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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Embryonaentwicklung wird durch verschiedene Klassen konservierter Proteine reguliert. Sie
koénnen als sezernierte Morphogene dienen, fir die intrazellulére Signaltransduktion verantwortlich
sein, als Transkriptionsfaktoren fungieren oder an anderen Prozessen beteiligt sein. In den letzten
Jahren konnten viele einzelne Signalwege durch Isolierung von Rezeptorkomplexen und intrazelluléren
Transduktionskomponenten aufgel6st werden. Eine wichtige Herausforderung bleibt alerdings, das
Zusammenspiel und die Regulation dieser Signalwege aufzukléren sowie die Identifizierung neuer
Gene und ihre Einordnung in biologische Prozesse. In dieser Arbeit wurden die beiden Gene
Carboxypeptidase Z (CPZ) und Lix1 mit Hinblick auf ihre Funktion in der Embryonalentwicklung
untersucht.

Die Metallocarboxypeptidasen sind eine Gruppe von Enzymen, die das Abspalten C-terminaler
Aminosduren von Substraten katalysieren. Sie lassen sich in zwel Gruppen unterteilen: Mitglieder der
Carboxypeptidase A (CPA)-Unterfamilie sind an der unspezifischen Degradierung von Proteinen
beteiligt. Der CPE-Unterfamilie hingegen wird eher eine regulatorische Funktion durch die
Prozessierung ihrer Substrate zugeschrieben, z.B. bei der Sezernierung bioaktiver Neuropeptide. CPZ,
ein Mitglied der |letztgenannten Unterfamilie, ist eine aktive Carboxypeptidase mit einem pH-Optimum
im neutralen Bereich. Es wurde eine Lokalisation im sekretorischen Apparat der Zelle sowie in der
Extrazelluléarmatrix beschrieben. Eine einzigartige strukturelle Eigenschaft von CPZ besteht darin, dass
sie neben der Carboxypeptidase-Doméne Uber eine N-terminale Cystein-reiche Doméne (CRD)
verfigt. Dies ist eine Proteindoméne, die in vielen anderen entwicklungsbiologisch relevanten
Proteinen zu finden ist.

In dieser Arbeit wurde neben der Isolierung der murinen cDNA-Sequenz von CPZ ihre Expression
wahrend der Embryogenese des Huhnes und der Maus untersucht und durch verschiedene Ansétze ein
Einblick in die bisher unbekannte Funktion dieses Enzyms gewonnen. Wahrend CPZ im Huhn eine
transiente Expression in dem Teil der Somiten zeigt, aus dem sich die Wirbelsdule bildet, sowie in der
apikalen ektodermalen Leiste (AER), einer Struktur, die das proximo-distale Wachstum der Gliedmale
reguliert, ist die CPZ-Expression in der frihen Embryonalentwicklung der Maus auf die
Gliedmalenanlage beschrankt. Spéter sind Transkripte in den sich bildenden Plexi Choroidei, dem
Pericard, den Schneidezdhnen sowie dem inneren Ohr zu sehen. In beiden Organismen stellen die
Expressionsareale von CPZ komplementére wie Uberlappende Domanen mit Mitgliedern des Wnt-
Signalweges dar. In Uberexpressionsstudien im Hilhnerembryo konnte gezeigt werden, dass CPZ die
dorso-ventrale Differenzierung der Somiten auf transkriptionelle wie morphogenetische Weise
beeinflussen kann: Dermamyotomale Uberexpression von CPZ resultierte in einer Aufregulierung des
Transkriptionsfaktors Pax3 sowie in einer Dysmorphogenese der Rippen und des Skapulaschaftes. In
einem in vitro-System konnte gezeigt werden, dass extrazelluldre CPZ die Wnt4-abhangige Induktion
des Gens Cdxl in embryonalen Stammzellen verstarkt. Sowohl die Anderung der
Somitendifferenzierung im Huhnerembryo als auch die Verstarkung des Wnt-Signals im Cdx1-
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Induktionstest waren von der katalytischen Aktivitét von CPZ abhangig. In beiden Systemen war eine
katalytisch inaktive Form von CPZ ohne Effekt. Parallel wurde wéhrend dieser Studien eine Maudlinie
etabliert, die tiber ein CPZ-Nullallel verfiigt. Die CPZ-Méause sind lebensfshig und zeigen keinen
offensichtlich veradnderten Phanotyp, das CPZ-Allel wird entsprechend der Mendelschen Regeln
vererbt. Das Ausbleiben eines skelettalen Phanotyps ist wahrscheinlich durch das unterschiedliche
Expressionsmuster von CPZ wahrend der frihen Embryonalentwicklung begriindet: In der Maus ist
CPZ nicht in den Somiten exprimiert. Diese Maudlinie liefert eine hervorragende Grundlage zur
zukiinftigen in vivo-Analyse der Funktion von CPZ. Durch Immunoprézipitation konnte schliefdlich
gezeigt werden, dass CPZ mit Wnt4 interagieren kann und dass diese Interaktion Ulber die CRD von
CPZ vermittelt wird. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass diese funktionellen Resultate
den ersten Beleg dafr liefern, dass CPZ eine Komponente des extrazelluldren Wnt-Signalweges ist.

Lix1 (limb expression 1) ist ein neues Gen bisher unbekannter Funktion mit keiner Homologie zu
anderen Genen. Orthologe von Lix1 sind in den Organismen Huhn, Maus, Drosophila, Zebrafisch und
Mensch bekannt. Im Hihnerembryo wurde eine transiente Expression von Lix1 in den Anlagen der
Hinter-, jedoch nicht der Vordergliedmal3e, den Rhombomeren 3 und 5 und den V orlaufergeweben des
Gesichtes beschrieben. Die Restriktion der Expression auf eine der beiden Gliedmal3enanlagen teilt
Lix1 mit einer kleinen Gruppe von Proteinen, denen eine Funktion bei der Bestimmung der
GliedmalRenidentitdt zugeschrieben wird. Die Expressionsanalyse in der Maus ergab, dass Lix1-
Transkripte im Gegensatz zum Huhnerembryo in den Anlagen beider Gliedmal3en zu finden sind.
Waéhrend die Expression in den Vorlaufern des Gesichtes mit der im Hihnerembryo vergleichbar ist, ist
sie wahrend der Entwicklung des Nervensystems in der Maus ungleich komplexer: Beginnend am
Embryonaltag 8 ist Lix1 in den neuronalen Vorléufern des zentralen Nervensystems aktiv und zeigt in
diesen Expression z.T. bisin das adulte Stadium hinein. Besonderes aufféllig ist hierbei die Expression
in Schicht 5 des sich entwickelnden Cortex, in der Substantia nigra pars compacta, in einzelnen Nuklei
des Hirnstammes, in den dorsalen Wurzelganglien sowie in Motoneuronen des Riickenmarks. Das hoch
spezifische Expressionsmuster in diesen Strukturen 183t Lix1 als ein sehr potentes Markergen bei der
entwicklungsbiologischen Analyse des Nervensystems erscheinen.

Schlagworte: Carboxypeptidase Z, Somiten, Sklerotom, Rippen, Skapula, Wnt, Cystein-reiche Domane,
CRD, AER, Lix1, Substantia nigra, Cortex, Cortexschicht 5, dorsale Wurzelganglien,
Gliedmalienanlage.
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Abstract

Embryonic development is organized by a complex interplay of different classes of conserved proteins.
These can act as morphogens or transcription factors, transduce intracellular signaling cascades or may
be involved in other processes like cell adhesion. Over the past years many signaling pathways have
been unravelled via isolation of receptor complexes and novel signaling components. Nevertheless, a
challenge that remains to be solved is the interplay of the different cascades, their regulation, the
isolation of unknown genes, and the determination of their biologica function. This study focuses on
two genes, Lix1 and carboxypeptidase Z (CPZ), and their role in vertebrate ontogenesis.

Metallocarboxypeptidases comprise a family of enzymes that hydrolytically cleave the C-terminal
amino acid residue of their substrate proteins. They can be divided into two subfamilies: Members of
the carboxypeptidase A (CPA)-subfamily are involved in unspecific degradation of proteins. Members
of the CPE-family, in contrast, are ascribed to be “regulatory” enzymes, e.g. for the secretion of
bioactive neuropeptides. CPZ is a member of the latter subfamily. It is enzymatically active and is
localized to the secretory pathway and the extracellular matrix. A unique feature of CPZ is its bipartite
composition of two protein domains: the carboxypeptidase domain and an N-terminal cystein-rich
domain (CRD). CRDs are found in many embryologically important proteins and are implicated in
binding secreted proteins of the Wnt-family.

In this study, the murine cDNA sequence of CPZ was isolated. After description of the expression
pattern of CPZ in the chicken as well as in the murine embryo, several approaches were chosen to
unravel the so far unknown function of CPZ. In the chicken embryo, CPZ is expressed in the somitic
progenitors that later on form the axial skeleton as well as in the apical ectoderma ridge (AER). In
contrast, the murine embryo shows expression restricted to the limb bud in the early stages of
development. Later on, transcripts are detected in the choroid plexi, the pericard, the incisors, and in
the inner part of the ear. In both organisms CPZ exhibits complementary as well as overlapping
expresson domains with members of the Wnt-signaling pathway. Overexpression  studies
demonstrated that CPZ is able to influence differentiation of the somites in the chicken embryo:
Dermamyotomal overexpression of CPZ resulted in an ectopic expression of the transcription factor
Pax3 in the hypaxial part of the dermamyotome and in dysmorphogenesis of the scapula blade and ribs.
In vitro CPZ could be shown to specificaly enhance the Wnt4-based induction of the reporter gene
Cdx1 in embryonic stem cells. The effects resulting from overexpression in the chicken embryo as well
as the enhancement of Wnt4-signaling are dependent on the catalytic activity of CPZ. In both systems a
mutated version of CPZ bearing an inactivating amino acid substitution was not functional. In parallel,
amouse line was established that bears a CPZ-null allele. CPZ™"-mice are viable and show no obvious
abnormal phenotype, the CPZ -dlele is transmitted according to Mendelian laws. The absence of an
skeletal phenotyp may be the result of the divergent expression pattern of CPZ in the early stages of
development: In the murine embryo CPZ is not expressed in the somites. Nevertheless, this mouse line
may serve as a powerful tool to further study the in vivo function of CPZ. Finaly,
coimmunoprecipitation experiments demonstrated that CPZ can interact with Wnt4 and that this
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interaction is mediated by the CRD of CPZ. In summary, this study provides the first experimental
evidence for CPZ being a component of the extracellular Wnt-signaling pathway.

Lix1 (limb expression 1) is a novel gene with unknown function and no homology to other proteins.
Orthologues of Lix1 exist in chicken, mouse, drosophila, zebrafish, and in human. In the chicken
embryo, atransient expression of Lix1 in the developing hindlimb bud, but not forelimb bud, as well as
in rhombomers 3 and 5 and in facial progenitors has been described. The restricted expression of Lix1
to one of the limb precursorsis shared by a small group of genes that have been implicated in defining
limb identity. Expression analysis in the murine embryo showed that, in contrast to the avian embryo,
Lix1 transcripts are detectable in both fore- and hindlimb. Whereas expression in the facial primordia
in the mouse is comparable to the chicken embryo, expression in the nervous system is much more
complex: starting at embryonic day 8, Lix1 is active in the progenitors of the nervous system and
shows expression in part of these structures up to the adult stages. Most prominent expression is seen in
layer 5 of the developing cortex, in the substantia nigra pars compacta, in several nuclel of the brain
stem, the dorsal root ganglia, and in motor neurons of the spinal cord. This highly specific expression
pattern makes Lix1 a powerful marker gene for developmental analysis of the nervous system.

Keywords: carboxypeptidase Z, somite, sclerotome, scapula, rib, Wnt, cysteine-rich-domain, CRD,
AER, Lix1, substantia nigra, cerebral cortex, cortical layer 5, dorsal root ganglia, limbs.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Carboxypeptidase Z und ihre Protein-Familie

Der Abbau und die proteolytische Modifikation von Proteinen und Peptiden ist en
essentieller Bestandteil zahlreicher biochemischer Prozesse, die von der einfachen
Bereitstellung von Oligo-Peptiden und Aminosduren im Verdauungstrakt bis hin zu
transkriptioneller Regulation, Neurotransmission sowie der Hormonregulation reichen. Unter
den Protein-degradierenden Enzymen gehoren die Metallopeptidasen zu den Hydrolasen, in
denen der nukleophile Angriff auf die zu spaltende Peptidbindung durch ein Wassermol ekl
vollzogen wird. Dieses Wassermolekil wird hierbei durch ein divalentes Metall-Kation
aktiviert, meist durch ein Zink-lon, zuweilen auch durch ein Kobalt- oder Mangan-lon (Barret
et a., 1998). Im aktiven Zentrum der Metallopeptidasen werden diese Metall-lonen
gewohnlich durch drei Aminosduren koordiniert: Histidin, Glutaminsdure, Asparaginsaure
oder Lysin. Neben diesen koordinierenden Resten wird zumindest eine weitere Aminosaure
gebraucht, in der Regel ein Glutamatrest, welcher bel der Katalyse wahrscheinlich as
Elektronenakzeptor dient (Mock & Stanford, 1996). Die Metallopeptidasen lassen sich nach
Anzahl der benttigten Metallionen, der Proteinsequenz sowie der Katalyseform in acht

Gruppen, sogenannte Klane, einteilen.

1.1.1 Der MC-Klan der Metallopeptidasen

Der  MC-Klan der  Metallopeptidasen  besteht aus einer  Gruppe  von
Metallocarboxypeptidasen, in denen das katalytische Zink-Kation von zwel Histidin- und
einem Glutamatrest koordiniert wird. Dieser Gruppe sind bis jetzt wenigstens 14 Proteine
zugeordnet worden, von denen Homologe in den meisten Sdugetieren identifiziert werden

konnten. Neben den koordinierenden Aminosduren sind bei diesen Peptidasen fir die
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Katalyse noch ein Argininrest, der vermutlich das Oxyanion des Uberangszustandes
stabilisiert, und ein weiterer Glutmatatrest (s.0.) (Barret et al., 1998b) essentiell. Die
Mitglieder des MC-Klans der Metalocarboxypeptidasen werden entsprechend ihrer

Eigenschaften in zwei Unterfamilien eingeteilt:

Die CPA/B-Unterfamilie der M etallocar boxypeptidasen

Die Mitglieder der CPA/B-Unterfamilie sind ungefahr 34-36 kD grof3e Proteine und werden
im Allgemeinen a's unspezifisch degradierende Carboxypeptidasen betrachtet. Sie werden als
inaktive Zymogene hergestellt, deren Aktivierung die proteolytische Entfernung bestimmter
Sequenzabschnitte erfordert (Auld, 1998). Bekannteste Vertreter dieser Familie sind
Carboxypeptidase A (CPA) und Carboxypeptidase B (CPB). Beide Enzyme werden im
Pankreas exprimiert. Sie haben ein pH-Optimum im neutralen Bereich, und ihre Funktion ist
die Degradierung von Peptiden im Verdauungstrakt im Anschluss an die Spaltung der
Substrate durch Pepsin, Chymotrypsin und Trypsin. Wahrend CPA hdchste Aktivitét
gegenlber aliphatischen und aromatischen Aminosdureresten zeigt (Auld, 1998), katalysiert
CPB am effektivsten die Abspaltung basischer Reste (Aviles und Vendrell, 1998). Der
CPA/B-Unterfamilie werden des Weiteren Carboxypeptidase A2 (CPA2), ein weiteres
pankreatisches Enzym, Mastzellen-Carboxypeptidase A (MC-CPA), welche den Abbau von
Proteinen und Peptiden durch Mastzellen vermittelt (Springman, 1998), sowie
Carboxypeptidase U (CPU) zugeordnet, ein in der Leber synthetisiertes Protein, von dem

angenommen wird, bei der Regulation der Fibrinolyse mitzuwirken (Hendriks, 1998).

Die CPN/E-Unterfamilie der M etallocar boxypeptidasen

Im Gegensatz zu den Mitgliedern der CPA/B-Unterfamilie variieren die Mitglieder der
CPN/E-Unterfamilie in Bezug auf pH-Optimum und ProteingroRe (Fricker, 1998; Fricker,
1998b; Skidgel, 1998) (siche Abbildung 1) und werden eher als ,regulatorische"
Carboxypeptidasen bezeichnet. Sie werden direkt als funktionelle Proteine produziert, die
proteolytisch nicht mehr aktiviert werden missen. Daneben enthalten die CPN/E-
Carboxypeptidasen eine C-terminale Proteindoméne, die den CPA/B-Carboxypeptidasen
fehlt. Es handelt sich hierbel um eine 80 Aminosduren umfassende Sequenz, welche ein so
genanntes [3-barrel bilden kdnnte, wie es u.a. in dem Protein Transthyretin gefunden worden
ist (Gomis-Ruth et a., 1999; Aloy et a., 2001). Die Funktion dieser Doméne ist bisher nicht
bekannt.
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CPB

CPE

Transthyretin ahnliche

CPN

CPM

CPzZ

CFX1

CPX2

AEBP1 E

Cytoselischer Schwanz
Transmembran-Doméne

Abbildung 1: Vergleich der Metallocarboxypeptidasen der CPE/N-Unterfamilie mit einem typischen
Vertreter der CPA/B-Unterfamilie, CPB. Alle Mitglieder verfiigen im Gegensatz zu CPB Uber eine C-
terminale Transthyretin-dhnliche Doméne. Sie unterscheiden sich untereinander durch die Anzahl ihrer
Carboxypeptidase-Doménen, durch spezifische an die Carboxypeptidase-Doméne angrenzende
Sequenzen sowie durch unterschiedliche Ausstattung ihrer katalytischen Doménen, welche die
Enzymaktivitét beeinflussen. Detailsim Text. Aus: Reznik und Fricker, 2001.

Carboxypeptidase E (CPE)

Carboxypeptidase E (CPE) ist der bekannteste und wahrscheinlich am besten studierte
Vertreter dieser Subfamilie. CPE, aternativ auch als CPH oder Proenkephalin-Konvertase
bezeichnet, wurde bei der Suche nach einer Carboxypeptidase isoliert, die fir die Abspaltung
C-termindler Lysin- und Argininreste von Vorlauferproteinen neuroendokriner Peptide
verantwortlich ist (Fricker & Snyder, 1982). Die meisten dieser Peptide werden as
Vorléauferproteine synthetisiert, die einer proteolytischen Aktivierung bedirfen. In einem
ersten Schritt werden diese Vorlaufer durch so genannte Prohormon-Konvertasen an
Schnittstellen gespalten, die eine basische Aminoséure beinhaten (Zhou et al., 1999). Diese
basischen Aminosduren miissen anschliefRend von einer Carboxypeptidase entfernt werden,
um das biologisch aktive Peptid zu erzeugen. Die Prozessierung der neuroendokrinen Peptide

findet im sekretorischen Apparat der Zelle statt. lhrer biologischen Funktion entsprechend hat
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CPE ein pH-Optimum bei pH 5-6, besitzt eine sehr hohe Spezifitét fir die Abspaltung von
basischen Aminosauren und ist in vielen neuroendokrinen Geweben exprimiert (Fricker,
1998). Sie besitzt aber ansonsten keine einschrdnkende Substrat-Spezifitdt. Deshalb wurde
angenommen, dass CPE an der Biosynthese der meisten neuroendokrinen Peptidhormone
beteiligt ist (Fricker, 1988). Diese Vermutung wird durch die so genannte Cpe®/Cpe'@-
Maudlinie bestétigt (Naggert et al., 1995). Diese spontan aufgetretene Mutation fihrt zu einer
Aminosauresubstitution im CPE-Gen, resultierend in einer Inaktivierung des Enzyms.
Dementsprechend wurden fir die Cpe®/Cpe®-Mauslinie reduzierte Niveaus vollstandig
prozessierter Neuropeptide nachgewiesen (Rovere et al., 1996; Udupi et al., 1997). Dennoch
muss es eine Carboxypeptidase geben, welche die fehlende CPE-Aktivitét in dieser Maudinie

zum Teil substituiert.

Carboxypeptidase M (CPM) und Carboxypeptidase N (CPN)

Fir Carboxypeptidase M (CPM) und Carboxypeptidase N (CPN) wurde ebenfalls eine Rolle
bei der Biosynthese von Peptidhormonen postuliert. Im Gegensatz zu CPE sind die beiden
Proteine allerdings extrazellulér lokalisiert. CPM findet man hauptsachlich in der Lunge und
der Plazenta. Sie ist in beiden Geweben tber einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker an
die Zellmembran gebunden (Skidgel, 1998). Des Weiteren wurde CPM auch in Blutgefalzen
sowie auf weissen Blutkorperchen nachgewiesen (Skidgel, 1998). CPN wird in der Leber
sezerniert und zirkuliert im Plasma als 280 kD-Komplex bestehend aus zwei Kopien des
aktiven Proteins und einem 83 kD Glykoprotein (Skidgel and Erdos, 1998). Als Funktion fir
CPM und CPN wurde die Inaktivierung vasoaktiver Peptide vorgeschlagen (Reznik &
Fricker, 2001).

Carboxypeptidase D (CPD)

Carboxypeptidase D (CPD) wurde erstmals in der Ente als ein 180 kD grof3es Protein isoliert,
welches an Partikel von Hepatitis B-Viren bindet (Kuroki et al., 1995). CPD besteht aus drel
vollstéandigen Carboxypeptidase-Domanen (siehe Abb. 1), gefolgt von einer Transmembran-
Domane und einem cytoplasmatischen Schwanz von 60 Aminosduren (Fricker, 1998b). Die
ersten beiden Carboxypeptidase-Doméanen von CPE sind aktiv, haben aber unterschiedliche
katalytische Eigenschaften (Novikova et al., 1999), wohingegen die dritte keine enzymatische
Aktivitdt aufweist. CPD ist im Trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert und wird auch Uber
sekretorische Vesikel an die Zellmembran transportiert (Varlamov & Fricker, 1998).
Aufgrund seiner Lokalisation, seiner enzymatischen Eigenschaften und seiner breiten
Gewebeverteilung wurde fir CPD eine prozessierende Funktion bei der Reifung von
Rezeptoren und Wachstumsfaktoren im Anschluss an die Katalyse der Endopeptidasen des
Trans-Golgi-Netzwerks vorgeschlagen (Fricker, 1998).
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CPX1, CPX2 und AEBP1

CPX1, CPX2 und AEBPL bilden eine Gruppe in der CPE/N-Unterfamilie, die sich von den
anderen Metallocarboxypeptidasen unterscheidet. Zum einen ist ihre Aminosauresequenz-
Homologie untereinander hother as gegentber den anderen Mitgliedern, zum anderen
enthalten sie eine N-terminale Doméne, die Ahnlichkeit zu dem Protein Discoidin aufweist.
CPX1 und CPX2 sind inaktiv gegenliber Standardsubstraten (Lei et al., 1999; Xin et a.,
1998b); fir AEBP1 wurde eine Carboxypeptidase-Aktivitdt sowie eine Funktion als
Transkriptionsfaktor beschrieben (He et al., 1995), wobel die enzymatische Aktivitét dieses
Enzyms noch diskutiert wird (Reznik & Fricker, 2001). Allen drei Mitgliedern dieser Gruppe
fehlt einer oder mehrere der katalytisch notwendigen Aminosdurereste (siehe Abb.1)

1.1.2 Carboxypeptidase Z - ein neues Enzym mit einzigartiger Struktur und

unbekannter Funktion

Carboxypeptidase Z wurde as eines der jingsten Mitglieder dieser Proteinfamilie durch in
silico-Analyse und anschlief?ende RT-PCR isoliert. Motivation dieser Untersuchungen war
die Isolierung einer Carboxypeptidase, die die fehlende CPE-Aktivitét in der Cpd®/Cpe'®-
Maudlinie partiell substituieren kann. Wie spétere in vitro Experimente zeigten, ist eine solche
Rolle von CPZ unwahrscheinlich (s.u.). Bis zu Beginn der in dieser Arbeit beschriebenen
Experimente waren die humane CPZ sowie das Homolog in der Ratte beschrieben (Song &
Fricker, 1997; Xin et al., 19984). CPZ stellt in der Familie der Metall ocarboxypeptidasen eine
Besonderheit dar, da sie neben dem Signalpeptid zur Sekretion in das Endoplasmatische
Retikulum und der Carboxypeptidase-Doméane eine N-terminale Cystein-reiche Doméne
(CRD) besitzt. Diese CRD von CPZ besitzt eine Homologie von 23-29% zur Cystein-reichen
Domane der so genannten Frizzled-Rezeptoren (Song & Fricker, 1997). In diesen Proteinen
dient diese nach den Rezeptoren as Frizzled-Doméne bezeichnete extrazelluldre
Proteinsequenz as Bindungsdoméane fir die Wnt/Wingless-Signamolekile (s.u.). Des
Weiteren findet man Frizzled-Domanen im Kollagen Typ XVIII (Rehn und Pilhajaniemi,
1995) und Smoothened, das ebenfalls ein Transmembranprotein und Teil des
Rezeptorkomplexes fiir das Signalmolekil sonic hedgehog ist (Masiakowski & Y ancopoulos,
1998). Obwohl die Frizzled-Doméne von CPZ eine gewisse Divergenz im Vergleich mit den
anderen genannten Frizzled-Domanen besitzt, enthdlt sie doch ale 10 charakteristischen

Cystein-Reste an konservierten Positionen und weist auf Aminosdure-Ebene nur minimale
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Insertionen und Liicken im Vergleich zu den anderen Frizzled-Doméanen auf (Song & Fricker,
1997). Die Carboxypeptidase-Doméne von CPZ enthdlt alle fir die Koordination des Zink-
Kations, fur die Substratbindung und fir die Katalyse wichtigen Aminosdurereste an
konservierter Position. Sie weist 49% Homologie zur Proteinsequenz der Carboxypeptidase-
Doméne von CPE auf (Song & Fricker, 1997). Diese Ahnlichkeit ist vergleichbar mit der
anderer Mitglieder der CPE/N-Unterfamilie untereinander. Rekombinant exprimiertes CPZ ist
gegenlber Standard-Carboxypeptidase-Substraten aktiv und besitzt ein pH-Optimum von 7-8,
was den Bedingungen im extrazelluléaren Raum entspricht. Des Weiteren wird CPZ - wie die
anderen aktiven Carboxypeptidasen - durch komplexierende Reagenzien wie EDTA oder
EGTA sowie gegen das aktive Zentrum gerichtete Carboxypeptidase-Inhibitoren an der
Katalyse behindert (Novikova & Fricker, 1999; Song & Fricker, 1997). CPZ ist in
Zellkultursystemen sowie in humanem Plazentagewebe im sekretorischen Zellapparat sowie
in der extrazellularen Matrix lokalisiert (Novikova et al., 2000). Diese Lokalisation, die hohe
Affinitdt zu Heparin (Novikova & Fricker, 1999) und das neutrale pH-Optimum deuten auf
eine endogene Rolle von CPZ in der Extrazellul&rmatrix (extracellular matrix - ECM) hin.

Eine funktionelle Analyse von CPZ lag bis zu Beginn dieser Arbeit nicht vor.
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1.2 Somiten und ihre Differenzierung

Das aufféligste und namengebende Charakteristikum der Klasse der Vertebraten ist die
Wirbelsaule, welche aus Knorpel oder aus Knochen besteht. Die Wirbelséule entwickelt sich
wahrend der Ontogenese aus metamerem Gewebe mesodermalen Ursprungs, den Somiten.
Bel diesen handelt es sich um epitheliale Kugeln, die paarweise das Neuralrohr flankierend
aus dem paraxialen Mesoderm entstehen. Dieser Prozess beginnt in der Kopfregion und setzt
sich von anterior nach posterior fort. Jede Spezies hat dabei eine bestimmte Anzahl von
Somiten und ene spezifische Geschwindigkeit, mit der sie gebildet werden. Das
Ursprungsgewebe der Somiten, das paraxidle Mesoderm, entsteht durch Zellwanderung
wahrend der Gastrulation. Dieser Prozess wird in zwei Phasen unterteilt: In der priméren
Gastrulation wandern die mesodermalen Zellen Uber den Primitivstreifen ein und bilden dann
z.B. im Huhn ca. ale 90 Minuten ein neues Paar Somiten. In einer zweiten Phase, der
sekundédren Gastrulation, entstehen caudal des 27. Paars alle Somiten aus prasomitischen
Mesoderm (PSM), das sich aus dem dorsomedialen Teil der Schwanzanlage formiert (Christ
et a., 1998; Stockdale et a., 2000). Dieses PSM wird prinzipiell durch den Hensenschen
Knoten gebildet.

1.2.1 Somitogenese

Als Somitogenese bezeichnet man den Prozess, in dem aus dem rostralen Ende des PSM
zeitlich synchron zwei epitheliale Somiten zu beiden Seiten der Korperachse knospen. Fur die
Somitogenese wurde 1976 erstmals das so genannte ,clock and wavefront*-Modell
vorgeschlagen (Cooke & Zeeman, 1976). Dieses Modell beschreibt einen zelluldren
Ogzillator, der im Zusammenspiel mit einer das PSM bei konstanter Geschwindigkeit
durchlaufenden molekularen Welle interagiert, um die zeitlich synchrone Bildung der
Somiten zu ermdglichen. Durch Arbeiten in Maus, Huhn und Zebrafisch konnten in den
letzten Jahren Gene isoliert werden, die entsprechende Eigenschaften vorweisen. Sie
interagieren in einem komplexen Zusammenspiel und bestétigen dieses Modell weitestgehend
(zur Ubersicht siehe: Gossler & Hrabe de Angelis, 1998; Pourquie, 2001; Saga & Takeda,
2001). Die Gene c-hairy 1, c-hairy 2 und lunatic fringe zeigen im Hihnerembryo ein zeitlich
wie rdumlich oszillierendes Expressionsmuster (Aulehla & Johnson, 1999; Forsberg et a.,
1998; McGrew et al., 1998; Pameirim et a., 1997) und werden durch Komponenten des
Notch/Delta-Signaltransduktionsweges reguliert (Jouve et al., 2000). Die oszillierende
Expression von  c-hairy 1 und lunatic fringe entlang des prasomitischen Mesoderms hat
eine Freguenz von 90 min. Pro Expressionswelle von c-hairy 1, die von caudal nach rostral

propagiert, wird ein Somit gebildet.
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Das prasomitische Mesoderm wird hinsichtlich seines Expressionmusters, seiner Kompetenz
zur Segmentierung, und dem Vorhandensein von rostrocaudaler Polaritdt (s.u.) in zwel
Zusténde unterteilt (Saga & Takeda, 2001): Die Region I, gewdhnlich die caudalen zwei
Drittel der PSM, zeigt hinsichtlich molekularer und zellulérer Eigenschaften keine Spezifitét,
wohingegen die Zellen der Region Il, der rostrale Teil der PSM, bereits rostrocaudale
Polaritét aufweisen und segmentierungskompetent sind. Der Ubergang des sich standig
nachbildenden PSM vom undifferenziertem Zustand der Region | in den reiferen Zustand der
Region Il wird wahrscheinlich Uber den FGF-Signaltransduktionsweg reguliert, wobei ein
Konzentrationsgradient von FGF-Faktoren das PSM im unreiferen Zustand hélt (Dubrulle et
al., 2001; Sawadaet al., 2001).

1.2.2 Diedorsoventrale Differenzierung der Somiten

Die Somiten stellen das Ursprungsgewebe des axialen Skelettes, der Skelettmuskul atur sowie
der dorsalen Haut des Rumpfes dar. Kurz nach der Knospung aus dem prasomitischen
Mesoderm unterteilt sich der epitheliale Somit in zwei Kompartimente: Der ventrale Teil des
Somiten verliert seinen epithelialen Charakter und bildet das mesenchymale Sklerotom. Der
dorsde Teil behdlt seinen epithelidlen Charakter bei und bildet das so genannte
Dermamyotom (siehe Abb. 2) (Ubersichtsartikel: Brent & Tabin, 2002; Christ et al., 2000).
Die Entwicklung der Somiten steht unter Einfluss benachbarter Gewebe. Fir die chorda
dorsalis, das Neurarohr, das Ektoderm sowie fir laterdes Mesodermgewebe sind
induzierende bzw. inhibierende Einfliisse auf die Somiten-Differenzierung nachgewiesen

worden. Diese werden durch verschiedene Signalmolekile vermittelt.

Das Sklerotom

Aus dem mesenchymalen Sklerotom bildet sich das axiale Skelett der Vertebraten, wobei
zwischen der Entwicklung des medialen und des lateralen Anteils des Sklerotoms
unterschieden wird. Das ventromedial e Sklerotom bildet die Wirbelkdrper, die Bandscheiben,
die Neuralbdgen und den proximalen Teil der Rippen (Huang et a., 1994; Olivera-Martinez
et a., 2000). Das dorsomediale Sklerotom bildet den Wirbelbogen, aus dem ventrolateralen
Teil des Sklerotoms entsteht der distale Teil der Rippen (Huang et al., 2000b; Huang et al.,
2000b), wobel ein Beitrag dermamyotomaler Zellen zum distalen Bereich der Rippen
diskutiert wird (Kato & Aoyama, 1998) (siehe Abb.2 €). Nach der Auflésung der epithelialen
Struktur umwandern die Zellen des Sklerotoms die chorda dorsalis und das Neuralrohr, bevor

sieinihrefinalen Strukturen differenzieren.
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Abbildung 2: Ubersicht {iber die Entwicklung der Somiten in einem drei Tage alten Hilhnerembryo
(28 Somiten). (a) Die Somiten (schwarz) knospen am cranialen Ende des préasomitischen Mesoderms,
welches zu beiden Seiten des Neuralrohrs lokalisiert ist. Dieser Vorgang vollzieht sich in einem kranio-
caudalen Gradienten. (b-f) Transversale Schnitte durch den Embryo aus (a) in der jeweils angegebenen
axialen Ebene. (b) Schnitt auf Hohe des prasomitischen Mesoderms. (¢) Schnitt durch den frisch
gebildeten epitheliadlen Somiten. (d) Durch das banachbarte Gewebe induziert teilt sich der Somit in
seine zwei Kompartimente: das epitheliale Dermamyotom (blau), aus dem die dorsale Haut des
Rumpfes sowie der Skelettmuskulatur entsteht, und das mesenchymale Sklerotom (griin), aus dem das
axiale Skelett gebildet wird. Am epaxialen und hypaxialen Ende des Dermamyotoms wandern Zellen
unter dieses Gewebe und bilden das Myotom (gelb), siehe auch (). (€) Das epaxiale Myotom
differenziert in die Skelettmuskeln des Rickens, die Zellen des hypaxialen Myotoms und
Dermamyotoms umschlief3en den ventralen Teil des Rumpfes und bilden die sog. Rumpfwand und die
abdominalen Muskeln. Ventromediadle Zellen des Sklerotoms differenzieren zu Wirbelkorpern,
Wirbelbégen und zum proximalen Teil der Rippen, wohingegen dorsomediale Zellen des Sklerotoms
den Dornenfortsatz bilden. Die Beteiligung ventrolateraler Sklerotomzellen am distalen Teil der
Rippen ist beschrieben worden, wird alerdings noch widerspriichlich diskutiert (siehe Text). (f) Auf
Hohe der Fligelanlage wandern Zellen des hypaxialen Dermamyotoms in dieses Gewebe und bilden
die Muskulatur der Gliedmal3e. (g) Die Differenzierung der Somiten wird durch Signalmolekile aus
benachbarten Geweben positiv wie negativ reguliert: sonic hedgehog (Shh) aus der chorda dorsalis und
dem ventralen Neurarohr induziert die Ausbildung des Sklerotoms und die initiadle Expression
dermamyotomaler Transkriptionsfaktoren, wohingegen das Dermamyotom in erster Linie durch Wnt-
Molekile aus dem Ektoderm und dem dorsalen Neuralrohr beeinflusst wird. Verandert aus: Brent und
Tabin, 2002, sowie Tajbakhsh und Buckingham, 2000.

Die Induktion und Differenzierung des Sklerotoms wird in erster Linie durch Signale des
ventralen Neuralrohrs sowie der chorda dorsalis kontrolliert (zur Ubersicht siehe Dockter,
2000). Das Signamolekil sonic hedgehog (Shh), welches in beiden dieser Strukturen
exprimiert wird, ist fir diesen Prozess essentiell (Fan & Tessier-Lavigne, 1994; Johnson et
al., 1994). Der BMP-Inhibitor noggin, nur in der chorda dorsalis exprimiert, ist ebenfalls an
der Sklerotom-Induktion beteiligt. Beide Signalmolekile sind in der Lage, die fur das
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Sklerotom typischen paired-box-Transkriptionsfaktoren Pax1l und Pax9 zu induzieren
(McMahon et al., 1998; Muller et a., 1996). Méausen, bel denen Shh durch gezielte
Mutagenese inaktiviert worden ist, fehlen die meisten der aus dem Sklerotom entstehen
Strukturen, wie z.B. die gesamte Wirbelsdule und Teile der Rippen (Chiang et d., 1996). Da
noggin k.o.-Méause eine verzogerte Pax1-Induktion zeigen, noggin alein Pax1 induzieren
kann und die oben beschriebene Shh k.o.-Maus eine anfangliche Pax1-Expression zeigt, die
dann aber nicht beibehalten wird, wird angenommen, dass noggin die Pax1-Expression
induziert und Shh fir die Beibehaltung dieser Expression verantwortlich ist (Dockter, 2000).
Pax1-defizienten Mausen fehlen die Wirbelkdrper und die Bandscheiben. Sie zeigen zudem
eine veranderte Morphologie der chorda dorsalis (Wallin et al., 1994). Dieser Effekt kann nur
partiell durch Pax9 kompensiert werden (Peters et al., 1999). Es wird angenommen, dass Pax1
und Pax9 zusammen ausreichend sind, die chondrogene Differenzierung des Sklerotoms zu
induzieren (Rodrigo et al., 2003). Weitere Gene, deren Expression fir das Sklerotom
charakteristisch ist, sind Twist (Fuchtbauer, 1995), scleraxis (Cserjesi et a., 1995) und
Bapx1/Nkx3.2 (Murtaugh et al., 2001; Tribioli & Lufkin, 1999). Neben den Signamolekilen
Shh und Noggin wurde BMP-4 (bone morphogenetic protein-4) eine Funktion bel der
Sklerotom-Differenzierung zugeschrieben. Obwohl es die ventrolaterale Differenzierung
inhibiert, wurde gezeigt, dass es in den dorsomedialen Strukturen, die kein Pax1 exprimieren
und aus denen der Wirbelbogen entsteht, die Transkriptionsfaktoren Msx1 und Msx2 induziert
(Monsoro-Burq et al., 1996; Watanabe et al., 1998). Es wurde ein Modell vorgeschlagen, in
dem sklerotomale Zellen durch Shh die Kompetenz zur Chondrogenese erhalten, und dass
diese dann durch BMP-Molekile induziert wird (Murtaugh et al., 1999; Brent & Tabin,
2002). Bapx1 kdnnte ein Transkriptionsfaktor sein, der diesen Prozess vermittelt (Murtaugh et
al., 2001).

Wahrend ihrer Reifung durchlaufen die Sklerotome eine Entwicklung, die man im
allgemeinen as , Neugliederung® bezeichnet (Ebner, 1888 und 1892). Resultat dieser
Neugliederung ist, dass jedes Sklerotom zur Bildung der rostralen Halfte und der caudalen
Halfte des benachbarten Wirbelkorpers beitragt (Ubersichtsartikel: Brand-Saberi & Christ,
2000; Christ et al., 1998). Ein Unterschied zwischen rostraler und caudaler Halfte der
Sklerotome zeigt sich schon friher in der Embryonalentwicklung und manifestiert sich u.a
durch die Tatsache, dass Zellen aus der Neuralleiste und Axone nur die rostrale Halfte der

Sklerotome durchdringen (Keynes & Stern, 1984).

Das Der mamyotom
Das Dermamyotom ist das entwicklungsbiologische Vorldaufergewebe fur die
Skelettmuskulatur und die Haut der Rickenpartie. An seiner epaxialen Grenze wandern

Zellen unter das Dermamyotom und bilden das epaxiale Myotom, aus dem die
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Rickenmuskulatur entsteht (Denetclaw et a., 1997). Das zentrale Dermamyotom verliert
seine epitheliale Struktur und bildet dann die Haut des Rickens. Das Schicksa des
hypaxialen Dermamyotoms variiert mit der axiadlen Lokalisation: Auf HoOhe der
Gliedmal3enanlage wandern die Zellen in das laterale Mesoderm und bilden anschlief3end die
GliedmaRenmuskulatur (Chevallier et al., 1977). Auf axialer Hohe zwischen den zukiinftigen
GliedmaiRen wandern die Zellen unter das Dermamyotom und bilden mit diesem zusammen
die Abdominalmuskulatur und die so genannte Rumpfwand (Cinnamon et al., 1999;
Denetclaw & Ordahl, 2000).

Fir die Bildung sowie die Differenzierung des Dermamyotoms sind eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren charakteristisch und notwendig. Zu ihnen zadhlen die paired box
Transkriptionsfaktoren Pax3 und Pax7 sowie die Gruppe der so genannten myogenischen
Regulationsfaktoren (MRF - myogenic regulatory factors), die von den Genen MRF-4, Myf-
5, MyoD, und myogenin gebildet wird. Alle MRF-Gene kdnnen Muskeldifferenzierung in
Nicht-Muskel Gewebe induzieren und besitzen im Dermamyotom z.T. ein leicht divergentes
Expressionsmuster (fur eine Ubersicht siehe: Borycki & Emerson, 2000; Weintraub et al.,
1991). Genetische Studien haben ein kompliziertes Zusammenspiel dieser Faktoren gezeigt.
Da der Transkriptionsfaktor MyoD sowohl von der Expression von Pax3 als auch von Myf-5
abhangig ist, wurde postuliert, dass er in zwei getrennten Transduktionswegen einmal von
Myf-5 und einmal von Pax3 induziert wird. Die aleinige Eliminierung von Pax3
beeintrachtigt die Epithelbildung des Dermamyotoms, beim gleichzeitigen Ausschalten von
Pax3 und Myf-5 fehlen die Muskeln der Rumpfregion komplett (Tajbakhsh et al., 1997).

Die Induktion und Differenzierung des Dermamyotoms wird ebenfalls durch benachbarte
Gewebe reguliert: Die Bildung des mediadlen Teils des Dermamyotoms héngt von den
Signalmolekiilen Wnt1 und Wnt3a aus dem dorsalen Neuralrohr ab (Dietrich et a., 1997; Fan
& Tessier-Lavigne, 1994; Munsterberg & Lassar, 1995; Munsterberg et al., 1995). Das
laterale Dermamyotom bendétigt Wnt4, Wnt6 und Wnt7, die im Ektoderm exprimiert werden
(Dietrich et a., 1997; Fan et al., 1997; Fan & Tessier-Lavigne, 1994). Die friihe Expression
von MyaD und Myf-5 im epaxialen Dermamyotom wird von Shh reguliert (Dietrich et al.,
1997; Munsterberg & Lassar, 1995; Borycki et al., 1998; Pownall et a., 1996) (siehe Abb. 2
g). Das lateradle Mesoderm induziert durch die Sekretion von BMP-4 die Expression von
Pax3, wohingegen eher mediale Gene wie Myf-5 und MyoD durch BMP-4 inhibiert werden
(Pourquie et a., 1995; Pourquie et al., 1996).
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1.3 Die GliedmaRenentwicklungin Vertebraten - Ubersicht

Die Gliedmalienentwicklung der Wirbeltiere ist eines der am besten beschriebenen Modelle
zur Untersuchung zellulérer und molekularer Mechanismen, die wahrend der Embryogenese
die Ausbildung von Mustern regulieren. Die Gliedmal3enanlage wird zuerst als kleine Knospe
sichtbar, die aus dem Embryo herausragt und aus morphologisch einheitlichem Mesenchym
besteht, welches von einer ektodermalen Schicht umschlossen ist. Mit fortschreitender
Embryogenese wéchst diese Anlage, wobei sich die skelettalen Strukturen von proximal nach
distal bilden: der Stylopod als das dem Rumpf nachstem Element (Humerus oder Femur), der
Zeugopod (Radius und Ulna oder Tibia und Fibuld) und der Autopod (Karpale und
Metakarpale bzw. Tarsale und Metatarsale und die Phalangen). Die Entwicklung der
Gliedmalien vollzieht sich auch entlang ihrer anderen Achsen: von anterior nach posterior
(, Daumen Richtung kleiner Finger*) und von dorsal nach ventral (,, Handriicken Richtung
Handflache") (zur Ubersicht siehe: Capdevila & |1zpisua Belmonte, 2001; Niswander, 2003).
Die Initiierung der Gliedmal3enausbildung sowie die beschriebene Differenzierung wird durch
verschiedene organisierende Gewebe reguliert und soll im Folgenden kurz beschrieben
werden (der Aspekt der Gliedmalenidentitdt wird unter 1.4 behandelt).

Induzierung der Gliedmalf3enausbildung und die proximo-distale Differenzierung

Die Differenzierung entlang der proximo-distalen Achse wird durch eine ektodermale
Verdickung am distalen Ende der Gliedmal3enanlage reguliert, der so genannten apikalen
ektodermalen Leiste (AER - apical ectodermal ridge). Mitglieder der Familie der FGF-
Signalmolekiile (FGF - fibroblast growth factor) sind die essentiellen Faktoren der AER und
koénnen diese im Falle einer Ablation ersetzen (Fallon et al., 1994; Niswander et a., 1993).
Die Notwendigkeit von FGF-Signalen aus der AER wurde jungst durch genetische
Manipulationen in der Maus untermauert: Das konditionale Ausschalten von FGF-4 und
FGF-8 wahrend der gesamten Gliedmal3enentwicklung fuhrt zum vollstéandigen Ausbleiben
skelettaler Strukturen (Sun et al., 2002). Es sind wenigstens vier Mitglieder dieser Familie in
der AER exprimiert mit teilweise redundanter Funktion (Lewandoski et al., 2000; Sun et al.,
2000). Ablationsexperimente der AER fihrten in den 70er Jahren zur Etablierung des so
genannten ,,progress zone*-Modells: Die , progress zone", das der AER direkt unterliegende
Mesenchym, wird durch diese in einem undifferenzierten Zustand gehalten. Zellen, die die
»progress zone" mit zunehmender distaler Entwicklung verlassen, beginnen zu differenzieren.
Je spéter sie den undifferenzierten Zustand verlassen, desto distalere Strukturen bilden sie
(Summerbell et a., 1973). Neuere Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass die
proximo-distale Spezifizierung schon friher beginnt (Dudley et al., 2002; Sun et al., 2002).
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Die Induktion der GliedmalRenbildung wird durch ein Zusammenspiel von Mitgliedern der
Familie der Wnt- (su.) und der FGF-Signamolekile bestimmt. Wht2b- und Wnt8c-
Transkripte sind wahrend der Embryogenese des Huhns im lateralen Mesoderm (durch den
Einfluss von FGF-8 aus dem intermedidren Mesoderm) auf Hohe der Flligel- bzw. Beinanlage
lokalisiert und induzieren im dartiber gelegenen Gliedmal3en-Mesenchym die Expression von
FGF-10 (Kawakami et al., 2001). FGF-10 wiederum induziert die Expression von FGF-8 im
Ektoderm der Gliedmalie (Min et a., 1998), wobei dieser Prozess im Huhn durch Wnt3a als
Morphogen vermittelt wird (Kawakami et al., 2001). In der Maus wird die Transduktion der
Gliedmalienanlageninitiierung anstelle von Wnt3a durch Wnt3 vermittelt (Barrow et al.,
2003). Hierbei ist alerdings noch unklar, wie das Signa von Wnt3, welches im gesamten
Ektoderm der Gliedmal3enanlage exprimiert ist, auf den ventralen Tell des Ektoderms
beschrankt bleibt. Interessanterweise konnte in den gleichen Experimenten gezeigt werden,
dass Wnt3 fir die Induktion von Genen essentiell ist, die die dorso-ventrale Differenzierung
beeinflussen (Barrow et al., 2003).

Dieanterior-posteriore Differenzierung der Gliedmalie

Die anterior-posteriore Differenzierung der Gliedmalle wird durch eine posteriore
Zellpopulation, die sogenannte Zone der polarisierenden Aktivitdt (ZPA), reguliert.
Transplantiert man Zellen der ZPA an das anteriore Ende einer Hihnergliedmal3enanlage,
kommt es zur Duplikation von Autopod-Elementen, wobei die Vollstandigkeit dieser
Duplikation von der Anzahl der transplantierten Zellen abhéngt (Tickle, 1981). Die
Morphogene Shh (s.0.) (Riddle et al., 1993) und Retinsdure (Helms et al., 1994; Tickle et al.,
1982) konnen ZPA-Zelen in diesem Duplikationstest konzentrationsabhangig imitieren.
Weitere Untersuchungen fihrten zu dem Modell, dass Retinséure liber das Homdoboxgen
Hoxb8 Shh in der ZPA induziert (Lu et al., 1997), welches dann as das ZPA-Morphogen
agiert. Alternativ wurde vorgeschlagen, dass Shh das Gewebe der Gliedmalienanlage nur fir
die anterio-posteriore Differenzierung empfanglich machen kénnte und dass BMP-2, ein
Molekill, das durch Shh in der ZPA induziert wird, dann als das eigentliche Morphogen
eingreift (Drossopoulou et al., 2000). Neuere Studien in der Maus haben allerdings gezeigt,
dass auch in kompletter Abwesenheit von Shh Finger bzw. Zehen gebildet werden kénnen
und dass Shh einen postulierten endogenen polydaktylen Phénotyp Uber einen

K onzentrationsgradienten unterdriickt (Litingtung et al., 2002).
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Die dorso-ventrale Differenzierung der Gliedmal3e

Die dorso-ventrale Differenzierung der Gliedmal3e wird durch das umschlief3ende Ektoderm
reguliert. Im dorsalen Ektoderm exprimiertes Wnt7a induziert die Expression des
Transkriptionsfaktors Lmx1 im daruntergelegenen Mesenchym und ist fir die dorsae
Differenzierung notwendig (Parr & McMahon, 1995). Der Transkriptionsfaktor Engrailed-1
(EN-1), der im ventralen Ektoderm exprimiert ist, reprimiert die Expression von Wnt7a in
diesem Gewebe und verhindert die Aushildung dorsaler Strukturen an der Unterseite der
GliedmaiRe (Loomis et al., 1996). Die Expression von ventralem EN-1 wird durch BMP-
Signaltransduktion vermittelt, die in der Maus wiederum von ventralem Wnt3 abhangig ist
(Ahnet al., 2001; Barrow et a., 2003; Pizette et al., 2001).

DieInteraktion der organisierenden Gewebe wahrend der GliedmaRenentwicklung

Die Proliferation und Differenzierung in der GliedmaRenentwicklung wird durch das
Zusammenspiel der oben beschriebenen organisierenden Gewebe koordiniert. Bekanntestes
Beispiel fur eine solche Interaktion ist die Abhangigkeit der Induktion von Shh in der ZPA
durch FGF-Signale aus der AER (Laufer et al., 1994; Sun et a., 2002). Shh in der ZPA und
FGF-4 in der AER beeinflussen sich gegenseitig positiv Uber eine Riickkopplungsschleife,
wobei die Signaltransduktion von Shh zur AER tber den BMP-Inhibitor Gremlin vermittelt
wird (Zuniga et a., 1999). Die anterior-posteriore Differenzierung ist ebenfalls auf Signale
aus dem dorsalen Ektoderm angewiesen (Parr & McMahon, 1995). BMP-Signalmolekiile sind
sowohl an der Induktion ventraler Strukturen beteiligt als auch an der Induktion der AER
(Barrow et al., 2003; Pizette et a., 2001) und sind in der spaten Gliemalienentwicklung fir
die Regression der AER notwendig (Pizette & Niswander, 1999).

1.4 Die Gliedmal3enidentitat und Lix1, ein neues Gen mit
unbekannter Funktion

Lix1 (Limb expression-1) ist ein kiirzlich beschriebenes Gen bisher unbekannter Funktion. Es
kodiert fur ein Protein mit einer Lange von ca. 280 Aminosauren, deren C-terminalen 100
Reste wahrscheinlich eine so genannte coiled coil-Struktur ausbilden, eine Struktur, fir die
Protein-Protein Interaktionen impliziert werden (Swindell et al., 2001). Homologe von Lix1
wurden fir Mensch, Maus, Huhn, Drosophila und Zebrafisch identifiziert (Swindell et al.,
2001, und E. C. Swindell, personliche Kommunikation). In Mensch und Maus wurde Lix2,
ein zusétzliches Homolog von Lix1, gefunden (Swindell et a., 2001). Das auffélligste

Charakteristikum von Lix1 ist, dass es in der Embryogenese des Hihnchens wahrend der
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Gliedmal3enentwicklung transient in der sich bildenden Beinanlage exprimiert ist, jedoch in
der Fligelanlage nicht aktiviert wird. Damit reiht es sich in eine kleine Gruppe bisher
identifizierter Gene ein, die bei der Gliedmalienentwicklung unterschiedliche Expression
zwischen Vorder- und Hintergliedmal3en zeigen: Pitxl und Thx-4 sind selektiv in der
Beinanlage exprimiert und bestimmen die Identitét der Beinanlage (Rodriguez-Esteban et al.,
1999; Szeto et al., 1999), Thx-5 ist selektiv in der Vordergliedmalle exprimiert und bestimmt
dort die Identitdt (Rodriguez-Esteban et al., 1999). Die drel Gene kodieren alle fir
Transkriptionsfaktoren. Es wurde gezeigt, dass Thx-4 unter der Regulation von Pitx1 steht
(Szeto et al., 1999) .

Weitere Expressionsareale von Lix1l wahrend der Embryogenese des Huhns sind die
Rhombomere 3 und 5, das Mesenchym des Pharynx und des Darmrohrs sowie die
V orléufergewebe des Gesichtes (Swinddll et al., 2001).
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1.5 Der Wnt/Wingless-Signaltransduktionsweg

Der Wnt/Wingless-Signaltransduktionsweg stellt eines der wichtigsten evolutionér
konservierten Signalsysteme dar und ist in verschiedenen Tierklassen an zahlreichen
entwicklungsbiologischen Prozessen mal3geblich beteiligt (s.0.) (zur Ubersicht: Cadigan &
Nusse, 1997; Wodarz & Nusse, 1998). Wnt-Proteine bilden eine Familie von extrazelluldren
Signalmolekiilen, von denen im Menschen bisher 19 verschiedene Mitglieder identifiziert
worden sind (fir eine aktudisiete Ubersicht siehe: www.stanford.edu/~rnusse/
wntwindow.html). Sie besitzen ale ein Molekulargewicht zwischen 39-46 kD und haben ein
hoch konserviertes Muster von 23 oder 24 Cystein-Resten.

Abwesenheit von Wnt-Proteinen Anwesenheit von Wnt-Proteinen
— FzB
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Abbildung 3: Der Wnt/b-Catenin Signaltransduktionsweg. Links: In Abwesenheit der Wnt-Proteine
vermittelt ein intrazellulérer Multi-Protein-Komplex, der u.a. die Proteine Axin, APC und Dsh
beeinhaltet, die Phosphorylierung von b-Catenin durch GSK-3. Phosphoryliertes b-Catenin wird
ubiquitiniert und Uber den Proteasom-Komplex abgebaut. Rechts: Sind Wnt-Proteine préasent, wird Dsh
aktiviert (moglicherweise tber eine Phosphorylierung durch CKle) und inhibiert die Phosphorylierung
von b-Catenin durch GSK-3. b-Catenin akkumuliert daraufhin im Cytosol, tritt in den Zellkern ein und
interagiert dort mit Transkriptionsfaktoren der Lef/TCF-Familie. Dieser Komplex leitet dann die
Expression der Zielgene ein. Extrazelluldr wird das Wnt-Signal durch die so genannten Frizzled-
Transmembranproteine vermittelt, die mit LRPs einen Rezeptorkomplex bilden. Die extrazelluldre
Whnit-Signaltransduktion wird zusétzlich durch sezernierte Inhibitoren wie Dkk und Frzb moduliert (fur
Details siehe Text). Verandert aus. Miller, 2002.
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151 Extrazelluldre Modifikation der Wnt-Signaltransduktion
Die Aufnahme und Transduktion des Wnt-Signals beinhaltet das Binden der Wnt-Proteine an

einen  Rezeptorkomplex aus zwei  Proteinen  verschiedener  Familien  von
Transmembranrezeptoren: zum einen Mitglieder der so genannten Frizzled-Rezeptoren, zum
anderen den LDL-Rezeptoren verwandte Proteine (LRP-LDL receptor related proteins)
(Bgjsovec, 2000; Pandur & Kuhl, 2001). Die Frizzled-Rezeptoren bestehen weitesgehend aus
einer siebenfachen Transmembran-Domane, die denen der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
ahnlich ist, und einer extrazelluléren Cystein-reichen Doméne (CRD). Die CRD der Frizzled-
Rezeptoren vermittelt die Interaktion der Wnt-Proteine mit diesen Rezeptoren (Bhanot et a.,
1996). Es wurde vorgeschlagen, dass Frizzled-Rezeptoren zusammen mit LRP-
Transmembranproteinen (in Vertebraten LRP-5 und LRP-6, in Drosophila das homologe
Protein arrow) und den Wnt-Proteinen einen terndren Komplex bilden, der dann die
interzellulére(n) Signalkaskade(n) initiiert (s.u.) (Pinson et al., 2000; Tamai et a., 2000;
Wehrli et al., 2000) (siehe Abb.3).

Neben den Frizzled- und LRP-Rezeptoren haben auch Proteoglykane der Zelloberflache einen
Einfluss auf die extrazelluldre Wnt/Wingless-Signaltransduktion. In Drosophila wurde
gezeigt, dass verschiedene Gene der Proteoglykan- und Glypikan-Familie sowie Proteine, die
an der Proteoglykan-Synthese beteiligte sind, den Wnt-Signalweg beeinflussen (Binari et al.,
1997; Hacker et a., 1997; Haerry et a., 1997; Lin & Perrimon, 1999; Tsuda et al., 1999).
Obwohl die genaue Wirkungsweise der Proteoglykane des Extrazellularraums nur teilweise
definiert ist, wird angenommen, dass durch sie die lokalen Konzentrationsgradienten der Wnt-
Signalmolekiile beeinflusst werden (Miller, 2002). Diese Annahme wird durch eine Studie
untermauert, die zeigt, dass die Heparansulfat-abhdngige Wnt-Signaltransduktion im
Huhnchen durch einen Heparansul fat-abbauenden Prozess reguliert wird (Dhoot et a., 2001).

Des Weiteren werden die Wnt-Signale durch eine Reihe von sezernierten Proteinen inhibiert
(siehe Abb.3). Zu diesen zéhlen die so genannten FRPs (Frizzed-related proteins — Frizzled
ahnliche Proteine, auch Frzb), WIF-1 (Wnt-inhibitory factor — Wnt inhibierender Faktor),
Cerberus (Cer) und Dickkopf (Dkk). FRPs bestehen aus einer CRD und einer C-terminalen
Netrin-dhnlichen Doméne. Sie interagieren direkt mit den Wnt-Proteinen Uber die CRD und
verhindern so das Binden an den eigentlichen Rezeptorenkomplex (s.0.) (zur Ubersicht siehe:
Moon €t al., 1997; Bafico et d., 1999; Lin et a., 1997). Auch die beiden Inhibitoren WIF-1
und Cer interagieren direkt mit den Wnt-Proteinen und verhindern so deren Rezeptorbindung,
wobei sie sich allerdings strukturell von den Frizzled-Rezeptoren und den FRPs unterscheiden
und keine CRD besitzen (Hsieh et al., 1999; Piccolo et al., 1999). Dkk bindet nicht an die
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Wnt-Molekile, sondern an die extrazelluldre Doméne der LRPs (s.0.). Hierdurch wird die
Initiierung der Wnt-Signaltransduktion verhindert (Bafico et al., 2001; Mao et al., 2001).

1.5.2 Dieintrazelluléare Transduktion desWnt-Signals

Whnt-Signale kdnnen intrazelluldr durch wenigstens drei verschiedene Transduktionskaskaden
weitergeleitet werden: den Wnt/b-Catenin-Signalweg, den Wnt/Ca*-Signalweg oder den so
genannten Wnt/Polaritéts-Signalweg (zur Ubersicht siehe: Huelsken & Birchmeier, 2001;
Kuhl et a., 2000b; Miller, 2002). Unterschiedliche Kombinationen von Wnt-Proteinen und
Frizzled-Rezeptoren kdnnen diese Signalwege selektiv ansprechen und ermdglichen so eine
individuelle zellulére Reakion.

Der kanonische Wnt/b-Catenin-Signalweg ist der am intensivsten beschriebene: In
Abwesenheit der Wnt-Proteine vermittelt ein intrazellulérer Multi-Protein-Komplex, der u.a
die Proteine Axin, APC (adenomatous polyposis coli protein) und Dishevelled (Dsh)
beinhaltet, die Phosphorylierung von b-Catenin durch die Glykogen-Synthase-Kinase-3
(GSK-3). Phosphoryliertes b-Catenin wird ubiquitiniert und Uber den Proteasom-Komplex
abgebaut. Unter Einfluss der Wnt-Bindung wird Dsh durch den Rezeptorkomplex aktiviert
(moglicherweise tber eine Phosphorylierung mittels Casein-Kinase le (CKle)) und inhibiert
die Phosphorylierung von b-Catenin durch GSK-3. Dieses akkumuliert daraufhin im Cytosol,
tritt in den Zellkern ein und interagiert dort mit Transkriptionsfaktoren der Lef/TCF-Familie.
Dieser Komplex initiiert dann die Transkription der entsprechenden Zielgene (siehe Abb.3)
(zur Ubersicht siehe: Miller, 2002; Wodarz & Nusse, 1998).

Der Wnt/Ca**-Signalweg filhrt final zur intrazelluléren Freisetzung von Ce*-lonen unter
Beteiligung von Phospholipase C, Proteinkinase C sowie Calmodulin-abhangiger Kinase Il
und ist mit der Ventralisierung und der Regulation konvergenter Extensionsbewegungen im
Kralenfrosch in Verbindung gebracht worden (Kuhl et a., 2000a; Wallingford et al., 2001).
Verschiedene Studien haben vorgeschlagen, dass unterschiedliche Klassen von Wnit-
Molekilen existieren, die entweder durch den Wnt/b-Catenin-Signalweg oder durch den
Whnt/Ca®*-Signalweg transduzieren, wobei auch eine Préferenz der Frizzled-Rezptoren fiir den
einen oder anderen Weg postuliert worden ist (Kuhl et a., 2000b).

Der Wnt/Polaritéts-Signalweg reguliert die planare Zdlpolaritdt in Drosophila Uber
Beeinflussung der Cytoskelettorganisation. Die Beteiligung der Proteine Dsh (s.0.), Drok
(Drosophila rho-associated kinase ), JNK (Jun N-terminal kinase) sowie Myosin Il und
Myosin VIIA an diesem Signalweg wurde nachgewiesen (zur Ubersicht siehe: Adler & Lee,
2001). In Vertebraten konnte gezeigt werden, dass durch diese Signalkaskade gerichtete
Zellbewegungen wahrend der Gastrulation kontrolliert werden (Heisenberg et a., 2000;
Wallingford et a., 2000).

22



Einleitung

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Carboxypeptidase Z (CPZ) ist ein neues Mitglied der CPE/N-Unterfamilie der Metallo-
carboxypeptidasen. Sie unterscheidet sich von anderen Carboxypeptidasen durch eine N-
terminale Cystein-reiche Domane (CRD). Dies ist eine Proteindomane, welche in vielen
extrazellularen Proteinen zu finden ist, die an entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt
sind (siehe Einleitung). In unserer Arbeitsgruppe wurde das CPZ-Homolog aus dem Huhn
(cCPZ) bei der Suche nach an der Musterbildung in der Embryogenese des Huhns beteiligten
Genenisoliert (E.C. Swindell und G. Eichele, nicht vertffentlichte Daten).

Die vorliegende Arbeit soll einen Einblick in die biologische Funktion von CPZ geben.
Hierzu soll das murine Homolog von CPZ isoliert werden. Nach Bestimmung des
Expressonsmusters in den beiden Modellorganismen Huhn und Maus soll durch
Uberexpressionsuntersuchungen im Hihnerembryo ein Einblick in den moglichen Einfluss
von cCPZ wahrend der Embryogenese gewonnen werden. Ausgehend von diesen Resultaten
soll CPZ dann Uber in vitro-Systeme einem extrazelluléren Regulationsprozess zugeordnet
werden. Parallel zu diesen Experimenten war ein Ziel dieser Dissertationsarbeit die

Etablierung einer Maudlinie, die tUber ein mutiertes CPZ-Nullallel verflgt.

Lix1 (Limb expression-1) ist ein neues Gen bisher unbekannter Funktion mit Homologen in
Huhn, Maus, dem Menschen, Drosophila und Zebrafisch. Wie cCPZ wurde Lix1 auf der
Suche nach neuen Genen, die an der Musterbildung in der Hilhnerembryogenese beteiligt sein
konnen, identifiziert (s.0.). In der vorliegenden Arbeit sollte neben der oben beschriebenen
Charakterisierung von CPZ das Expressionsmuster von Lix1 wadhrend der Embryogenese der
Maus bestimmt werden, um Hinweise zu erhalten, an welchen biologischen Prozessen Lix1
beteiligt ist.
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Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Behandlung und Haltung der Versuchstiere

Samtliche Arbeiten mit Tieren wurden entsprechend den Vorschriften des Bundes
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt (BGB1 S.1105, ber. S. 181, Abschnitt 2 (§2+3), 5 (87-9) and
8(8119)). Zur Anayse von Expressionsmustern sowie zur Herstellung der genetisch
modifizierten Maudlinie wurden die Mausstdmme 129/ola und NMRI verwendet (siehe
unten).

Fir die Experimente mit Hihnerembryonen wurden befruchtete White Leghorn Eier von der
Firma Lohmann, Deutschland, bezogen. Die Eier wurden bei 80% L uftfeuchtigkeit und 38°C
inkubiert und nach entsprechender Zeit gedffnet. Die Bestimmung der Entwicklungsstufen
der Hihnerembryonen erfolgte nach Hamburger und Hamilton, 1951. Sie werden im weiteren
Verlauf ds*“ HH Stadium” angegeben.
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2.2 In situ-Hybridisierung mit Embryonen (Whole mount in situ-
Hybridisierung (WM ISH))

Die in situ-Hybridisierung mit Mauseembryonen wurde durchgefiihrt wie in Knecht und
Harland und Parr et a. beschrieben (Knecht & Harland, 1997, Parr et a., 1993).
Huhnerembryonen wurden nach Albrecht et al., 1997, behandelt. Mé&useembryonen
entsprechender Entwicklungsstadien wurden freiprépariert und Uber Nacht in 4%PFA bei 4°C
fixiert, wohingegen Huhnerembryonen tber Nacht in MEMFA (siehe unten) fixiert wurden.
Zur Aufbewahrung wurden die fixierten Embryonen Uber eine Konzentrationsreihe in 90%
Methanol Uberfihrt und bei —20°C gelagert.

2.2.1 Invitro-Transkription

2.2.1.1 Herstellung der cDNA-Vorlage

Die Vorlagen fir die Herstellung der Sonden wurden mittels RT-PCR aus mRNA
amplifiziert, die entweder aus Hihner- oder Mauseembryonen gewonnen worden war
(cDNA-Synthese sowie die anschliel?}ende PCR-Reaktion wurden wie unter 2.8 beschrieben
durchgefiihrt). Generdll wurde der gesasmte cDNA Bereich der gewlnschten Gene
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlie3end in den Vektor pCR-Blunt II-TOPO,
Invitrogen, USA, gemdl3 den Herstellerangaben subkloniert und entsprechend der

Orientierung der Insertion linearisiert.

Primer:

Pax1 (Huhn):

Forward 5 ATGGAGCACACGTACGGGGAGGTGS

Reverse 5 CTAGGAGGAGGAGGCTGGGATCG3

Myf5 (Huhn):

Forward 5 ATGGAGGTGATGGACAGCTGCCAGTTCTCC3
Reverse 5 TCATAGCGCCTGGTAGGTCCGTCGGGG3

MyoD (Huhn):
Forward 5 ATGGACTTACTGGGCCCCATGGAAATGACG3
Reverse 5TTATAGCACTTGGTAGATTGGATTGCTGC3
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myogenin (Huhn)

Forward 5 ATGGAGCTCTTTGAGACCAACCCTTAC3
Reverse 5 TCAGTTTTGGACCCGCTCCTCTGGGAACG3
Pax3 (Huhn):

Forward 5 ATGACCACGCTGGCCGGGGCCGTG3
Reverse 5 TTATGCGATATCTGGCTTCAGATAATGI

Bei den in situ-Hybridisierungen mit den Genen Lix1, cCPZ und CPZ wurden verschiedene
cDNA-Fragmente als Vorlagen zur Sondenpréparation verwendet, entweder die gesamten
cDNA-Sequenzen oder Teilbereiche. In alen Félen war das Ergebnis der in situ-
Hybridisierung gleich (die cDNA fur Lix1 ist unter dem Genbank-Eintrag AF351204 zu
finden, die fir cCPZ unter dem Eintrag AF351205). Fir Wnt4 wurde ein Konstrukt als
Vorlage eingesetzt, welches die komplette cDNA enthielt. Dieses war freundlicherweise von
A. Kispert zur Verfigung gestellt worden. Die Expressionsdaten zu sFRP-2 wurden einer

offentlichen Datenbank entnommen (www.genepaint.org).

2.2.1.2 Synthese der RNA-Sonden

Ansatz (alle Reagenzien von Roche, Schweiz)

1.5pug linearisierte Vektor-DNA oder PCR-Produkt

8ul  Dig-label mix (2.5 mM rATP/rfCTP/rGTP, 1.6 mM rUTP, 0.9 mM dig-11-rUTP)
2ul  10x Transkriptionspuffer

2pl 01MDTT

0.5ul  RNasin

1yl RNA-Polymerase

x Ul RNase-freies Wasser (bis zu einem Volumen von 20ul)

Durchfuhrung

Nach einer dreistiindigen Inkubation des oben aufgefiihrten Ansatzes bei 37°C wurde die
DNA-Vorlage durch die Zugabe von 2 pl DNase | (Roche, Schweiz) und eine weitere
Inkubationszeit von 20 min bei 37°C zerstort. Danach wurde das Reaktionsvolumen mit TE-
Puffer (10 mM TrigHCI, pH 7.5, 1 mM EDTA) auf 100 pl erhtht und die RNA durch
Zugabe von 10 pl 3M Na-Acetat, pH 4.8 und 300 pl Ethanol geféllt. Nach einer 15 mindtigen
Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde der Niederschlag in 1 ml 75% Ethanol
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation an der Luft getrocknet. Anschliel?end erfolgte
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eine Resuspension der RNA in 23 pl DEPC-behandeltem Wasser. 2 pl davon dienten der
photometrischen Konzentrationsbestimmung, 1 pl wurde auf einem Agarose-Gel auf
Degradation Uberprift. Fir die WMISH mit M&useembryonen wurde die RNA-Sonde auf
eine finale Konzentration von 100 ng/ul in DEPC-Wasser verdiinnt und bei —80°C gelagert.
Fir die WMISH mit Hihnerembryonen wurde die RNA in Hybridisierungsmix (siehe unten)
auf 10 pg/ml verdinnt und bei —20°C gelagert.

2.2.2 WMISH mit M&useembryonen

Durchfuhrung

Alle Schritte erfolgten, wenn nicht anders erwahnt, auf einem Schiittler bei Raumtemperatur
(RT). Inkubationsschritte bei htheren Temperaturen wurden in einem Schittelwasserbad
durchgefiihrt. Die Embryonen wurden in Glasgefé3en mit einem mit Teflon beschichteten
Deckel behandelt. Die Protokollpunkte wurden sequenziell vollzogen.

Préhybridisierung und Hybridisierung
Die Embryonen wurden durch eine MeOH/PBT-Reihein reines PBT (0.1% Tween-20in PBS
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaH,PO,, 2 mM KH,PO,, pH 7.4)) Uberfihrt: 75%,
50%, 25% MeOH/PBT fir je 10 min, danach zweimal 10 min in PBT. Daraufhin erfolgte eine
Bleichung der Embryonen in 6% H,O, in PBT fir eine Stunde bel RT. Die Embryonen

wurden anschlief3end dreimal 5 min in PBT gewaschen. Sie wurden dann mit 10 pg/ml
Proteinase K (Roche, Schweiz) in PBT fir eine Dauer entsprechend ihres
Entwicklungsstadiums behandelt (E8.5 for 1 min, E9.5 for 4 min, E10.5 for 7 min, E11.5 for
10 min). Danach erfolgte ein zweifacher Waschschritt in 2 mg/ml Glycin in PBT, jeweils 10
min bei RT. Die Embryonen wurden dreimal fir 5 min mit PBT gespilt. Anschlief3end
erfolgte eine Fixierung mit 4% Paraformaldehyd/0.2% Glutaraldehyd in PBT fir 20 min bei
RT. Daraufhin wurde 1 ml Prahybridisierungspuffer (50% Formamid, 5x SSC (20x SSC: 3 M
NaCl, 0.3 M NacCitrat, pH 4.5), 50 pg/ml Hefe tRNA, 1% SDS, 50 pg/ml Heparin)
zugegeben und fir 5 min geschiittelt. Der Prahybridisierungspuffer wurde durch 2 ml frischen
Prahybridisierungspuffer ersetzt, gefolgt durch eine Inkubation von zwe Stunden im
Wasserbad bei 70°C. Nach dieser Prahybridisierungsinkubation wurde der Uberstand durch 1-
2 ml Préhybridisierungspuffer ersetzt, der 1 pg/ml der RNA-Sonde enthielt. Die Embryonen

wurden so bei 70°C Uber Nacht inkubiert.
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Post-Hybridisierung und Antikorper-1nkubation

Nach einer Entfernung des Hybridisierungsmixes wurden die Embryonen dreimal fiir 30 min
in einer vorgewdrmten Ldsung | (50% Formamid, 5x SSC pH 4.5, 1% SDS, in nicht DEPC-
behandeltem Wasser) bel 70°C gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen.
Nach drei Inkubationenin TNT (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 M NaCl, 0.1 % Tween-20) fir
5 min bei RT wurden die Embryonen zweimal 30 min mit 100 pg/ml RNasein TNT bei 37°C
behandelt. Anschlieffend wurden die Embryonen nach einem kurzen Waschschritt fir 5 min
in TNT : Losung Il (1:1) bei RT dreimal fur 30 min in Losung 11 (50% Formamid, 2x SSC
pH 4.5, 0.2% SDS, in nicht DEPC-behandeltem Wasser) bei 65°C inkubiert. Parallel wurde
die Antikorperldsung hergestellt. Hierzu wurden 1 mg Embryopuder (Trockensubstanz aus
E10.5-E12.5 alten Mauseembryonen) in ein 50 ml Gefél3 eingewogen und 0.5 ml MAB/Block
(s.u.) zugesetzt. Nach kurzem Vortexen wurde die Suspension fir 30 min bei 70°C inkubiert
und anschlieflend auf Eis gekihlt. Nach Zugabe von 5 pl Schafserum und 0.4 pl Anti-Dig-
Peroxidase-Konjugat (Roche, Schweiz) wurde die Antikorperldsung fir eine Stunde bei 4°C
geschwenkt. Durch eine 10 minttige Zentrifugation bei 5000 rpm wurde der unlésliche Teil
der Losung sedimentiert. Der Uberstand wurde durch die Zugabe von 1% Schafserum in
MAB/Block (2% Roche Blockingreagenz in 100 mM Maleinsaure, 150 mM NaCl, 2 mM
Levamisol, pH 7.5) auf 2 ml verdiinnt. Der beschriebene Ansatz wurde flir en einzelnes
Probengefald eingesetzt, ein entspechend gréferer Ansatz bei htherem Bedarf. Nach der
Inkubation in Lésung Il wurden die Embryonen dreimal 5 min in MAB (100 mM
Maeinsaure, 150 mM NaCl, 2 mM Levamisol (Sigma, Deutschland) pH 7.5, frisch
hergestellt) bei RT inkubiert. Bevor die Embryonen (ber Nacht bei 4°C in der
Antikorperldsung unter leichtem Schwenken inkubiert wurden, wurden sie fir 2-3h in
MAB/Block bei RT préinkubiert.

Waschschritte nach der Antikorper-Inkubation

Die Embryonen wurden dreimal fur 10 min bei RT in MAB gewaschen. Anschlie3end
erfolgte eine stiindliche Erneuerung der MAB-L&sung (iiber den ganzen Tag). Uber Nacht

wurden die Embryonen dann bei 4°C in MAB geschwenkt.

Farbereaktion und Lagerung

Am darauffolgenden Tag wurden die Embryonen dreimal 10 min bei RT mit NTMT
(100 mM Tris-HCI, pH 9.5, 50 mM MgCl,, 100 mM NaCl) gespiilt. Die Farbereaktion
erfolgte anschlief3end in BM-Purple (Roche, Schweiz), 2 mM Levamisol. Die Gefalie wurden

dabel durch Aluminiumfolie vor Sonneneinstrahlung geschiitzt. Die Reaktion wurde solange
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vollzogen, bis das Signa erkennbar war, maxima Uber Nacht. Gestoppt wurde die
Farbereaktion durch dreimaliges Waschen in PBT, pH 4.5, jeweils fir 5 min bei RT. Die
Embryonen wurden entweder in dieser Losung bei 4°C gelagert, in 80% Glycerin/PBT
Uberflihrt und bei —80°C gelagert oder zur Anfertigung von Schnitten in 90% Methanol

transferiert.

2.2.3 WMISH mit Hihnerembryonen

Préhybridisierung und Hybridisierung

Die Embryonen wurden durch eine MeOH/PBT-Reihein PBT Uberfuhrt:  75%, 50%, 25%
MeOH/PBT fur jeweils 10 min, danach zweimal fir 10 min in PBT. Nach der Rehydrierung
wurden die Embryonen in ein kleine Petrischae gegeben und der Uberstand durch
Proteinase K-L 6sung ausgetauscht (5 pg/ml in PBT). Die Dauer dieser Behandlung hing vom
Alter der Embryonen ab (fur HH Stadium 4-8 ungefahr 4-5 min, for HH Stadium 9-13 ca. 10
min, bel &lteren Embryonen wurde die Inkubationszeit um eine Minute pro HH Stadium
verlangert). Die Embryonen wurden dann mit TEA-Puffer (0.1 M TEA, pH 8) dreimal fir je 2
min gespllt. Danach wurde der Uberstand entfernt und durch jeweils 5 ml TEA-Puffer
ersetzt, der 15 pl Essigsdure-Anhydrid enthielt (Essigsaure-Anhydrid wurde durch
grundliches Schiitteln aufgel6st). In dieser Acetylierungsldsung wurden die Embryonen unter
leichtem Schwenken fir 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 15 pl Essigsdure-Anhydrid
wurden die Embryonen fir weitere 5 min geschwenkt. Den Petri-Schalen wurden jeweils
50 pl 10% Tween-20, 500 pl 1 M TEA, pH 8, und 15 pl Essigsdure-Anhydrid zugesetzt,
gefolgt von einer weiteren 5 minitigen Inkubation. Anschlieend wurde der Uberstand
entfernt und die Embryonen mit 500 pl 1 M TEA gespiilt. Daraufhin wurden sie 4 mal fir je 2
min mit PBT gewaschen. Es erfolgte eine Fixierung in 4%PFA in PBT fir 30 min bei RT (die
weiteren Protokollpunkte wurden wieder in den Glasgefalden mit Teflon-beschichteten
Deckeln vollzogen). Die Embryonen wurden zweimal kurz mit PBT gespiilt und dann 5 min
in 100 mM Glycin geschwenkt. Nach dreifachem kurzen Waschen in PBT wurde der
Uberstand méglichst vollstandig entfernt und durch 2 ml Hybridisierungsmix (50%
Formamid, 5x SSC, 1 mg/ml Heparin, 1x Denhardt's solution (Eppendorf, Deutschland),
0.1% Tween-20, 0.1% CHAPS, 5 mM EDTA) ersetzt. Die Embryonen wurden solange im
Hybridisierungsmix inkubiert, bis sie sich in diesem abgesetzt hatten (dies konnte je nach
Grof3e bis zu 45 min dauern).

Anschlief3end wurde die oberste Schicht der FlUssigkeit entfernt (zurtickbleibendes PBT) und
die Gefalke 10 min auf dem Schiittler geschwenkt. Der Uberstand wurde durch 2 ml frischen
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Hybridisierungsmix ersetzt und die Embryonen fir 4 Stunden bei 65°C im Schiittel wasserbad
inkubiert. Nach dieser Prdinkubation wurden die Geféf3e fir 5 min bei RT gekihit. Der
Uberstand wurde dann durch 1.5 ml Hybridisierungsmix ersetzt, der 30 pl der oben
beschriebenen Sonden-Stamml sung enthielt. Die Embryonen wurden so bei 65°C tiber Nacht

im Wasserbad inkubiert.

Posthybridisierungs-Waschschritte und Antikorper-1nkubation

Die Embryonen wurden unter folgenden Bedingungen in FSC (50% Formamid, 2x SSC, 0.1%
CHAPS, 50 mM Glycin, pH 7.2) gewaschen: Einmal kurz bei RT, einma 10 min auf dem
Schittler bel RT, eéinma 20 min bei 65°C im Wasserbad, einmal 2 Std. bei 65°C im
Wasserbad und einmal 4 Std. bei 65°C im Wasserbad. Danach erfolgten zwei Waschschritte
in PBT.3 (0.3% Triton-X 100 in PBS) bel RT auf dem Schiittler. Anschlie3end wurden die
Embryonen fir 1 Std. in BR/PBT.3 (2% w/v Blocking Reagenz (Roche, Schweiz) in PBT.3)
bei RT auf dem Schiittler prainkubiert. BR/PBT.3 wurde dann entfernt und durch BR/PBT.3
ersetzt, der Anti-dig-AP Konjugat enthielt (1:2000). In dieser Ldsung wurden die Embryonen
Uber Nacht bel 4°C geschwenkt.

Woaschschritte nach der Antikorper-1nkubation und Farbereaktion

Die Embryonen wurden am darauf folgenden Morgen zweimal bei RT in PBT.3 gespllt.
Anschlief3end wurden sie dreimal fir je 20 min in PBT.5 (0.5% Triton-X100 in PBS) unter
Schwenken gewaschen. Danach wurden die Embryonen zweima fir je 15 min in CT.3
(200mM Tris/HCI, pH 9.5, 150mM NaCl, 25 mM MgCl,, 0.3% Triton-X 100) behandelt. Der
Uberstand wurde maglichst vollstandig entfernt und durch 3 ml Féarbel6sung ersetzt (14 pl
BCIP und 18 pl NBT (beide Roche, Schweiz) in 1 ml PVA/CT (10 % PVA, 100mM
Tris/HCI, pH 9.5, 150mM NaCl, 25 mM MgCl,)). Die Gefél3e wurden mit Aluminiumfolie
vor Lichteinfall geschitzt und so lange auf dem Schiittler inkubiert, bis die Embryonen eine
ausreichende Farbung zeigten. Die Farbereaktion wurde durch kurzes Spilen in TE-Puffer
gestoppt. Anschlief3end wurden die Embryonen fiir 30 minin MEMFA (0.1 M MOPS, pH7.2,
2 mM EGTA, 1 mM MgSO,, 3.7% Formaldehyd) bei RT fixiert. Nach zweiminitigem
Spilen in 0.9% NaCl wurden die Embryonen dann in 90% Methanol Uberfihrt und so bel
-20°C gelagert.
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2.3 Insitu-Hybridisierung auf Gewebeschnitten (ISH)

In situ-Hybridisierung auf Gewebeschnitten wurde mit einem Robotor-unterstiitzten High
throughput-V erfahren durchgefiihrt (Herzig et al., 2001).

Nach Fixierung fir 2 Std. bei 4°C in PFA wurden jiingere Embryonen (bei Mausen bis zu
membryonalen Tag 10.5 (E10.5), bei Hihnerembyonen bis zu HH Stadium 24) Uber eine
Ethanol-Reihe in Benzol Uberfuhrt: 70% EtOH, 80% EtOH, 90% EtOH, 96% EtOH, 100%
EtOH, EtOH/Benzol (1:1) und 100% Benzol. Jeder Dehydrierungsschritt wurde fir 5 min bei
RT vollzogen. Final wurden die Embryonen in Paraffin Gberfihrt, je dreimal 5 min bel 61°C,
und anschlief3end in eine geeignete Einbettungsform gegossen. Am darauffolgenden Tag
wurden dann 10 um dicke Schnitte mit einem Mikrotom (Leica, Deutschland) angefertig, die
dann entweder nach einer Entparaffinierung direkt fur die ISH eingesetzt wurden oder bei 4°C
gelagert werden konnten. Altere Embryonen und Gehirngewebe wurden nach der Praparation
direct in OCT (Sakura Finetec, Niederlande) eingebettet und eingefroren. Das Gewebe wurde
dann mit einem Kryotom (Leica, Deutschland) mit einer Dicke von 20 um geschnitten und
bei —80°C gelagert. Nach Rehydrierung der Paraffin-Schnitte (oder Auftauen der Gefrier-
Schnitte) wurde das Gewebe zweimal fur 5 min in 0.25% Essigsaure-Anhydrid, 0.1 M
Triethanolamin, pH 8.0, acetyliert. Anschlief3end wurden die Schnitte in der automatisierten
ISH eingesetzt. Im folgenden soll ein kurzer Uberblick Uber die Prozedur gegeben werden.

Préhybridisierung und Hybridisierung

Die in der Durchflusskammer eingespannten Gewebeschnitte wurde zuerst 6 mal fir 5 min
mit 0.6% Wasserstoffperoxid in Methanol behandelt. Anschlief3end wurden die Schnitte 6 mal
mit PBT (0.05% Tween-20 in PBS) gespilt (als Inkubationsvolumen wurden generell 300 pl
eingesetzt). Die Schnitte wurden mit 0.05% Tween-20 in 0.2 N HCI behandelt, gefolgt von
einem Waschschritt in PBT. Daraufhin wurden die Gewebeschnitte 7 min lang mit Proteinase
K-Puffer behandelt (die Proteinase K-Konzentration richtete sich hierbel nach der
Beschaffenheit des behandelten Gewebes, bei embryonalem Gewebe z.B. 2 ug/ml;
Proteinase K-Puffer: 0,05% Tween-20, 50 mM TRIS, 5 mM EDTA, pH 8.0). Danach wurde 6
mal mit PBT gesplilt. Anschlief3end wurde das Gewebe zweimal fir 10 min mit 4%PFA in
PBT fixiert, gefolgt von 6 Waschschritten in PBT. Hieran schloss sich eine Préinkubation in
Hybridisierungspuffer (Ambion, USA) fir 30 min bei 65°C an. Final wurden die Schnitte
Uber Nacht bei 60°C in Hybridisierungspuffer inkubiert, der die RNA-Sonde (s.0.) in einer

Konzentration von 100 ng/ml enthielt.
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Posthybridis erungs-Waschschritte und Antikorperinkubation

Nach der Hybridisierung wurde die unspezifisch gebundene Sonde durch jeweils 5
Inkubationen fir 6 min bei 65°C mit Waschldsungen steigender Stringenz entfernt: 1. 5 X
SSC (20 x SSC: 3 M NaCl, 0.3 M NaCitrat, pH 7), 2. 1 x SSC, 3. 0.5 x SSC und final 0.1 x
SSC, jeweils in 50% Formamid. Danach wurden die Schnitte mit 250 pl NTE gewaschen
(0,05% Tween 20, 5 mM EDTA, 10 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,6), gefolgt von 2
Inkubationsschritten in 20 mM lodoacetamid in NTE fur je 5 min bel RT (im weiteren
Verlauf reduzieren sich die Inkubationsvolumina auf 250 ul). Die Kammern wurden dreimal
mit NTE gespult. Die Gewebeschnitte wurden dann zweimal 30 min in Hitze-inaktiviertem
Schafserum in TNT-Puffer (0,05% Tween 20 in 100 mM Tri/150mM NaCl, pH 7.6)
inkubiert. Anschliefend wurden die Kammern 8 ma mit NTE gespllt. Nach zwel
Inkubationen fur 30 min in TNB blocking-Puffer (0,05% Tween 20 in 100mM Trig/150mM
NaCl, 0.5% Blocking-Reagenz (PerkinElmer Lifesciences, USA), pH 7.6) (der TNB
blocking-Puffer wurde vorher durch Filtrieren von festen Bestandteilen gereinigt), wurden die
Kammern zweimal fur 45 min mit Roche Anti-Dig-POD (verdunnt in TNB blocking-Puffer
(1:500)) versetzt. Anschlieffend wurden die Schnitte 8 ma fur 5 min mit TNT-Losung
gewaschen. Die Kammern wurden zweimal fir 30 min bei RT mit Tyramide-Biotin (T/B)
versetzt (T/B wurde fir die anschlieffende Verwendung der Tyramid Signal Amplifikation
(TSA, PerkinElmer Lifesciences) in NEN Amplifikations-Verdiinnungs-Puffer verdinnt).
Nach 8 Waschschritten in Maleat Wasch-Puffer (MWB) (100 mM Maleate, 150 mM NaCl,
0.05% Tween 20, pH 7,5) wurden die Schnitte final zweimal 30 min mit Neutravidin-AP-
Konjugat (Pierce, USA) inkubiert (1:600 Verdinnung in 1% Blocking-Reagenz (Roche,
Schweiz) in MWB).

Waschschritte nach der Antikorper-Inkubation und Farbereaktion

Ungebundener Antikorper wurde durch 8 Waschschritte mit MWB entfernt. Anschlief3end
wurden die Schnitte durch 2 Inkubationen in TNT &quilibriert. Zur Férbung wurden die
Kammern 3 mal 20 min lang mit Férbel6sung versehen (BCIP (1:250), NBT (1:200) (beide
Roche, Schweiz), 0.6 pg/ml Levamisol in TMN). Bei Bedarf wurde die Farbereaktion
verlangert. Anschlief3end wurden sie 4 mal mit 0.05% Tween-20 in Wasser gespuilt, gefolgt
von zwei Inkubationen in  TNT. Die gefarbten Schnitte wurden  mit
4%PFA/0.5%Glutardialdehyd in PBT fur 20 min fixiert. Nach jeweils 4 Waschschritten in
PBT und Wasser wurden die Objektrdger dann aus den Durchflusskammern entfernt und tber
Nacht getrocknet. Zur Analyse und Lagerung wurden sie dann mit Wasser-basierendem
Eindeckmedium eingedeckelt.
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2.4 Mikromanipulationen am Hihnerembryo

Das paraxiale Mesoderm von HH Stadium 10 Hihnerembryonen wurde vom Neuralrohr und
der Chorda dorsalis mittels einer elektrolytisch gespitzten Wolfram-Nadel getrennt. Nach
einer anschlieffenden Inkubation vonl12 bis 16 Std. wurden die Embryonen gesasmmelt und in
der WMISH eingesetzt.

2.5 Retrovirale Uberexpression im Hilhnerembryo

Die vollstandige-cDNA Sequenz von cCPZ und cCPZF** (s.u.) wurde (iber den Shuttle-
Vektor pslax-13 in das Provirus RCAS-BPA engefiigt. Die Klonierung, Virusproduktion
sowie die Aufreinigung des Virus erfolgte wie beschrieben (Logan & Tabin, 1998). Die
Viren wurden Hihnerembryonen im HH Stadium 10-12 in das prasomitische Mesoderm auf
axialer Hohe der zukiinftigen Fligelanlage (Chaube, 1959) injiziert. Die Embryonen wurden
dann nach angegebenen Intervalen gesammelt (siehe Kapitel 3) und fur die WMISH oder
Skel ettpraparationen eingesetzt.

2.6 Skelettpraparationen von Hihnerembryonen

Huhnerembryonen wurden am 10. Tag der Embryonalentwicklung gesammelt und in 5%
TCA fixiert. Die Knorpelfarbung erfolgte mit 0.1% Alcian Blau in 1%HCI/70%EtOH Uber
Nacht. Unspezifisch gebundener Farbstoff wurde durch mehrtégiges Waschen in 1%HCI/
70% EtOH entfernt. Anschliefend wurden die Embryonen in 100% EtOH Uber einen
Zeitraum von 2 Tagen dehydriert (Ethanol wurde hierzu mehrfach erneuert). Die
Visualisierung des Skelettes erfolgte dann durch Klarung des Embryonen in Methylsalicylat.
Die Skelettpraparationen mit Mausen wurde durchgefiihrt wie beschrieben (Malo &
Brandlin, 1997).

2.7 Gerichtete Mutagenese

Gerichtete Mutagenese wurde eingesetzt, um in die cDNA-Sequenzen von CPZ aus der Maus
und aus dem Huhn Punktmutationen einzufiigen, die bei der Proteinsynthese zu einer
Aminosauresubstitution fuhrten. Die Mutagenese erfolgte unter Verwendung des QuikChange
site directed mutagenesis Kits (Stratagene, USA) entsprechend den Herstellerangaben. In
cCPZ wurde die Nukleotidsubstitution G1405 zu C eingefiigt. Dies flhrte zu dem Austausch

der Aminosédure Glu469 zu GIn.
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Primer:
5 GCTTTGAAGTTACTGTGCAGGTAGGATGTGT,
5 CACATCCTACCTGCACAGTAACTTCAAAGCS'.

Die entsprechende Substitution wurde auch in CPZ aus der Maus (s.u.) mit Hilfe folgender
Primer eingefiigt:

5 GCTTTGAGATCACCGTGCAACTGGGCTGTGTGAAGTTCZ,

5 GAACTTCACACAGCCCAGITGCACGGTGATCTCAAAGCST.

Dieser Basenaustausch resultierte in der Substitution von Glu477 durch GIn.

2.8 Isolierung der vollstandigen cDNA-Sequenz von CPZ aus der
Maus
PCR Reaktionsansatz
2ul cDNA
5 ul 10x Pfx-buffer (Invitrogen, USA)
5 ul Enhancer-L6sung (Invitrogen, USA)
1.5yl Forward-Primer (10 uM)
1.5l Reverse-Primer (10 uM)
1.5 pl dNTP-Mix (Roche, Schweiz)
1 pl MgSO, (50mM)
0.5 ul Platinum Pfx Polymerase (Invitrogen, USA)
32 ul H,0
a=50ul
PCR-Programm
Denaturierung 95°C 2min
Amplifikation (35 Zyklen) 95°C 45sec
55°C-65°C 45 sec
68°C {(Lange PCR-Produkt)/1000}* min
Finale Verlangerung 68°C 10min
4°C ¥

Durchfiihrung

Die gesamte RNA aus zwei E10.5 M&useembryonen wurde mit Hilfe von RNazol B (WAK
Chemie, Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben isoliert. Diese RNA diente als
Vorlage fur die cDNA-Synthese mit der Superscript 11 Reverse Transcriptase (Invitrogen,
USA). Die reverse Transkription wurde wie dort angegeben durchgefiihrt. Ein internes

300 bp-Fragment der murinen cDNA-Sequenz wurde mit zwei degenerierten Primern
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amplifiziert, die gegen den entsprechenden Bereich der humanen sowie Ratten-cDNA-
Sequenz gerichtet waren (Song & Fricker, 1997; Xin et a., 1998a),

(5 CCCAGTACCTGTGCTC(CIT)GAGT3'; 5 CCGAATTTCTCTGTCACC(A/T)CACS).
Durch RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) wurden dann mit diesem 300 bp
Fragment als Ausgangssequenz der fehlende 3'-Bereich sowie weite Teile des 5'-Endes der
cDNA Sequenz isoliert. Verwendet wurde hierzu das SMART RACE cDNA Amplification
Kit (Clontech, USA). Das noch fehlende 5'-Ende wurde durch RT-PCR mit Hilfe eines
degenerierten Forward-Primers amplifiziert, der gegen die 5'-Ende der humanen und Ratten
Sequenz gerichtet war:

(5 CCCACCATGCC(A/G/CIT)(AIGICIT)C(AIGICIT)(AIGICIT)CGCCGCTGCTGCTG(A/GICIT)3
5 GAAGGGGTAGGATACCACCAGGTCGCCS)).

Die soisolierte cDNA ist unter dem Genbank-Eintrag AF356844 zu finden.

2.9 Herstellung von stabil transfizierten Zelllinien

HEK-293 Zellen wurden mit Hilfe des Effectene Transfektionsreagenzes (Qiagen,
Deutschland) nach einem Standardprotokoll mit linearisierten CPZ-Konstrukten transfiziert.
Diese Konstrukte enthielten die vollstandige cDNA-Sequenz der CPZ aus der Maus, entweder
in der nativen Form oder mit der oben beschriebenen Punktmutation. Als Vektor diente
pcDNA3.U/myc-HisA. Dieser verflgt Uber einen in eukaryotischen Zellen konstitutiv
aktivierten CMV-Promotor und fugt den cDNA-Sequenzen C-terminal einen myc- und einen
His-Tag an. Mithilfe des myc-Tags wurde die Expression von CPZ Uberprift. 24 Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen aufgeteilt und von nun an in Selektionsmedium in
6-Loch-Zellkulturplatten gehaten (DMEM (Gibco), 10% FCS, and 1 mg/ml Geneticin
(G418)). Wenn die so selektionierten Zellen eine hinreichende Konfluenz erreicht hatten,
wurden sie aufgeteilt und anschlief?end mittels Western Blot-Analyse auf Expression von
CPZ hin Uberprift. Hierzu wurden Zelllysate auf einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel
getrennt und dann elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die
Detektion der Proteine erfolgte mit einem Maus-anti-myc-Antikorper (Invitrogen, USA) und
Meerrettich-Peroxidase-Anti Maus-Konjugat (Jackson Immunoresearch, USA) als Sekundar-
Antikorper. Die Visualisierung wurde mit Hilfe des Supersigna West Femto Maximum
Sensitivity Substrats (Pierce, USA) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Der
Nachweis von CPZ im Zellmedium sowie in der extrazelluldren Matrix (ECM) erfolgte wie
beschrieben (Novikovaet al., 2000).
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2.10 Cokultivierungstest zur Detektion von Wnt-Aktivitat

2.10.1 Cokultivierung

Folgendes Protokoll zur Cokultivierung wurde etabliert: CPZ-exprimierende HEK-293-Zellen
oder normale HEK-293 Zellen wurden einen Tag vor Experimentbeginn konfluent in 6 cm-
Zellkulturschalen ausgesdt. Am Tag des Experimentes wurden diese Zellen dann mit 1mM
EDTA in PBS von den Schalen geldst. Die so behandelten Zellkulturschalen waren so mit
einer ECM beschichtet, die entweder CPZ enthielt oder der Wildtyp HEK-293-ECM
entsprach. Auf diese konditionierten Schalen wurden entweder CPZ exprimierende oder
normale HEK-293-Zellen zusammen mit 3T3-Zellen gesét, die mit verschiedenen Wnt
Molekiilen stabil transfiziert waren (Kispert et al., 1998). Insgesamt wurde in jede Schale eine
Gesamtzahl von 3*10° Zellen ausgesét, um eine konfluente Bedeckung der Zellkulturschale
zu erreichen, die Wnt- bzw. CPZ-exprimierenden Zellen wurden im Verhdtnis 1:1 ausgesét.
Nach einer Inkubationszeit von 4 — 6 Std. zur Adhésion wurden murine ES Zellen wie
beschrieben (Lickert et al., 2000) auf diese Feeder-Zellen gegeben. Abhéngig von der Wnt-
exprimierenden Zédlllinie, die verwendet worden war, und dem Alter der ES Zellen wurden
die Zellen 6 — 12 Std. cokultiviert. Die Induktion wurde durch Praparation der RNA aus der
gesamten Zellpopulation gestoppt (s.u.).

2.10.2 Préparation von RNA aus Zellen

Nach hinreichender Cokultivierung wurden die Zellen zweimal mit 37°C warmen PBS
gewaschen. Nach grindlicher Entfernung des Uberstandes wurde auf jede Schale 1.2 ml
RNazol B (WAK Chemie, Deutschland) gegeben und die Zellen durch mehrmaliges
Pipettieren lysiert. Das Lysat wurde in ein RNase freies EppendorfgefaR transferiert und nach
Zugabe von 120 pl Chloroform kréftig geschittelt und fur 5 min auf Eis gekuhit. Die
wassrige Phase (15 min, 13000 rpm) wurde in ein neues Geféld gegeben, in das 660 pl
Isopropanol vorgelegt worden waren. Durch 15 mindtige Inkubation auf Eis und eine
Zentrifugation fur 15 min bei maximaler Geschwindigkeit wurde dann die RNA geféllt. Der
Niederschlag wurde mit 1 ml 75% EtOH gewaschen, getrocknet und anschlief3end in 87 pl
DEPC-behandeltem Wasser aufgel 6st. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch mit 1 pl
dieser Losung bestimmt; der Rest wurde durch Zugabe von 10 pl 10 x PCR-Puffer, 2 pl
RNase Inhibitor (40U/ul) und 2 pl DNase | (RNase frel) und eine 30 minitige Inkubation bei
37°C von restlicher genomischer DNA befreit. Der Reaktionsansatz wurde dann mit Wasser
auf 250 pl verdinnt. Die RNA wurde dann mit 250ul PIC (Phenol:Chloroform:
Isoamylalkohol im Verhdnis 25:24:1) ausgeschiittelt, mit Chloroform von Phenolresten
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befreit und dann durch Zugabe von 6,25 pl 3 M NaOAc und 750 pl Ethanol geféllt. Nach
einem erneuten Waschschritt mit 75% EtOH wurde die RNA final zu einer Konzentration von
1 mg/ml in DEPC-H,O aufgenommen. Die cDNA-Synthese erfolgte wie unter 2.8

beschrieben.

2.10.3 Quantitative RT-PCR (Q-PCR)

Um das Niveau der Cdx1-Induktion zu detektieren, wurden die Transkripte mittels PCR wie
beschrieben quantifiziert (iCycler real-time PCR system, BIO-RAD) (Fruman et a., 2002).
Das Haushalts-Gen elongation factor 1 alpha (EFla) wurde verwendet, um die cDNA-
Mengen zu normalisieren. Die PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung des iQ SYBR
Green Supermix (BIO-RAD) einem Standardprotokol| entsprechend angesetzt.

Primer:

EFla-Forward 5 GTCCCCAGGACACAGAGACTTCAZ

EFla-Reverse 5 AATTCACCAACACCAGCAGCAAZ

Cdx1-Forward 5 TACAGCCGGTACATCACTAT CCG3

Cdx1-Reverse 5CTGTTTCTTCTTGTTTACTTTGCGC3

PCR-Reaktionsansatz

5 ul cDNA (1: 5 Verdinnung der cDNA-Stammldsung, s.0.)
5 ul Primer-Mix (1.4 uM von Forward- und Reverse-Primer)
10 pl Sybr-Mix
a=20ul

Um Abweichungen durch Pipettierfehler zu verringern, wurden die Reaktionsansétze durch
Verwendung eines Mastermixes, der die Primer und den SYBR Green-Mix enthidlt,

vereinheitlicht. Dieser wurde dann auf die vorgelegte cDNA gegeben.

PCR-Programm
Denaturierung (3 mal) 94°C 3 min
Amplifikation (45 Zyklen) 94°C 30 sec
60.8°C 30 sec
72°C 30 sec
Denaturation 95°C 1min
Temperatur-Rampe (90 mal)  50-95°C 10 sec, nach jedem Zyklus + 0.5°C
Fina 4°C
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Die anfangliche Denaturierung reichte aus, um die hot-start-Tag-Polymerase des SYBR
Green-Mixes zu aktivieren. Die DNA-Konzentration wurde wahrend der Amplifikation und
des Temperatur-Gradienten detektiert. Die Schmelzkurve der PCR-Produkte (Resultat des
Temperatur-Gradienten) diente dazu, Reaktionen mit mehr as einem PCR-Produkt
auszuschlief3en (in den beschriebenen Experimenten nicht der Fall).

Um statistische Abweichungen in den Cokultivierungs-Experimenten zu minimieren, wurde
jede Cokultivierungs-Kombination als Duplikat angesetzt. Von jeder dieser beiden
Gewebekulturschalen wurden dann zwei verschiedene cDNA-Stammldsungen angesetzt, die
als Template fir je zwel Q-PCR Experimente dienten. In jedem dieser Q-PCR-Experimente
wurde jede PCR-Reaktion als Triplikat angesetzt (d.h. von jeder Cokultivierungskombination
wurden insgesamt 24 Q-PCR Reaktionen angefertigt).

Das Cdxl-Expressionsniveau wurde durch das entsprechende EFla-Expressionsniveau
normalisiert. Hierzu wurde fiir jedes der beiden Gene eine Verdiinnungsreihe mit der gleichen
Standard-cDNA-Stammldsung benutzt, um das jeweilige absolute Expressionsniveau zu
bestimmen (fir gewohnlich wurde die cDNA-Stammlésung fur die Verdinnungsreihe
verwendet, von der die héchste Cdx1-Expression erwartet wurde. So wurde verhindert, dass
die ermittelten Transkript-Konzentrationen ausserhalb der Werte der Verdiunnungsreihe
lagen). Samitliche Reaktionen fur einen PCR-Lauf wurden auf einer 96-L och-Platte pipettiert.
Die Cdxl-Expression in den experimentellen Ansdtzen wurde mit dem basalen Cdx1-
Expressionsniveau verglichen, welches in einem Kontrollansatz mit LacZ-exprimierenden
NIH-3T3- und untransfizierten HEK-293-Zellen detektiert wurde (Lickert et al., 2000).
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2.11 Immunopréazipitation

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2.4*10° HEK-293 Zellen in 10 cm-Zellkulturschalen
ausgesdt. Diese Zellen wurden dann mit 4 pg eines Plasmidgemisches unter Zuhilfenahme
des Effectene Reagenzes (Qiagen, Deutschland) entsprechend des vom Hersteller
angegebenen Protokolls transfiziert. Das Plasmidgemisch enthielt 2.4 pg des Konstruktes
pcDNA3.1-Wnt4-HA (Lescher et a., 1998) und 1.6 pg des zu untersuchenden Plasmides,
entweder die Positivkontrolle pcDNA3.1-sFRP2-myc (Lescher et al., 1998) oder eines der im
Ergebnisteil beschriebenen CPZ-Konstrukte. 24 Std. nach der Transfektion wurde das
Zelkulturmedium erneuert. 48 Std. nach der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit
37°C warmem PBS gewaschen und nach Zugabe von 350 pl Lysis-Puffer (10 mM Tris/HCI,
pH 7.8, 50 mM Nacl, 0.5% NP-40, 0.5% Na-Deoxycholat, 0.1% SDS) mit einem Spatel von
der Schale getrennt und in ein Eppendorfgefad gegeben (nach Zugabe des Lysis-Puffers
wurden ale weiteren Schritte im 4°C-Raum auf Eis durchgefthrt). Die Zellen wurden dann
durch mehrmaliges Pressen erst durch eine 20 gauge-Spritze und dann durch eine 26 gauge-
Spritze solange aufgeschlossen, bis die anfangliche Viskositét gewichen war. Das Lysat
wurde dann 1 Std. auf Eis inkubiert und ale 10 min fir 10 sec gevortext. Anschlief3end
wurden ungel ste Zelltrimmer durch Zentrifugation vom Lysat getrennt (13000 rpm, 10 min,
4°C). Vom Uberstand wurde dann ein Aliquot von 20 pl zur Western Blot-Analyse
entnommen. Dem restlichen Lysat wurde monoklonaler Maus Anti-HA Antikorper (Babco,
USA) in einer Verdinnung von 1:150 zugegeben und bei 4°C 6-8 Std. rotiert. Dann wurde
50 ul Protein-G-Agarose (Roche, Schweiz) zugegeben, die zuvor in Lysis-Puffer aquilibriert
worden war. Das Lysat wurde anschlief3end bel 4°C Uber Nacht rotiert. Am darauffolgenden
Tag wurde die Protein-G-Agarose dreimal mit je 1 ml Lysis-Puffer gewaschen und nach
kompletter Entnahme des fliissigen Uberstandes in 30 pl SDS-Gel-Ladepuffer (0.1 M Tris,
pH 8.9, 4% SDS, 2 mM EDTA, 0.1% (w/v) Bromphenolblau 20% (v/v) Glycerin, 0.25 M
DTT) fur 10 min gekocht. Ungefahr die Halfte dieses Volumens wurde auf einem 15% SDS-
Polyacrylamid Gel aufgetrennt (zusammen mit den zuvor entnommenen Aliquoten des
unbehandelten Lysats). Die Proteine wurden dann elektrophoretisch auf eine Hybond C Extra
Membran (Amersham, UK) Ubertragen. Die Membran wurde fir 1 Std. bel RT in 5%
Magermichpulver in TBST (0.1% Tween-20 in 10 mM Trig/HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl)
vorinkubiert, anschlieffend 3 ma 10 min mit TBST gewaschen und dann mit monoklonalem
Maus-anti-myc-Antikorper (Invitrogen, USA) in einer Verdinnung von 1:5000 fur 1 Std.
inkubiert. Nach 6 Waschschritten fur je 5 min in TBST erfolgte die Inkubation mit dem
sekunddren  Antikorper, Meearrettich  Peroxidase-Anti-Maus-Konjugat ~ (Jackson
Immunoreasearch, USA) in einer Verdiinnung von 1:20000. Nach weiteren 6 Waschschritten

far je 5 min mit TBST wurden die Proteine visudisiert mit Hilfe des Supersignal West Piko
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Maximum Sensitivity Substrates (bel den prézipitierten Proteinen) oder mit Hilfe des
Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrates (bei den Lysaten und Uberstanden)
(beide Pierce, USA).

2.12 Isolierung und Charakterisierung des murinen CPZ Genlokus

Eine genomische Maus-Cosmid-Filterbibliothek (Library 129/ola mouse cosmid, RZPD,
Deutschland) wurde mit dem initialen 300 bp-Fragment der murinen CPZ-cDNA (siehe 2.8)
getestet. Von den 8 detektierten Cosmid-Klonen erwies sich nur einer in eéinem Southern-Blot
(siehe unten), getestet mit der CPZ-cDNA, als positiv. Dieser Klon, als MPM-6¢121-E08689-
Q4 bezeichnet, wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI, BamHI, Hindlll verdaut. Die
resultierenden Restriktionsfragmente wurden in den entsprechend verdauten Vektor
pBluescript SK |1l + (Stratagene, USA) subkloniert. Diese Konstrukte wurden via Southern-
Blot-Hybridisierung und anschlieffender Sequenzierung der Inserts analysiert. Hierbei kamen
Primer zum Einsatz, die gegen unterschiedliche Bereiche der CPZ-cDNA-Sequenz gerichtet
waren. Mit Hilfe dieser Informationen wurde dann eine Restriktionskarte des CPZ-Genlokus
rstellt. Aufgrund des Restriktionsmusters des Lokus wurde das 5 -Ende der genomischen
Sequenz nicht subkloniert (sowohl EcoRI as auch Hindlll haben keine Schnittstelle in den
ersten 13 kb). Das fehlende 5’ -Ende wurde daher mittels eines Doppelverdaus mit EcoRI und
Hindlll und anschliefender Subklonierung in den entsprechend préparierten Vektor
pBluescript SK Il + isoliert . Dieses Konstrukt, as Eco/Hind-HMW-69 bezeichnet, enthielt
ca. 10 kb des CPZ-Genlokus, beginnend ungeféhr 1 kb vor dem 2. Exon und 700 bp nach dem
7. Exon endend und diente als Ausgangspunkt fur die Herstellung des Targetingvektors (s.u.)
(die ersten 300 bp des Inserts von Eco/Hind-69 bestanden aus Cosmid-Sequenz; das 1. Exon
und die benachbarten Intron-Bereiche waren nicht Bestandteil der Cosmid-Inserts). Folgende
Primer wurden fur die Analyse des Cosmid-Klons MPM-6¢121-E08689-Q4 verwendet:
Shotgunl 5 GCCGCTGCTGCTGGCCGCGCTGGCI

Shotgun2 5 GGCCTTTGCCGCCATCGACATGGC3

Shotgun3 5 AGGCCAGCATGAACTGATGGAGCC3

Shotgun4 5 GCCATCATGAAGGGCATACAGACC3

Shotgun5 5 GGCGGCGACCTGGTGGTATCCTAC3

Shotgun6 5 GGAGACTTCTTCCCCCGGGTTCCC3

Shotgunérev 5 GGGAACCCGGGGGAAGAAGTCTCC3

Shotgun2rev 5 GCCATGTCGATGGCGGCAAAGGCC3

Shotgun2b 5 GGAGAGCTGGATGTTGAGGAGGCC3

Shotgun2c 5 TTCATGCTGGCCTGGGCGGCTCGAG3
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2.13 Herstellung des Targetingvektors

Der Shotgun-Klon Eco/Hind-HMW-69 diente als Ausgangskonstrukt fir die Herstellung des
Targetingvektors. In einem ersten Schritt wurde durch Doppelverdau mit  den
Restriktionsenzymen EcoRlI und Nhel die ersten 1.4 kb der Insertsequenz entfernt.
Anschlief3end erfolgt nach Abbau der Restriktionstiberhdnge mit dem Klenow-Fragment eine
Religation (das resultierende Konstrukt wurde als Eco/Hind-69-Eco/Nhe-Del benannt). Das
entfernte 1.4 kb-Fragment diente im Weiteren als Sonde, um den durch den Targetingvektor
ins Genom eingefligten  Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus (RFLP) zu
detektieren. Nach dieser Deletion wurde in die Agel-Schnittstelle des 3. Exons ein
Oligonuklectidlinker eingefiigt

(Linker-Sequenz: 5 CCGGCGAGGGATCCGCGGCCGCGGATCCCTCG3). Dies erfolgte
Uber den entsprechenden Restriktionsverdau des Konstruktes Eco/Hind-69-Eco/Nhe-Del und
eine Ligation mit dem doppelstréngigen Primer nach Standardprotokoll. Der beschriebene
Oligonukleotid-Linker flgte so in die Exon-Sequenz eine Notl-Schnittstelle ein, die von zwel
BamHI-Schnittstellen benachbart sein sollte. Die Notl-Schnittstelle war hierbei fur die
nachfolgende Insertion der Selektionskassette vorgesehen, die BamHI-Schnittstellen sollten
gpéter zur Detektion des RFLP dienen. Durch einen Synthese-Fehler bei der Produktion des
Oligonukleotids (MWG-Biotech, Deutschland) wurde alerdings nur eine einzelne BamHI-
Schnittstelle 3' zur Notl-Schnittstelle in die Linker-Sequenz eingefiigt. Bel erfolgreicher
Insertion des Tragetingvektors fuhrte dies bei einem BamHI-Verdau der genomischen DNA
und anschliefRender Souther-Blot Analyse mit dem oben beschriebenen 1.4 kb-Fragment zu
einer Verlangerung des endogenen 3 kb-Fragments um die Lange der in die Notl-Schnittstelle
insertierten Kassette (in dem beschriebenen Fall kam es zu einer VergroRerung des
endogenen Fragments um ca. 5 kb). Mit Hilfe der Notl-Schnittstelle wurde eine LacZ-
Kassette in den Targetingvektor eingefiigt. Diese LacZ-Kassette bestand sequentiell aus
einem IRES-Element (internal ribosomal entry site), der bakteriellen (3-Galactosidase cDNA
(Lacz), einem PolyA-Signal und einem Neomycin-Resistenzgen (die beschriebene LacZ-
Kassette wurde freundlicherweise von M. Leitges und A. Kispert zur Verfigung gestellt). In
dieser LacZ-Kassette war die Neomycin-Resistenz von zwei  LoxP-Rekombinase-
Erkennungsstellen flankiert, die anschlieflend eine Deletion der Neomycin-Sequenz
ermoglichte. Die so entstandenen Konstrukte wurden mittels Restriktionsanalyse und
Sequenzierung auf die richtige Orientierung des Inserts getestet. In der anschlief3enden
Elektroporation zur Integration des Targetingvektors in das Genom der ES-Zellen kam das
Konstrukt CPZ-LacZ-16 zum Einsatz.
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2.14 Herstellung der rekombinanten embryonalen Stammzellen

2.14.1 Kultivierung embryonaler Stammzellen (ES-Zéellen)

Embryonale Fibroblasten sowie ES-Zellen wurden bei geséttigter Luftfeuchtigkeit bei 37°C,
10% CO, in modifiziertem DMEM gehalten (15% FCS, 6*10° M 2-Mercaptoethanol, 1x
MEM-nicht essentielle Aminosduren, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin in
DMEM, Gibco). Die verwendete ES-Zelllinie ist ein Subklon der E14-Z€lllinie (Hooper et a.,
1987). Im algemeinen wurden die ES-Zellen auf einem konfluenten Monolayer von
wachstumsinhibierten embryonalen Fibroblasten in 6 cm Zellkulturschalen gehalten. Das
Medium wurde jeden Tag erneuert und die Zellen ale 2-3 Tage aufgeteilt. Sowohl das
Aufteilen als auch das Einfrieren und Auftauen der ES-Zellen wurde nach Standardverfahren
vollzogen, mit der Ausnahme, dass der Trypsinisierungs-Schritt auf 10 min ausgedehnt

wurde, um die ES-Zellen ausreichend zu vereinzeln.

2.14.2 Gewinnung und Wachstums-Inhibierung von embryonalen Fibroblasten

Embryonen einer Neomycin-resistenten Maudlinie wurden bei E14.5 aus dem Uterus
prapariert. Nach der Entfernung des Kopfes und der Eingeweide wurde das restliche Gewebe
mit einem Skalpell zerkleinert. Anschlief3end wurden die Zellen durch 30 minitiges Rihren
bei RT mit Glaskugeln in Trypsin-Lésung vereinzelt. Das Trypsin wurde durch Zugabe von
Kulturmedium inaktiviert und die Zelsuspension auf 15 cm durchmessende gelatinisierte
Gewebekulturschalen kultiviert. Konfluente Schalen wurden vor ihrem Einsatz as Feeder-
Zellen in der ES-Zellkultur durch 2-3 stiindige Behandlung mit Mitomycin-L6ésung (13 pg/ml
Zellkulturmedium)  wachstumsinhibiert. Das Mitomycin  wurde anschliefend durch
zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS entfernt. Die embryonalen Fibroblasten konnten

dann nach Bedarf gesplittet wurde.

2.14.3 Transfektion, Selektion und Isolierung von rekombinanten ES-Zellen
Einen Tag vor der Transfektion wurden die ES-Zellen passagiert. 3-4 Std vor der

Elektroporation wurde das Kulturmedium erneuert. Zellen einer 6 cm-Schale wurden wie
beschrieben vereinzelt (ca 1*10° Zellen) und in 800 pl PBS mit 10 pg linearisiertem
Targetingvektor aufgenommen. Die Transfektion erfolgte in 0.4 cm-Elektroporationskiivetten
bei einem elektronischen Puls von 250 V bei 500 uF mit einem Biorad Elektroporator. Die
Zellen wurden dann in 10 ml Zellkulturmedium aufgenommen und nach einer Inkubation bei
RT fur 5 min in funf 10cm-Kulturschalen ausgesét (die Schalen waren mit eéinem Monolayer

aus embryonalen Fibroblasten versehen). Nach 24 Std. Kultivierung wurde das Medium durch
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Selektionsmedium ersetzt (150 pg/ml Geneticin in modifiziertem DMEM). Dies fihrte zu
einer Selektion der Zellen, die den Targetingvektor in ihr Genom integriert hatten, und durch
das so eingefiigte Neomycin-Gen das Geneticin abbauen konnten. Die Selektion erfolgte Uber
einen Zeitraum von 10 Tagen, wobei téglich das Medium erneuert wurde. Im Anschluf3
wurden dann die gebildeten ES-Zellklone gepickt, mit Trypsin vereinzelt und Uber 2-3 Tage
bis zu einer Konfluenz von ca. 70% in 96-Loch-Zellkulturplatten expandiert. Die so
expandierten ES-Zellkolonien wurden dann zur Héfte kryokonserviert. Die andere Halfte
wurde zur DNA-Prdparation mit anschlielendem Test auf homologe Insertion des

Targetingvektors verwendet (s.u.).

2.14.4 |1solierung von genomischer DNA aus ES-Zellen

Genomische DNA aus ES-Zellen wurde nach der Methode von Ramirez-Solis et al. isoliert
(Ramirez-Solis et al., 1992). Wenn die ES-Zellen Konfluenz erreicht hatten, wurden sie
einma mit PBS gewaschen und in 50 ul Lysis-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8.2, 400 mM
NaCl, 2 mM EDTA) Uber Nacht bel 37°C und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die DNA
wurde dann mit einem eiskalten Gemisch aus 1.5 ml 5 M NaCl und 100 pl EtOH abs.
prazipitiert. Der Niederschlag (13000 rpm, 30 min, 4°C) wurde anschlief3end mit 70% EtOH
gewaschen und dann in 30 pl TE-Puffer gelost. Fir einen Restriktionsverdau und
anschlieffende Southern Blot-Analyse wurde die vollstandige DNA verwendet.

2.14.5 |solierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Die Genotypisierung von Mausen erfolgte in der Regel durch Southern Blot-Analyse. Dazu
wurden 0.5-1 cm lange Schwanzbiopsien enthommen und in 400 pl Extraktions-Puffer
(200 mM Trig/HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS, 1 mg/ml Proteinase K)
Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Nach kurzem Vortexen wurden unlgsliche Partikel durch
Zentrifugation sedimentiert (20 min, 13000 rpm, RT). Die DNA wurde dann aus dem
Uberstand durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol gefallt (30 min, 13000 rpm, RT).
Anschlief3end wurde die DNA mit 1 ml 70% EtOH gewaschen und final in 200 pl TE-Puffer
gelost (2-10 Std. bei 55°C). Fur den Restriktionsverdau wurden 10 pg DNA eingesetzt (in
einem 100 pl Ansatz).
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2.14.6 Southern Blot-Analyse

Southern Blot-Analyse wurde zur Untersuchung der genomischen Shotgun-Klone (s.0.) und
zur ldentifizierung des Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus, der durch die
homologe Integration des Targetingvektors in den CPZ-Genlokus eingefiigt worden war,
durchgefuihrt. Im Anschlu® an den Restriktionsverdau wurden die Fragmente auf einem
0.75% Agarosegel in 1x TAE (50x TAE-Puffer: 1 M Tris-Acetat, 50 mM EDTA) und
0.1 mg/ml Ethidiumbromid elektrophoretisch aufgetrennt. Die separierte DNA wurde dannim
Gel mit einem ausreichenden Volumen Denaturierungs-Puffer (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl)
40 min denaturiert und anschlief3end 2 x 20 min in Neutralisierungs-Puffer (0.5 M TrigHCl,
pH 7.0, 1.5 M NaCl) auf einen pH-wert von 7.0 &quilibriert. Der DNA-Tansfer auf die Nylon-
Membran (Hybond N, Amersham, UK) efolgte durch Kapillarkraft Uber Nacht.
Anschlief3end wurde die DNA durch UV-Quervernetzung (3600 kJ) auf der Membran fixiert.
Der Filter wurde dann fir 3 Std. bel 65°C in der Prahybridisierungsdsung (8 ml H,O, 3 ml
20 x SSC, 3 ml MP-Mix (5% SDS, 5% Magermilchpulver in H,O), 0.5 ml 10ug/ml Herings-
Sperma-DNA (Roche, Schweiz)) prdinkubiert und anschlief3end Uber Nacht bei 65°C mit der
radioaktiv markierten cDNA-Sonde in Hybridisierungs dsung hybridisiert (2.5 ml H,O, 2 ml
20xSSC, 2 ml MP-Mix (s.0.), 0.5 ml 10pug/ml Herings-Sperma DNA, 4 ml Dextran-Sulfat-
Losung (50% Dextran-Sulfat w/v in H,O)). Die radioaktive Markierung der cDNA wurde mit
dem Rediprime Label Kit (Amersham, UK) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Pro Filter
wurde ein vollstandiger Reaktionsansatz zur Hybridisierung eingesetzt. Am folgenden Tag
wurde die Membran durch dreimaliges Waschen bei 55°C fir 30 min in Wasch-Puffer
(0.1% SDS, 0.1xSSC in H,O) von unspezifisch gebundener Sonde befreit. Die Hybridisierung

wurde autoradiographisch analysiert.

2.14.7 PCR-baserendes Genotypisieren

Um die zeitliche Effizienz des Genotypisierens zu erhthen und um das Genotypisieren mit
Hilfe von kleinen Gewebebiopsien zu ermdglichen, wurde ein PCR-Programm etabliert, das
die Detektion beider Allele in einem Reaktionsansatz erlaubt.

Reakti onsansatz:

0.5 ul genomische DNA (s.0.)
12.5 pl HotStartTagMastermix Kit (Qiagen, Deutschland)
1.5ul Neo 2.1 (10 uM)
1.5l 3'one (10 uM)
0.5 pl 5 one (10 uM)
6.5 ul H,O
a=25ul



Materialien und Methoden

PCR-Programm:

Denaturierung 95°C 15min

Amplifikation (40 Zyklen) 95°C 30sec
65°C 30sec
72°C 90 sec

Finale Extension 72°C 10min
4°C ¥

Diese PCR-Reaktion resultierte in der Amplifikation zweier Produkte: das erste mit einer
Lange von 800 bp wurde von den Primern

5 one (5 TAGCTGGGTGCAGTTGCTTCAGAGS3') und

3'one (5’ ACGGATAGGATCCCTCGTGTGCATSI') amplifiziert und entspricht dem 3. Exon
sowie benachbarten Intronsequenzen; das zweite Produkt mit einer GréRRe von ca. 1200 bp
wurde von den Primern Neo2.1 (5 CCAGCCGGCCACAGTCG3') und 3'one (s.0.) gebildet
und reprasentiert das 5'-Ende des Targetingvektors sowie einen Tell der Intronsequenz 3

zum 3. Exon.

2.15 Northern Blot-Analyse

Um die Effektivitét der Deletion des CPZ-Gens zu analysieren, wurden E10.5 Embryos eines
Wurfes aus einer Heterozyogten-Verpaarung gesammelt, genotypisiert und entsprechend des
Genotyps prépariert: Zur Detektion der CPZ-Transkripte mittels RT-PCR wurden 2
Embryonen jedes Genotyps vereint und die RNA mit RNazol B (WAK Chemie, Deutschland)
prapariert. Die RNA-Prdparation, cDNA-Synthese sowie PCR wurde durchgefiihrt wie oben
beschrieben (Primer: Shotgunl und Shotgun6rev). Zur Detektion der CPZ-Transkripte mittels
Northern Blot-Verfahren wurden 3 Embryonen jedes Genotyps vereint und die mRNA mit
Hilfe von Dynabeads (Dynal, Norwegen) entsprechend der Herstellerangaben isoliert. 6 ug
MRNA von jedem Genotyp wurden auf einem Agarose-Gel aufgetrennt (1.5% Agarose, 2.2
M Formaldehyd in DEPC-H,0). Anschlie3end wurde das Gel einmal 15 min in DEPC-H,O
gewaschen, gefolgt von zwei Inkubationen in 10xSSC. Die RNA wurde dann in 10xSSC auf
eine HybondXL-Membran (Amersham, UK) geblottet und durch UV-Quervernetzung auf der
Membran immobilisiert. Die anschlieRende Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden
wurde in Ultrahyb (Ambion, USA) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Als
cDNA Sonde wurde fur CPZ ein 1.2 kb-Fragment, welches sich aus einem Dopperverdau mit
Sacl und BamHI ergibt, eingesetzt. Dieses Fragment hybridisiert 3'terminal zur
Insertionskassette. Bei beiden Verfahren wurde EFla as Kontroll-Gen verwendet.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Isolierung des murinen Homologes der Carboxypeptidase Z (CPZ)

und Vergleich mit den CPZsanderer Spezies

Als Grundlage fir die Isolierung des murinen CPZ-Homologes dienten die bereits beschriebenen
cDNA-Sequenzen aus dem Menschen und der Ratte (Song & Fricker, 1997; Xin et al., 1998a). Mit
einem degenerierten Primerpaar, welches gegen einen hoch konservierten Nukleoti dsequenzabschnitt
innerhalb der Carboxypeptidase-Domane gerichtet war, wurde ein 300 bp Fragment amplifiziert. Als
Vorlage diente bei dieser PCR cDNA, die aus 10.5 Tage aten Mauseembryonen gewonnnen worden
war (im weiteren Verlauf E10.5 - Tag 10.5 post coitum). Ausgehend von diesem 300 bp-Fragment
wurden dann das 3'-Ende und grof3e Teile des 5'-Sequenzabschnittes der murinen CPZ-cDNA-
Sequenz mittels RACE-PCR (RACE-rapid amplification of cDNA-ends) isoliert. Das fehlende 5'-
Ende wurde durch RT-PCR mit Hilfe eines degenerierten Forward-Primers, gerichtet gegen die 5'-
Ende der humanen und Ratten Sequenz, amplifiziert.

Dieisolierte cDNA der Carboxypeptidase Z aus der Maus codiert fir ein Protein mit einer Lange von
654 Aminosduren (siehe Abb. 4). Wie ale anderen CPZs besteht sie aus einem Signalpeptid, einer
Cystein-reichen Doméne, einer Carboxypeptidase-Doméne und einer C-terminalen Extension (im
weiteren Verlauf der Arbeit wird die Carboxypeptidase-Doméane nicht in Carboxypeptidase-Doméne
und Transthyretin-ghnliche Domane unterteilt, wie von Reznik und Fricker vorgeschlagen (Reznik &
Fricker, 2001); die Bedeutung des zweitgenannten Sequenzabschnittes ist nicht bekannt und hat fir die

im Folgenden beschriebenen Experimente keine Relevanz).
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Abbildung 4: Sequenzvergleich der bekannten Homologe der Carboxypeptidase Z. Die CRD st rot Uberlegt,
die konservierten Cysteinreste sind rot markiert. Die Carboxypeptidase-Domane ist gelb Uberlegt, die katalytisch
wichtigen Reste sind gelb hervorgehoben. Der in den beschriebenen Eperimenten mutierte, fir die Katalyse
essentielle Aminoséurerest Glu477 (Maus), bzw. Glu469 (Huhn), ist griin markiert. |dentische Aminoséuren sind
in schwarz hinterlegt, 8hnliche Aminosdurereste grau.
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Dieisolierte cDNA fir CPZ aus der Maus besitzt alle die fir CRD charakteristischen Cystein-Reste an
konservierter Position. Die fir die Koordination des Zink-lons, fur die Substratbindung sowie die
Katalyse wichtigen Aminosauren der Carboxypeptidase-Doméne sind ebenfalls vorhanden:
Histidin253, Glutamat256, Arginin328, Histidin385 und Glutamat477.

CPE Ratte sp CP
28% 49%
55% 64%
\
CPZ Ratte M CRD CP
\ |
\
95% 86% 95% 93% 98% 97%
96% 90% 97% 96% 99% 99%
| N/ | |
CPZ Maus S crD CP i
o | |
80% 35% 80% 7\6% 90% 77%
87% 80% 89% 89% 96% 88%

| N o/ | |

cPzMensch s [[SalN CP H
\
64% 43%  69% 72% 73% 76%
77% 50% 84% 79% 86% 85%
| N/ | |
cPzrum o IEEEN cp |

Abbildung 5: Homologievergleich der bekannten CPZ-Proteinsequenzen. CPZ aus der Ratte und aus der Maus
zeigen die grofte Ahnlichkeit, die CPZ aus dem Huhn ist das am stirksten abweichende Homolog. Die
Carboxypeptidase-Doméne von CPZ aus der Ratte ist zu der von CPE aus der Ratte zu 49% identisch. Dies ist
innerhalb der CPE/N-Unterfamilie der MC-Carboxypeptidasen ein typischer Konservierungsgrad (Xin et al.,
19984). Insgesamt ist die Carboxypeptidase-Doméne zwischen den vier Spezies der am stérksten konservierte
Sequenzabschnitt, gefolgt von der CRD. Die Sequenzen zwischen dem Signapeptid und der CRD sowie
zwischen der Carboxypeptidase-Doméane und den C-terminalen 40 Aminosduren zeigen die héchste Divergenz,
wobei im Huhn nur die C-terminaden 23 Aminosaurereste konserviert sind. Die grof3 geschriebenen
Prozentangaben entsprechen der Identitdt der Aminosduresequenzen, die kleiner dargestellte Prozentangabe
darunter zeigt die Homologie unter Berilicksichtigung &hnlicher Aminosduren. Abklrzungen: CP —
Carboxypeptidase-Doméane, SP — Signal peptid.
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Ein Homologievergleich der vier bekannten Proteinsequenzen zeigt, dass sich die beiden Homologe
der Ratte und der Maus mit einer Identitdt von 95% am &hnlichsten sind (siehe Abb. 5). Die Frizzled-
Doméne von CPZ aus der Maus zeigt eine Homologie von 89% zu der des Menschen, die
Carboxypeptidase-Doméne ist zu 96% ahnlich; die Gesamthomologie liegt bel 87%. Das aus dem
Huhn isolierte Homolog zeigt im Vergleich zu den anderen CPZs die hdchste Divergenz. Die
Gesamthomol ogie mit der humanen Sequenz liegt bel 77%, wobei die Carboxypeptidase-Doméane mit
86% im Vergleich zur CRD mit 84% eine groRere Ahnlichkeit besitzt (die Homologie zu den CPZ-
Orthologen der Ratte und der Maus ist vergleichbar). Zusammengefasst kann festgehalten werden,
dass die Carboxypeptidase-Domane in den verschiedenen Spezies am starksten konserviert ist, gefolgt
von der CRD. Die Sequenzabschnitte zwischen dem Signalpeptid und der CRD sowie zwischen der
Carboxypeptidase-Doméne und den C-terminalen 40 Aminosduren zeigen die hochste Divergenz,
wobel im Huhn nur die C-terminalen 23 Aminosaurereste konserviert sind. Die cDNA-Sequenz von
CPZ aus dem Huhn (cCPZ) wurde von E.C. Swindell isoliert und fir die weiteren Experimente

freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

3.2 Analysevon CPZ im Hlihnerembryo

3.2.1 Expressionsanalysevon cCPZ in der frihen Embryogenese desHuhns

Das Expressionsmuster von cCPZ wurde mittels in situ-Hybridisierung wahrend der frihen
Embryonaentwicklung des Huhnes bestimmt (siehe Abb. 6). Die erste schwache Expression von
cCPZ ist im HH Stadium 7 in den sich bildenden Somiten zu detektieren (nicht dargestellt). In den
darauf folgenden Stadien, in denen sich neue Somiten bilden und differenzieren, bleibt die Expression
von cCPZ in diesen Strukturen bestehen (Abb. 6 A-D). Transversale Schnitte zeigen, dass cCPZ im
gesamten epithelialen Somiten exprimiert ist (Abb. 6 B, H). Wenn der Somit sich in das Sklerotom
und das Dermamyotom differenziert, sind die Transkripte auf das Sklerotom beschrankt (Abb. 6 F).

49



Ergebnisse

- - -
- ..

HH9
nri
hy. #’SO
HH8 HH14

Abbildung 6: Expressionsmuster von cCPZ in der frilhen Embryona entwicklung des Huhns. (A) Ein Embryo
im HH Stadium 9. cCPZ Transkripte sind in allen neun Somiten-Paaren zu sehen. (B) Transversalschnitt eines
HH Stadium 8 Embryos auf Hohe des dritten Somiten. cCPZ ist im gesamten epithelialen Somiten zu finden.
(C) Im HH Stadium 14 Embryo zeigen alle 22 Somiten Expression. Das héchste Expressionsniveau ist in den
Somiten V bis X zu sehen (Somit | ist der am jlingsten gebildete, nach Gossler und Hrabe de Angelis, 1998, und
inder Abb. als, 1* gekennzeichnet). (D) Im HH Stadium 18 ist die Expression von cCPZ in alen Somiten sowie
in der AER zu sehen. (E) Transversalschnitt durch die Kopfregion eines HH Stadium 15 Embryos. cCPZ ist im
paraxialen Mesenchym exprimiert, das die chorda dorsalis umgibt. (G) Schnitt durch die Gliedmal3enanlage
eines HH Stadium 20 Embryos. cCPZ ist stark in der apikalen ektodermalen Leiste exprimiert. (H)
Transversal schnitt durch die Schwanzregion eines HH Stadium 20 Embryos. Der gesamte epitheliale Somit zeigt
cCPZ Transkripte. Abkirzungen: AER - apical ectodermal ridge, dm — Dermamyotom, mc — Mylencephalon,
Aorta, nr — Neurarohr, nri — Neuralrinne, op — Ohrplakode, rda — rechte dorsale Aorta, sk — Sklerotom, so —
Somit.

Im HH Stadium 22 nach Abschlul? der Somitenbildung exprimieren alle Sklerotome cCPZ. Mit der
Kondensation der Sklerotome nimmt die Expression in rostrocaudaler Progression ab (nicht
dargestellt). cCPZ Transkripte wurden des Weiteren in der apikalen ektodermalen Leiste (Abb. 6 D
und G) sowieim paraxialen Mesoderm der Kopfregion detektiert (Abb. 6 E).
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3.2.2 Ablationsexperimenteim Huhnerembryo

Die Expression verschiedener sklerotomaler Gene wie z.B. Paxl ist von Signalen aus der chorda
dorsalis sowie dem ventralen Teil des Neurarohrs abhangig (Fan & Tessier-Lavigne, 1994; Marcelle
et a., 1999). Dies wurde unter anderem in Experimenten gezeigt, in denen das prasomitische
Mesoderm von den axialen Strukturen operativ getrennt wurde, bevor es Pax1 exprimiert (Marcelle et
al., 1999). In den Somiten, die sich aus diesem abgetrennten Mesoderm bildeten, blieb die Induktion
von Paxl aus, da das Mesoderm nicht dem Einfluss von Noggin und Shh ausgesetzt war (siehe
Einleitung). Diese Induktionseigenschaft konnte auch auf cCPZ zutreffen. Um diese Mdglichkeit zu
untersuchen, wurden die beschriebenen Experimente nachgestellt und das prasomitische Mesoderm
von HH Stadium 10 Embryonen mit Hilfe einer Wolframnadel von den axialen Strukturen getrennt.
Nach einer Inkubationszeit von 12 bis 16 Stunden wurden die Embryonen dann zur in situ-
Hybridisierung eingesetzt (HH Stadium 13/14). Zur Erinnerung: Im HH Stadium 10 exprimieren ale
10 gebildeten Somiten cCPZ, das prasomitische Mesoderm zeigt jedoch keine Expression. Nach der
Abtrennung von den axialen Strukturen ist dieses Gewebe nicht mehr dem Einfluss axialer Signale wie
z.B. Shh oder Noggin ausgeliefert. Gene, die durch diese Signamolekile in den Somiten induziert

werden, sollten daher ausbleiben.

cCPz Pax1

Abbildung 7: cCPZ-Expression im Somiten wird nicht durch Signalmolekille aus dem Neurarohr oder der
chorda dorsalis induziert. In den prasentierten Embryonen wurde das prasomitische Mesoderm im HH Stadium
10 von den axialen Strukturen durch einen manipulativen Eingriff abgetrennt. Nach 12-16 Std. Inkubation
wurden die Embryonen dann zur WMISH eingesetzt. (A) Die Expression von cCPZ in den abgetrennten Somiten
ist klar zu erkennen. Die Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Ablationsseite im Expressionsniveau
koénnten durch die Tatsache hervorgerufen sein, dass durch die Separation die Somitenentwicklung per se
eingeschrankt ist. (B) Von den axialen Strukturen abgetrennte Somiten kdnnen die Expression von Pax1 nicht
induzieren. nr — Neuralrohr, so — Somit.
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In alen Fallen einer solchen Abtrennung des Neuralrohrs und der chorda dorsalis vom prasomitschen
Mesoderm zeigten die neu gebildeten Somiten auf der ablatierten Seite die Expression von cCPZ
(n=13) (siehe Abb. 7 A). Im Gegensatz dazu wurde die Expression von Pax1 durch die beschriebene
Operation komplett inhibiert (n=9/9) (Abb. 7 B). Dies steht im Einklang mit bereits beschriebenen
Studien (Marcelle et al., 1999). Die Somiten, die nach der operativen Abtrennung gebildet worden
sind, kénnen die Expression von cCPZ initiieren. Daher wird die sklerotomale bzw. Somiten-
Expression von cCPZ nicht direkt von Signalmolekiillen aus dem Neuralrohr oder der chorda dorsalis
reguliert. Dies schliefdt alerdings nicht die Moglichkeit aus, dass die Aktivitat von CPZ an der
Regulation eben solcher Signalmolekiile beteiligt ist.

3.23 Ektopische Expression von cCPZ im Huhnerembryo

Die Expression von cCPZ in den Somiten legt eine Funktion von CPZ in der Entwicklung der sich aus
dem Somiten bildenden Strukturen nahe. Um diese Moglichkeit zu testen, wurde die ektopische
Expression von cCPZ im Huihnerembryo as Ansatz gewéhlt. Der mogliche Einfluss einer solchen
Uberexpression auf die Entwicklung der betroffenen Strukturen sollte einen Riickschluss auf die
native Funktion bzw. den Funktionsmechanismus von CPZ erlauben. Die vollstandige cDNA-Sequenz
von cCPZ wurde in ein replikationskompetentes Retrovirus (RCAS-replication competent avian
retrovirus) eingefligt. Dieses Virus (RCAS-cCPZ) wurde HH Stadium 10 Embryonen in das
prasomitische Mesoderm auf Hohe der zukiinftigen Fliigelanlage injiziert. Die Embryonen wurden 48-
60 Std. nach der Injektion gesammelt und zur WMISH-Analyse eingesetzt (Abb. 8). In den meisten
untersuchten Fallen konnte man eine starke Expression von cCPZ in 2-4 Somiten sowie dem lateralen
Mesoderm der injizierten Seite auf Hohe der Fligelanlage beobachten (Abb. 8 A). Diese ektopische
Expression wurde nicht auf der unbehandelten Seite detektiert (Fig. 8 B, C). Transversale Schnitte
durch Embryonen nach einer solchen WMISH zeigten, dass die Virus-vermittelte Uberexpression von
cCPZ auf das Dermamyotom beschrénkt war, sowohl epaxial, als auch zentral und hypaxial (Abb. 8
C). Eine solche eingeschrankte Uberexpression, hervorgerufen durch eine Injektion eines RCAS-Virus
in das prasomitische Mesoderm, wurde u.a. auch fir die Uberexpression von Shh beschrieben
(Johnson et al., 1994) (die endogene Expression von cCPZ nimmt zu diesem Zeitpunkt bereits wieder
ab).
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Abbildung 8: Die ektopische Expression von cCPZ im Dermamyotom induziert Pax3. (A, D) Die injizierten
Seiten des Embryos, (B, E) die unbehandelen Kontrollseiten. (A) Starke ektopische Expression von cCPZ in den
Somiten 16-19 und dem lateralen Mesoderm, visualisiert durch WMISH. Die endogene Expression nimmt zu
diesem Zeitpunkt bereits ab. (B) Die ektopische Expression ist auf der unbehandelten Seite des Embryos nicht zu
sehen. (C) Transversalschnitt durch den Embryo in (A) und (B) auf Hohe der roten Linie. Die Uberexpression ist
auf das gesamte Dermamyotom der injizierten Seite beschrénkt. (D) Ektopische Expression von Pax3 im
hypaxialen Dermamyotom (Pfeil). (E) Auf der unbehandelten Kontrollseite des Embryos ist keine Verdnderung
in der Pax3-Expression zu sehen. (F) Transversalschnitt durch den Embryo aus (D) und (E) auf Hohe der roten
Linie. Die ektopische Expression von Pax3 ist auf das hypaxiale Dermamyotom beschrénkt (Pfeil), die native
Pax3-Expression im epaxialen Dermamyotom ist nicht verandert (Pfeilkopf). Die présentierten Embryonen sind
im HH Stadium 21-22, die Klammern in (C) und (D) zeigen die Unterteilungen des Dermamyotoms an.
Abklrzungen: edm — epaxiales Dermamyotom, hdm — hypaxia es Dermamyotom, Im — laterales Mesoderm, nr —
Neuralrohr, sk — Sklerotom, so — Somit, zdm — zentrales Dermamyotom.
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Da die ektopische Expression von cCPZ auf das Dermamyotom beschrankt war, wurden mehrere
dermamyotomale Markergene auf ein verdndertes Expressionsmuster hin Uberpriift. Die Expression
von MyoD, myf5 und myogenin wurde durch die cCPZ Uberexpression nicht beeinflusst (n=10 in
jedem Fall, Daten nicht présentiert). Pax3 hingegegen zeigte unter Einfluss von cCPZ eine ektopische
Expression im hypaxialen Dermamyotom (Abb. 8 D und F) (n=16/31). Auf dieser axialen Hohe ist
Pax3 hauptsachlich im epaxialen Bereich des Dermamyotoms exprimiert (Abb. 8 F). Die Expression
des sklerotomalen Genes Pax1 wurde durch die Uberexpression von cCPZ nicht verandert (n=10,

Daten nicht prasentiert).

Die CPE/N-Unterfamilie der Metallocarboxypeptidasen ist u.a. durch einen konservierten
Glutamatrest charakterisiert. Mitgliedern der Unterfamilie, denen dieser Rest fehlt bzw. in denen
dieser Rest durch einen anderen ersetzt wurde, haben keine enzymatische Aktivitat wie z.B. CPX1 und
CPX2 (siehe Einleitung). Die Substitution dieser Aminosdure durch ein Glutamin eliminiert die
katalytische Aktivitét von CPE. Die Substratbindung wird durch diese Mutation allerdings nicht
eingeschrankt (Qian et al., 1999). Unter der Annahme, dass cCPZ seine Funktion in erster Linie als
katalytisch wirkendes Enzym erfillt und dass die beobachtete induzierte ektopische Expression von
Pax3 Resultat des nativen Funktionsmechanismus von CPZ ist, sollte eine katalytisch inaktive cCPZ
nicht in der Lage sein, diese ektopische Expression zu induzieren. Um diese Mdglichkeit zu
Uberprifen, wurde die entsprechende Punktmutation (Glu469GIn) in die cDNA-Sequenz von cCPZ
eingefiigt und ein RCAS-Virus hergestellt, das diese mutierte Form von cCPZ lberexprimiert (RCAS-
cCPZ59) Die Punktmutation in die cCPZ-cDNA wurde von E. C. Swindell insertiert und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. RCAS-cCPZE**? wurde wie RCAS-cCPZ appliziert. 48-60
Std. nach der Injektion zeigten die Embryonen eine Uberexpression von cCPZE**? wie zuvor bei der
Injektion von RCAS-cCPZ. Uberexpression von Pax3 im hypaxialen Dermamyotom konnte allerdings
nicht festgestellt werden (n=15) (Daten nicht prasentiert). Dies zeigt, dass die durch cCPZ induzierte
ektopische Expression von Pax3 Resultat eines Prozesses ist, der durch die katalytische Aktivitét von
CPZ bewirkt wird.

Die ektopische Expression von Pax3 im hypaxialen Dermamyotom spiegelt moglicherweise die
Tatsache wieder, dass durch die ektopische Expression von cCPZ die entwicklungsbiologische
Determinierung dieser Zellen beeinflusst wird. Ist dies der Fall, sollte sich das in einer Verdnderung
der Entwicklung des Schaftes der Skapula (Schulterblatt) manifestieren, der aus diesem Teil des
Dermamyotoms gebildet wird (Huang et al., 2000). Die Skapula besteht aus einem Kopf, dem
Acromium, und aus einem Schaft (Baumel und Witmer, 1993 und Ede, 1964). Wenn die cCPZ-

injizierten Embryos nach 10 Tagen einer Skelettpraparation unterzogen wurden, zeigten 55% von
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ihnen Fehlbildungen des Schaftes der Skapula und der Rippen (siehe Abb. 9) (n=22). Die haufigste

Missbildung war eine Verkirzung der genannten Strukturen.

Kontrollseite injizierte Seite Kontrollseite injizierte Seite

Abbildung 9: Uberexpression von cCPZ in den Somiten fuhrt zu Defekten des Schaftes der Skapula und der
Rippen der behandelten Seite. (A) Dorsale Sicht auf das Skelettpréparat eines 10 Tage aten Embryos, der bei
HH Stadium 10 mit RCAS-cCPZ injiziert worden war. Der Schaft der Skapula und die drei rostralen Rippen sind
auf der injizierten rechten Seite des Embryos erheblich verkirzt. (B) Schematische Zeichnung der
Skelettpraparation in (A). Der fehlende Teil der Skapula und der Rippen ist in rot gezeichnet. (C) Seitliche Sicht
auf die unbehandelte Kontrollseite in (A). (D) Seitliche Sicht auf die rechte Seite des behandelten Embryos aus
(A). Abkirrzungen: ac — Acromium, s— Schaft der Skapula, r — Rippe

In sieben behandelten Embryonen waren der Schaft der Skapula und die rostralen Rippen verkirzt.
Zwel Embryonen zeigten eine Verkirzung der Skapula, bei drei Fallen waren lediglich die Rippen
betroffen. Injektionen eines RCAS-Kontrollvirus', der Alkalische Phosphatase exprimierte, hatten
keinen Effekt auf die Morphogenese behandelter Embryonen (n=22). Wenn Embryonen nach einer
Injektion mit RCAS-cCPZ5**? einer Skelettpraparation unterzogen wurden, wurde eine wesentlich
geringere Frequenz skelettaler Fehlbildungen festgestellt (n=3/22). Der Einfluss auf die Morphogenese
war erheblich schwéacher as in den zuvor beschriebenen Fallen: Bei eéinem Embryo fehlte der distale

Teil des Skapulaschaftes; zwei Embryonen zeigten eine leichte Krimmung des Schaftes nach aufZen.

Im HH Stadium 26 ist Pax1 in einem Streifen mesenchymaler Zellen parallel zu den Somiten 17-20
exprimiert. Diese Pax1-positiven Zellen stammen vom hypaxialen Dermamyotom ab und werden als
das Ursprungsgewebe des Skapulaschaftes betrachtet (Huang et al., 2000). Da die mit cCPZ
behandelten Embryonen im hypaxialen Dermamyotom eine Uberexpression von Pax3 zeigen und da

das aus diesen Zellen gebildete Gewebe, der Schaft der Skapula, in diesen Embryonen fehlt, sollte im
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Fale einer kausalen Verbindung zwischen Uberexpression von cCPZ und den morphologischen
Effekten dieser Pax1-Streifen ebenfalls betroffen sein. In der Tat zeigen 50% der mit RCAS-cCPZ
injizierten Embryonen ein Fehlen dieser Pax1-positiven Zellen, wenn die Embryonen im HH Stadium
26 einer WMISH unterzogen werden (Abb. 10) (n=12).

srte Seite!

Indelte Seite

Abbildung 10: Inhibierung der Paxl-Expression im Vorlaufergewebe des Skapula-Schaftes durch
Uberexpression von cCPZ im Dermamyotom. (A) Injizierte Seite eines HH Stadium 26 Embryos. Die Pax1-
Expression fehlt in dem Bereich, der normalerweise die sich bildende Skapula beinhaltet (Pfeil). (B) Auf der
unbehandelten Kontrollseite ist der Pax1-positive Streifen zu erkennen.

3.3 Invitro-Analysevon CPZ

3.3.1 Cokultivierungsexperimente mit CPZ-exprimierenden Zellen

Die bisher présentierten Daten zeigen, dass CPZ im Hihnerembryo einen profunden Effekt auf die
Morphogenese des Skelettes haben kann und dass dieser Effekt von der katalytischen Aktivitdt von
CPzZ abhangig ist. Diese Beobachtung erdffnete die Frage, in welchen entwicklungsbiologischen
Prozess oder Signalweg CPZ eingreift und was das potentielle Substrat von CPZ sein kann. CPZ
unterscheidet sich von alen anderen Mitgliedern der CPE/N-Unterfamilie der Carboxypeptidasen
dadurch, dass sie N-terminal zu ihrer Peptidase-Doméne eine CRD trégt. Diesist eine Doméne, fir die

in anderen Proteinen die Interaktion mit Wnt-Liganden gezeigt worden ist (siehe Einleitung). Fir Pax3
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wurde gezeigt, dass es durch mehrere Wnt-Signalmolekile im PSM induziert wird (Fan et al., 1997;
Lee et a., 2000). Diese Beobachtung in Kombination mit der oben beschriebenen ektopischen
Expression von Pax3 durch cCPZ-Uberexpression im prasomitischen Mesoderm (PSM) fiihrte zu der
Annahme, dass CPZ seine native Funktion durch Beinflussung des extrazelluldren Wnt-Signalwegs
austibt. Um zu Gberpriifen, ob CPZ einen Einfluss auf den Wnt-Signaltransduktionsweg hat, wurde ein
parakrines in vitro-System adaptiert (Lickert et a., 2000). In diesem in vitro-System werden
embryonale Stammzellen (ES-Zellen) aus der Maus auf einem Monolayer aus NIH-3T3-Zellen
inkubiert. NIH-3T3-Zellen, die Wnt-Signalmolekiile sezernieren (Kispert et al., 1998), induzieren in
den ES-Zellen die Expression des Homooboxgens Cdx1. Von den getesteten Wnt-Molekiilen zeigten
Whntl, Wnt3a und Wnt4 in diesem System das héchste Induktionspotential (Lickert et al., 2000). Die
Induktion von Cdx1 wird hierbei tber den Wnt/b-Catenin Signalweg vermittelt.

In einem Cokultivierungsexperiment sollte nun gezeigt werden, ob CPZ die von den Wnit-Proteinen
vermittelte Induktion von Cdx1 beeinflussen kann. Hierzu wurden stabile HEK-293-Zéllinien
hergestellt, die entweder die native CPZ oder die oben beschriebene mutierte CPZ5''? aus der Maus
exprimierten (CPZ-HEK-293 bzw. CPZF'"°-HEK-293). Die entsprechenden cDNA-Sequenzen
wurden in einen Vektor subkloniert, der die Produktion der insertierten Proteine unter Kontrolle des
konstitutiven CMV-Promotors stellt und an die cDNA-Sequenz C-terminal einen myc-Tag anfligt
(pcDNA3.1-myc/HIS-A, Invitrogen, USA). Mit Hilfe dieses myc-Tags wurden die Proteine
anschlief3end detektiert. Von jeder Form von CPZ wurden 24 stabile Linien etabliert, alle produzierten
dhnliche Mengen des Proteins in richtiger Grole (Abb. 11 A, links; gezeigt sind die Zelllysate von 5
exemplarischen Zelllinien). Zelextraktionen zeigten, dass CPZ in den Zellen (Abb. 11 A, links) und
der Extrazellularmatrix (ECM — extracellular matrix) lokalisiert war (Abb. 11 A, rechts). Im
Zellkulturmedium konnte CPZ mit einer fr die Expression von CPZ aus der Ratte in AtT-20-Zellen
etablierten Prozedur (Novikovaet al., 2000) nicht nachgewiesen werden.

Das Co-Kultivierungsexperiment wurde wie folgt durchgefihrt: CPZ-HEK-293 oder unbehandelte
HEK-293-Kontrollzellen wurden Uber Nacht auf Gewebekulturschalen wachsen gelassen. Am
daraufolgenden Tag wurden die Zellen mit einer EDTA-LGsung von der Schale gewaschen. Auf diese
Weise entstanden zwel Arten von Gewebekulturschalen: Platten, die mit einer CPZ-haltigen ECM
beschichtet waren, und solche, die mit normaler Wildtyp-ECM konditioniert waren. Auf Schalen, die
mit CPZ-ECM konditioniert worden waren, wurden dann Wnt4-exprimierende NIH-3T3-Zellen
(Kispert et al., 1998) zusammen mit CPZ-HEK-293-Zellen und ES-Zellen cokultiviert (fir Details der
Cokultivierung siehe Materialien und Methoden). Auf Schalen, die die normale ECM enthielten,
wurden dementsprechend Wnt4-exprimierende NIH-3T3-Zellen zusammen mit unbehandelten HEK -
293-Zellen und ES-Z€llen kultiviert. Nach 8 Stunden wurden diese Co-Kultivierungen abgebrochen
und das Cdx1-Induktionsniveau mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. In Gegenwart von CPZ-
produzierenden HEK-293-Zellen und ECM, die CPZ enthielt, wurde die durch Wnt4 hervorgerufene
Cdx1-Induktion um 50% gesteigert (Abb. 11 B, vergleiche Balken 4 und 5).
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Abbildung 11: Cokultivierungsexperimente mit CPZ-exprimierenden Zellen. (A) Links: Zelllysate von funf
représentativen CPZ-HEK-293-Zélllinien. Die Zellen exprimieren alle vergleichbare Mengen von CPZ mit
richtigem Molekulargewicht (ca. 75kD). Rechts. Das Protein wird in der ECM detektiert, kann alerdings nicht
im Medium nachgewiesen werden. (B) Relative Induktion von Cdx1 in ES-Zellen, die mit Wnt- und CPZ-
produzierenden Zellen cokultiviert worden sind (fur experimentelle Details siehe Text). Die Tabelle unter dem
Diagramm zeigt die jeweiligen Komponenten der Cokultivierung an. Die ECM auf den Schalen entsprach
entweder der HEK-293-Wildtyp-ECM (-), enthielt CPZ in seiner nativen Form (CPZ) oder die katalytisch
inaktive Mutante (CPZ5*"’9). Die anschlieRende Co-Kultivierung beinhaltete NIH-3T3-Zellen, die entweder
LacZ (Negativ-Kontrolle) oder Wnt4 exprimierten, zusammen mit HEK-293-Zellen, die entweder unbehandelt
waren (-), CPZ in seiner nativen Form produzierten (CPZ) oder die mutierte Version sezernierten (CPZ579).
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an, p-Werte kleiner als 0.05 sind durch einen Stern
gekennzeichnet (Balken 4 und 7), p-Werte kleiner als 0.01 mit zwei Sternen (Balken 4 und 5) (Student’s T-Test).
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Wenn unbehandelte HEK-293- zusammen mit Wnt4-exprimierenden NIH-3T3-Zellen und ES-Zellen
auf CPZ-ECM-konditionierten Platten cokultivert wurden, konnte eine vergleichbare Erhéhung der
Cdx1-Induktion durch Wnt4 gemessen werden (Abb.11, Balken 4 und 7). Dies zeigt, dass die
beobachtete Steigerung der Wntd-basierten Cdx1-Induktion das Ergebnis eines extrazelluldren
Ereignissesidt.

Zellen, die die mutierte Form von CPZ produzieren (CPZ5*""%-HEK-293), waren nicht in der Lage, die
Cdx1-Induktion zu steigern (Abb. 11 B, Balken 4 und 6). Daher ist die katalytische Aktivitdt von CPZ
flr das beobachtete extrazellulére Ereignis notig ist, welches zur Steigerung der Cdx1-Induktion fihrt.
Weder die CPZ-HEK-293-Zellen noch die mit CPZ-ECM konditionierten Platten allein hatten einen
Einfluss auf das basadle Cdx1-Expressionsniveau, wenn sie in einem dhnlichen Ansatz mit LacZ-
exprimierenden NIH-3T3-Zellen cokultiviert wurden (Abb. 11 B, Balkem 1-3). Dies zeigt, dass die
durch CPZ hervorgerufene Steigerung der Cdx1-Induktion kein intrinsischer Effekt von CPZ auf diese
Expression ist, sondern durch einen Einfluss auf den Wnt-Signalweg zurtickzufiihren ist.

Die Cdx1-Induktion durch Wnt1- oder Wnt3a-exprimierende NIH-3T3-Zellen wurde durch CPZ nicht

moduliert, der Einfluss war spezifisch fir Wnt4 (Daten nicht présentiert).

3.3.2 Invitro-Interaktionsstudien von CPZ mit Wnt4

Die extrazelluldre Potenzierung des Wnt4-Signals eréffnete die Frage, ob CPZ direkt mit Wnt4
interagieren kann und wenn ja, welche Proteindoméne fir diese Interaktion notig ist. Es wurden daher
Co-Immunoprézipitationen aus HEK-293-Zelllysaten durchgefuihrt. pcDNA3.1-Expressionsvektoren
mit den jeweiligen cDNA-Sequenzen wurden hierzu zusammen mit Wnt4 in HEK-293-Zellen
cotransfiziert. Eingesetzt wurde hierbei Wnt4, welches einen C-terminalen Hamagglutinin (HA)-Tag
besitzt (Wnt4"") (Lescher et a., 1998), und fiinf verschiedene CPZ-Konstrukte, die alle (iber einen C-
terminalen myc-Tag verflgten: die beiden bisher beschriebenen vollsténdigen cDNA-Sequenzen,
CPZ™° und CPZ™®"Q zwei Versionen, in denen die CRD deletiert war, CPZ™RP™° ynd
CPZPeROMYEEATIR  gh\vie ein K onstrukt, in dem die Carboxypeptidase-Doméane fehlte, CPZ™“"™¢ (siehe
Abb. 12 A). Die Proteinkomplexe wurden mit Hilfe eines anti-HA-Antikorpers prézipitiert und dann
Uber PAA-Gelektrophorese und Western-Blotting analysiert. Alle Konstrukte fihrten zur Expression
von Proteinen des richtigen Molekulargewichtes (Abb. 12 B bzw. Abb. 12 A). Sowohl die native wie
die mutierte CPZ kann mit Wnt4 interagieren (Abb. 12 C, Spur 2 und 3).
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Abbildung 12 Co-Immunoprézipitationen von CPZ mit Wnt4. (A) Darstellung der in den
Prézipitationsexperimenten  eingesetzten Konstrukte. Die CPZ-Konstrukte, die die inaktivierenden
Punktmutationen tragen, CPZPCROMYESTTQ ynd cpz™YE4Q gind nicht gezeigt. (B) Western-Blot-Analyse der
Zelllysate, die zuvor mit den in (A) prasentierten Konstrukten und Wnt4™ cotransfiziert worden waren,
detektiert mit einem anti-myc-Antikorper. Alle Konstrukte fihrten zur Expression von Proteinen richtigen
Molekulargewichtes (siehe (A)). (C) Prazipitierte Proteine der Lysate in (B) nach Immunoprézipitation von
Wntd"™, detektiert mit einem anti-myc-Antikdrper. SFRP-2™¢, CPZ™¢, CPZ™E47 ynd CPZ™*™™° werden mit
Wnt4 coprézipitiert, wohingegen die beiden Konstrukte, denen die CRD fehlt, nicht mit Wnt4 interagieren
kénnen (CPZPCRP™e ynd CPZPCRPMYYETIQ) (D) Die beschriebene Interaktion mit Wnt4 ist spezifisch, CPZ™¢
und CPZ™*™™¢ werden nicht durch den anti-HA-Antikérper und die Protein-G-Agarose prazipitiert, wenn Wnt4
im Reaktionsansatz fehlt. Links sind die Zelllysate der Prézipitationsexperimente zu sehen, rechts die
prézipitierten Proteine. Die Anwesenheit von Wnt4 im Resktionsansatz ist unter den Spuren angezeigt.
Abkulrzungen: CP — Carboxypeptidase-Doméane, CRD-Cystein-reiche Doméne, 1gG — Immunoglobulin, leichte
Kette, 1gG, — Immunoglobulin, schwere Kette, NI — Netrin-like-domain, SP-Signal peptid.

Ein Konstrukt, welches die cDNA-Sequenz fur sFRP-2 (sFRP-2™°) enthilt, diente als positive
Kontrolle. Fir dieses Gen wurde die Interaktion mit Wnt4 bereits beschrieben (Lescher et a., 1998).
Wiein Abb. 12 B, C gezeigt, wird sFRP-2 produziert und coprézipitiert mit Wnt4"* (jeweils Spur 1).
Die beiden Konstrukte, in denen die CRD fehlt CPZPCRP™e ynd CpzPCRPMYEEATIQ hinden nicht an
Wnt4 (Abb. 12 B, C, Spuren 4 und 5), wohingegen die Deletion der Carboxypeptidase-Domane die
Interaktion mit Wnt4 nicht beeintrachtigt, da eine auf diese Weise verkiirzte CPZ, CPZ"™"™° von
Wnt4™ coprézipitiert wird. Die Banden der GréRe von 25 kD und 50 kD in Abb. 12 C entsprechen
der leichten bzw. schweren Kette der Immunoglobuline des Antikorpers, der fir die Prazipitation
verwendet worden war. Dieser wurde in der anschliefenden Detektion durch den sekundéren
Antikorper nachgewiesen. Sie beeintréachtigen die Detektion der coprézipitierten Proteine aufgrund
ihres unterschiedlichen Molekulargewichts nicht und dienten als Ladungskontrolle. Keines der mit
Wnit4 interagierenden Proteine wurde unspezifisch von dem anti-HA-Antikorper oder der eingesetzten
Protein-G-Agarose gebunden (Abb. 12 D).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Wnt4 und CPZ miteinander interagieren konnen
und dass diese Interaktion Uber die CRD von CPZ vermittelt wird. Wie die Experimente mit den
mutierten Konstrukten zeigen, ist die katalytische Aktivitét von CPZ per se fur das Binden von Wnt4

nicht notwendig.
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34  Untersuchungen zu CPZ in der Maus

34.1 Expressionsanalysevon CPZ in der Maus

Mittels in situ-Hybridisierung wurde die Expression von CPZ wahrend der Embryonalentwicklung der
Maus bestimmt. CPZ-Transkripte sind ab E9.5 beginnend im ventraen Ektoderm der sich
formierenden V ordergliedmal3enanlage detektierbar (nicht prasentiert). Diese Expression ist bei E10.5
am starksten und auf das ventrale Ektoderm und die sich bildende AER beschrankt (Abb. 13 A, C, D).
Wenn die Gliedmal3enanlagen weiter reifen und die AER deutlicher hervortritt, nimmt die Expression
im ventralen Ektoderm ab, die AER zeigt allerdings weiter CPZ-Expression (Abb. 13 B, E, F). Die
Expression von CPZ in der Hintergliedmal3enanlage ist identisch mit der Vordergliedmal3enanlage,
jedoch der Entwicklung entsprechend verzogert (vergleiche Abb. 13 A und B).
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Abbildung 13: Expression von CPZ in der frihen Embryonalentwicklung. (A) Expression bei E10.5. CPZ-
Transkripte sind im ventralen Ektoderm der Vordergliedmal3enanlage und der AER zu sehen. (B) Expression
von CPZ bel E11.5. CPZ wird lediglich in der AER detektiert. (C) Frontale Sicht auf eine
Vordergliedmal3enanlage bei E10.5, ventral ist unten. CPZ wird im ventralen Ektoderm und der sich bildenden
AER exprimiert. (D) Transversaler Schnitt durch eine E10.5 Vordergliedmal3enanlage. (E)/(F) CPZ-Expression
in der GliedmalRenanlage bei E11 und E11.5. Die Expression von CPZ wird mit zunehmender Reifung auf die
AER beschrankt. Abkirzungen: AER — apical ectodermal ridge (apikale ektodermale Leiste), fl — forelimb
(Vordergliedmal3enanlage), hl — hindlimb (Hintergliedmal3enanlage).
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Abbildung 14: Expression von CPZ in verschiedenen Regionen der spéten Mausembryogenese. (A)-(D):
Expression in der Cochlea-Entwicklung. Bel E12.5 sind CPZ-Transkripte im gesamten Mesenchym der Cochlea
zu sehen (A), die sich aber in den spéteren Stadien auf die &ul3eren Bereiche dieses Mesenchyms beschrénken
((B) und (C)). Die gestrichelten Linien in (C) zeigen den Bereich des Cochlea-Mesenchyms an, der keine CPZ-
Expression aufweist. Bei E18.5 ist CPZ im Cortischen Organ der Cochlea exprimiert (D). (E) Expression von
CPZ in der Pigmentschicht des Auges bei E14.5. (F) sFRP-2 ist im Vergleich dazu in der Retina-bildenden
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Schicht transkribiert. (G) und (H) Expression von Wht4 im inneren Ohr bei E14.5 und E18.5. Die Expression
von Wnt4 ist zu der von CPZ teilweise komplementér (der gestrichelte Bereich in (G) zeigt das Cochlea-
Mesenchym an, welches kein Wht4 exprimiert). (I) Expression von CPZ im Perikard und im Perichondrium der
Rippen bei E14.5. (J) sSFRP-2 ist bei E14.5 ebenfalls im Perikard exprimiert. (K)-(N). Expression von CPZ im
Plexus Choroideus. CPZ-Transkripte sind in den Plexi Choroidei der Seitenventrikel detektierbar, sobald diese
gebildet werden (E12.5). Die Expression in diesen Strukturen wird wéahrend der nachfolgenden
Embryonal entwicklung beibehalten und ist auch postnatal noch zu sehen (L)(M). CPZ-Transkripte sind auch in
den Plexi Choroidei der anderen Ventrikel zu detektieren, wie z.B. in dem des 4.Ventrikels (N). (O) Expression
von CPZ im Schneidezahn bei E18.5. Die Expression von CPZ ist auf die Schicht der Odontoblasten beschrankt.
(P) Im Vergleich dazu zeigt Wnt4 hauptséchlich Expression in der auf3eren Zahnschmelzschicht. Abkirzungen:
cm — Cochlea-Mesenchym, co — cortisches Organ, ob — Odontoblasten, pc — perikard, ps — Pigmentschicht, r —
Rippe, ra— rechtes Atrium, rs— Retinaschicht, rv — rechter Ventrikel, pce — Plexus Choroideus, STR — Striatum,
sz — Schneidezahn, ze — &ulieres Zahnschmel zepithel .

Ab E12.5 ist CPZ im Mesenchym des Ohrvesikels bzw. im Cochlea-Mesenchym exprimiert (Abb. 14
A). Anfanglich sind die Transkripte auf das gesamte Mesenchym verteilt. Ab E13.5 beginnen sich
diese dann aber auf den @uf3eren Teil zu beschrénken (siehe Abb. 14 B und C). Bei E18.5 ist CPZ-
Expression im Cortischen Organ zu sehen (D). Interessanterweise zeigt ein Vergleich, dass Wnt4, das
Whnt-Signalmolekil, mit dem CPZ interagieren kann und dessen Induktionspotential es verstarkt hat
(s.0.), ebenfalls im sich bildenden inneren Ohr exprimiert ist, alerdings in z.T. komplementaren
Bereichen der Cochlea. Bei E14.5 ist Wht4 in einem Teil des Cochlea-Mesenchyms exprimiert, der
dem Inneren der Cochlea-Windung zugewandt ist (Abb. 14 G). Bei E.18.5 sind Wnt4-Transkripte im
direkt am Cortischen Organ angrenzenden Bereich der Cochlea detektierbar (Abb. 14 H).

Ab E 12.5 sind CPZ-Transkripte im Perikard des Herzen zu sehen (nicht dargestellt). Diese Expression
nimmt bis E14.5 zu (Abb. 14 1), ist bei E18.5 allerdings nicht mehr detektierbar. sSFRP-2 ist ein
sezernierter Inhibitor von Wnt-Signalmolekilen, u.a. auch von Wnt4 (siehe Einleitung). Die
Expression von CPZ im Perikard ist zu der von sFRP-2 dhnlich, im Auge zeigen diese beiden Gene
aber ein komplementédres Expressionmuster: sFRP-2 ist in der Retina-bildenden Schicht des Auges
detektierbar, CPZ zeigt Expression in der umgebenden Pigmentschicht (vergleiche Abb. 14 E mit F,
bzw. Abb. 14 | mit J).

CPZ ist des Weiteren in den Plexi Choroidei aller Gehirnventrikel exprimiert, beginnend mit ihrer
Entwicklung bei E12.5 bisin das postnatale Entwicklungsstadium hinein (Abb. 14 K-N).

Ein weiterer Bereich komplementérer Expression von CPZ und Wnt4 ist bei E18.5 in den
Schneidezéhnen zu finden: CPZ ist in der Schicht der Odontoblasten transkribiert, wohingegen Wnt4
hauptsachlich im auBeren Zahnschmel zepithel zu finden ist (vergleiche Abb. 14 O und P).

Welitere Expressionsareale von CPZ wahrend der Mausembryogenese, auf die hier nicht eéingegangen
wird, sind das Perichondrium der Rippen (Abb. 14 |), die Meningen, das Peritoneum der inneren
Organe sowie Weichgewebe in Ober- wie Unterkiefer.

Die Expression von CPZ im adulten Tier wurde mit Hilfe von Northern-Blot-Analyse duchgefiihrt.
Eingesetzt wurde hierbei der Mouse MTN Blot (Clontech, USA) entsprechend der Herstellerangaben.
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Abbildung 15: Northern Blot-Analyse von CPZ mit RNA aus verschiedenen Geweben der adulten Maus. Oben:
CPZ-mRNA wird in Herz, Lunge, Leber, Darm, Prostata, Schilddriise, Speicheldrise und Gebarmutter detekiert.
Die fett gedruckten Gewebe zeigen Expression von CPZ. Unten: GAPDH (Glycerinadehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase) als Ladungskontrolle.

CPZ ist in der Schilddriise, der Gebarmutter und im Herz stark, in Darm, Prostata, Leber Lunge und
Speicheldriise schwach exprimiert (Abb. 15). Interessanterweise wird nur ein Transkript von CPZ
detekiert (ca. 2.5 kb). Dies steht zwar im Einklang mit publizierten Ergebnissen bei der Ratte (Xin et
al., 1998b), ist allerdings kontrdr zu Daten mit der humanen CPZ, fir die mehrere Transkriptgréfden
beschrieben worden sind (Song & Fricker, 1997) (siehe Diskussion).
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34.2 Herstelung einesmutierten Allelesfir das CPZ-Gen in der Maus

3.4.2.1 Charakterisierung des genomischen Lokusdes CPZ-Gensin der Maus

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer CPZ-defizienten Mauslinie. Hierzu sollte ein so
genannter Targetingvektor durch homologe Rekombination in den Genlokus von CPZ eingefligt
werden (Capecchi, 1989) und durch geeignete Modifikation der endogenen Sequenz die Synthese
eines funktionalen CPZ-Proteins verhindern. Zur Herstellung des Targetingvektors war es daher nétig,
den bis dahin unbeschriebenen Genlokus von CPZ in der Maus zu isolieren und zu charakterisieren
(zu Beginn dieser Experimente war die Sequenz des Mausgenoms weder dffentlich zuganglich noch
kommerziell verfiigbar). In einem ersten Schritt wurde hierzu eine genomische Phagenbibliothek mit
einer murinen CPZ-cDNA-Sonde hybridisiert (siehe Materialien und Methoden). Von den so isolierten
Phagenklonen enthielt nur einer tatséchlich den Genlokus von CPZ. Dieser Phagenklon wurde mit den
Restriktionsenzymen BamHI, EcoRI und Hindlll verdaut und die entstandenen Restriktionsfragmente
subkloniert. Diese so genannten Shotgunklone wurden durch Sequenzierung, Restriktionsanalyse und
Southern Blot-Analyse charakterisiert wodurch eine Restriktionskarte des Genlokus von CPZ erstellt
werden konnte (siehe Abb. 16, die nicht aus dem Cosmid gewonnenen Informationen wurden durch
Datenbankanalyse erhalten). Da EcoRI gar nicht und Hindlll nur in der 3'-terminalen Hélfte des
Lokus schneidet, wurde der im Cosmid vorhandene 5’ -Bereich durch Doppelverdau mit EcoRI und
Hindlll isoliert. Das CPZ-Gen ist in elf Exons aufgegliedert und Uberspannt einen Bereich von
wenigstens 23 kb auf dem Chromosom 5 der Maus. Das Signapeptid sowie die direkt C-termina
folgende Sequenz werden von den ersten beiden Exons kodiert, die CRD komplett vom 3. Exon. Die
Carboxypeptidase-Domane ist auf die tbrigen 8 Exons aufgeteilt. Das erste Exon war nicht in dem
isolierten Cosmid vorhanden. Abb. 16 zeigt eine schematische Darstellung des CPZ-Lokus, der grin
markierte Bereich war nicht Inhalt des Cosmidinserts. Die unter dem Lokus angegebenen Fragmente
kennzeichnen die Shotgunklone, die zur Erstellung der Restriktionskarte herangezogen wurden. Die
Organisation des CPZ-Lokus wurde durch Vergleich mit genomischen Sequenzen der Maus bestétigt
(Celera, USA) und im Falle der fehlenden 5'-Region erganzt.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des murinen CPZ-Genlokus. Oben: der gesamte Lokus mit seinen
wichtigen Restriktionsschnittstellen resultierend aus Analyse der Shotgunklone sowie in silico-Analyse. Der
grin markierte Bereich des 5'-Endes war nicht im isolierten Cosmid vorhanden (der griine Pfeil hebt das Ende
dieser Sequenz hervor). Unten sind die Shotgunklone gezeigt, die fur die Herstellung der Restriktionskarte
verwendet worden sind. Die CRD ist gelb gekennzeichnet, die Carboxypeptidase-Doméne tberspannt 8 Exons
und ist rot dargestellt. Die Langenverhaltnisse zwischen den Intron- und den Exonabschnitten entprechen nicht
ganz den tatsichlichen Sequenzlangenverhaltnissen, die Exons sind der Ubersicht wegen vergroRert dargestellt.
Abkurzungen: B —BamHI-Schnittstelle, H — Hindl11-Schnittstelle.

3.4.2.2 Herstellung des Tar getingvektors

Der Shotgunklon Eco/Hind-HMW-69 wurde als Ausgangskonstrukt fir die Herstellung des
Targetingvektors ausgewahlt und entsprechend modifiziert. Das dritte Exon wurde fur die Insertion
einer Selektionskassette ausgewahlt (die Insertionskassette wurde freundlicherweise von A. Kispert
und M. Leitges zur Verfigung gestellt). Nach Insertion der Kassette in das Exon sollte bel der
Transkription eine um die eingeflgte Sequenz verlangerte mMRNA entstehen. Die Kassette bestand
konsekutiv aus eéinem IRES-Element (internal ribosomal entry site-interne ribosomale Eintrittstelle),
dem bakteriellen b-Galaktosidasegen, einem PolyA-Signal sowie einer von LoxP-Erkennungsstellen
flankierten Neomycin-Resistenz (Abb. 17). Das IRES-Element soll bei der Tranglation der mutierten
MRNA zum Trangationsabbruch sowie einer Trangdationsinitiierung 3' von dieser Sequenz fihren
(Jackson et al., 1990). Dies hat bei einer erfolgreichen Integration in das 3. Exon zur Folge, dass vom
CPZ-Gen nur die ersten beiden Exons trandlatiert werden, also das Signapeptid und die unmittelbar
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anschlieffende Sequenz, die CRD fehlt dann groftenteils, die Peptidase-Doméane komplett (die

Integration erfolgte so, dass nur die ersten 22 Aminosduren der CRD trand atiert werden).

Herstellung des Targeting-Vektors

Eco/Hind-HMW-69

A
10 kb 7 "l h I iE N

l Deletion des 5'-Endes

A
h. m THE
B

l Insertion des Notl-Linkers

N g
Yll M Al R
B
IRES LacZ Neo
ID'_"-<'I l Insertion der LacZ/Neo-Kassette
N N
IRES LacZ Neo
[ Il BB B cpziacz-16
N AB
N B

Abbildung 17: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte zur Herstellung des Targetingvektors fir CPZ
(fur Details siehe bitte Text). Das 3. Exon des CPZ-Lokus ist gelb dargestellt, die Carboxypeptidase-Doméne rot.
Der griine 5’ -Sequenzabschnitt ist ein Teil der Cosmid-Sequenz, der durch die Shotgun-Klonierung in den Klon
Eco/Hind-HMW-69 eingefligt worden ist. Er umfalét ca. 300 bp. Abkirzungen: B — BamHI-Schnittstelle, N —
Notl-Schnittstelle, Nhe —Nhel-Schnittstelle.

Die Insertion des bakteriellen Gal aktosidase-Gens unter Einfluss des endogenen CPZ-Promotors sollte
eine Detektion der Promotoraktivitét erlauben, das PolyA-Signal sollte zu einem Transkriptionsabbrch

flhren. Die Neomycin-Resistenz war vom CPZ-Promotor unabhangig und wurde konstitutiv aktiviert.
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In einem ersten Schritt wurden aus Konstrukt Eco/Hind-HMW-69 die 5’ -terminalen 1.6 kb des Inserts
Uber einen Verdau mit EcoRl und Nhel und anschlieflende Religation deletiert. Dieses deletierte
Fragment des CPZ-Lokus diente spéter als externe Sonde zum Test auf den so eingefiigten
Restriktions-Fragment-L angenpolymorphismus (RFLP) (Abb. 17). In die Agel-Schnittstelle des 3.
Exons wurde dann ein doppelstrangiges Oligonukleotid insertiert, welches in die Schnittstelle
nacheinander eine Notl- und eine BamHI-Schnittstelle einfligte. Beide Enzyme schneiden nicht in der
Selektionskassette, Notl wurde zur Insertion der Kassette verwendet, die BamHI-Schnittstelle flgte
den RFLP ein: Durch die Insertion der Kassette (ohne BamHI-Schnittstelle) wurde das das 3. Exon
beinhaltende genomische 3kb-BamHI-Fragment um die Grolze der eingefligten Kassette verlangert
(5kb, s.u.). Anschlieflend wurde die Selektionskassette tber Notl in den Targetingvektor insertiert und
durch Restriktionsverdau und Sequenzierung auf die vollstandige Insertion sowie die richtige
Orientierung hin Uberprift. Der so hergestellte CPZ-Targetingvektor hatte eéinen Homologiebereich
von 9 kb und einen so genannten kurzen Arm von ca. 1.1 kb. Diese Grof3enverhdtnisse gewahrleisten
in der Regel eine hohe Frequenz homologer Rekombinationsereignisse (Hasty et al., 1991a; Hasty et
al., 1991b).

3.4.2.2 Etablierung der CPZ-defizienten Maudlinie

Zur Etablierung der CPZ-defizienten Mauslinie wurden pluripotente E14.1-Stammzellen mit
linearisierten Targetingvektor wie im Materialien und Methoden-Teil beschrieben transfiziert und
selektiert. Die selektierten Klone wurden in einer Southern Blot-Analyse mit Hilfe der Sonde A (siehe
Abb. 18) auf eine homologe Rekombination des Targetingvektors hin Uberpriift. Von 300 selektierten
und getesteten ES-Zellklonen zeigten 8 ein solches Rekombinationsereignis. Dies entspricht einer
Freguenz von ungefahr 1:40, d.h. eine homologe Rekombination auf 40 randomisierte Integrationen
des Tragetingvektors in das Mausgenom (Abb. 18 B, vier dieser Klone mit homologer Insertion sind
exemplarisch dargestellt). Von den isolierten 8 positiven ES-Zell-Klonen wurden 5 expandiert und
einer weiteren Analyse unterzogen. Zuerst wurde mit Hilfe der Sonde A (extern) das Ergebnis der
ersten Southernblot-Analyse bestétigt (Abb. 18 C links). Die Southern Blot-Analyse mit der Vektor-
internen Sonde B bestimmt die Integrationshaufigkeit; bei einer zusédtzlichen Integration ins Genom
sollte sie mehr alsdie detektierte Bande zeigen (Abb. 18 C links). Die Restriktionsanalyse mit beiden
Sonden wurde auch noch nach einem Restriktionsverdau mit EcoRI durchgefuhrt. Beide Southern
Blot-Analysen zeigten die erwarteten Banden (vergleiche Abb. 18 A mit C, rechts). Der
Targetingvektor ist in den charakterisierten Klonen nur einmal ins Genom eingefiigt worden und zwar

an homol oger Position.
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Abbildung 18: Herstellung von ES-Klonen mit homologer Insertion des CPZ-Targentingvektors. (A)
Restriktionskarte des murinen CPZ-Lokus unter Einbeziehung der relevanten Schnittstellen. Im Wildtyp-Allel
entsteht bei Verdau mit EcoRI ein 27 kb-Fragment (rot, WT), welches von beiden Sonden detektiert wird. Im
Falle der Insertion werden 2 EcoRI-Schnittstellen eingefiigt, die externe Sonde A erkennt so ein 9 kb-Fragment,
die interne Sonde B ein 18 kb-Fragment (MT). Bei einem Verdau mit BamHI enstehen im Wildtyp-Allel zwei
Fragmente (beide hellblau): ein 3 kb-Fragment, welches von der externen Sonde A erkannt wird, und ein 11 kb-
Fragment, das von der internen Sonde B detektiert wird (beide WT). Im Falle der homologen Rekombination
wird in das erstgenannte Fragment eine weitere BamHI-Schnittstelle sowie eine 5kb-lange Sequenz eingefiigt.
Das durch Sonde A detektierte Fragment ist so 8 kb grof3, die interne Sonde B detektiert immer noch das gleiche
11 kb — Fragment (beide WT). (B) Beispiel von vier ES-Zellklonen, die ein homologes Rekombinationsereignis
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zeigen (die negativen Klone sind nicht gekennzeichnet). Dargestellt ist die Southern-Blot-Analyse von
selektierten ES-Zellklonen nach BamHI-Verdau und Hybridisierung mit der externen Sonde A. (C) Funf ES-
Klone, die in der ersten Southern-Blot-Analyse positiv waren, wurden expandiert und einer vollsténdigen
Analyse wiein (A) gezeigt unterzogen (vier der Klone sind in (B) dargestellt). Alle finf ES-Zellklone zeigen die
erwarteten Fragmente in der Analyse, sie ale haben den Targetingvektor nur einmal in das Genom insertiert,
vollstandig und an homologer Position. Abkirzungen: B — BamHI-Schnittstelle, E — EcoRI-Schnitstelle, MT —
mutiertes Allel, WT — Wildtyp-Allel.

Zur Herstellung chimérer Méause wurden die mutierten ES-Zellklone No. 69 und No. 79 in NMRI-
Blastocysten injiziert. Die Manipulation der Embryonen wurden von M. Leitges und F. Kruse
durchgefihrt. Die entstandenen mannlichen Chimére wurde dann mit NMRI-Weibchen verpaart, um
eine Keimbahntransmission anhand der Fell- und Augenfarbe in der F1-Generation zu Uberprifen.
Drei eingesetzte chiméare BoOcke produzierten insgesamt 11 Tiere, die eine solche
Keimbahntransmission vorwiesen. Von diesen 11 Tieren der F1-Generation waren 4 heterozygot, d.h.
sie trugen ein mutiertes CPZ-Allel (drei Weibchen und ein Bock) (siehe Abb. 19 B). Die anderen 7
Tiere mit Keimbahntransmission entsprachem dem Wildtyp-Genotyp. Die heterozygoten Mause
wurden dann mit Wildtyp-NMRI-Tieren verpaart, um die Anzahl heterozygoter Mause zu erhthen
(Abb. 19 B, F2). Die Tiere der F2-Generation wurden zur Herstellung homozygoter CPZ"-Mé&use
miteinander verpaart. Die Vererbung des CPZ-Alleles erfolgt nach Mendelschen Regeln, von 91
Tieren der F3-Generation waren 26 homozygot fir das CPZ-Allel, 46 heterozygot und 19 entsprachen
dem Wildtyp (Abb. 19 B). Abb. 19 A zeigt ein Beispiel einer Genotypisierung von Nachkommen einer
Heterozygoten-Verpaarung (links Southernblot-Analyse, rechts PCR-Genotypisierung der gleichen
Maéause). Es sind sowohl homozygote Mause (#175 und #177), wie heterozygote (#178 und #182) als
auch Wildtyp-Méause zu sehen (#179, #180, #181). Eine Analyse von E10.5 Embryonen ergab, dass
weder mit RT-PCR noch im Northern Blot-Verfahren CPZ-Transkripte detektierbar waren, der
Transkriptionsabbruch durch die eingefiigte Kassette ist erfolgreich. Bel der RT-PCR wurde ein
Primerpaar gewahlt, welches die Insertionskassette Uiberspannt und im Falle des mutierten Alleles kein
Produkt ergibt; der Northernblot wurde mit den 5'terminalen 1.2 kb von CPZ as cDNA-Sonde
hybridisiert, im Falle eines Transkriptionsabbruchs nach dem PolyA-Signal der Insertionskassette ist
kein Transkript detektierbar (Abb. 19 C).

Die CPZ"-Mé&use sind lebensfahig und zeigen im Vergleich zu ihren heterozygoten bzw. Wildtyp-
Geschwistern keinen offensichtlichen Phanotyp (Abb. 19 D). Eine Skelettpréparation ergab, dass alle
Knochen vorhanden waren und die gleichen Grofenverhdltnisse vorwiesen. Abb. 19 E zeigt
beispielhaft das Préparat des rechten Vorderlaufes einer CPZ"-Maus im Vergleich mit dem
entsprechenden Praparat einer Wildtyp-Maus aus dem gleichen Wurf. Es ist kein Unterschied zu

erkennen.
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Abbildung 19: (A) Beispiel einer Genotypisierung von Nachkommen einer Heterozygoten-Verpaarung (links
Southern-Blot-Analyse, rechts PCR-Genotypisierung der gleichen Mause). Es sind sowohl homozygote Mé&use
(#175 und #177), wie heterozygote (#178 und #182) as auch Wildtyp-M&use zu sehen (#179, #180, #181). (B)
Tabellarische Darstellung der Genotypverteilung der ersten drei Generationen. Das CPZ-Allel vererbt sich
entsprechend den Mendelschen Regeln. (C) Analyse der CPZ-Transkripte mittels RT-PCR (links) und Northern
Blot (rechts). In den heterozygoten Tieren ist ca. die halbe Transkriptkonzentration mit beiden Analyseverfahren
zu sehen, in den CPZ"-Mausen fehlen sie vollstandig. (D) Die CPZ"-Mause sind lebensfahig und zeigen im
Vergleich zu ihren Geschwistern keinen duRerlich unterschiedlichen Phanotyp. Beispiel einer CPZ™- und ihrer
Wildtyp-Geschwistermaus. Es handelt sich bei den gezeigten Tieren um 19 Tage ate Weibchen (E)
Skelettpraparation der rechten Vorderlaufe einer Wildtypmaus (links) und einer CPZ"-Maus (rechts) aus einem
Wurf am Tag der Geburt. Esist kein Unterschied zwischen den beiden Préparaten zu erkennen.
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3.5 Expressionsanalysevon Lix1in der Embryogenese der Maus

Lix1 (Limb expression-1) ist ein neues Gen bisher unbekannter Funktion und ohne Ahnlichkeit zu
bekannten Proteinsequenzen. Es besitzt Homologe in den Organismen Maus, Mensch, Huhn,
Drosophila und im Zebrafisch Danio rerio (Swindell et al., 2001, und E.C. Swindell, personliche
Mitteilung). Im Hihnerembryo ist Lix1 transient in der Beinanlage, in den Rhombomeren 3 und 5,
sowie in den Vorlaufergeweben des Gesichtes (mit Ausnahme der mandibularen Komponente des
ersten Kiemenbogens) und der AIP (AlP-anterior intestinal portal) exprimiert. Die Einschrénkung der
Expression in der Gliedma3enentwicklung auf die Beinanlage, bzw nur Vorder- oder
Hinterextremitatenanlage teilt Lix1 mit einer kleinen Gruppe von Genen, die bei der Bestimmung der
Gliedmal3enidentitét eine Rolle spielen (siehe Einleitung). Um einen Einblick in die mogliche
Funktion von Lix1 zu bekommen, wurde das Expressionsmuster von Lix1 wahrend der Embryogenese
der Maus bestimmit.

Lix1-Expression im frihen M &useembryo von E8 — E11.5

Lix1-Transkripte sind erstmals im E8.0 Embryo im den Primitivstreifen umgebenden Neuroepithel zu
sehen (Abb. 20 A). Die Expression in dieser Region des Embryos ist bis E9.5 zu detektieren (Abb. 20
C, D), danach nimmt sie ab. Von E10.5 an ist sie nicht mehr zu sehen. Von E8.5 an ist Lixl im
Neuroektoderm der Kopffalte sichtbar (Abb. 20 B-G). Bel E9.5 manifestiert sich diese Expression in
den Vorlaufergeweben aller drel Hirnregionen: Prosencephalon, Mesencephalon und Metencephalon
(Abb. 20 C). Entgegen der Situation im Huhnchen ist Lixl in der Maus sowohl in den
Vordergliedmal3en as auch in den Beinanlagen exprimiert. Diese Expression beginnt dem
unterschiedlichen  Entwicklungszeitpunkt  beider Anlagen entsprechend zuerst in  der
Vordergliedmal3enanlage im lateralen Mesoderm bel E 8.5 (Abb. 20 B, D, E) und ist danach im
Mesenchym der sich bildenden Gliedmal3e gut sichtbar (Abb. 20 C). Ab E10 ist Lix1 dann auch in der
Hintergliedmal3enanlage erkennbar (Abb. 20 H, |). Die Expression ist in den Gliedmal3en bei E11.5

auf das distale und das kondensierende Mesenchym beschrénkt (Abb. 20 I, links und unten rechts).
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Abbildung 20: Expression von Lix1 in der frihen Entwicklung der Maus von E8 bis E11.5. (A) Expression in
der Region des Primitivstreifensin einem E8 Embryo, linksist die laterale Ansicht des Embryos zu sehen, rechts
eine frontale Sicht auf den gleichen Embryo. (B) Lix1-Expression in einem E8.5 Embryo. Transkripte werden im
Neuroektoderm der Kopffalte und des Primitivstreifens sowie im lateralen Mesoderm detektiert. (C) Expression
in eéinem E9.5 Embryo. (D, E) Transversale Schnitte eines E8.5 Embryos in der Schwanz- bzw. Rumpfregion.
(D) Lix1 ist im Neuroepithel, das den Primitivstreifen umgibt, sowie dem lateralen Mesoderm zu sehen. (E)
Wenn sich das laterale Mesoderm in das Somatopleura und das Splanchnopleura aufteilt, bleibt Lix1 in beiden
Bestandteilen exprimiert. (F, G) Horizontaler bzw. sagittaler Schnitt durch einen E8.5 Embryo. Lix1-Expression
ist im Neuroepithel der Kopffalte und der Schwanzregion sowie im lateralen Mesoderm zu sehen. (H) Im E10.5
Embryo ist Lix1 in beiden Gliedmalienanlagen sowie in Vorlaufern des Gesichts exprimiert (links laterale, rechts
frontale Sicht auf denselben Embryo). (1) Expression von Lix1 im E11.5 Embryo. Transkripte werden in den
medialen und lateralen nasalen Ausléufern sowie der maxillaren Komponente des ersten Kiemenbogens
detektiert (links und oben rechts). In den Gliedmal3enanlagen ist die Expression auf das distale wie
kondensierende Mesenchym beschrankt (links und unten rechts). Abkirzungen: fl — forelimb
(Vordergliedmalienanlage), h — Herz, hl — hindlimb (Hintergliedmal3enanlage), kf — Kopffalte, Im — laterales
Mesoderm, Inp — lateral nasal process (lateraler Ausléufer des Nasenvorl&ufergewebes) mc — Mesencephalon,
md — Mandibulare Komponente des ersten Kiemenbogens, mnp — medial nasal process (medialer Teil des
Nasenvorlaufergewebes), mx — Maxillarkomponente des ersten Kiemenbogens, op — optische Plakode, ne —
Neuroepithel, pc — Porsencephalon, ps — Primitivstreifen, rc — Rhombencephalon, sopl — Somatopleura, sppl —
Splanchnopleura
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Die Expression von Lix1 in den Vorlauferstrukturen des Gesichtfeldes der Maus entspricht denen des
Huhnerembryos: Beginnend bel E10.5 sind die Transkripte von Lix1 auf die Maxillar-Komponente des
ersten Kiemenbogens sowie die medialen und lateralen nasalen Audaufer beschrankt (Abb. 20 I, links

und oben rechts).

E12.5 E13.5 E15.5 P7 P56

B

Abbildung 21: Expression von Lix1 in der Entwicklung des cerebralen Cortex. (A) Aufeinander folgende
Stadien der Cortexentwicklung von E12.5 bis P56, fir Details siehe bitte Text. (Die Vergrolerungen bei P7
zeigen oben Zellen ohne Lix1-Expression und unten Lix1-exprimierende Zellen der Corticalschicht 5). (B)
Vergroerte Ansicht des caudalen Cortex und des Hippocampus eines E15.5 Gehirns. Lix1 wird in der
Corticalplatte und der Subventrikularschicht des Cortex und des Hippocampus' exprimiert. (C) Sagittaler Schnitt
durch ein P7 Gehirn. Lix1 ist in der Cortexschicht 5, dem Subiculum, dem Riechkolben und der pars compacta
der Substantia nigra (Schwarzer Kern) exprimiert. Abkirzungen: cp — Corticalplatte, CTX-L5 — Corticalschicht
5, HIP — Hippocampus, is — intermedidre Schicht, RK — Riechkolben, sc — Subcorticalschicht, ss —
Subventrikularschicht, SNc — Substantia nigra pars compacta, STR — Striatum, SUB — Subiculum, vs —
Ventrikularschicht, VTA — ventral tegmental area (ventrales Tegmentum).
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DaLix1 in der Maus im Gegensatz zum Huhn in den Vorlaufergeweben des zentralen Nervensystems
(ZNS) ein prominentes Expressionsmuster zeigte, wurden die daraus gebildeten Strukturen in der
spateren Embryonal entwicklung untersucht, besonders mit Hinblick auf Entwicklung des Cortex und
des Schwarzen Kerns (s.u.).

Nach einer Reduktion des Expressionsniveaus im ZNS zwischen E10 und E12.5 (siehe Abb 20 C, H,
1), kam es ab E12.5 wieder zu einem Anstieg. Bei E12.5 waren Lix1-Transkripte im gesamten
Neuroepithel des Telencephalon sichtbar (Abb. 21 A). Diese Expression ist bel E13.5 auf die
Corticalplatte beschrankt, wobei die corticale Expression einen rostrocaudalen Gradienten aufweist:
Die jungeren caudalen Gewebe (z.B. der Hippocampus) zeigten eine wesentlich stérkere Expression
als die entwicklungsbiologisch reiferen rostralen Gewebe (Abb. 21 B). Im sich entwickelnden
Hippocampus war Lix1 in der Subventrikularschicht, in der Intermedidrschicht und in der
Ventrikularschicht des Striatums zu sehen (Abb. 21 B). Im Cortex war die Lix1-Expression bei E15.5
auf die Corticalplatte und die Subventrikularschicht beschrankt, bei P7 (postnataler Tag 7) auf die
Cortexschicht 5 (Abb. 21. A, C). Die corticale Expression war im adulten Gehirn (P56) kaum noch
detektierbar.

Die Expression von Lix1 im sich entwickelnden Mesencephalon ist komplex. Bei E14.5 zeigte das
Neuroepithel des Tegmentums und des inferioren Culliculums Expression (Daten nicht présentiert). In
der zukiinftigen Substantia nigra ist erstmals bei E14.5 im Neuroepithel des Tegmentums und der
Grenze zwischen Diencephalon und Mesencephalon Lix1-Expression zu sehen. Von E15.5 anist diese
in der Subtantia nigra pars compacta (SNc) und im ventralen Tegmentum (VTA-ventral tegmental
area) sehr prominent (Abb. 22 A). Die Expression von Lix1 in der SNc ist der bekannter Markergene
dieses Areals wie z.B. Tyrosin-Hydroxylase (Gupta et a., 1990) und Nurrl (Zetterstrom et al., 1996)
sehr dhnlich (Abb. 22 A-A’"), wobei die Expressionsdoméne von Lix1 ein wenig kleiner zu sein
scheint. Lix1 bleibt in der SNc sowie der VTA auch in postnatalen Stadien (Abb. 22 C) bis hin zum

Abschluss der Hirnentwicklung sichtbar (Daten nicht prasentiert).

Im Rhombencephalon wurde Lix1 von E14.5 bis zum adulten Stadium in einer Zellpopulation bisher
unbekannter Natur rostrodorsal zum Cerebellum detektiert (Abb. 22 B, Sternchen). Zusétzlich findet
man Expression in den Ganglien des funften und siebten cranialen Nerves (Abb. 22 C), den
motorischen Nuklei des funften wie siebten cranialen Ganglions (Abb. 22 B) sowie in Nuklei der sich
differenzierenden cranidlen Nerven an der Grenze zwischen Medulla Oblongata und Rickenmark
(Daten nicht présentiert). Bei E14.5 zeigen das mediale Neuroepithel am Boden des 4. Ventrikels und

das dem Vorlaufer des Cerebellums entsprechende Neuroepithel Lix1-Expression.
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Abbildung 22: Expression von Lix1 in der Substantia nigra, dem Rhombencephalon und dem peripheren
Nervensystem bei E15.5. (A) Vergleich der Lix1l-Expression in der Substantia nigra mit der Expression
bekannter Markergene fur dieses Gewebe: Tyrosin Hydroxylase (A*) und Nurrl (A**). (B) Expression bei E15.5
in den motorischen Nuklei des fiinften und siebten cranialen Ganglions und in einer unbekannten Zellpopulation
rostral zum sich entwickelnden Cerebellum (siehe Sternchen und Text). (C) Lix1-Transkripte sind in den
Ganglien des funften und neunten cranialen Nerves zu sehen. (D) Expression von Lix1 im Rickenmark. Bei
E15.5 zeigen einige Motoneuronen im ventralen Horn des Riickenmarks sowie einige Interneuronen des dorsalen
Horns Expression. Des Weiteren zeigen die dorsalen Wurzelganglien starke Expression. Diese beginnt bei E12.5
(siehe Text fur Details). Abkirzungen: CB — Cerebellum, DWG — dorsale Wurzelganglien, DH — dorsales Horn
des Riickenmarks, G5 — Ganglion des funften cranialen Nervs, G9 — Ganglion des neunten cranialen Nervs, M5
— Motornukleus des flinften cranialen Ganglions, M7 — Motornukleus des siebten cranialen Ganglions, Mne —
Motoneuronen, SNc — Substantia nigra pars compacta— VTA —ventral tegmental area.
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Aulerhalb des ZNS konnte Lix1l ab E12.5 in den dorsalen Wurzelganglien, in einer Gruppe von
Motoneuronen sowie Interneuronen des dorsalen Horns des Neuralrohrs (Abb 22 C), in der Linse des

Auges und im Vorléufergewebe des Geschlechtsapparates detektiert werden (nicht prasentiert).

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass sich die Expression von Lix1 in der Embryogenese
der Maus wesentlich von der des Huhns unterscheidet: In der Mausist Lix1 sowohl in der Vorder- wie
der HintergliedmaRRenanlage exprimiert. Die Expression im sich entwickelnden ZNS ist beim Huhn
auf die Rhombomere 3 und 5 beschrankt, bel der Entwicklung in der Maus hingegen zeigt Lix1 ein
komplexes Expressionsmuster. Die auffélligsten Expressionsdomédnen sind hierbei der sich
aushildende Cortex sowie die Substantia nigra, die auch im adulten Gehirn Lix1-Expression zeigt. Die

Expression in den Vorl&ufern des Gesichtes ist bei Maus und Huhn identisch.
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Kapitel 4

Diskussion

Die embryonale Entwicklung wird durch verschiedene organisierende Gewebe kontrolliert, die Uber
ihr Zusammenspiel fur positionelle Informationen sorgen und spezifische Zelldifferenzierung
induzieren. Dieser Prozess wird auch als Musterbildung beschrieben und wurde bis in die 70er Jahre
des letzten Jahrhunderts hinein mittels klassischer manipulativer Experimente analysiert. Mit Einzug
mol ekularbiologischer Methoden konnten diesen Prozessen Gene zugeordnet, sowie ihre Funktionen
und Wechselwirkungen bei der Embryogenese bestimmt werden. Eines der am besten studierten
Modelle fir Musterbildung ist die Gliedmal3enentwicklung im Vertebraten. Die Entwicklung entlang
der drei Gliedmal3enachsen wird durch Morphogene der Hedgehog-, Wnt-, BMP- und FGF-Familie
reguliert (zur Ubersicht siehe: Capdevila & |zpisua Belmonte, 2001). Molekiile dieser Proteinfamilien
sind an zahlreichen anderen entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt. Eine wichtige
Herausforderung stellen allerdings noch das genaue Zusammenspiel dieser Signalwege, deren extra-
wie intrazellulére Regulation sowie die Identifzierung neuer an diesen Prozessen beteiligter Gene und
ihre Einordnung in die beschriebenen Signalwege dar. In dieser Arbeit wurden die beiden Gene CPZ

und Lix1 mit Hinblick auf ihre Funktion in der Embryonal entwicklung untersucht.

Lix1 ist ein neues Gen unbekannter Funktion, welches in unserer Arbeitsgruppe isoliert worden ist und
das in der Embryogenese des Huhnes transiente Expression in verschiedenen Geweben zeigt. In dieser

Arbeit wurde die Expression des Homologs aus der Maus analysiert und mit der des Huhns verglichen.

Carboxypeptidase Z gehort zur Familie der CPE/H-Metallocarboxypeptidasen, denen im Gegensatz
zur CPA-Unterfamilie eine regulatorische Funktion durch die Prozessierung ihrer Substrate wie z.B.
bei der Sezernierung bioaktiver Neuropeptiden zugeschrieben wird. CPZ wurde erstmals 1997 von
Song et a. beschrieben (Song & Fricker, 1997). Gefunden wurde dieses Enzym bei einer
Datenbankrecherche auf der Suche nach Carboxypeptidasen, die fir die noch vorhandene CP-Aktivitét
in den sogenannten CPE™/CPE™-M&usen verantwortlich sind (diese Mause haben ein mutiertes CPE-
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Gen, welches zum Verlust der CPE-Aktivitat flhrt). CPZ enthdlt neben der Carboxypeptidase-
Doméne eine N-terminale, Cystein-reiche Doméne, die ca 30% Aminosdurehomologie mit der
Cystein-reichen Doméne der Frizzled-Proteine zeigt, sowie ein N-terminales Signalpeptid fir die
Trandation ins ER. Fur CPZ konnte in einem in vitro-Assay mit synthetischen Oligopeptiden eine
Aktivitét nachgewiesen werden, die ungefahr 10% der CPE-Aktivitét entspricht (Novikova & Fricker,
1999; Song & Fricker, 1997). Weiterhin wurde gezeigt, dass CPZ in der ECM lokalisiert ist (Novikova
et al., 2000). Abseits dieser Eigenschaften gibt es keine Informationen lber die biologische Aufgabe
von CPZ.

In dieser Arbeit wurde durch die detaillierte Beschreibung der Expressionsmuster der CPZ-Homologe

wahrend der Embryogenese der Maus und des Huhnes sowie durch in vitro-Studien und in vivo-

Experimente ein Einblick in die biologische Funktion von CPZ gewonnen.
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4.1 DieExpressionvon Lix1in der Embryogenese der Maus

In dieser Arbeit wurde die Expression von Lix1 wahrend der Embryogenese der Maus beschrieben.
Die Proteinsequenz des murinen Homologs von Lix1 ist zu 83% identisch mit der Lix1-
Proteinsequenz aus dem Huhn. Unter Einbeziehung konservierter Substitutionen ergibt sich eine
Ahnlichkeit von 89%. Genomische Anaysen in offentlichen wie kommerziellen Datenbanken
brachten in der Maus sowie im Menschen kein Homolog hervor, welches dem Lix1 aus dem Huhn
dhnlicher ist (Celera, Ensembl). Des Weiteren wurden in cDNA-Bibliotheken, durch RT-PCR (E. C.
Swindell, nicht publizierte Daten) sowie durch in silico-Analysen keine anderen Homologe im Huhn
gefunden. Es wird daher angenommen, dass es sich bei dem hier untersuchten Lix1 aus der Maus um
das Ortholog des Lix1 handelt, welches im Huhn beschrieben worden ist (Swindell et al., 2001).

Die Expression unterscheidet sich in der Maus von der des Huhnes erheblich in folgenden Punkten: In
der Maus zeigt Lix1l transiente Expression sowohl in der Vorder- as auch in der
Hintergliedmal3enanlage, im Huhnerembryo ist hingegen nur eine transiente Expression in der
Hintergliedmal3enanlage zu sehen. Das murine Homolog zeigt in der Entwicklung des zentralen wie
peripheren Nervensystems ein komplexes Expressionmuster in alen drei Hirnregionen, wéahrend im
Huhn die neuronale Expression auf die Rhombomere 3 und 5 beschréankt ist. Die Expression in den
Vorlaufern des Gesichtes ist in beiden Spezies vergleichbar. Die unterschiedliche Expression
homologer Gene in verschiedenen Spezies stellt keinen Einzelfall dar, sondern wurde auch fiir andere
Gene beschrieben (siehe zum Beispiel: Sefton et al., 1998).

Die Expression von Lix1 in der Embryogenese der Maus weist mehrere interessante Eigenschaften
auf: 1. Lix1l zeigt transiente Expression in beiden Gliedmal3enanlagen in der Maus, jedoch nicht im
Huhn (s.0.). Dies unterscheidet Lix1 von bekannten Genen, die mit der Gliedmal3enidentitdt in
Zusammenhang gebracht worden sind, wie z.B. Thx4 und Tbx5, die in beiden Organsimen ein
ahnliches Expressionsmuster besitzen (siehe Einleitung). 2. Die prominente Expression im Cortex
(Corticalschicht 5), in der Substantia nigra pars compacta und in den M otoneuronen des Rickenmarks.
Die Erforschung der Entwickung komplexer biologischer Strukturen wie z.B. des Nervensystems wird
durch den Einsatz von Markergenen, die spezifisch fur bestimmte Substrukturen sind, erleichtert. Mit
diesen kann man den Werdegang dieser Strukturen entwicklungsbiologisch sichtbar machen und in
zeitliche wie rdumliche Relation zu anderen Geweben bringen. Die Entwicklung und Differenzierung
des Ruckenmarks bzw. seiner Neuronen wird z.B. mit Hilfe zahlreicher Markergene analysiert, die
jenes in Subpopulationen spezifischer Expression unterteilen (z.B. 11 und Isl2 (Sockanathan &
Jessdll, 1998)). Inshesondere in der Cortexschicht 5 sowie in der Substantia nigra, wo Lix1 wéahrend

der kompletten Entwicklung exprimiert ist, kann es as ein solches Markergen fungieren, um die
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Entwicklung dieser beiden Strukturen zu verfolgen, fir die es bisher nur wenige spezifische
Markergene gibt. Die Parkinson’'sche Krankheit, eine der am héaufigsten auftretenden
neurodegenrativen Krankheiten, resultiert aus der Degenerierung dopaminerger Neuronen in der
Substantia nigra pars compacta. Dies fuhrt zu einer reduzierten dopaminergen Signalisierung in das
Striatum, was final in den hypokinetischen Symptomen der Krankheit resultiert (DeLong, 2000).
Maoglicherweise kann Lix1 sich in diesem Zusammenhang als niitzlicher Kanditat erweisen, um die
Degenerierung dieser Zellen zu verfolgen, besonders weil es dort auch noch im adulten Stadium
exprimiert ist.

Aufgrund dieser Expressionseigenschaften dréngt sich die Frage nach der biologischen Funktion von
Lix1 auf. Da Lix1 Uber eine so genannte coiled coil-Doméne verfligt, eine Proteindoméne, die in
Protein-Protein-Interaktionen impliziert ist, ist die Isolierung von Interaktionspartnern tber z.B. einen
yeast-two-hybrid-Screen ein geeigneter Ansatz. Durch die Bestimmung solcher |nteraktionspartner

kann Lix1 dann mdglicherweise einem biologischen Prozess zugeordnet werden.

4.2 DieCPZ-Homologe

Der Vergleich der vier bekannten CPZ-Homologe ergab, dass sich die beiden Homologe aus der Ratte
und der Maus am ahnlichsten sind. Die CPZ aus dem Huhn zeigt im Vergleich zu den anderen drel
Homologen die hochste Divergenz. Alle vier verfligen Uber die fur die Koordination des Zinkions, fir
die Substrathindung und firr die Katalyse wichtigen Aminosdurereste der Peptidase-Domane sowie
Uber die 10 konservierten Cystein-Reste der CRD. Uber ale Spezies zeigt die Carboxypeptidase-
Doméne die hichste Konservierung, gefolgt von der CRD. Die variabelsten Proteinabschnitte
befinden sich unmittelbar N-terminal zur CRD sowie C-terminal zur Peptidase-Doméne (Song &
Fricker, 1997; Xin et a., 1998a, sowie die hier prasentierten Daten).

Eine Analyse der zur Verfigung stehenden Genome der drei untersuchten Sdugetiere zeigt, dass esin
jeder Spezies nur ein Homolog von CPZ gibt. Das des Menschen ist auf Chromosom 4pl6.1
lokalisiert, das der Nagetiere in den entsprechenden syntenischen Regionen auf Chromsom 14921 bei
der Ratte bzw. Chromsom 5bl bei der Maus (Celera, LocusLink, Ensembl; es wurden sowohl die
Protein- als auch die Nukleotidsequenzen mit vorhergesagten Genen sowie den gesamten
genomischen Sequenzen verglichen). CPZ stellt in Bezug auf die strukturelle Kombination einer CRD
mit einer Carboxypeptidase-Doméne eine Einzigartigkeit in diesen Organismen dar. Obwohl das
Homolog von CPZ aus dem Huhn (cCPZ) zu den anderen CPZs die hichste Divergenz zeigt (64%
Identitdt der Proteinsequenz im Vergleich zum humanen CPZ, bel Einbeziehung &hnlicher

Aminosauren eine Homologie von 77%) und obwohl das Expressionmuster im Hihnerembryo von der
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des Mausembryos abweicht (s.u.), kann davon ausgegangen werden, dass es sich um das
entsprechende Ortholog von CPZ im Huhn handelt. Zum einen ist, soweit moglich, in den
genomischen Sequenzen der anderen Spezies nur ein Homolog von CPZ zu finden (s.0.). Zum anderen
haben cDNA-Array Untersuchungen in unserem Labor nur das beschriebene cCPZ hervorgebracht
(E.C. Swindell, nicht publizierte Daten). Des Weiteren wurde in EST-Datenbanken nur das
beschriebene Gen gefunden (z.B.: Boardman et al., 2002). Deshalb kann die Existenz eines anderen

CPZ-Paralogs im Huhn zwar nicht vollstandig ausgeschlossen werden, ist aber unwahrscheinlich.

Die Organisation des CPZ-Genlokus in den drei Sdugetieren ist dhnlich, alle drei Loki sind durch 11
Exons gekennzeichnet und umspannen ungefahr gleich grofl3e genomische Bereiche (23 kb in Ratte
und Maus, 27 kb im Menschen). Fur die beiden Homologe aus dem Menschen und der Ratte wurden
mehrere cDNA-Isoformen beschrieben (Song & Fricker, 1997; Xin et a., 1998a), fur die
vorgeschlagen wurde, dass es sich um alternative Spleil3varianten handele. Obwohl bei der Isolierung
der cDNA von CPZ aus der Maus nicht explizit nach alternativen cDNA-Verianten gesucht worden
war, wurden zwei Spleil3varianten gefunden: die im Ergebnisteil beschriebene Version, welche fir das
vollstéandige 654 Aminosduren lange Protein codiert, sowie eine um 33 bp kiirzere Version. Die 33 bp-
Deletion entspricht der Deletion des zweiten Exons (zwischen Signalpeptid und CRD), ergibt keine
Verschiebung des Leserasters und wurde nur in einer geringen Anzahl der Transkripte isoliert
(n=2/20). Andere Isoformen bzw. Insertionen in die beschriebene Sequenz wurden nicht gefunden.
Dies kann darin begriindet sein, dass die drei Homologe aus unterschiedlichen Geweben isoliert
worden sind (CPZ aus der Maus und dem Huhn wurden aus embryonalem Gewebe isoliert, CPZ aus
der Ratte aus Zelllinien, die humane CPZ aus Speicheldriisengewebe). Allerdings muss betont werden,
dass sowohl in der Ratte als auch in der Maus nur eine TranskriptgrofRe im Northern-Blot-Verfahren
mit RNA aus verschiedenen Geweben detektiert wurde. Die Existenz anderer Spleif3varianten mit
deutlichem Groflenunterschieden kann also ausgeschlossen werden. Die beobachtete Deletion des

zweiten Exonsin der Maus hat auf die gewéhlte Strategie fur die Mausmutante keine Auswirkung.

4.3 CPZ und der Wnt-Signaltransduktionsweg

4.3.1 Experimentelle Beweise fur eine Betelligung von CPZ am extrazellularen Wnt-
Signaltransduktionsweg

Schon bei der ersten Beschreibung von CPZ wurde aufgrund der N-terminalen CRD vorgeschlagen,

dass sie Teil des extrazelluléren Wnt-Signaltransduktionswegs sein konne (Song & Fricker, 1997). Ein

Beleg fur diese Moglichkeit wurde allerdings bisher nicht geliefert. Die vorliegenden Studien liefern

drei voneinander unabhangige experimentelle Bestétigungen fiir eine solche Funktion von CPZ:
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1. Die Uberexpressionsexperimente von cCPZ im Hihnerembryo fiihrten zu einer ektopischen
Expression von Pax3 im hypaxialen Dermamyotom. Fur verschiedene Wnt-Molekile, u.a. auch Wnt4,
wurde gezeigt, dass sie die Expression von Pax3 im prasomitischen Mesoderm induzieren kénnen
(Fan et al., 1997; Lee et d., 2000). In diesen Arbeiten wurde prasomitisches Mesoderm mit Wnt-
exprimierenden Zellen cokultiviert und die Expression von Pax3 mittels in situ-Hybridisierung bzw.
RT-PCR bestimmt. Es wird daher im Allgemeinen davon ausgegangen, dass Wnt-Molekiile aus dem
dorsalen Neurarohr sowie dem Uberliegenden Ektoderm die Transkription dermamyotomaler Gene
positiv beeinflussen (zur Ubersicht siehe: Borycki & Emerson, 2000). Die hier beschriebenen
Experimente stellen insofern eine Abweichung dar, as die Injektion des cCPZ-exprimierenden Virus
zwar in das prasomitische Gewebe erfolgte, die anschliefiende Analyse aber durchgefihrt wurde, als
sich das PSM in Sklerotom und Dermamyotom differenziert hatte. Bedingt durch die Eigenschaften
des RCAS-Virus, das eine effiziente Uberexpression erst nach 48 Std. gewéhrleistet (Logan & Tabin,
1998), war eine Detektion der Pax3-Expression zu einem friheren Entwicklungsstadium der
Embryonen nicht moglich. Der gewéhlte experimentelle Ansatz hatte alerdings den Vorteil, dass er
den Effekt einer Uberméligen cCPZ-Expression im lebenden Embryo unter Einbeziehung aller das

Dermamyotom beeinflussenden Gewebe nachstellt.

2. Ein weiterer Beweis fur eine Rolle von CPZ im Wnt-Signalweg ergibt sich aus der Beobachtung,
dass CPZ die Aktivierung des Wnt-Reportergenes Cdx1 in einem in vitro-System (Lickert et al., 2000)
potenziert. Da die Aufreinigung von |6slichen, biologisch aktiven Wnt-Molekilen nach wie vor eine
Herausforderung darstellt, die noch nicht zufriedenstellend bewaéltigt worden ist, sind die dblichen
Testverfahren fur einen Einfluss von neuen Proteinen in der Regel indirekt, wie z.B. die Duplikation
der Korperachse in Xenopus oder die cytosolische Stabilisierung von b-Catenin. Das ausgewdhlite in
vitro-System bietet den Vorteil, dass es sich auf die extrazellul&re Signaltransduktion beschrankt. Uber
welche der Wnt-Kaskaden das Signal vermittelt wird, ist nicht relevant. Ausserdem erlaubt es, einen
positiven Einfluss auf den Wnt-Signalweg zu detektieren; viele andere Test kdnnen nur eine
Inhibierung feststellen.

In den hier beschriebenen Experimenten wurden die drei Wnt-Molekile getestet, die zum einen ein
hohes Induktionspotential fir Cdx1 in dem von Lickert et a. beschriebenen Assay zeigten und die zum
anderen ein embryonales Expressionsmuster besitzen, welches mit den durch die Uberexpressionen
erzielten Resultaten in Einklang steht: Wnt1, Wnt3a und Wnt4 (s.u.). Extrazelluléares CPZ erhoht die
Induktion des Gens Cdx1 in ES-Zellen durch sezerniertes Wnt4 um ca. 50% (siehe Ergebnisse). Die
Induktion durch die anderen beiden Wnt-Molekiile wurde nicht potenziert. Fir die Experimente
standen die gleichen Zdlllinien zur Verfligung, die fiir die Studien von Lickert et al. verwendet worden
sind (Kispert et al., 1998). Dies erleichtert die Interpretation der Ergebnisse, eine Verdnderung der
Induktionseigenschaften im Vergleich zu den publizierten Daten durch unterschiedliche Zellen kann

ausgeschlossen werden.
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Die Présenz von CPZ in der ECM war fir diesen Effekt ausreichend, CPZ-sezernierende Zellen waren
fir die Potenzierung nicht notwendig. Dies beweist, dass die Potenzierung Resultat eines
extrazelluléren Ereignissesist und nicht auf einen intrinsischen Effekt der CPZ-exprimierenden Zellen
in diesem System zurlickgefihrt werden kann. In den stabil transfizierten Zellen ist CPZ in der ECM
lokalisiert. Dies deckt sich mit anderen Studien, in denen ebenfalls gezeigt wurde, dass CPZ in der
ECM zu finden ist, bzw. an Komponenten der ECM bindet (Novikova & Fricker, 1999; Novikova et
al.,, 2000). Interessanterweise konnte von HEK-293-Zellen sezerniertes CPZ nicht im
Zellkulturmedium nachgewiesen werden, wenn die Praparation der Medium-Proteine anhand eines
Protokolls durchgefiihrt wurde, welches fir CPZ aus der Ratte etabliert worden war (Novikova et al.,
2000). Ursachlich hierfir kann zum einen eine andere Beschaffenheit der ECM sein, so dass
unterschiedliche Retentionseigenschaften fir CPZ entstehen (die publizierten Préparationen wurden in
AtT-20-Zellen durchgefiihrt). Ein anderer Grund kann ein geringeres Expressionsniveau von CPZ in
den hier verwendeten HEK-293-Zellen sein, so dass der Medium-Anteil von CPZ unterhalb
detektierbarer Konzentrationen ist. Novikova et al. beobachteten, dass die im Medium detektierte
Form von CPZ ca. 4 kD kleiner sei ds die ECM-gebundene, und postulierten, dass die C-terminalen
29 Aminosduren der CPZ aus der Ratte fir die ECM-Bindung verantwortlich seien und CPZ durch
enzymatisches Abschneiden dieser Doméne an einer Furin-Erkennungsstelle ins Medium freigesetzt
wird (Novikova et al., 2000). Fur diese Hypothese gibt es keinen experimentellen Beweis. Sollte sie
allerdings richtig sein, so mifdte sie auch in dem hier angewandten System greifen: Die murine CPZ
besitzt die Furin-Erkennungsstelle an der gleichen Position in der Proteinsequenz, und die HEK-293-
Zellen verfligen Uber die entsprechende enzymatische Aktivitdt (Wu et al., 2003). Es sei daran
erinnert, dass ein direkter Vergleich zwischen den im Ergebnisteil gezeigten Préparaten des Mediums
und der ECM nicht méglich ist, da die Zusammensetzung der beiden Proteinpréparate grundsétzlich
verschieden ist. Einerseits wurde aus dem Medium prézipitiertes Protein aufgetragen; bei der ECM
handelt es sich jedoch um ein komplexes Gemisch verschiedenster Proteinkomponenten. Eine
sinnvolle Ladungskontrolle ist daher nicht mdglich. Die présentierten Experimente zeigen alerdings,
dass CPZ sezerniert wird und sich in der ECM der Zellen anreichert.

Sowohl bel der ektopischen Expression im Huhnerembryo a's auch bei dem Cdx1-Induktionstest war
die katalytische Aktivitét von CPZ notig. In beiden Experimenten wurde auch eine mutierte Version
von CPZ eingesetzt, die eine Glutamat zu Glutamin-Substitution im aktiven Zentrum der
Carboxypeptidase-Doméne trug (cCPZF**? bzw. CPZF*’Q). Dieser Glutamatrest ist fir die
proteolytische Katalyse notwenig. Mitglieder der CPE/N-Unterfamilie, denen diese Aminosaure fehit,
zeigten keine enzymatische Aktivitét (siehe Einleitung). Die beschriebene Glutamat zu Glutamin-
Substitution in CPE fuhrte zum vollstdndigen Verlust der katalytischen Aktivitét, die Substratbindung
alerdings wurde nicht beeintréchtigt (Qian et al., 1999). Die entsprechend mutierten CPZ-Homologe
waren nicht in der Lage, bel Uberexpression im Dermamyotom Pax3 zu induzieren, bzw. das

Induktionspotential von Wnt4 im beschriebenen Cokultivierungstest zu steigern. Dies zeigt, dass die
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beiden beobachteten Effekte von CPZ auf den extrazelluléren Wnt-Signalweg durch die proteolytische
Katalyse von CPZ vermittelt werden.

3. Der dritte in dieser Arbeit erbrachte Nachweis einer Beteiligung von CPZ an der Wnt-
Signaltransduktion ist die Interaktion von CPZ mit Wnt4 (ber die CRD von CPZ. Verschiedene
Konstrukte der murinen CPZ wurden mit Wnt4 in HEK-293-Zellen cotransfiziert. Nach Lysis der
Zellen wurde Wnit4 préazipitiert und die copréazipitierten Proteine mittels Westernblot nachgewiesen.
Von den verschiedenen eingesetzten CPZ-Konstrukten konnten die beiden Versionen coprézipitiert
werden, die fir das vollstandige Protein codierten (nativ und mutiert, s.0.), sowie eine
Deletionsmutante, der die Carboxypeptidase-Doméne fehite. Die beiden Konstrukte, in denen die
CRD nicht vorhanden war, konnten nicht in den Immunprézipitaten nachgewiesen werden.
Interessanterweise ist die Interaktion zwischen CPZ und Wnt4 dhnlich effizient wie die Interaktion
von Wnt4 mit dem extrazelluléren Inhibitor sFRP-2 (Lescher et a., 1998). Die Konzentration von
SFRP-2 und CPZ in den Zelllysaten bzw. Prazipitaten ist dnlich. AbschlieRend bleibt daran zu
erinnern, dass die Immunoprézipitation mit Lysaten cotransfizierter Zellen durchgefiihrt wurde. Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Interaktion von CPZ und Wnt4 Uber eine extrazellulére
Komponente vermittelt wird, die in den HEK-293-Zellen exprimiert ist. Da die rekombinante
Expression aktiver Wnt-Molekile noch nicht gelungen bzw. nicht beschrieben ist, sind direkte
Interaktionsstudien mit CPZ in eéinem reinen in vitro-System nicht méglich. Die Présenz eines solchen
bisher unbekannten Interaktionspartners, der die Bindung von CPZ an Wnt4 vermittelt, stellt
allerdings die Beobachtung generell nicht in Frage, dass CPZ mit Wnt4 interagieren kann, denn dieser

gemeinsame I nteraktionspartner sollte wie in den Zellen auch in den Organismen vorhanden sein.

4.3.2 Potentielle Funktionsweisen von CPZ

Whnt-Signalmolkile werden in spezifischen Geweben sezerniert, diffundieren im Extrazellularraum
und binden im Zielgewebe an ihren Rezeptorkomplex, von dem die Signalkaskade Uber die
kanonische b-Catenin-Signaltransduktion oder Uber alternative Signalwege vermittelt wird (zur
Ubersicht siehe: Huelsken & Birchmeier, 2001). Die Beobachtung, dass CPZ die Wnt-
Signaltransduktion positiv beeinflussen kann, dass dies im Extrazallularraum stattfindet und dass diese
Einflussnahme von der katalytischen Aktivitét von CPZ abhangig ist, ertffnet die Frage, auf welche
Weise CPZ dies bewerkstelligt. Es sind mehrere Mechanismen vorstellbar, die sich nicht gegenseitig
ausschliefen missen. 1. Die Beschaffenheit des extrazelluléren Raums bzw. seiner Proteine ist fur die
Transduktion von Wnt-Signalen von essentieller Bedeutung (siehe z.B.: Alexander et al., 2000; Baeg
et a., 2001). CPZ konnte Komponenten der ECM prozessieren bzw. durch das Abspalten C-terminaler
Aminosaurereste deren Prozessierung initiieren. Hierdurch konnte sich die Bindungskonstante der
Wnt-Molekile andern und so eine Anderung lokaler Konzentrationsgradienten hervorrufen. Ein

Beispiel fur einen solchen Mechanismus ist Qsulf-1, eine extrazellul&re Sulfatase, die durch ihre
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Aktivitdt zu einer Verstéarkung von Wnt-Signalen beitragt (Dhoot et al., 2001). 2. CPZ koénnte
extrazelluldre Wnt-Inhibitoren wie z.B. FRPs prozessieren, resultierend in einer Anderung ihrer
Affinitdt fur die Wnt-Molekile. Ein Beispidl fir einen solchen Mechanismus gibt es bei den BMP-
Signalmolekilen: BMPs binden an ihren Inhibitor Chordin. Dieser wird durch die Protease
BMP-1/Tolloid gespalten, woraufhin die BMP-Molekile freigesetzt werden und an ihre Rezeptoren
binden kénnen (zur Ubersicht siehe: Nakayama et al., 2000). 3. CPZ und die Wnt-Molekiile
interagieren direkt. Die Feststellung, dass CPZ in den Interaktionsstudien Wnt4 bindet und dass dies
Uber die CRD vermittelt wird, unterstiitzt diese Hypothese. Es ist denkbar, dass das Binden von Wnt4
an CPZ den ersten Schritt darstellt, der von der proteolytischen Prozessierung von Wnt4 gefolgt wird.
Song und Fricker haben gezeigt, dass CPZ C-terminales Arginin von synthetischen Peptiden
hydrolysiert (Song & Fricker, 1997). Interessanterweise ist Wnt4 das einzige der drei getesteten Wnt-
Molekile, fur das im in vitro-Induktionstest eine Potenzierung nachgewiesen wurde, und das einzige
der drei Molekule, welches ein C-terminales Arginin trégt (Gavin et al., 1990). Wie eine solche
Proteolyse den Wnt-Signalweg beeinflussen konnte, bleibt unklar. Denkbar ist, dass sich die
Bindungseigenschaften von Wnt4 gegeniiber den Rezeptoren, ECM-Komponenten oder gegeniiber
den Whnt-Inhibitoren andert und so eine bessere Verflgbarkeit der Wnt-Molekile am
Rezeptorkomplex entstent oder dass die C-terminale Proteolyse den initialen Schritt weiterer
Modifikationen darstellt. Eine zusitzliche Moglichkeit ware die generelle Anderung der Stabilitat der
Wnt-Molekile.

Ein weiteres Wnt-Molekil, das lber ein C-terminales Arginin verfigt, ist Wnt8c aus dem Huhn
(Hume & Dodd, 1993). Viele andere Wnits tragen ein C-terminales Lysin, ebenfalls eine basische
Aminosaure. Generell ist die Katalyse der Carboxypeptidasen der CPE/N-Unterfamilie nicht auf
Arginin beschrankt, sondern gilt auch flr die anderen basischen Aminosauren Lysin und Histidin,
wobei Histidin deutlich ineffektiver abgespalten wird (siehe Einleitung und Smyth et al., 1989).
Obwohl der Nachweis flr das Freisetzen von C-terminalem Lysin durch CPZ noch aussteht, wurde
mit synthetischen Peptidanal oga gezeigt, dass die Bindungsaffinitét fir C-terminales Lysin wesentlich
geringer ist als fur Arginin (Novikova & Fricker, 1999). Es bleibt also fraglich, ob CPZ eine solche
Katalyse mit Wnt-Molekilen as Substrate durchfiihren kann und welche Auswirkungen diese dann
hétte.

Es wurde ein Modell vorgeschlagen, in dem CPZ im Extrazellularraum mit den Frizzled-Rezeptoren
um die Wnt-Molekile konkurriert und durch das Binden an die Wnt-Molekile die Aktivierung der
Frizzled-Rezeptoren bzw. der intrazelluléren Signalkaskade verhindert (Reznik & Fricker, 2001; Song
& Fricker, 1997). Zwei experimentelle Beobachtungen dieser Arbeit sprechen gegen eine solche
Funktionsweise von CPZ: Zum einen verstarkt CPZ in den in vitro-Experimenten die Wirkung von
Wnt4 anstatt sie zu inhibieren, zum anderen war bei der Uberexpression im Hithnerembryo und bei
den Induktionsstudien die katalytische Aktivitdt von CPZ ndétig. Ein Wirkungsmechanismus, der

lediglich die Interaktion zwischen zwei Proteinen beinhaltet, also die einfache Bindung, wie sie z.B.
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far die Inhibitoren WIF und die FRPs angenommen wird, sollte aber nicht von einer Katalyse
abhangig sein.

Der abschlief3ende Nachweis einer direkten Interaktion von CPZ mit Wnt4 in einer reinen in vitro-
Studie mit aufgereinigten Proteinen sowie der Nachweis des Abtrennens des C-terminalen Arginins
von Wnt4 durch CPZ in einem solchen System stellen eine anspruchsvolle Aufgabe fir die Zukunft
dar. Bidang waren solche Untersuchungen nicht durchfiihrbar, da die Aufreinigung von léslichen,
biologisch aktiven Wnt-Molekilen nicht mdglich war. Neueste Studien aus der Gruppe von R. Nusse,
Stanford, geben allerdings Hoffnung, dass dies in Zukunft bewerkstelligt werden kann. In dieser
Studie ist es gelungen, aktives Wnt3a aufzureinigen (Willert et al., 2003). Interessanterweise wurde
auch gezeigt, dass Wnt3a fur seine biologische Aktivitdt einen kovalent gebundenen Palmitoylrest

benétigt, ein unerwartetes Beispiel fur die posttranslationelle M odifikation von Wnt-Mol ekl en.

4.4 Die ektopische Expression von CPZ und die Bildung des Schaftes der

Skapula und der Rippen im Hihnerembryo

Die Skapula ist in Vogeln wie folgt organisiert: Sie besteht aus einem Kopf, dem Acromium, einem
Schaft, der Uber dem proximalen Teil der Rippen liegt und as Ansatzpunkt fir die Humerusmuskeln
dient, und einer kndchernen Verjingung, die diese beiden Elemente miteinander verbindet (Baumel
und Witmer, 1993). Entwicklungsbiologisch entsteht sie aus verschiedenen Geweben: Wahrend das
Acromium und die verbindende Verjiingung somatopleuralen Ursprungs sind, wird der Schaft der
Skapula aus dermamyotomalen Gewebe der Somiten 17-24 gebildet (Huang et a., 2000q). Es wurde
vorgeschlagen, dass Signale aus dem lateralen Mesoderm dafur verantwortlich seien, dass das
hypaxiale Dermamyotom der entsprechenden Somiten die Pax3-Expression reduziert und so eine
myotomale Differenzierung dieses Gewebes verhindert. Anschlief3end wiirde die Indukion von Pax1,
einem eigentlich sklerotomalen Markergen, welches die Ausbildung von Knochen impliziert, die
Bildung des Skapulaschaftes ermdglichen. Der Schaft der Skapula wurde daher as verknocherter
Muskel anhang bezeichnet und nicht als echtes skelettales Element (Huang et al., 2000a).

In den hier gezeigten Uberexpressionsexperimenten im Huhnerembryo fiihrte die ektopische
dermamyotomale Expression von cCPZ zu einer ektopischen Expression von Pax3 im hypaxialen
Dermamyotom, gefolgt von einer Inhibierung von Paxl im Skapula-bildenden Gewebe und einem
anschlief3enden Fehlen skelettaler Elemente wie des Schaftes der Skapula und der rostralen Rippen.

Es wurde mehrfach demonstriert, dass Wnt-Molekile das dermamyotomale Gen Pax3 im
prasomitischen Mesoderm induzieren kénnen (Fan et al., 1997; Lee et a., 2000). In Anbetracht der in
vitro-Induktionsstudien konnte die ektopische Expression von CPZ zu einer Verstérkung von Wnt-

Signalen im Nahbereich des Dermamyotoms gefthrt haben, die sich dann in der ektopischen
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Expression von Pax3 manifestierte, gefolgt von einem Ausbleiben der Pax1-Induktion im Skapula-
bildenden Gewebe, was letztendlich zu einer Abwesenheit der betrachteten Elemente fuhrte. Ob die
geanderte Expression der beiden Pax-Gene urséchlich ist fur die Fehlbildung und ob jene in einer
konsekutiven Abfolge stehen, d.h. ob die ektopische Pax3-Expression die Pax1-Expression inhibiert
oder ob die Expressionsanderungen unabhangig voneinander durch die CPZ-Expression induziert
werden, bleibt zwar anhand der gezeigten Studien offen, ist flr die zu Grunde liegenden Studien aber
nicht von Bedeutung. Die beiden Gene dienten in den prasentierten Untersuchungen als
entwicklungsbiologische Marker, um den Verlauf der Skapula-Entwicklung verfolgen zu kénnen.

Die ektopische Expression von cCPZ im Dermamyoctom hatte in einem Teil der behandeten
Embryonen den Verlust der rostralen Rippen zur Folge. Der Ursprung der Rippen wird kontrovers
diskutiert. Es wird allgemein akzeptiert, dass sie aus den Somiten entstehen und dass sich der
proximale Teil der Rippen aus dem medialen Teil der Somiten formiert sowie der distale Teil aus den
lateralen Somiten gebildet wird (Olivera-Martinez et al., 2000). Die Beteiligung der beiden
Komponenten Dermamyotom und Sklerotom an der Ausbildung der Rippen ist jedoch umstritten.
Geht man davon aus, dass die Rippen komplett aus dem Sklerotom entstehen (Evans, 2003; Huang et
al., 2000b), kdnnte die ektopische Expression von cCPZ zu einer “ ektopischen” Aktivierung von Wnit-
Signalen fihren, die dann die Differenzierung des lateralen Teils des Sklerotoms so beeinflussen
konnte, dass die Ausbildung der Rippen beeintrachtigt wird. Da cCPZ im Sklerotom exprimiert ist,
kann die Prasenz von cCPZ per se keinen negativen Einfluss auf die Bildung der Rippen haben. Geht
man davon aus, dass ein Teil der Rippen aus dermamyotomalem Gewebe entsteht (Kato & Aoyama,
1998), so ist der Verlust der Rippen ahnlich der Argumentation bei der Skapula-Dysmorphogenese zu
deuten: Ektopische cCPZ bewirkt eine Potenzierung von Wnt-Signalen, fihrt dadurch zu einer
Induktion von Pax3 im hypaxiaden Teill des Dermamyotoms und letztendlich zu unvollstandiger
Aushildung skelettaler Strukturen.

45 Dienative Funktion von CPZ

45.1 CPZim Huhnerembryo

Bisher wurde die entwicklungsbiol ogische Funktion von CPZ im Kontext der Uberexpression und der
in vitro-Studien diskutiert. Es stellt sich jedoch die Frage, was die native Aufgabe von cCPZ wahrend
der Embryogenese ist. Entgegen den Bedingungen der Uberexpression ist cCPZ eigentlich im
epithelialen Somiten, im sich daraus bildenden Sklerotom, im axialen Mesenchym der Kopfregion
sowiein der AER exprimiert.

Es lassen sich zwel verschiedene Szenarien vorstellen, die nicht exklusiv voneinander stattfinden

missen: CPZ ist ein sezerniertes Protein, dass nicht ausschlief3lich am Expressionsort vorzufinden ist,
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sondern auch im Extrazellularraum diffundiert (Novikova et al., 2000). cCPZ ist im gesamten
epithelialen Somiten exprimiert, aus dessen dorsalem Teil das Dermamyotom gebildet wird. Es ist
daher moglich, dass, obwohl die Transkription bereits gestoppt wurde, sich noch cCPZ-Protein in der
dermamyotomalen ECM befindet. Es ist also vorstellbar, dass cCPZ sowohl im exprimierenden
Gewebe, sprich dem Sklerotom und der AER, as auch in benachbartem Gewebe wie dem
Dermamyotom den Wnt-Signalweg moduliert. Es kénnte mit Wnt-Molekilen interagieren, die im
Somiten gebildet werden wie z.B. Wht5a und Wht11 (Cauthen et a., 2001) oder mit solchen, die aus
umliegenden Geweben sezerniert werden, wie dem dorsalen Neuralrohr oder dem Uberliegenden
Ektoderm (z.B. Wnt4, Wht6, und Wnt7a, (Cauthen et al., 2001; Parr et al., 1993; Tajbakhsh et a.,
1998) oder aus dem Dermamyotom (z.B. Wntll, (Marcelle et a., 1997; Tanda et a., 1995)). Wht4
wird erganzend zu den beiden bereits genannten Expressionsdomanen auch im ventralen Neuralrohr
gebildet und kénnte von dort sezerniert mit CPZ im Somiten bzw. Sklerotom interagieren. Die
madgliche Funktion von CPZ bel der Gliedmal3enentwicklung wird weiter unten diskutiert.

Obwohl den Wnt-Signalmolekilen, die aus dem Ektoderm, dem Neuralrohr und dem epaxiaen
Dermamyotom sezerniert werden, ein Einfluss auf die Induktion und die Differenzierung des
Dermamyotoms zugeschrieben wird (siehe Einleitung), ist eine Funktion der Wnt-Molekile bei der
Induktion und Reifung des Sklerotoms weitestgehend nicht bekannt bzw. beschrieben. In diesem
Zusammenhang sind zwel Beobachtungen interessant: 1. Wenn Hilhnerembryonen das Ektoderm auf
Hohe des unsegmentierten paraxialen Mesoderms entfernt wird, kommt es neben der Beeintrachtigung
der Dermamyotomentwicklung auch zu Fehlbildungen der Rippen, fir welche in den gleichen
Experimenten ein sklerotomaler Ursprung demonstriert wurde (Huang et al., 2000b). Es wurde in
diesem Zusammenhang argumentiert, dass die Interaktion zwischen Dermamyotom und Sklerotom
beeintrachtigt sein kann und dies die Ursache der Dysmorphogenese ist. Genauso denkbar ist aber
auch, dass die ordentliche Differenzierung des Sklerotoms von Signalmolkilen aus dem Ektoderm
abhangig ist und dass die Ablation des Ektoderms das Zusammenspiel dieser Signalmolekiile, die auch
Wnt-Molekile beinhalten kdnnten, stort. 2. Expressionsanalysen haben gezeigt, dass in epithelialen
Somiten mehrere Frizzled-Rezeptoren exprimiert sind (Cauthen et al., 2001). D.h. wenigstens in
diesem Entwicklungsstadium sind im ventralen, zukinftigen sklerotomalen Teil der Somiten potentiell
alle Komponenten eines Wnt-Signalweges vorhanden.

Wie die Ablationsexperimente gezeigt haben, ist die Expression von cCPZ in den Somiten unabhéngig
von axialen Signalen wie Shh. Dies und die Tatsache, dass der Expressionsbeginn von cCPZ vor dem
anderer sklerotomaler Markergene wie Pax1 und Pax9 liegt, spricht dafiir, dass cCPZ bei der Reifung
der Somiten im Hihnerembryo eine origindre Funktion hat, die sich von der der anderen Marker
unterscheidet (Ebensperger et al., 1995; Goulding et a., 1994). Abschlief3end sei festgehalten, dass zur
Zeit keine Methode bekannt ist, die die Inhibierung eines Gens im Hihnerembryo unter
anschliefRender Analyse des Skelettes ermoglicht. Bei Einsatz inhibierender Oligonukleotide ist es

momentan nicht maéglich, die Embryos bis zur Aushildung des Skeletts wachsen zu lassen. Dafiir CPZ
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keine dominant-negative Form bekannt ist, die man in einer Uberexpression einsetzen konnte, wurde

flr eine solche loss of function-Studie die genetische Manipulation in der Maus gewahit (s.u.).

452 CPZinder Maus

In der friihen Embryogenese der Maus ist CPZ in der sich bildenden Gliedmal3enanlage exprimiert,
beginnend mit dem ventralen Ektoderm bel E9.5, bei E10.5 im ventralen Ektoderm und der AER.
Danach beschréankt sich die Expression in der Gliedmal3e auf die AER, bis diese nicht mehr sichtbar
ist (E12.5). In den dlteren Stadien zeigt CPZ neben anderen Regionen noch prominente Expression im
sich entwickelnden inneren Ohr, den Plexi Choroidel und den Schneidezéhnen. Im adulten Gewebe
wurde mittels Northern Blot-Anayse u.a. Expression im Herzen, der Schilddriise und der Gebarmutter
gezeigt.

Die frilhe Expression von CPZ unterscheidet sich vom Huhn durch die Abwesenheit sklerotomaler
Transkripte. Lediglich ein Teil der urspriinglich sklerotomalen Zellen, das Perichondrium der Rippen,
Zeigt eine transiente Expression. Auch in der GliedmalRenanlage ist die Expression unterschiedlich: Im
Huhnerembryo wird cCPZ ausschliefdlich in der AER transkribiert, in der Maus dagegen ist neben der
AER-Expression eine transiente Expression von CPZ im ventralen Ektoderm zu erkennen. Man muss
alerdings berticksichtigen, dass zwischen der AER-Induktion im Huhn und der Maus ein Unterschied
besteht: Wahrend sich beim Huhn die AER an der Grenze zwischen dorsalem und ventralem
Ektoderm bildet, formiert sie sich bei der Maus aus Ektoderm, welches sich auf der ventralen Seite
der sich bildenden Gliedmalkenanlage befindet (zur Ubersicht siehe: Capdevila & Izpisua Belmonte,
2001; Martin, 1998). In beiden Organismen ist FGF-8 ein guter Marker fir die Induktion bzw.
Ausbildung der AER. In der Maus ist CPZ bel E10.5 im Gegensatz zu FGF-8 noch im ventralen
Ektoderm zu sehen, einem Zeitpunkt an dem sich die AER bereits deutlich sichtbar ausgebildet hat
und FGF-8 auf diese beschréankt ist (Crossley & Martin, 1995). CPZ dhnelt in seiner Expression in der
frihen Gliedmalienentwicklung eher Genen wie BMP-2 und BMP-4, die bei E10.5 neben der AER
ebenfalls Expression im ventralen Ektoderm zeigen (Lyons et a., 1990; Pizette et al., 2001). Wnt-
Signalmolekiile sind fir die Induktion und die Beibehaltung der AER von essentieller Bedeutung: Im
Huhnchen wird die Induktion von FGF-8 in der AER Uber Wnt3a vermittelt (Kawakami et al., 2001,
Kengaku et al., 1998), in der Maus induziert Wnt3 FGF-8 Uber den b-Catenin-Signalweg. Bel diesem
Prozess ist interessant, dass Wht3 im gesamten Gliedmal3enektoderm exprimiert wird, die Induktion
durch Wnt3 aber auf das ventrale Ektoderm beschrénkt ist (Barrow et a., 2003). Der genaue
Mechanismus dieser Restriktion ist noch offen. In diesen Studien wurde auferdem gezeigt, dass
ventral-ektodermale Gene wie BMP-2 (iber den b-Catenin-Signalweg induziert werden. Wnt4 ist
ebenfalls im gesamten Gliedmal3enektoderm exprimiert (Parr et a., 1993). Die genaue Funktion von
Whnt4 wahrend der GliedmalRenentwicklung ist alerdings nicht bekannt. Bei einer Deletion von Wnt3
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kann es dessen Funktion nicht Ubernehmen (Barrow et al., 2003). Die Wnt4-defizienten Mause
zeichnen sich durch einen letalen Nierendefekt aus, ein Gliedmal3en-Phanotyp ist nicht beschrieben
(Stark et al., 1994). Die CPZ"-Maus zeigt keine Veranderung in der GliedmaRenausbildung (s.u.).
Ausgehend von der beobachteten Beschrankung der CPZ-Aktivitét auf Wnt4 lie3e sich dies mit der
Beobachtung begriinden, dass bel kompletter Abwesenheit von Wnt4 ebenfals kein
GliedmalRenphéanotyp zu beobachten ist, so dass eine fehlende Aktivierung durch CPZ folglich keinen
Effekt hétte. Eine Ubernahme der Wnt4-Aufgabe in den Mutanten bei diesem Prozess durch Wnt3 ist
denkbar.

Von den oben beschriebenen CPZ-Expressionsdoménen falen insbesondere drel ins Auge: die
Expression im Plexus Choroideus, in den Schneidezdhnen und im sich bildenden Cortischen Organ. In
allen drei Doménen zeigt CPZ eine zu Wnt-Signalmolekilen komplementdre Expression. Im
Schneidezahn wie im Cortischen Organ befindet sich die CPZ-Expressiondoméane in direkter Néhe zu
einer Wht4-Expressionsdoméne. Der choroide Plexus des Telencephaons befindet sich in direkter
Nachbarschaft zu einer Region des Telencephalons, der als “ cortical hem” (“ corticaer Saum”)
bezeichnet wurde. In dieser Region werden einige Wnt-Molekile exprimiert, wie z.B. Wnt3a, Wht5a
und Whit2b. Es wurde postuliert, dass die Entwicklung des Plexus’ durch die Wnt-Molekile aus dem
cortical hem reguliert wird (Grove et a., 1998). Uber den Einfluss bzw. die Funktion von Wnt-
Signalmolekilen bei der Ausbildung des inneren Ohrs ist wenig bekannt, was beispielsweise im
besonderen Fall von Wnt4 darin begriindet sein kann, dass die postnatale Letalitéat der Mausmutante
solche Untersuchungen beeintrachtigt, da die Ausbildung des Gehdrs erst nach der Geburt
abgeschlossen wird (Stark et al., 1994). Neuere Untersuchungen zeigen, dass Wnt7a aber z.B. die
Orientierung der Sinneshaare im inneren Ohr beeinflusst (Dabdoub et al., 2003). Obwohl eine genaue
Funktion von Wnt4 wahrend der Aushildung der Zéhne nicht beschrieben ist, ist der Wnt-Signalweg
an der Entwicklung der Zahne generell beteiligt (zur Ubersicht siehe: Jernvall & Thesleff, 2000). CPZ
kénnte in den beschriebenen Geweben an der Regulation des extrazeluldren Wnt-Signalweges
beteiligt sein, mit einem wie oben diskutierten Mechanismus. Interessanterweise zeigt CPZ mit sFRP-
2, einem extrazellularen Inhibitor fir u.a. auch Wnt4, komplementére wie Uberlagernde Expression:
Im sich entwickelnden Auge sind CPZ und sFRP-2 in unterschiedliche Geweben exprimiert; im
Perikard zeigen sie Expression im gleichen Gewebe. Esist vorstellbar, dass diese beiden Molekile mit
ihrem gegenteiligen Effekten auf den Wnt-Signaweg diesen auf zelluléarer Ebene komplementar
steuern und lokale “ Signalkonzentrationen” einstellen.

Abschlielend sei auf eine Studie von Novikova et al. hingewiesen, die wahrend der experimentellen
Phase dieser Arbeit publiziert wurde (Novikova et al., 2001). In dieser zeigen die Autoren mittels
immun-histochemischer Analysen eine breite Expression von CPZ wahrend der Mausembryogenese.
Eingesetzt wurden hierbei zwei polyklonale anti-CPZ-Seren, die gegen Teilsequenzen der CPZ aus der
Ratte gerichtet waren. Die Autoren postulieren eine Expression von CPZ beginnend mit E5, welche

bis E15 in nahezu alen Geweben persistiert, danach einen Riickgang der Expression. Diese Datenlage
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ist kontrdr zu den hier prasentierten in situ-Expressionsanalysen. Es ist zwar denkbar, dass CPZ nach
der Sezernierung durch Diffusion weiter entfernte Gewebe erreicht, allerdings kann dies nicht die
immunologische Detektion bel Stadien friher als E9 erkldren, vor denen keine CPZ-Transkripte
nachgewiesen werden konnten. Novikova et a. zeigen bei der Beschreibung ihres Antikérpers keine
Kreuzreaktions-Studien, welche die Bindung an nahe verwandte Proteine ausschliefen wiirden. Es ist
weiterhin fraglich, ob die spezieslbergreifende Spezifitédt gewdhrleistet ist, da die Seren gegen
Proteinabschnitte der CPZ aus der Ratte gerichtet sind, die an mehreren Positionen von der Sequenz

aus der Maus abweichen (Novikovaet al., 2000, und die hier prasentierten Daten).

45.3 Etablierung der CPZ-defizienten Maudlinie

In einem Paralelansatz wurde eine Mauslinie etabliert, die Uber ein mutiertes, inaktives CPZ-Allel
verflgen sollte. Teile des genomischen CPZ-Lokus wurden subkloniert. Unter Verwendung einer
I nsertions-K assette wurde ein so genannter Targetingvektor konstruiert. Dieser Targetingvektor war so
konzipiert, dass in das 5'-Ende des 3. Exons (CRD-codierend) eine Kassette eingefligt wurde, die
sequentiell Uber ein IRES-Element, das bakterielle Galaktosidase-Gen und eine Neomycin-Resistenz
verflgte. Bei homologer Insertion in das Genom wird so eine CPZ-mRNA synthetisiert, die aus den
ersten beiden Exons des CPZ-Gens, dem IRES-Element und dem Galaktosidasegen besteht. Eine sich
daran anschlieffende PolyA-Sequenz sollte dann zum Transkriptionsabbruch fihren. Bei der
Trandation wird aus dieser mMRNA ein CPZ-Protein synthetisiert, welches aus den ersten beiden Exons
(Signalpeptid und Briicken-Doméane) und den ersten 20 Aminosduren der CRD-Domane besteht. Das
IRES-Element fuhrt zum Trandationsabbruch und dem Beginn eines neuen Translationsereignisses,
welches die Galaktosidase produziert. Nach Transfektion in ES-Zellen ergab die Anayse der
selektierten Klone, dass der Targetingvektor sich mit einer Frequenz von ca. 1/40 an homologer
Position ins Genom insertiert hatte. Die Analyse von 5 dieser selektierten ES-Zellklone zeigte, dass
der Vektor nur einfach integriert war. Zwei dieser Klone wurden zur Herstellung der mutierten
Mausdlinie in Blastocysten injiziert. Die resultierenden Chiméren wurden mit NMRI-Mausen verpaart.
Die Tiere mit Keimbahntransmission wurden dann zur Etablierung der CPZ”-Mauslinie verwendet.
Die hier beschriebene homozygote Mutation ist nicht embryonal lethal, es wurde ein Mendelsche
Segregation des mutierten Allels detektiert. In homozygoten Mause ist kein CPZ-Transkript
detektierbar, der Transkriptionsabbruch nach der LacZ-Insertion ist erfolgreich. Die homozygoten
CPZ"-M&use zeigen keinen offensichtlichen abormalen Phénotyp. Eine Skelettpraparation ergab, dass
alle skelettalen Elemente in normaler Proportion und GréRRe vorhanden waren.

Worin liegt die Ursache fiir das Ausbleiben eines abnormalen Phénotyps in der CPZ"-Maus? Ein
moglicher Grund liegt sicherlich in im Vergleich zum Huhnembryo eingeschrankten
Expressionsmuster. Es wére, was die Skelettbildung angeht, nur ein Effekt auf die Bildung der
Gliedmal3en zu erwarten gewesen (s.0.). Dass ein solcher nicht zubeobachten ist, kann zum einen darin

begriindet sein, dass Wnt4 an diesem Prozef3 nicht mal3geblich beteiligt ist und wenn doch, dass dann
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im Falle einer Abwesenheit von Wnt4 dessen Aufgabe von Wnt3 lbernommen werden kann (s.0.).
Eine Redundanz durch eine andere Carboxypeptidase erscheint unwahrscheinlich: Einerseits wurden
bisher keine paralogen CPZ-Homologe beschrieben und eine Analyse der zur Verfligung stehenden
Genome lasst die Existenz solcher as sehr unwahrscheinlich erscheinen, andererseits unterscheiden
sich die anderen Carboxypeptidasen von CPZ die katalytische Aktivitédt wie die Lokalisation
betreffend. Die ausbleibende Aktivierung eines Wnt-Signals durch CPZ kénnte aber durchaus durch
andere Wnt-Molekile kompensiert werden. Weiterhin muss berilicksichtigt werden, dass die zur
Analyse verwendeten CPZ’-Mause sich in einem 129/0la/NMRI-Hintergrund befanden. Viele
Mausmutationen mit einem entwicklungsbiologischen Phanotyp wurden im C57BL/6-Hintergrund
untersucht, der Phanotyps derselben Mutation kann mit dem genetischen Hintergrund der k.o.-Méause
unterschiedlich ausgeprégt sein (Pritchard et a., 1996; Threadgill et a., 1995). So variiert z.B. der
Phanotyp von Mausen mit einer Null-Mutation des EGF-Rezeptors je nach genetischem Hintergrund
zwischen einem embryonalen Tod im Préimplantationsstadium und einem Uberleben bis in die dritte
postnatale Woche, begleitet von abnormaler Ausbildung mehrerer innerer Organe (Threadgill et a.,
1995).

Die Anadyse der Expression von CPZ mit Hilfe des in den CPZ-Genlokus eingefigten LacZ-
Reportergens lasst Raum fur Spekulationen offen, da in heterozygoten Tieren eine dem erwarteten
Expressionsmuster entsprechende LacZ-Farbung nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte. Bel der
Etablierung von verschiedenen mutierten Mauslinien mit dhnlicher Insertionsstrategie und bei
Verwendung der in dieser Arbeit eingesetzten Insertionskassette kam es zu vergleichbaren Resultaten.
Es sellte sich heraus, dass eine Deletion der Neomycin-Resistenz, die von zwei LoxP-
Erkennungsstellen flankiert ist, in diesen Mauslinien mit Hilfe der so genannten CRE-Rekombinase
eine Aktivierung der Galaktosidase-Trandlation Uber das IRES-Element ermdglichte. Es wurde daher
angenommen, dass der konstitutive Promotor der Neomycin-Resistenz bzw. deren konstitutive
Expression das IRES-Element negativ beeinflusst (A. Kispert und M.Leitges, personliche
Kommunikation). Die Kreuzung der CPZ"-M&use mit so genannten Deleter-M&usen, einer Mauslinie,
die die CRE-Rekombinase konstitutiv in allen Geweben exprimiert, war zum Zeitpunkt des Verfassens
dieser Arbeit in die Wege geleitet worden, ebenso die Kreuzung des 129/ola-Hintergrunds auf einen
C57BL/6-Hintergrund.

Die in dieser Arbeit etablierte CPZ"-Mauslinie bietet eine Grundlage zur Untersuchung der in vivo-
Funktion von CPZ. Durch die prasentierten Ergebnisse ergeben sich verschiedene Ansdize: Wie
beeinflusst CPZ die Gehdrentwicklung insbesondere unter Beachtung der Wnt4-Expression? Welche
Funktion hat CPZ in der Schilddriise - in Zellen der Schilddriise ist der Wnt-Signalweg als aktiv
nachgewiesen worden, die Funktion allerdings bisher unbekannt (Helmbrecht et al., 2001)? Wie wirkt

sich das Fehlen von CPZ auf die Plexi Choroidei bzw. die Bildung der Hirnflussigkeit aus? In einer
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neueren Studie wurde gezeigt, dass es in einem chemisch induzierten Tumor des Nasen-Epithels der
Ratte u.a. zu einer Induktion von CPZ und einer Aktivierung des Wnt-Signalweges kommt (Genter et
al., 2002). In einem solchen Zusammenhang ware besonders bel Beriicksichtigung der in vitro-

Ergebnisse interessant zu sehen, wie sich das Fehlen von CPZ auf die Tumorgenese auswirkt.
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