnte ein retinoic acid response element (RARE)
nachgewiesen werden (Desai et al., 1999). In B16 Maus Melanom-Zellinien reguliert
PKC den Retinsdurerezeptor o (RARa) (Boskovic et al., 2002). Eine PKC-Inhibition
bewirkt eine starke Reduzierung der Halbwertszeit des RARa-Proteins. Zur
Untersuchung, ob PKC-Inhibition zu einer Reduzierung der cRamp-Transkription
fihrt, wurden Hihnerembryonen an HH14 in Chelerythrin Chlorid (PKC-Inhibitor;
6,5mM) getrankte Kiigelchen im lateralen Mesoderm auf Hoéhe des 15. und 20.
Somiten implantiert. 48 Stunden spater (HH22-23) wurden die Embryonen
entnommen und in einer in situ-Hybridisierung auf die Expression von cRamp
untersucht (Abb. 3.15). In der behandelten VordergliedmaBenknospe ist die
Expression des cRamp nicht mehr zu erkennen, wahrend in der unbehandelten

Gliedmalienknospe eine unverénderte cRamp Expression zu sehen ist.

.

Abb. 3.15 Inhibition der cRamp Expression durch Chelerythrin Chlorid
wahrend der GliedmaRenentwicklung

Dargestellt ist eine whole-mount in situ-Hybridisierung fur cRamp in der

VordergliedmaRenknospe Stadium 22 (HH), 48 Stunden nach der Behandlung
mit Chelerythrin Chlorid (PKC-Inhibitor), welches durch Kiigelchen abgegeben
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wurde (Stern). In der rechten behandelten Vordergliedmal3enknospe ist keine
Expression des cRamp mehr zu erkennen. Die linke unbehandelte
Gliedmal3enknospe zeigt eine normale cRamp Expression.

3.7.3 mRamp Uberexpression in der HihnergliedmaRenknospe

Zur Untersuchung der Funktion des mRamp wurde es in der Vorderglied-
malienknospe Uberexprimiert und auf morphologische Veranderungen hin untersucht.
Aus dem Expressionsmuster des mRamp im sich entwickelnden Embryo und in den
adulten Geweben sowie aus den Studien zum hRamp (Cheung et al., 2001), in denen
gezeigt wurde, dall Ramp in NT2-Zellen die Proliferation um 10-30% aktiviert, lat
sich vermuten, daR Ramp eine Aufgabe in der Zellproliferation hat. Deshalb wurde
besonders auf verandertes Grofienwachstum der Gliedmafenknospe geachtet. mRamp
wurde mit Hilfe eines replikationskompetenten Vogelretrovirus in  der
HuhnvordergliedmalRenknospe Uberexprimiert (Logan & Tabin, 1998). Fur dieses
Experiment wurde das murine Ramp verwendet, da Uber Datenbanken die
Nukleotidsequenz Uberprift werden konnte und somit ungewollte Mutationen, die zu
nicht funktionsfahigen Proteinen fliihren konnen, vermieden wurden. Des weiteren
wurde eine Uberpriifung der Infektion (ber eine in situ-Hybridisierung mit
Digoxigenin-markierten antisense-Sonden ermdglicht, die nicht mit cRamp-
Transkripten hybridisieren. Im Stadium HH7 wurde im rechten Gliedmalienfeld das
Viruskonstrukt injiziert. 48 Stunden spater erfolgte die Entnahme einiger Embryonen
zur Festellung des Infektionserfolges (Abb. 3.16). Die Gbrigen Embryonen wurden bis
zu 5 Tage nach der Infektion im Brutofen belassen. Ein Vergleich der infizierten
rechten Gliedmallenknospe mit der uninfizierten linken zeigte keine Verénderung des

GroRenwachstums oder der Morphologie bis 5 Tage nach der Infektion.

66



Ergebnisse

Abb. 3.16 mRamp Uberexpression in der HuhngliedmaRenknospe
Stadium HH23.

Gezeigt ist eine whole-mount in situ-Hybridisierung fir mRamp im
Huhnerembryo 48 Stunden nach der Infektion mit einem mRamp-
enthaltenden replikationskompenten Vogelvirus. Dorsale Ansicht mit hohen
mRamp-Transkriptspiegel in der rechten VordergliedmaRenknospe (Pfeil). Die
linke GliedmalRRenknospe ist nicht infiziert. Der Wirbelsdulenbereich
(Pfeilkdpfe) wird haufig mitinfiziert.
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4 Diskussion

In vielen Stadien der Embryonalentwicklung spielt Retinsdure eine wichtige Rolle.
Sie kontrolliert Prozesse wie Proliferation, Differenzierung Morphogenese und
Apoptose. In der GliedmaRenentwicklung ist sie fur den Auswuchs und die Bildung
der antero-posterioren Achse essentiell. Retinsauretberschufd zwischen Tag 10.5 und
11.5 p.c. verursacht diverse MiRbildungen der Gliedmalien. Diese Effekte werden
uber RAR-Rezeptoren vermittelt. MiRbildungen, die an den RARa-Subtyp gekoppelt
sind, weisen die stdrksten Fehlbildungen auf. Der dabei zugrunde liegende
Signaltransduktionsweg und die Zielgene der Retinsdure sind jedoch noch nicht
bekannt. Um neue Erkenntnisse Uber die Wirkung der Retinsaure auf die
GliedmaRenentwicklung zu gewinnen, die spezifisch (ber den RARa-Rezeptor
vermittelt werden, wurde eine Subtraktionsanalyse durchgefiihrt. Mit mRamp wurde
ein neues durch Am580, einem a-Rezeptor spezifischen Agonisten, induziertes
Homolog in der Maus isoliert und auf Expression und Funktion in der
Embryonalentwicklung hin untersucht.

68



Diskussion

4.1 Expression und mogliche Funktion von mRamp

mRamp ist das Maus-Homolog des humanen Ramp (retinoic acid regulated nuclear
matrix associated Protein; hRamp), welches bisher in nur einer Verdffentlichung
beschrieben wurde (Cheung et al., 2001) und zu dem es eine Aminosédurehomologie
von 93% besitzt. Hier wurde gezeigt, dal mRamp wahrend der Embryogenese der
Maus (von E4.5 bis E18.5) durchgehend exprimiert wird. In in situ-Hybridisierungs-
Studien ist in jungen Stadien eine ubiquitére Expression zu beobachten, die im Laufe
der weiteren Entwicklung starker begrenzt ist. Die Expressionsanalysen legen nahe,
dall mRamp eine wichtige Aufgabe wéhrend der gesamten Entwicklung des Embryos
besitzt.

Dies wird unterstiitzt durch Betrachtung der Homologe von D. melanogaster und
Dario rerio (Zebrafisch) in der Embryonalentwicklung. Das Homolog 1(2)dtl von D.
melanogaster, welches allerdings nur eine Homologie von 58% zu den ersten 390
Aminosauren besitzt, ist ebenfalls wéahrend der gesamten Embryogenese exprimiert.
Mutationen in diesem Gen fiihren zu friilher embryonaler Lethalitat (Kurzik-Dumke et
al., 1996). Das Zebrafisch-Homolog (Danio rerio denticles-like protein(dtl)), dessen
Sequenz jingst veroffentlicht wurde (gi:21105424) und eine Homologie von 60%
zum mRamp aufweist, ist ebenfalls essentiell fur die frihe Embryonalentwicklung
(Golling et al., 2002).

Die genaue Funktion des mRamp-Proteins laft sich bisher nur vermuten. Die hohe
Homologie des murinen zum humanen Ortholog 148t eine gleiche Funktion beider
Proteine erwarten. Diese Annahme stutzt ein Vergleich der in der Veroffentlichung in
Northern Blot-Analysen gezeigten humanen Ramp-Expression in fetalen Geweben
(Niere, Leber, Milz, Thymus und Lunge) (Cheung et al., 2001) mit den in dieser
Arbeit durchgefiihrten in situ-Hybridisierungen von mRamp mit Mausembryonen, der
keine Unterschiede zeigte. In jedem dieser Gewebe ist eine deutliche Expression zu
beobachten. In humanen adulten Geweben sind in Hoden und Thymus besonders hohe
Transkriptspiegel beschrieben (Cheung et al., 2001). Identisches wurde hier auch in
adulten Mausgeweben gezeigt.

Studien Uber hRamp in einer humanen embryonalen karzinomen Zellinie (NT2)

ergaben, daR es im Zytopasma in geringer und im Nukleus in hoher Konzentration
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lokalisiert ist. Die subzelluldre Verteilung laRt vermuten, dal? es mit der nukledren
Matrix assoziiert ist. Wéhrend der Mitose und Zytokinese verteilen sich Matrix
assoziierte Proteine normalerweise um. Untersuchungen zeigten eine starke Ramp-
Immunoreaktivitdt im Nukleus und eine geringe im Zytoplasma in der Interphase.
Wahrend der Pro-Metaphase und Metaphase war Ramp von den kondensierten
Chromosomen ausgeschlossen und nur im Zytoplasma vorhanden. In der Anaphase ist
Ramp in der Mittelzone der sich teilenden NT2-Zelle konzentriert und in der
Telophase wurde Ramp im Zytosol der Tochterzellen beobachtet.

Des weiteren fiihrte eine Uberexpression von hRamp in NT2-Zellen zu einer erhéhten
Zellproliferation (10-30%). Somit lassen diese Beobachtungen vermuten, daf hRamp
eine Rolle in der Zytokinese spielt.

Auch in den Untersuchungen zu 1(2)dtl wird aufgrund der Genlokalisation zwischen
anderen am Zellzyklus beteiligten Genen auf dem Chromosom vermutet, daR dieses
darin beteiligt ist (Kurzik-Dumke et al., 1996).

Das Expressionsmuster von mRamp im Mausembryo widerspricht dieser Annahme
nicht. Deutlich zu beobachten sind sehr hohe Transkriptspiegel in Regionen starker
Zellproliferation wie im Embryo, z. B. in den ventrikuldren Zonen, im Thymus oder
im postnatalen Gehirn (P7) in der duRBeren Kdrnerschicht (EGL) des Cerebellums.
mRamp-Expression im Gehirn am postnatalen Tag 7 und die Verteilung des Proteins
Ki67, eines Proliferationsmarkers, zeigen ein identisches Muster. Dies erhartet die
Annahme, dal mRamp (zumindest im neuralen Gewebe) nur in proliferierenden
Zellen exprimiert ist und somit eine Funktion in der Zytokinese ausiiben konnte.
Auffallig ist jedoch, daB im EGL nicht alle proliferierenden Zellen eine mRamp-
Expression zeigen. Dies konnte damit zusammenhéngen, dal mit dem
Proliferationsmarker Ki67 proliferierende Zellen in jeder Phase nachgewiesen
werden, mRamp aber vielleicht nur wahrend einer bestimmten Phase der Zellteilung
exprimiert wird.

In Uberexpressionsexperimenten von mRamp in HilhnergliedmaRenknospen mit Hilfe
eines replikationskompetenten Virus konnte jedoch keine proliferationsaktivierende
Wirkung beobachtet werden. Dies indiziert, dal mRamp in vivo nicht
proliferationsaktivierend wirkt oder nur in so geringem Malie, dal? kein verstéarktes
Wachstum der GliedmalRenknospe bis 5 Tage nach der Infektion zu beobachten ist. Es
ist hier allerdings zu beriicksichtigen, da das Mausprotein im Huhn Uberexprimiert

wurde. Trotz hoher Homologie sind unterschiedliche Funktionen méglich. Aulierdem
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widerspricht das Ergebnis nicht der Annahme, daR mRamp an der Zytokinese beteiligt
ist. Es konnte darin eine Funktion austiben, ohne selbst proliferationsaktivierend zu

wirken.

4.2 Betrachtung potentieller Zusammenhange von mRamp

und RARa durch Expressionsvergleich

4.2.1 Wahrend der Entwicklung

Dall Uber den RARa—Rezeptor mRamp in der GliedmalRenknospe induziert werden
kann, wurde in dieser Arbeit gezeigt. Jedoch konnte auch ein Zusammenhang
zwischen RARo und mRamp in anderen embryonalen Geweben bestehen. Wie
mRamp ist RARa wéhrend der Embryogenese nahezu ubiquitar exprimiert (Dolle et
al., 1990; Ruberte et al., 1993). Somit kénnte mRamp an der Entwicklung des
Embryos in allen Bereichen zusammen mit RARa wirken. Zur Expression von RARa
im Gehirn gibt es widerspruchliche Angaben: In einer Studie mit neugeborenen
Jungtieren konnte im Cerebellum der Ratte in einer Northern Blot-Analyse kein
RARa nachgewiesen werden (Yamamoto et al., 1999). Jedoch zeigte eine in situ-
Studie (im Gehirn adulter Ratten) eine deutliche Ubereinstimmung mit der RAR«
Expression im Cerebellum, im Hippocampus und Bulbus olfactorius (Zetterstrom et
al., 1999). Eine in situ-Hybridisierungs-Co-Lokalisationstudie von mRamp und
RARa im postnatalen Gehirn (Tag 7) konnte genauere Aufschlusse geben. Somit ist
ein funktioneller Zusammenhang zwischen RARa und mRamp im sich entwickelnden

postnatalen Gehirn nicht ausgeschlossen.

4.2.2 In adultem Thymus und Hoden

In adulten Geweben konnte besonders hohe mRamp-Expression im Thymus und
Hoden beobachtet werden. In beiden Geweben wird auch RARa exprimiert. Das

Vitamin A-Defizienz zu einer geschwéchten Immunkompetenz fihrt, die durch
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Verabreichung von Retinol aufgehoben werden kann, ist bekannt (Ross &
H&mmerling, 1994), die Grundlage der Wirkung jedoch nicht. Gezeigt wurde bisher,
dal RARa (jodoch nicht RARB und RARYy) in wéhrend der Thymocyten-Entwicklung
exprimiert ist (Yagi et al., 1997). Retinsdure steigert die Frequenz der sich
entwickelnden T-Zellen, in dem es vermutlich den Prozel’ der negativen Selektion der
T-Zell Differenzierung inhibiert (Yagi et al., 1997). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte
das Retinséure die Apoptose von Thymocyten inhibiert (Szondy et al., 1998).

Im Hoden wiederum konnte gezeigt werden, dal} der RARa-Rezeptor essentiell fir
die Spermatogenese ist (Garbe et al., 1992).

In beiden Geweben ist somit ebenfalls eine Signaltransduktion von Retinsaure tber

den RARa Rezeptor zu mRamp maglich.

4.3 Analyse der Motive in der Proteinsequenz

Die Untersuchung der Proteinsequenz auf bestimmte Motive und deren Vergleich
unter den Homologen ermdglicht weitere Aussagen uber die mégliche Funktion und
Regulation von Ramp. Es muB jedoch erwahnt werden, da nur Teile der
Nukleotidsequenz von cRamp in EST-Datenbanken enthalten sind und somit auf
Fehler untersucht werden konnten. Da die Nukleotidsequenz der cRamp mRNA tber
die PCR-Reaktion erhalten wurde, sind einzelne Punktmutationen nicht
ausgeschlossen. Obwohl die Fehler selten sind, kann dies an vereinzelten
Aminoséaure-Positionen zu einer fehlerhaften Proteinsequenz flihren.

Der Vergleich der Proteinsequenz von mRamp mit hRamp zeigt, daR alle Uber
Datenbankanalysen (Protein-Prediction-Search auf dem PSORT- und EBI-Server)
gefundenen vorhergesagten Motive und Doméanen des hRamp auch im mRamp zu
finden sind. Dementsprechend treffen die dort gewonnenen Erkenntnisse aus der
Proteinsequenz auch auf das murine Ramp zu.

Obwohl mRamp ein putatives nukledres Lokalisationssignal an Position 197
(PSKPKKK) enthalt (wie auch Mensch-, Huhn- und Zebrafisch-Homolog) und laut
Vorhersage mit einer Verlailichkeit von 94% nukleér lokalisiert ist (Reinhardt &
Hubbard, 1998) konnte beim humanen Ramp gezeigt werden, daR es auch in geringer

Konzentration im Cytosol zu finden ist.
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Es enthélt des weiteren eine putative DNA-bindende Doméne mit einem Leucin-
ReiRverschlu3-Motiv im Sequenzbereich 576-597, welches in einer groRen Gruppe
von Transkriptionsfaktoren vorkommt. Das humane Homolog weist diese Doméne
ebenfalls auf; beim Huhn ist an einer entscheidenden Stelle ein Leucin gegen ein
Serin ausgetauscht. Eine Uberpriifung ob mRamp eine aktive DNA-bindende Doméane
besitzt, kdnnte mit Hilfe eines Gel-shift-Experimentes erfolgen.

WD- und WD40-Wiederholungen, die erstmals in der B-Untereinheit von G-Proteinen
gefunden wurden, sind in allen Homologen vorhanden. Diese Doméne erleichtert
Protein-Protein-Interaktionen und ist in vielen im Zellzyklus involvierten Proteinen
wie chromatin assembly factor I, retinoblastoma-binding protein und Cd20/fizzy
(Kaufman et al., 1995; Qian & Lee, 1995; Yudkovsky et al., 2000) enthalten.

Das LXXLL-Motiv kommt in den humanen, murinen, Huhn- und Zebrafisch-
Homologen vor und ist fur Interaktionen mit nukledren Rezeptoren notwendig. Es
wurde gezeigt, dalR dieses Motiv essentiell fur die Assoziation des Thyroid Hormon
Rezeptor-bindende Protein mit dem aktivierten Thyroid Hormon-Rezeptor und dem
Retinsdure-Rezeptor ist (Ko et al., 2000).

Ein weiteres interessantes prolinreiches Motiv mit der Konsensussequenz PXXP ist an
der Position 636-640 (mRamp). Dieses im humanen und murinen Ramp vorhandene
Motiv ist an der Bindung an die SH3-Doméne in Proteinen beteiligt.

Mit einem hohen Serin/Threoninanteil, der Uber 20% liegt, kbnnte mRamp je nach
Phosphorylierungsgrad  unterschiedliche  Funktionen ausiben. Dal hRamp
phosphoryliert wird, wurde beobachtet aber nicht naher beschrieben (Cheung et al.,
2001). Welche Proteinkinasen daran beteiligt sind, ist jedoch noch unbekannt. Die
Proteinsequenz des mRamp weist 3 potentielle CAMP abhéngige, 11 CK2- und 25
PKC-Phosphorylierungsstellen auf. Je starker die Position eines Motivs in der
Evolution konserviert ist, desto wahrscheinlicher ist es, daB sie tatsachlich eine
Funktion hat bzw. eine wichtige Rolle spielt.. Die potentiellen cAMP-abhangigen
Phosphorylierungsstellen im mRamp sind nicht im Huhn- und Zebrafisch-Homolog
vorhanden, und nur eine Position ist identisch zum humanen Ramp, welches ebenfalls
3 potentielle cAMP-Phosphorylierungsstellen aufweist. Somit ist die Beteiligung
CAMP-abhangiger  Proteinkinasen an der mRamp-Phosphorylierung eher
unwahrscheinlich. CK2-Phosphorylierungsstellen an den Aminoséure-Positionen 42,
557, 574, und 654 treten in den Spezies Mensch, Maus und Huhn auf, an der Position

326 zusétzlich noch im Zebrafisch und an Position 336 in allen Homologen aufer
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Zebrafisch. Uber alle 5 Spezies findet sich nur an Position 378 eine CK2-
Phosphorylierungsstelle. Von den 25 mdglichen PKC-Phosphorylierungsstellen im
mRamp sind 3 in allen finf Spezies (Position 121, 142 und 269) und weitere 9 in
Mensch, Maus und Huhn (Position 85, 384, 409, 567, 489 495, 499, 525 und 705)
vorhanden. Somit ist auch die Beteiligung von PKC an der Phosphorylierung
durchaus mdoglich. Uber Gel shift-Experimente mit radioaktiver Phosphorylierung
kdnnte nachgewiesen werden, ob mRamp phosphoryliert wird. Sollte dies der Fall
sein, kénnte durch Einflhrung gezielter Punktmutationen an den hoch konservierten
Phosphorylierungspositionen uber auftretenden Verénderungen des
Phosphorylierungsgrades eine Aussage uUber die tatsachlichen Positionen der
Phoshporylierungsstellen erhalten werden.

Von den 4 potentiellen Asn-Glykosylierungstellen ist jene an Position 316, aufler
beim Zebrafisch, bei allen Spezies vorhanden. Eine weitere an Position 248 tritt nur in
der Huhn-Sequenz nicht auf. Da sich jedoch von Aminosdure 232-253 eine hoch
konservierte Region befindet (liber alle 5 Spezies) mit einer Aminosaureveranderung
im Huhn im Asn-Glykolysierungsmotiv, kénnte dies, wie oben beschrieben, aus
einem Fehler in der PCR-Reaktion resultieren. Eine Asn-Glykosylierungsstelle an
Position 299 und 289 ist in Mensch, Maus, Huhn und Zebrafisch vorhanden. Da die
Effekte von Glykosylierungen auf die Proteineigenschaften sehr vielféltig sein
konnen, wie z.B. Einflul auf physikalische Stabilitt, Protease-Resistenz oder
Proteinfaltung, laRt sich nicht sagen, welche Auswirkung die Glykosylierung auf
mRamp haben konnte. Dall Ramp tatsachlich glykosyliert wird unterstiitzt eine
Western Blot-Analyse in der Studie zum humanen Ramp, in der eine 180 kDa Bande

beobachtet wurde, die mdglicherweise ein glykosyliertes Ramp reprasentierte.
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4.4 PKC - ein potentielles regulatorisches Element der

Ramp-Expression

Die Experimente mit dem PKC-Inhibitor Chelerythrin Chlorid in der
HuhngliedmaRenknospe, welcher alle PKC-Isoformen inhibiert, zeigten eine mogliche
Rolle der PKC in der Regulation der Ramp-Expression. Nach Behandlung der
GliedmalRenknospe mit Chelerythrin Chlorid ist eine deutliche Reduzierung der
Expression von cRamp zu erkennen. Es 1a8t sich daraus aber nicht ableiten, dal PKC
direkt die Transkription von Ramp reguliert. Dies konnte auch ein sekundarer Effekt
sein. PKC hat viele Aufgaben, u. a. ist es auch an der Zellproliferation beteiligt
(Nishizuka, 1989). Wird PKC inhibiert, geht die Zellproliferationsrate stark zurick,
und in der GliedmalRenentwicklung kommt es zu verkleinerten GliedmaRenknospen.
Dadurch kénnte auch die Ramp Expression beeinfluf3t sein.

Jedoch ist auch ein direkter Einfluf durch Verbindung von PKC und Retinsdure-
Signaltransduktionsweg auf die Ramp-Transkription moglich. Wie in Studien gezeigt,
gibt es Zusammenhénge zwischen PKC und Retinsdure. Die Isoform des murinen
PKCa- enthélt im Promotor ein retinoic acid response element (RARE) (Desai et al.,
1999), und in B16-Maus-Melanom-Zellinien reguliert PKC den Retinsdurerezeptor o
(RARa) (Boskovic et al., 2002). Inhibition von PKC bewirkt eine starke Reduzierung
der Halbwertszeit des RARa-Proteins. Da mRamp in der GliedmalRenknospe der
Maus tber den RARa-Rezeptor induziert werden kann, ist durchaus denkbar, daf3
eine maogliche Reduzierung des RARa-Rezeptors durch eine PKC-Inhibition zu der
beobachteten Reduzierung der cRamp-Transkription fuhren kann. Bei der Annahme,
dall Ramp in der Zytokinese eine wichtige Funktion ausibt, kénnte die Reduzierung

oder Inhibierung von Ramp somit zu der verminderten Zellproliferation fuhren.
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4.5 Teratologische Betrachtung

Wie aus dem Expressionmuster verschiedener Embryonalstadien der Maus zu
erkennen, ist die Funktion von mRamp nicht auf die Gliedmalienentwicklung
beschrénkt. Sofern mRamp eine Rolle in der Ausbildung teratogener Effekte spielt,
konnte es im Zusammenhang mit RARa auch bei anderen MiRbildungen als denen
der GliedmaRen beteiligt sein. Experimente mit einer Verabreichung von Am580
zeigten - der ubiquitéren Expression des RARa entsprechend - stark unterschiedliche
teratogene Effekte in der Embryonalentwicklung. MiRbildungen des Auges, Ohrs,
Kiefers, Gaumens sowie Spina bifida, Schwanz- und verschiedene
Gliedmaliendefekte treten auf. Da auch mRamp in diesen Geweben exprimiert wird,
ist dort eine Vermittlung teratogener Effekte durch Retinsdure Uber den RARa
Rezeptor und mRamp méglich.

Ein Vergleich der Transkriptverteilung von RARoa und mRamp in der
GliedmaBenentwicklung zeigt groRe Ubereinstimmung (Dolle et al., 1989). Wihrend
der GliedmaRenentwicklung von Tag 9.5 p.c. an reduziert sich die RARa-Expression
immer mehr und ist auf das Mesenchym um die sich entwicklenden Knorpel und den
Zwischenfingerbereich begrenzt, entsprechend dem Expressionsmuster von mRamp.
Dies unterstitzt die Hypothese, dal mRamp im Signaltransduktionsweg von
Retinsdure (ber den o-Rezeptor zur Ausbilung teratogener Effekte in der
Gliedmalienknospe beteiligt sein konnte. Es stellt sich die Frage, was genau eine
erhéhte mRamp-Transkriptionsrate in der GliedmaRenentwicklung bewirkt. Bei
teratogenen Effekten wie den Knochen-verkirzungen in verschiedenen Bereichen der
Gliedmalienknospe (siehe Einleitung 1.3) kénnte eine zu hohe mRamp-Konzentration
zum entscheidenden Zeitpunkt die Differenzierung von Zellen verhindern und somit
zum Fehlen bestimmter Strukturen fuhren. Es ist schon langer bekannt, dal}
Retinsdure die Chondrogenese inhibiert (Von Schroeder et al., 1994). Dies geschieht
in der GliedmaRenknospe vermutlich tber den RARa-Rezeptor, der ein wichtiger
Regulator in der Chondrogenese in der GliedmaRenknospe der Maus ist (Cash et al.,
1997). Es wurde gezeigt, dal} eine ektopische Expression von RARo in der
Gliedmalenknospe zu den gleichen teratogenen Effekten fihrte wie die
Verabreichung von Am580 und daf3 der Verlust von RARa vermutlich ein wichtiges

regulatorisches Element fir die Differenzierung von mesynchymalen Zellen zu
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Chondrocyten ist. Chondrocyten-Vorlauferzellen, die RARa exprimieren, kdnnen
nicht zu Chondrocyten differenzieren, die kein RARo mehr exprimieren.

Mit mRamp konnte hier ein wichtiges Zielgen der Retinsaure identifiziert sein, das
diese Effekte vermittelt. Eine Verabreichung von Am580 bewirkt eine Erhdhung der
mRamp-Transkription im Mesenchym und konnte somit eine VerzOgerung oder
Inhibierung der Chondrogenese, was wiederum eine normale Skeletogenese stort,
hervorrufen. Eine mdgliche zusétzliche Induktion von RARa durch Am580 (RARa
kann durch Retinséure aktiviert werden (Song & Siu, 1989)) kénnte so diesen Effekt
noch verstarken.

Zur Untersuchung der Hypothese, da? mRamp an RARa-induzierten teratogenen
Effekten beteiligt ist, kdnnte eine transgene Maus, in der mRamp ektopisch in den
Gliedmafenknospen exprimiert wird (z.B. unter Verwendung des Hoxb-6 Promotors
(Cash et al., 1997)), auf Ubereinstimmende teratogene Effekte untersucht werden.
Micromass-Zellkulturexperimente mit Maus-GliedmaRenknospen kénnten Aufschlufl
dartiber geben, ob mRamp ebenfalls nicht in Chondrocyten exprimiert wird und ob die
Chondrogenese in transgenen Zellkulturen inhibiert ist.

In den Studien zum humanen Ramp in der NT2-Zelllinie fihrte eine langfristige
Retinsdurebehandlung nach transienter Induktion des mRamp nach einem Tag zur
Herunterregulierung der mRamp-Expression, die jedoch sehr deutlich erst am 7. Tag
der Behandlung zu erkennen ist. Retinsdure leitet hier die Differenzierung der NT2-
Zellen ein. Nach kurzfristiger Proliferationssteigerung nach einem Tag der
Retinsaurebehandlung ging die Zellproliferationsrate am 3. und 4. Tag wieder zuriick.
Ob es einen solchen l&ngerfristigen Reduzierungseffekt nach einmaliger Retinsdure-
bzw. Am580-Behandlung auch bei der mRamp-Expression in der GliedmaRenknospe
gibt, bleibt zu klaren. Eine solche Annahme wirde zu einer entgegengesetzten
Interpretation flihren. Retinsdure reduziert in diesem Fall mRamp und die
Zellproliferation in der entscheidenden Phase der GliedmaRenausbildung, so daR nicht
genug Gewebe entsteht, aus dem vollstdndige Gliedmalien differenzieren kdnnen.

Es ist jedoch zu berticksichtigen, daR hier eine neuronale Zellinie untersucht und
Retinsdure langfristig verabreicht wurde, weshalb diese Ergebnisse nicht unbedingt

auf den Organismus ubertragbar sein mussen.
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Wahrend der postnatalen Entwicklung des Gehirns wurde gezeigt, dal? eine neonatale
Verabreichung von Retinséure im Cerebellum der Ratte kleine VVerédnderungen im
Muster hervorruft (Holson et al., 1997; Yamamoto et al., 1999). Der Haupteffekt der
dabei beobachtet wurde war eine fleckenartige Verminderung der Kornerzellen der
auleren Kornerschicht (EGL), was vermuten lief3, dal Retinsaure hier zur Inhibierung
der Zellproliferation oder zum Zelltod fiihrt. Bei der Annahme, dal diese Ergebnisse
auf die Maus Ubertragen werden konnen, ist jedoch eine Involvierung des mRamp
uber den RARa-Rezeptor nicht abschétzbar, da wie unter 4.2 erwéhnt die Expression
von RARa in der Cerebellumentwicklung nicht eindeutig geklart ist. Somit ist bisher
eine Beteiligung von mRamp an der Wirkung von Retinsaure im Cerebellum nicht

ausgeschlossen.

In dieser Arbeit wurde mit mRamp ein neues Am580 induziertes Homolog isoliert,
das im Embryo weit exprimiert ist, besonders hohe Transkriptspiegel in Regionen
hoher Zellproliferation aufweist und im Gehirn postnatal Tag 7 ebenfalls in Bereichen
mit Zellproliferation vorkommt. Die gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzen die
Hypothese, dalR Ramp an der Zytokinese beteiligt ist. Dal} es eine essentielle Funktion
in der Embryogenese besitzt (wie die Homologe von D. Melanogaster und Dario
rerio), kann bisher nur vermutet und mu noch durch eine knock out-Studie belegt
werden.

Ein mogliches regulatives Element der Ramp-Transkription ist PKC. PKC-
Inhibierung inhibiert die Ramp-Transkription im Huhn. Des weiteren kdnnte PKC
auch die Funktion des Proteins regulieren. Aus dem Homologievergleich geht hervor,
dafl das Protein 3 hoch konservierte PKC-Phosphorylierungsstellen besitzt. Ob
mRamp wie hRamp phosphoryliert werden kann und an welchen Stellen, ist noch zu
zeigen. Die regulatorischen Mechanismen sind ebenfalls noch zu klaren.

Zur Aufklarung der Mechanismen, die teratogenen Effekte (hier im speziellen der
Gliedmalienknospe) von Retinsaure Gber den RARa-Rezeptor hervorrufen, kénnte
mit der Isolierung von mRamp ein wichtiges Element entdeckt worden sein. Jedoch
bleibt letztendlich die genaue Rolle von mRamp in der Am580 induzierten
Teratogenitét in der GliedmalRenentwicklung noch zu klaren.
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5 Zusammenfassung

Retinsaure, das biologisch aktive Vitamin A Derivat, ist fur die normale embryonale
Entwicklung essentiell. Analoge der Retinsdure, inklusive Retinsaure selber, kdnnen
in vielen verschiedenen Tierspezien MiRbildungen, unter anderem auch in den
GliedmaRen, induzieren. Diese werden durch die Retinséurerezeptoren RARa, 3 und
y vermittelt. Um neue Gene zu isolieren, die die Effekte von Retinsdure auf die
Gliedmalienentwicklung vermitteln, wurde eine cDNA-Subtraktion mit cDNA aus mit
Am580 (synthetischer Agonist, der spezifisch an den Retinsdure Rezeptor o bindet)
behandelten und unbehandelten VordergliedmalRenknospen durchgefiihrt. Es wurde
ein neues retinsdureinduziertes Maus-Homolog des humanen Ramp (retinoic acid
regulated nuclear matrix associated protein) isoliert. Das murine Ramp (mRamp) ist
ein Serin/Threonin-reiches Protein welches auf Chromosom 1, Region H6 lokalisiert
ist. In dieser Arbeit wurde die Expression von mRamp untersucht. Wé&hrend der
Embryogenese ist mRamp von Embryonaltag 4.5 bis 18.5 durchgéngig exprimiert. In
situ-Hybridisierungsstudien zeigen in frihen Entwicklungsstadien eine ubiquitére
Expression, die im Verlaufe der Entwicklung starker begrenzt ist. Besonders hohe
Transkriptspiegel sind in der GliedmalRenknospe und Regionen hoher
Zellproliferation zu beobachten. In adulten Geweben ist die mRamp-Expression im
Thymus und in den Hoden besonders hoch.

Im Gehirn junger Tiere (P7) konnte eine hohe mRamp-Expression in der &uReren
Kornerschicht (EGL) des Cerebellums und eine geringere im Hippocampus, der
subventrikuldaren Zone, im rostral migratory stream und Bulbus olfactorius
beobachtet werden. In den gleichen Regionen konnte auch Ki67, ein
Proliferationsmarker, nachgewiesen weden. Zusammen mit der Expressionverteilung
von mRamp im Embryo &Rt sich vermuten, dall mRamp nur in proliferierenden
Zellen exprimiert ist. Diese Ergebnisse stimmen mit den bisherigen Erkenntnissen
zum humanen Ortholog, dem eine Funktion in der Zytokinese zugesprochen wird,
uberein.

Ein mogliches regulatorisches Element der Ramp-Transkription ist PKC: Es wurde
gezeigt, dal3 eine PKC-Inhibition in der GliedmaRenentwicklung des Huhns eine
Herunterregulierung der Ramp-Transkription bewirkt. Des weiteren enthélt die
mRamp-Sequenz 3 putative hoch konservierte PKC-Phosphorylierungsstellen, was
eine Modifikation und Regulation des mRamp-Proteins durch PKC vermuten I&[3t.

Bei den teratogenen Effekten in der Gliedmalienentwicklung, die Gber den RARa-
Rezeptor vermittelt werden, ist mRamp ein potentielles Zielgen. Die Expression von
mRamp Kkorreliert mit der von RARa wéhrend der Gliedmalienentwicklung. Die
beobachtete Inhibition der Chondrogenese bei ektopischer Expression von RARa
konnte durch mRamp vermittelt werden. Ein Vergleich der Expression von mRamp
und RARa in der Embryogenese zeigte ein identisches Verteilungsmuster. In adulten
Geweben mit hoher mRamp Expression ist RARa ebenfalls exprimiert und bt dort
jeweils eine wichtige Funktion aus. Somit ist eine funktionelle Verbindung von
mRamp und RARa auch in anderen Geweben mdglich.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse vermuten, daB mRamp eine wichtige Rolle
in der Zell-Proliferation und bei RARa vermittelten teratogenen Effekten spielt.

Schlagworte: Retinséure, RARa, GliedmaRenentwicklung, Teratogenese, Proliferation
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Abstract

6 Abstract

The active derivate of Vitamin A, retinoic acid is essential for normal embryonic
development. High doses of a number of retinoid acid analogues, including retinoic
acid itself, have been demonstrated to induce malformations in several species. To
identify genes that mediate the effect of retinoids on limb development we used the
cDNA-subtraction method with cDNA obtained from E11.25 limb buds exposed to
Am580 (a synthetic retinoid, which binds specific to retinoic acid receptor o) or
vehicle. A new retinoic acid induced mouse homolog of the human Ramp (retinoic
acid regulated nuclear matrix associated protein), mRamp, was isolated. mRamp is a
serine/threonine rich protein located on chromosome 1 in region H6. We examined
the mRamp expression in the mouse embryo. During the embryogenesis mRamp is
expressed from E4.5 to 18.5 with high levels from E10.5 to 13.5. In situ-hybridization
studies show that mRamp is widely expressed in the embryo. In limb buds, and tissues
with strong cell-proliferation, high transcript-levels are detected. The expression of
mRamp is ubiquitous in early stages and becomes more restricted during
development. In adult tissues mRamp is highly expressed in testis and thymus. In the
postnatal brain (P7) strong expression was observed in the outer external granual layer
(EGL), and at lower levels in the hippocampus, the subventricular zone, the rostral
migratory stream and olfactory bulb.

A comparison to the distribution of ki67-Protein, a proliferation marker, in p7 brain
revealed the same pattern. This data and the embryonic expression suggest that
mRamp expression is limited to proliferating cells. This fits with postulated role of
Ramp in cytokinesis.

A downregulation of Ramp expression during limb bud development after PKC
inhibition suggests a regulatory role of PKC in Ramp-Transkription. Moreover
mRamp hosts 3 highly conserved putative PKC phosphorylation sites supposing that
PKC might regulate the function of mRamp.

In the teratogenesis of limb bud mediated by RARa, mRamp is a potential
downstream target. The expression of mRamp correlates highly with RARa during
limb development. The observed inhibition of chondrogenic differentiation after
ectopic expression of RARa. could be mediated by mRamp. During embryogenesis
mRamp and RARa expression shows the same pattern and also in adult animals.
RARa is known to fullfill an important role in tissues where mRamp is highly
expressed.

Taken together the data suggests that mRamp is an important factor in cell
proliferation and RARa mediated teratogenic effects.

Keywords: retinoic acid, RARa, limb development, teratogenesis, proliferation
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7 Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

AER apikale ektodermale Leiste

Ak Antikorper

Amp Ampicillin

AP alkalische Phosphatase

As Aminosaure(n)

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
bp Basenpaar (e)

bzw. beziehungsweise

BSA bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
C Cytosin

ca. circa

cDNA komplementare DNA

CTP Cytidin-5"-triphosphat

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

Dig Digoxigenin

D. melanogaster Drosophila melanogaster

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2" Desoxyribonukleosid-5"-triphosphat
DTT Dithiothreitol

E Embryonaltag

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycol-bis-(B-Aminoethylether)-N,N,N",N"-Tetraessigsaure
etal. et alii (und andere)

EST expressed sequence tags

EtOH Ethanol

G Guanin

g Erdbeschleunigung

h Stunde

HH Hamburger Hmilton Stadium

HRP horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)
IHC Immunhistochemie

ISH in situ-Hybridisierung

Kan Kanamycin

kb Kilobasenpaare bzw. Kilobasen

kDa Kilo-Dalton

Lsg. Losung

M Mol pro Liter

min Minuten

ml Milliliter
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ul/ug/pM
MOPS
MRNA
NBT
NTP

P

p.a.
PBS
PCR
PCI
PFA
pH
PVA
Ramp
RAR
RNA
RNase
rpm
PMmax
RT
RXR

S

SDS
SHH
SSC
Std.

T

Tab.
TAE
TBE
TE
TEA
Tris

U

uN
uv
Vol
(v/v)
(wWiv)
(wiw)
WMSIH
z.B.
ZNS
ZPA

Mikroliter / Mikrogramm / Mikromolar
3-[N-Morpholino]-Propansulfonsaure
messenger RNA (Boten-Ribonukleinsdure)
4-Nito-Blue-Tetrazolium-Chlorid
Ribonukleotidtriphosphat

postnataler Tag

pro analysi

Phosphatpuffer, salzhaltig

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (24:23:1), (v/viv)
Paraformaldehyd

potentium hydrogenii

Polyvinylalkohol

retinoic acid reglulated nuclear matrix protein
retinoic acid receptor

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
Ribonuklease

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Maximale Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

retinoid x receptor

Sekunde

sodium dodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)
sonic hedgehoc

Natrium-Citratpuffer, salzhaltig

Stunden

Thymin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borsaure-EDTA
Tris-HCI/EDTA-L6sung

Triethanolamin
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

unit (Einheit der Enzymaktivitat)

uber Nacht

Ultraviolett

Volumen

volume to volume (Volumen/Volumen)
weight to volume (Gewicht/\VVolumen)
weight to weight (Gewicht/Gewicht)

whole mount in situ-Hybridisierung

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

Zone polarisierender Aktivitat
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