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ZUSAMMENFASSUNGEN

1 Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung
Noto codiert fur einen Homeobox-Transkriptionsfaktor, der nur im Primitivknoten und
im neu gebildeten Notochord exprimiert wird (Abdelkhalek et al., 2004). Durch ein
knock-out Allel von Noto zeigte sich, dass Noto notwendig ist fur die Morphogenese
des Primitivknotens, die Ziliogenese im Knoten und die Entwicklung des kaudalen
Notochords (Beckers et al., 2007). Zur weiteren Aufklarung, wie Noto in diese
Prozesse involviert ist, erfolgte in dieser Arbeit die Untersuchung der Regulation von
Noto. Daruber hinaus wurden Zielgene von Noto identifiziert und untersucht.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Einzelkopie-Transgen-Analysen
(Bronson et al., 1996) NOCE, eine bislang unbeschriebene Enhancer-Region im
Noto-Lokus, lokalisiert und charakterisiert. NOCE aktiviert robuste
Reportergenexpression im Primitivknoten und Notochord. Diese Enhancer-Region ist
nur in Plazentatieren konserviert und wird durch die kombinatorische Funktion
mehrerer Faktoren reguliert, von denen einige in dieser Arbeit untersucht wurden.
NOCE spiegelt die endogene Expression von Noto wieder und ist notwendig und
hinreichend fur Reportergenexpression im Primitivknoten und Notochord.
Weiterhin gelang im Rahmen dieser Arbeit die ldentifizierung von Noto-Zielgenen im
Primitivknoten. Dadurch wird ein tieferer Einblick in die Funktion von Noto maglich.
Die Funktion einiger Zielgene ist bislang noch nicht bekannt. Die Charakterisierung
dieser Zielgene tragt dazu bei, neue Faktoren in der Ziliogenese und Morphogenese
im Knoten zu identifizieren. Einer der Effektoren von Noto ist Foxj1. Die
Untersuchungen zu Foxj1 in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Foxj1 notwendig
ist fur die Ziliogenese im Primitivknoten. Zur weiteren Differenzierung der
spezifischen Funktionen von Noto und Foxj1 wurde ein neues Allel von Noto
hergestellt, in welchem Foxj1 bei gleichzeitiger Ausschaltung von Noto im Noto-
Lokus exprimiert wird. Durch dieses Transgen wird die Expression von Zielgenen von
Foxj1 im Primitivknoten wieder hergestellt.
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1.2 Abstract

Noto encodes a homeobox transcription factor that is expressed in the node and
nascent notochord (Abdelkhalek et al., 2004). Loss of Noto disrupts ciliogenesis in
the embryonic node and node morphology (Beckers et al., 2007). To further
investigate the mechanisms that regulate ciliogenesis and node morphology, Noto
was analysed with respect to its regulation, as well as identification of downstream
effectors.

To identify relevant regulatory sequences we used single copy insertions of
promoter-reporter constructs into ES cells (Bronson et al., 1996) and analysed these
in chimeric embryos.

Those analyses led to the localisation of a novel enhancer region (NOCE, node and
notochord-specific enhancer) in the Noto locus that resembles the expression of
endogenous Noto. NOCE activates robust reportergene expression in the node and
notochord. This enhancer region is only conserved in higher mammals and is
regulated by the combinatorial action of several factors. Some of these are analysed
in this PhD thesis. NOCE resembles endogenous Noto expression and is necessary
and sufficient to activate reportergene expression in node and notochord.
Furthermore several target genes of Noto were identified. Some are not yet
characterised and should help to get better insights into ciliogenesis and
morphogenesis of the node. Foxj1 was identified to be an important downstream
effector of Nofto. In this thesis Foxj1 has been shown to be essential for ciliogenesis
in the node. By comparative analyses of Noto and Foxj1 mutants, as well as gene
replacement, the specific functions of Nofo and Foxj1 in the node are currently being
delineated.
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EINLEITUNG

3 Einleitung

Die meisten Tiere haben eine aullerlich bilateral symmetrische Erscheinung. Dies gilt
auch fur den Menschen und Saugetiere. Viele Merkmale, wie Augen, Gliedmalien
und Hande, werden symmetrisch angelegt. Dennoch sind die inneren Organe beim
Menschen und auch bei der Maus asymmetrisch verteilt. Die asymmetrische
Entwicklung ist in einigen Fallen wichtig fur die Funktion der Organe. Wie diese
asymmetrische Verteilung auf die immer wiederkehrende Art und Weise reguliert
wird, ist noch nicht vollstandig verstanden. Die Links-Rechts-Asymmetrie der inneren
Organe wird frGh wahrend der Embryonalentwicklung festgelegt. Moglich ist das nur
durch die strikte Regulation von Genen, die Entwicklungsprozesse seitenspezifisch
regulieren. Es ist bekannt, dass an der Festlegung der Links-Rechts-Achse
Zellfortsatze beteiligt sind, die als Zilien bezeichnet werden. Diese Zilien Uben auch
in anderen Organen wichtige, unterschiedliche Funktionen aus. Sie sind
beispielsweise auch in Lunge, Niere und Gehirn unverzichtbar. Daher ist die Analyse
der Ziliogenese im Zusammenhang mit der Etablierung der Links-Rechts-Asymmetrie
ein wichtiges Ziel der Entwicklungsbiologie.
3.1 Die Links-Rechts-Asymmetrie

Nach der anterior-posterioren Achse und der dorso-ventralen Achse ist die Links-
Rechts-Achse die letzte Korperachse, die festgelegt wird. Dieser Prozess ist
genetisch streng reguliert, so dass die visceralen Organe immer auf die selbe Art und
Weise im Korper verteilt sind (Lopez-Gracia and Ros, 2007).
Beim Menschen lokalisieren das Herz, der Magen und die Milz auf der linken Seite,
wahrend Leber und Galle rechts liegen. Auch die Lunge entwickelt sich nicht
symmetrisch, sie hat beim Menschen rechts drei Lungenlappen und links zwei. In der
Maus sind die inneren Organe ahnlich verteilt wie beim Menschen, sie besitzt aber
rechts vier Lungenlappen und links einen. Diese ,normale“ Verteilung der inneren
Organe bezeichnet man als Situs solitus.
In seltenen Fallen sind die inneren Organe genau spiegelverkehrt angeordnet. Beim
Menschen tritt diese Spiegelung etwa mit einer Frequenz von 1:8500 auf. Die
spiegelverkehrte Anordnung der inneren Organe wird als Situs inversus, bzw. Situs
inversus totalis, bezeichnet. Durch die vollstandige Spiegelung der inneren Organe
beim Situs inversus sind diese nicht in ihrer Funktion beeintrachtigt. Der Situs
inversus totalis hat daher keinen Einfluss auf Lebenspanne und Gesundheit des
Tragers.

13



EINLEITUNG

Sind Fehler in der Anlage der Links-Rechts-Achse aufgetreten, kann es zu vielen
unterschiedlichen Konfigurationen der visceralen Organe kommen. Dabei sind nur
der Situs solitus und der Situs inversus totalis ohne Beschwerden mit dem Leben
vereinbar. Alle anderen Verteilungen der inneren Organe werden unter dem Begriff
Situs ambiguus zusammengefasst. Ein Zustand in dem einige Organe dem Situs
solitus entsprechen, andere aber nicht wird Heterotaxie genannt. Der Isomerismus
bezeichnet Formen, bei denen Organe symmetrisch angeordnet sind, die ansonsten
eine einseitige oder bilateral asymmetrische Verteilung ausweisen. Es kann so zu
vielen unterschiedlichen Formen des Situs ambiguus kommen, da bei Verlust der
Links-Rechts-Achse jedes Organ zufallig seine Lateralitat festlegt, ohne Koordination
mit den anderen.
Die meisten Formen des Situs ambiguus sind nicht mit dem Leben vereinbar, da
auch das Herz asymmetrisch entwickelt wird. Wird die Links-Rechts-Achse nicht
richtig festgelegt, entwickelt sich kein leistungsfahiges Herz. Dies fuhrt zu einer
hohen perinatalen Sterblichkeit (Franco and Campione, 2003).
In der Maus beginnt die Festlegung der Links-Rechts-Achse etwa am Tag 8 der
Embryonalentwicklung (E8), also etwa 12 Tage vor der Geburt. Das erste
morphologische Zeichen der Asymmetrie ist in der Maus am Tag E8,5 erkennbar.
Die ursprunglich symmetrische Herzrohre beginnt sich einzudrehen und biegt sich
zur rechten Seite, um eine initiale Schlaufe zu bilden. Dieser Prozess ist in vielen
Tieren konserviert, unabhangig von Variationen in der Morphologie des Herzens.
Daher wurde angenommen, dass es sich um ein Zeichen gemeinsamen,
evolutionaren Ursprungs handelt (Hamada et al., 2002).
Gesteuert wird die Festlegung der Links-Rechts-Asymmetrie von Strukturen entlang
der Mittellinie des Embryos. Diese Strukturen sind der Primitivknoten und das
Notochord.

3.2 Der embryonale Primitivknoten und das Notochord
Zur Festlegung der Links-Rechts-Asymmetrie sind der Primitivknoten und das
Notochord von sehr gro3er Bedeutung. Beides sind transiente Strukturen, die nur
eine kurze Zeit wahrend der Embryonalentwicklung bestehen und ihre Funktion
ausuben. lhre Entwicklung beginnt mit der Ausbildung des Primitivstreifens.
Der Primitivstreifen entsteht am Tag 6,5 und kennzeichnet den Beginn der
Gastrulation. In der Maus beginnt der Primitivstreifen als Verdickung an einer Seite

am Rand des Eizylinders, diese Stelle ist das spatere posteriore Ende des Embryos.
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Wahrend der Gastrulation wird das Mesoderm, das dritte Keimblatt, gebildet.
Proliferierende Zellen wandern durch den Primitivstreifen lateral und anterior
zwischen Ektoderm und viscerales Endoderm, um das Mesoderm zu bilden.
Wahrenddessen ersetzten weitere Zellen das viscerale Endoderm und bilden das
definitive Endoderm.

Nach seiner Bildung am Rande des Eizylinders verlangert sich der Primitivstreifen
nach anterior, bis er etwa E7,5 das distale Ende des Embryos erreicht hat. Am
anterioren Ende des Primitivstreifens liegt der Organizer, ein wichtiges
Signalzentrum in der Embryonalentwicklung. Der Maus-Organizer ist keine starre
Population von Zellen, sondern verandert sich mit der Ausdehnung des
Primitivstreifens. Hierbei werden je nach Ausdehnung des Primitivstreifens drei
Organisations-Zentren unterschieden, fruher und mittlerer Gastrula-Organizer und
Primtivknoten. Der frihe Organizer liegt am anterioren Ende des neu gebildeten
Primitivstreifens, am Ende des halb ausgedehnten Primitivstreifens liegt der mittlere
Organizer und am anterioren Ende des voll ausgedehnten Primitivstreifens liegt der
Primitivknoten. Die unterschiedlichen Organizer gehen zum Teil in einander Uber. Sie
unterscheiden sich allerdings durch ihre Funktion und die Expression
unterschiedlicher Organizer-spezifischer Gene (Kinder et al., 2001).

Mit Erreichen des spaten Primitivstreifen-Stadiums beginnt also die Morphogenese
des Knotens. Durch Experimente mit Embryonen, die eGFP (enhanced green
fluorescent protein) im Primitivknoten und neu gebildeten Notochord exprimieren
(Noto®FF), konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die zum Knoten beitragen schon
vor seiner Ausbildung unter der Schicht endodermaler Zellen am distalen Ende des
Embryos angeordnet sind (Yamanaka et al., 2007) (Abbildung 1A). Darauf folgt das
anfanglich luckenhafte Hervortreten der Zilien-tragenden Zellen an die ventrale
Oberflache. Dies geschieht durch ein schrittweises Verschwinden der daruber
liegenden, endodermalen Zellen durch Migration oder Zelltod (Abbildung 1B). Nach
der vollstandigen Ausdehnung des Primitivstreifens ist am posterioren Ende des
Embryos die Allantoisknospe (allantoic bud) zu erkennen, dieses Stadium wird zero
bud-Satdium genannt. Im zero bud-Stadium erscheint der Knoten als
zusammenhangendes Feld von Zilien-tragenden Zellen (Abbildung 1C). Das Feld
von Zilien-tragenden Zellen ist allerdings noch flach bis konvex und gegenuber den
umliegenden Zellen nur schwach abgesenkt. Bis zum frihen Kopffaltenstadium bildet

sich eine Grube aus, in der die Zilien-tragenden Grubenzellen liegen.
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Abbildung 1: Der Primitivknoten entsteht am distalen Ende des Embryo durch Verdridngung
von Plattenepithelzellen

(A,D) zeigen den Knoten im mittleren Primitivstreifen-Stadium, (B,E) zeigen den Knoten im
spaten Primitivstreifen-Stadium, C,F zeigen den Knoten im zero bud-Stadium; A-C distale
Ansicht, D-F sagitale Schnittebene durch den Organizer; in hellblau sind die
Plattenepithelzellen markiert, in violett die Grubenzellen (Figur iibernommen von (Lee and
Anderson, 2008))

Der ausgereifte Primitivknoten ist im mittleren Kopffaltenstadium mit Hilfe von Raster-
Elektronenmikroskopie gut zu erkennen. Er ist als deutliche tropfenférmige bis
dreieckige Vertiefung, oder auch ,Grube®, erkennbar. Der Knoten besteht aus etwa
250 Zellen und ist 50-60um breit, 70-80um lang und 50um tief (Lee and Anderson,
2008; Yamanaka et al., 2007) (Kinder et al., 2001). 20-30 Plattenepithelzellen
umgeben die Grube, diese werden als Kronenzellen bezeichnet. Uber dem Knoten,
und dem gesamten Embryo, liegt die Reichertsche Membran. Durch die
Reichertsche Membran bildet sich ein geschlossener Flussigkeits-gefullter Raum
uber dem Primitivknoten. In diesem Raum entsteht durch die Zilien-tragenden
Grubenzellen der ,nodal flow". Obwohl sich die Strukturen in verschiedenen
Wirbeltieren morphologisch unterscheiden, so ist der Mechanismus der Festlegung
der Links-Rechts-Achse wenigstens teilweise erhalten geblieben. Mit Hilfe eines
Monozilien-tragenden Epithels wird ein links-gerichteter Flussigkeitsstrom erzeugt,
der die linke Seite definiert. Die Ausbildung einer, mit dem Primitivknoten
vergleichbaren Struktur, wurde beispielsweise auch fur Xenopus, Medaka,

Zebrafisch und Kaninchen gezeigt.
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Das Notochord entwickelt sich aus Zellen aller drei Stufen des Organizers. Die
prachordale Platte stellt den anteriorsten Teil des Notochord dar und geht aus Zellen
des fruhen Gastrula-Organizers hervor, kurz nach Beginn der Gastrulation. Darauf
folgt das anteriore Notochord, es wird aus Zellen des mittleren Gastrula-Organizers
gebildet. Das anteriore Notochord folgt auf die prachordale Platte und erstreckt sich
posterior durch den Kopf bis etwa zu den ersten 2 Somiten. Durch den gesamten
Korper und den Schwanz der Maus erstreckt sich das posteriore Notochord. Es geht
aus dem Primitivknoten hervor.

Die Zellen im Organizer proliferieren kaum, obwohl anterior das Notochord gebildet
wird. Dies ist moglich, da das Notochord zum Teil durch konvergente Ausdehnung
gebildet wird. Daruber hinaus werden Zellen aus dem anterioren Ende des
Primitivstreifens rekrutiert, um zum Organizer beizutragen und die Zellen zu
ersetzen, die weiter anterior das Notochord bilden (Kinder et al., 2001).

Bis E9 besteht das Notochord aus einer flachen epithelialen Schicht entlang der
ventralen Mittellinie. Erst danach formt sich daraus eine seilartige Struktur, die den
gesamten Embryo durchzieht. Die Verlangerung des Notochord endet mit der
Verlangerung der Korperachse etwa E13,5. Das Notochord verliert im weiteren
Verlauf der Entwicklung seine ldentitat und tragt spater zur Ausbildung des Nucleus
pulposus bei, dem Gallertkern von Bandscheiben (Choi et al., 2008).

Das Notochord ist ein wichtiges Signalzentrum wahrend der Embryonalentwicklung.
Es hat eine wichtige Funktion bei der Musterbildung in den Somiten und im
Neuralrohr. Bei der Verlangerung der Korperachse werden im Rahmen der
Somitogenese, beidseits von Neuralrohr und Notochord, die Somiten angelegt. Aus
den Somiten bilden sich die Dermis, die Skelettmuskulatur und die Wirbelkdrper und
Rippen. Zu Beginn ihrer Entstehung sind die Somiten gleichférmig und werden durch
aulRere Signale zur Differenzierung angeregt. Eines dieser Signale stammt aus dem
Notochord. Das Notochord und die ventralen Bodenplatte des Neuralrohrs setzten
sonic hedgehog (SHH) frei. Dies induziert in den ventromedialen Anteilen der
Somiten das Sklerotom, aus dem die Wirbelknochen und Rippen entstehen. Das
Notochord tragt durch SHH auch zur Musterbildung im Neuralrohr bei. Durch SHH
aus dem Notochord entwickelt sich die ventrale Bodenplatte des Neuralrohrs, die
wiederum SHH exprimiert. Ein SHH-Gradient, der nach dorsal abnimmt, induziert im
Neuralrohr unterschiedliche neuronale Schicksale (Jeong and Epstein, 2003).
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Durch den Verlust des Notochord kommt es zu Defekten bei der Musterbildung in
den Somiten und dem Neuralrohr.

Das Notochord hat auch wahrend der Festlegung der Links-Rechts-Asymmetrie eine
wichtige Funktion. Es wurde gezeigt, dass es nicht ausreichend ist, die Links-Rechts-
Achse zu induzieren, sie muss aufrechterhalten werden. Wahrend der Festlegung
der Links-Rechts-Achse wird die Expression von Genen Seiten-spezifisch im linken
Seitenplattenmesoderm aktiviert. Darunter sind auch Gene von sezernierten
Signalproteinen, diese diffundieren unter anderem zur Mitte. Dort aktivieren die links-
spezifischen Signalproteine die Expression von sezernierten Antagonisten in der
linken Seite der Bodenplatte des Neuralrohrs. Diese neutralisieren das von links
kommende Signal, wodurch es auf die linke Seite begrenzt wird (Yamamoto et al.,
2003). Das Notochord induziert die Bodenplatte des Neuralrohrs und ist dadurch
unentbehrlich fur die Aufrechterhaltung der Links-Rechts Asymmetrie.

Primitivknoten und Notochord sind kritisch fur die korrekte Anlage der inneren
Organe. Der Knoten ist notwendig zur Induktion, wahrend das Notochord indirekt zur
Aufrechterhaltung der Links-Rechts-Achse bendtigt wird. Wie bereits erwahnt tragen
die Zellen in der Grube des Primitivknotens Zilien, die wichtig sind fur die Funktion
des Knotens.

3.3 Der Aufbau von Zilien

Zilien sind Mikrotubuli-basierte Zellfortsatze, die sich auf vielen Zellen finden. lhre
Anwesenheit ist fur viele Prozesse kritisch, so auch fur die Etablierung der Links-
Rechts-Asymmetrie.

Obwohl Zilien unterschiedliche Funktionen austiben konnen und sich daher im Detail
auch unterscheiden, so sind doch allen Zilien einige Merkmale gemein. Der
Basalkdrper bildet die Basis aller Zilien. Darauf folgt die Ubergangszone, in der die
Verbindungen zur Zellmembran liegen. Nachfolgend ragt das Axonem aus der Zelle.
Der Basalkorper basiert auf einem Zentrosom mit Mutter- und Tocherzentriol. Zur
Ausbildung der Zilien sind aber nur Mutterzentriolen in der Lage (Dawe et al., 2007).
Beide Zentriole haben als Grundstruktur neun Mikrotubuli-Triplets, die zirkular
angeordnet sind. Diese Grundstruktur ist aufgebaut aus Tubulin-Untereinheiten, an
die Proteine assoziieren, wie beispielsweise TEKTIN2, die zur Stabilierung der
Mikrotubuli im Basalkorper beitragen. Darum herum wird die perizentriolare Matrix
(PCM) aufgebaut. Sie tragt weiter zur aullergewdhnlichen Stabilitat der Basalkorper

bei. Wahrscheinlich tragt die Komposition der PCM zur Fahigkeit der Mutterzentriolen
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bei, Zilien zu bilden. An die PCM assozieren die Partikel des intraflagellaren
Transports (IFT), die hier ihre Ladung aufnehmen oder wieder abgeben.

Der Basalkdper geht Uber in die Ubergangszone. Hier befinden sich die
Verbindungsfasern zur Membran. In der Ubergangszone findet die Kontrolle statt,
welche Proteine in das Zilium transportiert werden.

Danach folgt das Axonem der Zilien, anhand dessen Zilien im Wesentlichen in zwei
Gruppen eingeteilt werden, ,klassische® 9+2 Zilien und ,primare” 9+0 Zilien. Die
Bezeichnung 9+2 und 9+0 bezieht sich auf den Aufbau des Axonems. In der Maus
sind bisher zwei Konfigurationen bekannt. Das Axonem besteht aus neun auf3eren
Mikrotubuli-Dublets, die zirkular angeordnet sind. In der Mitte sind entweder zwei
(,9+2%), oder keine Monotubuli (,9+0%) angelegt.

Die neun auReren Mikrotubuli-Dublets aller Zilien bestehen jeweils aus einem
vollstandigen A-Tubulus und einem unvollstandigen B-Tubulus, die aus dem
Basalkorper hervorgehen. Die Dubletts sind mit Nexin-Bricken verbunden. Dazu
kommen bei motilen Zilien noch die inneren und aufleren Dynein-Arme, die Motoren
fur die Bewegung (Dawe et al., 2007). Die Dyneine, die an den Dynein-Armen der
Zilien beteiligt sind, werden als axonemale Dyneine bezeichnet. Bei klassischen
Zilien sind die inneren Mikrotubuli-Singlets durch so genannte Speichen mit den
aulleren Dublets verbunden. Lange war die Meinung verbreitet, dass primare Zilien
grundsatzlich keine Dyneinarme besitzen und daher ohne zentrales Paar und
Speichen auch nicht motil sein kdonnen. Es wurde aber gezeigt, dass im
Primitivknoten primare, motile 9+0 Zilien existieren. Im Knoten gibt es zwar auch 9+2
Zilien, aber auch bei 9+0 Zilien werden Dyneinarme beobachtet. Weiterhin
unterscheidet sich die Bewegung von Knoten-spezifischen Zilien von der Bewegung
klassischer Zilien. Klassische 9+2 Zilien bewegen sich in einer Ebene in einem
Kraftschlag nach vorne und mit einem langsamen Erholungsschlag wieder zuruck,
vergleichbar mit der Bewegung einer Peitsche (Nonaka et al., 1998). Knoten-
spezifische Zilien zeigen im Gegensatz dazu eher eine rotierend Bewegung mit
einem linksgerichteten Kraftschlag und dem langsameren rechtsgerichteten
Erholungsschlag (Buceta et al., 2005), so dass sie als eigenstandige Gruppe von
Zilien betrachtet werden konnen. Die Knoten-spezifischen Zilien ahneln bei
genauerem Hinsehen eher den klassischen Zilien, als den typischen primaren Zilien,
aber vereinen doch Merkmale von beiden in sich.
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Primare Zilien sind auf fast allen Zelltypen zu finden. Wahrend der G1 Phase der
Zellen dienen primaren Zilien die Zentrosome als Basalkorper. Primare Zilien werden
wahrend der Zellteilung wieder resorbiert. Zellen, die viele klassische Zilien tragen,
enthalten viele Basalkorper und sind nicht in der Lage wieder in den Zellzyklus
einzutreten, um Fehler in der Ausbildung der Spindeln zu vermeiden (Bettencourt-
Dias and Glover, 2007).

Da bisher noch nicht alle Bausteine, die zur Bildung und Funktion von Zilien
beitragen, gefunden wurden, ist dies Inhalt vieler Untersuchungen. Einige Gruppen
versuchen durch den Genom-Vergleich von Zilien-tragenden Spezies mit nicht Zilien-
tragenden Spezies neue Faktoren zu entdecken (Inglis et al., 2006). Andere
analysieren eine Vielzahl von Genen mit Hilfe ihrer Expressionsprofile. Gene mit
verstarkter Expression in Zilien-tragenden Geweben konnten auch direkt an Aufbau
und Funktion der Zilien beteiligt sein (McClintock et al., 2008). Die resultierenden
Datenbanken tragen zur weiteren Auflosung der strukturellen und funktionellen
Details von Zilien bei.

3.4 Ziliogenese und IFT

Der Aufbau von Zilien, die Ziliogenese, kann in unterschiedliche Abschnitte unterteilt
werden. Am Beginn steht der Transport des Zentriols an die apikale Zelloberflache
und die Reifung zum Basalkérper. An der Oberflache wird er durch Ausbildung der
Verbindungsfasern an der Membran befestigt (Dawe et al., 2007). Die Mikrotubuli-
Dublets des Zilien-Axonems schlieRen an die Triplets des Basalkorpers, genau
genommen des Mutterzentriols, an. Dadurch gibt der Basalkorper Anzahl und
Position der Dublets vor. Das Zilienaxonem wird auf den Basalkorper aufgebaut und
an seinem distalen Ende verlangert. Das Minus-Ende der Mikrotubuli ist am
Basalkorper befestigt und das Plus-Ende bildet die Zilienspitze (Marshall, 2008). Die
Verlangerung des Axonems wird durch den aktiven Transport von Bausteinen an die
Spitze reguliert. Dieser Transport wird als intraflagellarer Transport bezeichnet.

Der intraflagellare Transport (IFT) bezeichnet den Transport von Kargo entlang der
aulderen Mikrotubuli in das Zilium hinein und aus dem Zilium heraus. Der IFT wird in
zwei Abschnitte unterteilt. Zum einen in den anterograden IFT vom Basalkorper zur
Zilienspitze, und dem retrograden IFT von der Zilienspitze zum Basalkorper. Die
Begriffe anterograder, also von minus zu plus am Mikrotubulus entlang, und
retrograder Transport, also von plus zu minus, werden auch fur den Transport

entlang von Mikrotubuli innerhalb der Zelle verwendet.
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Anterograder und retrograder IFT unterscheiden sich durch die Komplexe von
Motorproteinen und weiterer assoziierter Proteine von einander.
Der Motor fur den anterograden Transport bildet sich aus einem heterotrimeren
Komplex von Proteinen der Kinesin-2 Familie. Der Komplex besteht aus zwei
Motoruntereinheiten und einer Nicht-Motoreinheit. Die beiden Motoruntereinheiten
sind bekannt als KIF3A und KIF3B. Das dritte Protein wird als Kinesin assoziiertes
Protein (KAP) bezeichnet. Diese drei Proteine stellen das Zentrum des anterograden
IFT Motors dar. Der Verlust von KIF3A oder KIF3B fuhrt zum Verlust der Zilien.
Der Motor fur den retrograden IFT wird zytoplasmatisches Dynein 2 genannt. Dieser
Komplex besteht aus wenigstens vier unterschiedlichen Einheiten. Eine davon ist
DYNC2H1. Der Verlust von DYNC2H1 fuhrt zu gestauchten Zilien, an denen auch
blasenformige Ansammlungen von IFT Partikeln zu finden sind (Huangfu and
Anderson, 2005).
An die jeweiligen Motorkomplexe assoziieren weitere Proteine, die zur Regulation
des IFT notwendig sind. Die beiden Motoren assoziieren jeweils mit einem
spezifischen Komplex, Komplex A oder Komplex B. Komplex A assoziiert mit dem
retrograden Dyneinmotor. Er ist an der Auswahl von Kargo aus dem Zilium hinaus
beteiligt. Bislang wurden mindestens sechs Untereinheiten von Komplex A
identifiziert. Der Komplex B scheint vielfaltiger aufgebaut zu sein und assoziiert mit
dem anterograden Kinesin-Motor. Komplex B reguliert damit auch den Transport von
Kargo in das Zilium hinein. Der IFT entlang dem Axonem ist ein stetiger Prozess.
Das Laden und Entladen der Partikel findet nur an der Basis oder der Spitze statt
(Pedersen and Rosenbaum, 2008).

3.5 Die Festlegung der Links-Rechts-Achse
Die Festlegung der Links-Rechts Asymmetrie ist ein strikt regulierter Prozess. Die
Links-Rechts-Achse wird als letzte nach anterio-posteriorer und dorso-ventraler
Achse festgelegt. Die Links-Rechts-Achse wird orthogonal zu diesen beiden
angelegt. Allerdings muss die Orientierung noch festgelegt werden. Man kann die
Festlegung der Links-Rechts-Achse in drei Phasen unterteilen. Zu Beginn liegt die
Information uber die Orientierung der Links-Rechts-Achse im Primitivknoten vor. In
der zweiten Phase wird die Information an das Seitenplattenmesoderm
weitergegeben. Dies kann mit Hilfe von Expressionstudien zu links spezifisch
exprimierten Genen gezeigt werden. Letztendlich folgt darauf die asymmetrische

Morphogenese der visceralen Organe (Shiratori and Hamada, 2006). Wie genau die
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Links-Rechts-Achse festgelegt wird, ist bislang noch nicht vollstandig verstanden.
Basierend auf einer Vielzahl experimenteller Daten wurden Modelle entwickelt, wie
die Weitergabe und Verarbeitung des Signals stattfinden konnte.

Wie bereits erwahnt ist der Knoten das Organisationszentrum, das die Festlegung
der Links-Rechts-Achse induziert. Die Grubenzellen im Knoten tragen ein motiles
Monozilium. Dieses Zilium ist nach posterior geneigt und schlagt im Uhrzeigersinn.
Durch das synchrone Schlagen der Zilien entsteht ein konstanter Fluss von
extraembryonaler Flussigkeit. Dieser ,nodal flow* ist zur linken Seite gerichtet. Der
nodal flow ist ausreichend stark um sogar Vesikel zu transportieren.

Vor einigen Jahren wurde gezeigt, dass Mutationen in Komponenten der Kinesin
Motorkomplexe, die zum Aufbau von Zilien unentbehrlich sind, zu Defekten des
Organ-Situs fuhren (Nonaka et al., 1998). Diese und weitere Daten fuhrten zur
Entwicklung des nodal flow-Modells. Das Modell postuliert, dass der nodal flow ein
bislang unbekanntes Morphogen auf die linke Seite transportiert (Hirokawa et al.,
2006). Durch die Akkumulation des Morphogens auf der linken Seite wird das
asymmetrische Signal in das Seitenplattenmesoderm transferiert. Im Primitivknoten
wurden sogenannte nodal vesicular parcels (NVPs) nachgewiesen. Dabei handelt es
sich um vesikulare Strukturen, die im Knoten freigesetzt werden und unter anderem
SHH und Retinsaure transportieren (Tanaka et al., 2005). Moglicherweise stellen
diese NVPs das unbekannte Morphogen dar. Das nodal flow-Modell wird auch
dadurch unterstutzt, dass Mutationen, wie iv (inversus viscerum), die die Motilitat der
Zilien behindern, zu Defekten in der Links-Rechts-Achse fuhren. Iv ist eine Mutation
in Dnahc11, einem axonemalen Dynein. Dnahc11 hatte auch den Namen left-right
Dynein, passend zu den Defekten im Organ-Situs durch immotile Zilien im Knoten
(Brueckner et al., 1989). Eine Unterstutzung fur das nodal flow-Modell besteht darin,
dass eine kunstliche Umkehrung des Stroms von auf3en zur Inversion der Lateralitat
ausreicht (Nonaka et al., 2002).

Im Gegensatz zum nodal flow-Modell stehen Mausmutanten, bei denen es zu keiner
Randomisierung des Situs kommt, sondern zu einer 100%igen Umkehrung. Die
inversion of embryonic turning (inv) Mutation fuhrt immer zum Situs inversus, ebenso
wie der Verlust von Nphp3. In diesen Mausmutanten besteht noch immer ein
schwacher, turbulenter links-gerichteter nodal flow und nicht, wie das nodal flow-

Modell verlangen wurde, ein rechts-gerichteter nodal flow (Okada et al., 1999).
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Daruber hinaus gibt es Unterschiede zwischen Mutationen ohne Zilien oder nur
immotilen Zilien. Im Fall von beispielsweise iv sind die Zilien nur paralysiert und es
kommt zu vielen unterschiedlichen Konfigurationen der inneren Organe.
Asymmetrische Markergene werden zufallig links- oder rechtsseitig, bilateral oder gar
nicht exprimiert. Im Falle des Verlustes von Kif3a oder Kif3b, und der daraus
folgenden Abwesenheit der Zilien, kommt es zu einer geringeren Varianz (Nonaka et
al., 1998; Takeda et al., 1999). Die Marker werden entweder bilateral oder gar nicht
exprimiert. Das nodal flow-Modell wurde allerdings den gleichen Effekt vorhersagen,
da in beiden Fallen kein Fluss erzeugt wird.

Aufgrund dieser Unklarheiten wurde das two cilia-Modell entwickelt. Es kdnnte
erklaren, warum nicht nur die Motilitat der Zilien zur Festlegung der Links-Rechts-
Achse bendtigt wird, sondern auch ihre Anwesenheit.

Lange wurde im Knoten nur eine Art von Zilien beobachtet. Es wurde davon
ausgegangen, dass es sich bei allen Zilien im Knoten um motile 9+0 Zilien handelt.
Aber manche Zilien im Primitivknoten enthalten Dnahc11 und sind motil. Andere
enthalten kein Dnahc11 und bleiben immotil. Zusatzlich wurden 9+2 Zilien im Knoten
entdeckt (Caspary et al., 2007). Dies unterstutzt das two cilia-Modell, das davon
ausgeht, dass es motile Zilien gibt, die den Strom erzeugen und immotile,
mechanosensorische Zilien, durch die er wahrgenommen wird. Dieses Modell
verlangt kein Morphogen. Das two cilia-Modell geht davon aus, dass die Zilien fur
beides bendtigt werden. Motile Zilien zur Erzeugung des Flusses und
mechanosensorische Zilien, die den Fluss wahrnehmen. Dadurch gibt es einen
Unterschied zwischen den Phanotypen von Dnahc11 und Kif3al/b. Bei den Dnahc11-
Mutanten sind die Zilien nicht mehr motil, aber noch vorhanden. Dadurch entsteht
kein konstanter links-gerichteter nodal flow, aber die sensorische Funktion der Zilien
bleibt erhalten. Bei den Kinesin-Mutanten kommt es zum Verlust der Zilien. Daher
werden beide Funktionen verhindert, Erzeugung und Wahrnehmung des nodal flow.
Dies wird dadurch unterstutzt, dass eine Mutation in Pkd2 zu einem &ahnlichen
Phanotyp fuhrt wie der Verlust der Zilien. Pkd2 (polycystic kidney disease 2) kodiert
fur PC2, einen Kalzium-Kanal. PC2 lokalisiert in Zilien und kann einen mechanischen
Reiz in einen Anstieg der intrazellularen Kalzium-Konzentration Ubersetzen. Dies
kann Uber gap-junctions an benachbarte Zellen weitergegeben werden. Der Verlust
von Pkd2 fuhrt also zum Verlust der Fahigkeit den mechanischen Reiz
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wahrzunehmen und hat daher denselben Effekt wie der Verlust der Zilien insgesamt.
(Hirokawa et al., 2006)

Die Tatsache, dass die asymmetrische Genexpression in Froschen und Huhnchen
schon vor der Etablierung der Zilien im Knoten, oder seinen aquivalenten Strukturen,
nach zu weisen ist (Levin and Palmer, 2007), ruckt einen intrazellularen
Mechanismus Uber gap junctions weiter in den Vordergrund. Auch fur den Menschen
ist bekannt, dass eine Mutation in Connexin43, einem Bestandteil von gap junctions,
Defekte in der Links-Rechts-Asymmetrie nach sich zieht (Britz-Cunningham et al.,
1995). Zur vollstandigen Aufklarung des Mechanismus der Festlegung der Links-
Rechts-Achse sind aber noch weitere experimentelle Daten notwendig.

3.6 Bedeutung der Zilien in der Entwicklung und bei

Krankheiten
Der Basalkorper stellt praktisch ein modifiziertes Zentrosom dar und bildet die Basis
aller Zilien. Die Funktion von Zentriolen im Zusammenhang mit ihrer Funktion als
Zentrosome in der Mitose wurde lange und intensiv diskutiert. Dabei wurde in
jungerer Vergangenheit gezeigt, dass der Zellzyklus auch ohne Zentrosome
durchlaufen werden kann (de Saint and Sullivan, 1998). In hoheren Pflanzen, die
keine Zilien kennen, gibt es auch keine Zentrosome. Der Zellzyklus funktioniert
trotzdem (Marshall, 2008). Allerdings haben die Zentrosome in manchen Geweben
nicht nur die Aufgabe, als Mikrotubuli-organisierendes Zentrum, die Spindel mit zu
bilden. Wichtiger in diesem Zusammenhang ist, dass sie festlegen, wo die Spindeln
lokalisieren. Denn die Ebene der Zellteilung ist fur einige Prozesse von groler
Bedeutung, beispielsweise bei der Tubulogenese in der Niere. Die Mutation von
NPHP-Genen fuhrt durch die Ausbildung von Zysten in den Nieren zu einer
Nierenerkrankung. Als Ursache dafur wurde eine Beeintrachtigung der sensorischen
Zilien in der Niere durch die Mutation angenommen. Das Polycystic Kidney Disease
(PKD), das durch Mutationen in den NPHP-Genen (z.B. Nphp3) entsteht (Keller et
al., 2005), kdonnte aber auch unabhangig sein von Defekten in den sensorischen
Zilien. Stattdessen konnte eine Storung der Zentrosome die Festlegung der Achse
der Zellteilung beeintrachtigen. Dadurch kommt es zur falschen Morphogenese der
Nierenkanale und damit zu Zysten (Fischer and Pontoglio, 2006). Es handelt sich
moglicherweise also eher um eine zentrosomal bedingte Krankheit, als eine Zilien-
assoziierte. Dies verdeutlicht den engen Zusammenhang von intrazellularen

Vorgangen, wie der Zellteilung mit der Bildung und Funktion von Zilien.
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Primaren Zilien wurden sehr lange keine Funktionen zugeschrieben. Erst in den
1970ern zeigt unter anderem Bjorn Afzelius, dass es Zusammenhange gibt,
zwischen Defekten in den Zilien und pathologischen Phanotypen (Afzelius, 1976;
Afzelius, 1982). Beim Verlust der Aktivitat der Zilien kann es zu einer Vielzahl von
Krankheiten kommen. Darunter sind Links-Rechts-Defekte, Polydactyly,
Degeneration der Retina und einige andere. Je nachdem, welches Gen durch eine
Mutation betroffen ist, konnen sich Krankheiten auf einzelne Organe beschranken
und mit dem Leben vereinbar sein, oder zu schwerwiegenden Entwicklungs- oder
Funktionsstorungen fuhren, die mit dem Leben nicht vereinbar sind. Diese grol3e
Spannbreite an Krankheitsbildern ist aber nicht nur auf die Expression
unterschiedlicher Faktoren in verschiedenen Geweben zurlck zu fuhren, sie ist auch
ein Spiegel fur die vielfaltigen Funktionen, die Zilien ausuben konnen. Im
Lungenepithel kdnnen beispielsweise Zellen gefunden werden, die Dutzende motile
Zilien tragen, mit dem Zweck, den Mukus aus den Bronchien abzutransportieren.
Ohne die Zilien in den Atemwegen konnen Krankheitserreger und Fremdkorper nicht
mehr aus den Atemwegen entfernt werden, was zu einem erhohten Infektionsrisiko
fuhrt. Die Degeneration der Retina kann durch eine Schadigung des verbindenden
Ziliums oder der IFT Partikel in Photorezeptorzellen verursacht werden. Durch eine
Schadigung des verbindenden Ziliums wird der Transport zwischen dem aulderen,
sensorischen Teil der Zellen und dem weiterleitenden, inneren Teil gestort. Dieser ist
jedoch notwendig, um die standige Erneuerung des Rhodopsin im duf3eren Segment
zu gewabhrleisten. Die Akkumulation von Proteinen auf einer Seite des Zilium oder
der Verlust des Zilium fuhren daher zur Degeneration der Retina.(Fliegauf et al.,
2007; Bergmann et al., 2008)

Viele andere Erkrankungen werden durch Stérung einer anderen Funktion der Zilien
verursacht. Es ist die Wahrnehmung und Weiterverarbeitung aulR3erer Signale. Dazu
gehdren mechanische Signale, wie ein Strom externer Flussigkeiten, so wie die
Wahrnehmung von Signalmolekulen. (Eggenschwiler and Anderson, 2007; Gerdes et
al., 2009)

Zilien haben eine wichtige Funktion fur die Hedgehog-Signalubertragung (Ocbina
and Anderson, 2008; Simons et al., 2005). Dies zeigt sich auch daran, dass
beispielsweise Polydactyly als Konsequenz von Mutationen in Komponenten des
Hedgehog-Signalweges auftritt. Einige Komponenten des Hedgehog-Signalweges
sind in den Zilien lokalisiert. Eine Unterbrechung des IFT oder der Verlust der Zilien

25



EINLEITUNG

fuhrt dazu, dass Hedgehog-Signale nicht mehr verarbeitet werden und resultiert in
Defekten der Musterbildung. Dies ist nicht nur bei Polydactyly zu beobachten,
sondern auch im Neuralrohr. Wie bereits erwahnt induziert Sonic Hedgehog aus dem
Notochord im Neuralrohr unterschiedliche neuronale Schicksale. Der Verlust der
Zilien hat zur Folge, dass SHH die Bodenplatte des Neuralrohrs nicht mehr
induzieren kann und auch sonst die Induktion der neuronalen Schicksale gestort ist,
die sonst abhangig von einem SHH-Konzentrationsgradienten induziert werden
wurden. Es zeigte sich, dass mehrere Komponenten des Hedgehog-Signalweges in
den Zilien lokalisieren. So kommt es durch den Verlust von IFT-Proteinen, oder
Zilienkomponenten, auch zu Defekten in der Weiterleitung von SHH-Signalen.
(Huangfu and Anderson, 2005; Caspary et al., 2007). Die Transkriptionsfaktoren
GLI2 und GLI3 werden im Zilium abhangig von SHH prozessiert. Ohne SHH wird
GLI3 als Repressor aus dem Zilium freigesetzt und inhibiert die Transkription der
Zielgene. Mit SHH werden GLI2 und GLI3 in ihre aktivierende Form uUberfuhrt und
aktivieren die Transkription der Zielgene. Dazu wird aber der IFT bendtigt, um die
GLI-Proteine in und aus dem Zilium zu transportieren. Bei Defekten im IFT kommt es
daher zu einem Ungleichgewicht von Gli-Aktivator und Repressor und zu veranderter
Weiterleitung des SHH-Signals.

3.7 Der kanonische Wnt-Signalweg und der PCP-Signalweg
Die Wnt-Signalwege sind eng mit Zilien verbunden. Der kanonische Wnt-Signalweg
ist an der Regulation von Genexpression im Primitivknoten beteiligt (Nakaya et al.,
2005). Der nicht-kanonische Wnt-Signalweg, oder Planar Cell Polarity (PCP)-
Signalweg, ist an der Bildung von Zilien beteiligt. Komponenten des Wnt-
Signalweges werden zum Andocken der Basalkorper an die Membran bendtigt (Park
et al., 2008). Gleichzeitig lokalisieren Komponenten des PCP-Signalweges am
Basalkorper und uben von dort aus ihre Funktion aus, z.B. Nphp3, ein Zielgen von
Noto (Beckers et al., 2007; Gerdes and Katsanis, 2008). Der PCP-Signalweg ist
wichtig fur die Ziliogenese und gleichzeitig sind Zilien notwendig fir den PCP-
Signalweg.

Die Expression von Brachyury, einem Gen, das in Primitivknoten und Notochord
exprimiert ist, wird durch den kanonischen Wnt-Signalweg aktiviert (Yamaguchi et al.,
1999).

Der kanonische Wnt-Signalweg ist abhangig von betaCATENIN. Ohne Wnt-Signale
liegt DISHEVELLED (DVL) im Zytosol vor. betaCATENIN wird von einem
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Degradationskomplex gebunden, phosphoryliert und durch das Proteasom
degradiert. Durch Bindung eines kanonischen Wnt-Liganden an den Rezeptor
FRIZZLED, bildet dieser ein Heterodimer mit dem LRP5 oder LRP6 Korezeptor.
Dieser Komplex rekrutiert DVL und einen Teil des Degradationskomplexes. Dadurch
wird der betaCATENIN-Degradationskomplex zerstort und nicht-phosphoryliertes
betaCATENIN wandert zusammen mit DVL in den Kern. Zielgene des kanonischen
Whnt-Signalwegs werden dort durch die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF1 erkannt.
Ohne Wnt-Signale werden TCF/LEF1 durch TLE/GROUCHO komplexiert und die
Expression der Zielgene wird reprimiert. Durch den Transfer von betaCATENIN in
den Zellkern wird dieser Komplex gelost, betaCATENIN bindet TCF/LEF1 und
aktiviert die Transkription der Zielgene (Gerdes and Katsanis, 2008).

Der PCP-Signalweg, ist an der Polarisierung von Epithelien beteiligt, und zwar
orthogonal zu ihrer apikal-basalen Achse. Ein Beispiel dafur sind die parallel
ausgerichteten Borsten auf den Fligeln von Drosphila melanogaster. Aulderdem
werden PCP Signale benotigt um Migrationsrichtungen, die Richtung fur konvergente
Ausdehnung oder Zellteilungsebenen vorzugeben. Ein weiteres Beispiel ist im
Primitivknoten der Maus zu finden. Die Zilien sind alle nach posterior geneigt. Dies ist
notwendig, damit die Rotation der Zilien einen links-gerichteten Strom erzeugen
kann. (Lawrence et al., 2007; Jones and Chen, 2007; Jones et al., 2008)

Durch einen nicht-kanonischen Wnt-Liganden, der an FRIZZLED bindet, werden die
Korezeptoren nicht gebunden, sondern nur DVL, das dann an der Zellmembran
verankert wird. Nachfolgend werden mogliche Komponenten des PCP-Signalwegs
wie die RhoA/ROCK , JNK, G Protein oder Ca2+-SignaIwege aktiviert (Veeman et al.,
2003). Wie genau die SignalUbertragung durch den PCP-Signalweg ablauft, ist aber
noch nicht voll verstanden. Bekannt ist aber, dass primare Zilien eine wichtige
Funktion bei der Ubertragung von Wnt-Signalen haben. Die Anwesenheit eines
primaren Ziliums starkt den PCP-Signalweg und inhibiert den kanonischen
Signalweg. Dies ist notwenig, da die Liganden zwar tendenziell einen Weg aktivieren,
aber so die Stringenz verbessert wird (Mikels and Nusse, 2006). Die meisten Daten
hat bisher die Analyse von Inversin/Nphp2 geliefert, das fur ein Protein kodiert, das
am Basalkorper der Zilien lokalisiert und an der Modulation des Niveaus von DVL in
den Zellkompartimenten beteiligt ist (Otto et al., 2003; Simons et al., 2005). Dadurch
sind Inversin und auch andere Faktoren an der Regulation des Gleichgewichts von
kanonischem zum nicht-kanonischen Wnt-Signalweg beteiligt. Die Unterdrickung
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von Inversin fuhrt in Xenopus zur Beeintrachtigung von konvergenter Ausdehnung,
was auf eine Storung der PCP-Signalubertragung hindeutet. Der Verlust von Inversin
fuhrt zu extensiver kanonischer Wnt-Signalubertragung (Habas and Dawid, 2005;
Wallingford and Habas, 2005). INVERSIN wird als Schalter zwischen kanonischem
und nicht-kanonischem Wnt-Signalweg betrachtet.
Inversin wurde identifiziert, da eine Mutation in Inversin NPHP, eine autosomal
rezessive Nierenerkrankung, verursacht. Bislang gelang die ldentifikation von
insgesamt neun NPHP-Genen (Nphp1 — Nphp9) (Hildebrandt and Zhou, 2007), die
zu einem vergleichbaren Phanotyp fuhren. Dies legt nahe, dass auch sie eine
Funktion im Zusammenhang mit dem Wnt Signalweg haben. Moglicherweise sind die
NPHP-Gene keine zentralen Komponenten des PCP Signalweges, sondern an der
Ubersetzung der Signale in asymmetrische Eigenschaften beteiligt (Gerdes and
Katsanis, 2008).
Wahrend sich scheinbar Faktoren aus den Zilien/Basalkoérpern an der Ubersetzung
der PCP-Signale beteiligen, sind die Zilien selbst auch Ziele der PCP-Signale. Das
Andocken der Basalkorper und die Ausrichtung in eine bestimmte Richtung werden
unter anderem durch DVL gesteuert (Park et al., 2008). Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die Erzeugung eines externen Stromes zu einer positiven Ruckkopplung fuhrt.
Die einmal geschaffene Polarisierung erhalt sich beispielsweise im Respirationstrakt
dadurch selbst (Mitchell et al., 2007).

3.8 Das Homeoboxgen Noto
Noto wurde identifiziert als das Gen, welches von der truncate Mutation betroffen ist.
Bei truncate handelt es sich um eine spontane Mutation, die auflerlich an
Verkurzungen und Knicken im Schwanz der Maus zu erkennen ist. Dies beruht auf
Lucken in der Schwanzwirbelsaule, die auf Lucken im Notochord wahrend der
Entwicklung zurtck zu fuhren sind. Die molekulargenetische Analyse der truncate
Mutation fuhrte zur Identifizierung von Noto, einem Gen, das fur einen Homeobox-
Transkriptionsfaktor kodiert. Bei truncate ist es zu einem Basenaustausch
gekommen, der zu einem Aminosaure-Austausch in einer Helix der DNA-bindenden
Domane von NOTO fuhrt. Truncate ist kein Null-Allel von Noto. Die Punktmutation
verringert die Stabilitdt des Proteins, so dass sich die Aktivitat von Noto verringert.
Die Untersuchung der Expression von Noto ergab, dass Noto wahrend der
Embryonalentwicklung sehr spezifisch im embryonalen Primitivknoten und im
neugebildeten Notochord exprimiert wird (Abbildung 2) (Abdelkhalek et al., 2004).
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Abbildung 2: Nofto ist im Primitivknoten und posterioren Notochord exprimiert

RNA in situ-Hybridisierung (WISH) mit einer Noto-Probe in verschiedenen Embryonalstadien
von E7,5 (a) bis E12,5 (g), die Expression von Noto wurde zuerst im Knoten detektiert (a-d,
Pfeilspitzen), dariiber hinaus ist die Expression auf das posteriore Notochord beschrankt (b-g,
Pfeile), (h) zeigt in einem transversalen Schnitt die Noto-Expression im Notochord eines E10
Embryos. Zur Orientierung sind anterior und posterior markiert (wei a/p), der Primitivstreifen
(P), die Kopffalten (K) und das Herz (H) (Fotos iibernommen von Hanaa ben Abdelkhalek).

Daruber hinaus sind keine Expressionsdomanen bekannt. Zur weiteren Analyse
wurde Noto gezielt ausgeschaltet. Dadurch tritt ein weiteres Merkmal zu Tage. Ein

groRer Teil der Homozygot mutanten Nachkommen (Noto®"¢

) stirbt perinatal.
Dies beruht auf Defekten in der Festlegung der Links-Rechts-Asymmetrie. Durch den
Verlust von Noto kommt es zur zufalligen Festlegung von Links und Rechts. Es
treten viele unterschiedliche Konformationen der visceralen Organe auf, die zum
groRen Teil nicht mit dem Leben vereinbar sind. Nur wenige Mause, die zufallig
einen Situs solitus oder Situs inversus totalis entwickeln, kénnen Uberleben. Eine
genaue Untersuchung des Primitivknotens ergab eine wichtige Funktion von Noto in
der Morphogenese der Primitivknotens und in der Ziliogenese im Knoten. Die
Knotenmorphologie in Noto-defizienten Embryonen ist wesentlich gestort. Anstatt in
einer Grube angeordnet, sind die ,Grubenzellen“ mit umliegenden Kronenzellen in
Gruppen durchmischt (Abbildung 3f,j). Die vollstandige Ausbildung des Knotens

findet nicht statt.
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Abbildung 3: Die Morphologie des Primitivknotens ist in Noto -Mutanten verdandert

Raster-Elektronenmikroskopie von E8 Embryonen, distale Ansicht von Wildtyp (WT) (a-d) und
Noto® "¢*P_Mutanten (e-k), die gepunkteten Kreise markiert den Knoten (a,e,i), die Pfeilspitzen
markieren deformierte Zilien in den Mutanten (h,l), die roten Kreise markieren Felder von
Zilien-tragenden Zellen in Noto-Mutanten (j). (Die Bilder wurden zur Verfiigung gestellt von
Anja Beckers).

Des Weiteren wurde festgestellt, dass auch die Zilien der Grubenzellen nicht normal
gebildet werden. Sie sind verkdirzt (Abbildung 3 g,h) und nicht mehr beweglich. Durch
Transmissions-Elektronenmikroskopie wurde aul’erdem gezeigt, dass die Struktur
der Zilien verandert ist. Die Basalkorper sind teilweise in das Zytosol eingesunken
(Abbildung 4f). Fur normale Zilien im Knoten wird eine 9+0 (Abbildung 4e), oder auch
eine 9+2, Organisation der Mikrotubuli erwartet. Also in jedem Fall neun Dublets in
einem aufleren Ring und kein oder zwei Singlets in der Mitte. Bei den Noto-Mutanten
traten jedoch viele unterschiedliche Konfigurationen auf, wie z.B. 6+2 (Abbildung
4h,j,k). Daher kann festgestellt werden, dass Noto sowohl fur die Primitivknoten-
Morphogenese, als auch die Ziliogenese im Knoten essentiell ist (Beckers et al.,
2007).
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Abbildung 4: Die Zilien in Noto®"”®""-Mutanten sind verindert

Transmissionselektronenmikroskopie von E8 Wildtyp (c-e) und Noto®™°*P-Mutanten (f-k), (a,b)
zeigen die Schnittebene, (c,f) zeigen sagitale Schnitte durch Zilien, (d,g) zeigen Schnitte durch
Basalkorper, (e,h,j,k) zeigen transversale Schnitte durch Zilien. Die Pfeile in (e) markieren
Dyneinarme im Wildtyp, die in der Mutante abwesend sind. Der Pfeil in (f) markiert ein
versunkenes Zilium, in (i) wird ein verzweigter, abnormaler Microvillus gezeigt. (Die Bilder
wurden zur Verfiigung gestellt von Anja Beckers)

3.9 Der Transkriptionsfaktor Foxj1
Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wird, ist Foxj1 einer der Effektoren von Noto.
Foxj1 kodiert fur einen winged helix/forkhead Transkriptionsfaktor. Foxj71 wird in allen
bislang untersuchten Geweben mit Zilien-tragenden Zellen exprimiert, beispielsweise
in Zellen des proximalen Lungenepithels, dem Oviduct, den Hoden, dem Plexus
choroideus und dem Primitivknoten. Der Verlust von Foxj1 fuhrt zur Randomisierung
der Links-Rechts-Achse und dem Verlust der Zilien in den Atemwegen. Des Weiteren
entwickeln Foxj71-defiziente Mause einen Hydrozephalus (Wasserkopf). Durch die
Summe der Defekte stirbt ein groRer Teil der Tiere perinatal, alle anderen tGberleben
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maximal bis P40 (Tag 40 nach der Geburt). Gleichzeitig erschienen allerdings die
Zilien im Knoten und der Primitivknoten selbst vollig normal zu sein, obwohl Links-
Rechts-Defekte einen grof3en Teil der perinatalen Sterblichkeit der Foxj7-defizienten
Tiere verursachen. Die sensorischen Zilien in der Niere und im olfaktorischen Epithel
in Foxj7-Mutanten bleiben erhalten. Dies impliziert, dass Foxj7 nur zur Ausbildung
von klassischen, motilen 9+2 Zilien bendtigt wird. (Brody et al., 2000; Chen et al.,
1998; Zhang et al., 2004)

Es gibt Homologe zu Foxj71 auch in anderen Spezies, wie Xenopus und Zebrafisch.
Diese besitzen aquivalente Strukturen zum Primitivknoten, in denen ein links-
gerichteter Strom erzeugt wird, die gastrocoel roof plate (GRP) in Xenopus und das
Kupffer’s vesicle (KV) in Zebrafisch (Schweickert et al., 2007; Essner et al., 2005). In
jingerer Vergangenheit wurde gezeigt, dass die Uberexpression von Foxj1 in
Xenopus und Zebrafisch ausreichend ist, um die Ausbildung ektopischer Zilien zu
induzieren. Diese Zilien ahneln den Zilien im Knoten. In Zebrafisch und Xenopus ist
Foxj1 daruber hinaus auch notwendig zur Ausbildung von Zilien in GRP und
Kupffer’s vesicle (Stubbs et al., 2008).

Die Zilien-tragenden Zellen im Lungenepithel haben normalerweise 200-300 Zilien.
Foxj1-Mutanten bilden zwar ausreichend Basalkorperchen, aber diese werden nicht
im apikalen Zytoskelett verankert (Gomperts et al., 2004). Dies ist aber die
Voraussetzung zur Ausbildung und Erhaltung von Zilien. Foxj1 wird zur apikalen
Lokalisierung von EZRIN, einem Protein der ERM Familie, benotigt (Huang et al.,
2003). Die ERM Proteine dienen als Anker von Aktin-Filamenten an die kortikale
Membran und organisieren ebenfalls die apikale Lokalisierung anderer Proteine und
Proteinkomplexe. Des Weiteren wurde gezeigt, dass left-right Dynein in Foxj1-
defizienten Lungen herunter reguliert wird (Chen et al., 1998). Foxj1 reguliert also
sowohl die Verankerung der Basalkorper an der apikalen Membran, als auch die

Expression von Komponenten des motilen Zilien-Axonems.
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4 Zielsetzung

Die Ziele dieser Arbeit konnen in zwei Abschnitte unterteilt werden. Bei Noto handelt
es sich um einen zentralen Faktor in der Festlegung der Links-Rechts-Asymmetrie
und der Aufrechterhaltung des Notochord. Wie bereits gezeigt wurde, ist Notfo an der
Morphogenese des Primitivknotens und an der Ziliogenese im Knoten beteiligt.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation von Noto zu untersuchen. Dabei
sollte die Promoterregion von Noto analysiert werden, um regulatorische Elemente
zu lokalisieren. Weiterhin sollten Faktoren identifiziert und untersucht werden, die an
der Regulation von Nofto beteiligt sind.

Das zweite Ziel war die Untersuchung von Faktoren und Mechanismen, die Noto
nachgeschaltet sind. Dies umfasste die Identifizierung potentieller Zielgene von Nofto.
Als ein Faktor, der Noto nachgeschaltet ist, wurde Foxj1 identifiziert und in Bezug auf
seine Funktion im Primitivknoten hin untersucht. Um die spezifischen Funktionen von
Noto und Foxj1 weiter differenzieren zu konnen, sollte eine transgene Mauslinie
etabliert und untersucht werden, in der Foxj1 bei gleichzeitiger Ausschaltung von

Noto im Kontext des Noto-Lokus exprimiert wird.
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5 Material und Methoden
5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient zur Trennung, Reinigung und Isolierung von
doppelstrangigen DNA-Fragmenten nach ihrer Grof3e. Dazu wurde Agarose durch
aufkochen in TAE-Puffer gelost. Die Konzentration betrug dabei zwischen 0,7 und
2% mit etwa 0,5mg/I Ethidiumbromid. Der TAE-Puffer diente auch als Laufpuffer. Die
Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 5V/cm durchgefuhrt. Die
Proben wurden vor dem Auftragen mit einem Ladepuffer versetzt, damit sie besser in
die Taschen des Gels absinken. Zur Bestimmung der Gro3e der DNA-Fragmente
wurde ein GroRenmarker mit Fragmenten von bekannter Lange aufgetragen. Durch
den Interkalationsfarbstoff Ethidiumbromid werden die Fragmente unter UV-Licht

sichtbar und konnen so dokumentiert werden.

Verwendete Losungen

TAE 40 mM Tris-Acetat,
1 mM EDTA

5x Ladepuffer 50% Glycerin
0,25% (w/v) Orange G
in TAE

5.1.2 Herstellung von kompetenten Bakterien

Zur Herstellung kompetenter E. coli vom Stamm TOP10 wurden die Bakterien auf
einer LB-Platte mit Streptomycin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Von dieser Platte wurde eine Einzelkolonie in 20ml LB-Medium mit Streptomycin
Uberimpft und erneut Uber Nacht schittelnd bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden
500ml LB-Medium mit 10ml dieser Ubernachtkultur beimpft und bis zu einer OD600
von 0,7-0,9 heranwachsen gelassen. Die Bakterien wurden danach fur 15min auf Eis
gekuhlt, mehrfach geschwenkt und 15min bei 4.500 Upm und 2°C in der Zentrifuge
(Beckmann J-6B, Rotor TYJ-3) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in 20ml eiskaltem Zellkulturwasser resuspendiert und auf zwei
Zentrifugengefalie aufgeteilt. Nach Zugabe von je 200ml eiskaltem Zellkulturwasser
wurden die Bakterien erneut sedimentiert. Der Uberstand wurde abgegossen, die
Pellets in 10ml eiskaltem Zellkulturwasser resuspendiert, mit weiteren 200ml
aufgefullt und zentrifugiert. Dann wurde das Pellet in je 20ml eiskaltem 10% Glycerin
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in Zellkulturwasser resuspendiert, die Bakteriensuspension in zwei 50ml-
Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und erneut wie oben sedimentiert. Nach Abnehmen
des Uberstandes wurde das Pellet in je 1ml 10% eiskaltem Glycerin resuspendiert
und in 50ul Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots wurden auf Trockeneis eingefroren und
bei —80°C gelagert.

5.1.3 Transformation von elektrokompetenten Bakterien

FUr die Transformation wurden auf Eis zu 50ul kompetenten, salzfreien Bakterien 1pl
(20-50ng) Plasmid-DNA gegeben und eine Minute auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurde die Mischung in eine eisgekuhlte 2mm-Kuvette (GenePulser, BioRad)
uberfuhrt und in einem BioRad Micro Pulser elektroporiert. Direkt danach wurden
500p! LB-Medium ohne Antibiotikum zu den Bakterien in die Kuvette gegeben, alles
in ein 2ml-Reaktionsgefal® uberfuhrt und fur eine Stunde bei 37°C schuttelnd
inkubiert. Abhangig vom transformierten Plasmid, bzw. des Ligationsansatzes,
wurden 10-100% der transformierten Zellen auf LB-Platten mit entsprechenden

Selektionsantibiotika ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.1.4 Plasmidisolierung aus Bakterien

5.1.4.1 Analytische Plasmidisolierung (Minipraparation)

Die Minipraparation dient vor allem dazu Plasmid-DNA schnell und einfach zu
isolieren, allerdings enthalt sie immer noch Verunreinigungen. Die Bakterien werden
dazu nacheinander in drei Puffern inkubiert. Der erste Puffer enthalt RNase, um
bakterielle RNA abzubauen. Mit Hilfe des zweiten Puffers wird die alkalische Lyse
der Bakterien erreicht und anschlieRend werden chromosomale DNA, Proteine und
andere Zelltrimmer abgetrennt.

FUr eine analytische Plasmidisolierung wurden 2ml einer BakterienUbernachtkultur in
ein 2ml-Reaktionsgefall uberfihrt und 10min bei 2500 xg zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 200pl Puffer P1 resuspendiert. Dazu wurden 200ul Puffer P2 und
geschwenkt. Nach 3min bei RT wurden 200ul Puffer P3 zugegeben und geschwenkt.
Danach wurde 10min bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues 1,5ml-Reaktionsgefal® uberfuhrt und mit 750ul Isopropanol versetzt. Nach
15-20 min bei RT wurde die gefallte DNA 15min bei maximaler Drehzahl
abzentrifugiert und mit 70% EtOH gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in

100l Wasser aufgenommen.
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Verwendete Losungen

Puffer P1 50mM TRIS pH8,0
10mM EDTA
100pg/ml RNase

Puffer P2 200mM NaOH
1% SDS

Puffer P3 3M KAc

5.1.4.2 Praparative Plasmidisolierung (Mini-Spinpraparation)
Im Gegensatz zur Minipraparation liefert die Spinpraparation reinere Plasmid-DNA.
Die Spinpraparation wurde mit Hilfe des DNA-Aufreinigungs-Kits GeneElute HP
Plasmid Minikit von Sigma durchgefuhrt. Die Durchfuhrung entsprach dem
mitgelieferten Protokoll.

5.1.4.3 Praparative Plasmidisolierung (Maxi)
Zur Elektroporation von embryonalen Stammzellen wird besonders reine DNA
bendtigt. Daher wurde die DNA dafur mit Hilfe des Endofree Plasmid Maxi Kits von

Qiagen entsprechend dem mitgelieferten Protokoll durchgeflhrt.

5.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch eine PCR ist es moglich sehr geringe Mengen eines DNA-Fragments
(Template) in vitro selektiv zu vermehren. Dabei werden die zu vermehrenden
Sequenzen mit Hilfe eines Sequenz-spezifischen Starteroligonukleotids enzymatisch
amplifiziert.

5.1.5.1 Taq-Polymerase
Die PCR wurde haufig mit im Labor isolierter Tag-Polymerase und einem im Labor
etabliertem Puffersystem durchgefuhrt. Die Tag-DNA-Polymerase stammt aus
Thermus aquaticus. Sie amplifiziert Strange, die haufig einen A-Uberhang tragen.
Eine Variante dieser PCR ist die colony-PCR, die hier zur Untersuchung grof3erer
Mengen von Bakterien-Klonen verwendet wurde. Dabei wird eine Kolonie mit einem
Zahnstocher gepickt und auf einer Masterplatte ausgestrichen, mit demselben
Zahnstocher wird die PCR ,angeimpft®.
Die 50ul Reaktionsansatze setzten sich folgendermallen zusammen:

Template-DNA (ggf. Verd.) 1ul
10x PCR buffer (KSG) 5l
25mM MgClI2 3l
Primer 1 (10 uM) 1ul
Primer 2 (10 uM) 1ul
dNTPs (each 10 mM) 1l
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Taq 1l
H 20 bidest. Add to 50ul

Die Proben wurden mit Hilfe folgender Temperaturabfolge amplifiziert:

1x 2min 95°C

30x 30sec 95°C
30sec Annealing-Temp. (abhangig von Primern)
59sec 72°C (1min je 1kb Template-Lange)

1x 1min 72°C

1x 00 8°C

Verwendete Losungen

10x PCR buffer (KSG) 500mM KCl
100mM TRIS pHS8,8

0,1% Triton X-100

5.1.5.2 Expand High Fidelity Kit

Die PCR wurde mit Hilfe des ExpandTM High Fidelity PCR Systems von Boehringer
durchgefuhrt. Dabei entstehen Produkte mit blunt ends und Fragmente mit einem 3’
Single A-Uberhang, da es sich bei der Polymerase um ein Gemisch aus
thermostabiler Tag- und Pfu-Polymerase handelt. Die Pfu DNA-Polymerase besitzt
eine hohere Temperaturstabilitat als die Taq DNA-Polymerase, aullerdem besitzt sie
eine 3’-5-Exonuklease-Aktivitat, die eine Korrektur erlaubt (Proofreading).
50ul-Reaktionsansatze setzen sich folgendermallen zusammen:

DNA-Template 2 ul

dNTPs (each 10 mM) 1 ul
forward-Primer (10 uM) 2 pl
reverse-Primer (10 uM) 2 pl

Puffer + 15mM MgCI2 5yl
Enzym-Mix 0,75 pl
Wasser 37,5 pl

Um eine Variation der PCR zu ermdglichen war es moglich die MgCl2-Konzentration
zu variieren, da das Kit auch einen Puffer ohne MgCI2 enthalt und aulRerdem
zusatzliches MgCl2, dabei musste entsprechend die Wassermenge angepasst
werden.

Die Temperatur wurde folgendermalen eingestellt:

1x 2 min 94°C
10x 15 sec 94°C
30 sec 45-65°C
45 sec 72°C
20x 15 sec 94°C
30 sec 45-65°C
45sec + 5 sec 72°C

37




MATERIAL UND METHODEN

1x 7 min 72°C
1x 00 4°C

Das Ergebnis einer PCR wurde durch ein Agarosegel mit Ethidiumbromid unter UV-

Licht sichtbar gemacht, um das Ergebnis der Reaktion zu Uberprufen.

Verwendete Losungen

Expand PCR Puffer 20mM TRIS pH7,5
100mM KCI

1 mMDTT

0,5% Tween20
0,5% NP40

50% Glycerol

5.1.6 Klonierungstechniken

5.1.6.1 Restriktionsverdau
Fir einen analytischen Restriktionsverdau wurden 0,2—1ug Plasmid-DNA eingesetzt
und fur einen praparativen Restriktionsverdau 5-10ug Plasmid-DNA.
Der Restriktionsverdau wurde haufig in einem Reaktionsvolumen von 20l

durchgefuhrt. Dieser setzte sich folgendermallen zusammen:

DNA-Lsg. xpl

10x Puffer 2ul

BSA (10x) 2yl

Wasser add to 20 pl
Restriktionsenzym 0,7yl

Der Ansatz wurde ca. 1-2h bei 37°C inkubiert. Fur unterschiedliche Enzyme wurden
die Puffer je nach Herstellerangaben variiert, um die optimalen Salzkonzentrationen
fur jedes Enzym zu erreichen. Nach der Inkubationszeit wurde der Ansatz auf ein
Agarosegel aufgetragen und gegebenenfalls das gewunschte Fragment aus dem Gel
extrahiert.

In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme von Roche und New England Biolabs
(NEB) verwendet.

5.1.6.2 Auffiillen von 5’-iiberhdngenden DNA-Enden

Falls die Enden von DNA-Fragmenten mit den gewunschten Restriktions-
Schnittstellen im Vektor nicht kompatibel waren, wurden sie durch Behandlung mit
der T4-DNA Polymerase aufgefullt. Zu diesem Zweck wurde der Restriktionsansatz,
nach der Spaltung mit den jeweiligen Enzymen, mit ca. 1 U T4-DNA-Polymerase von
Roche und den Desoxyribonukleotiden (dNTPs, 1 mM Endkonzentration) bei 37°C
fur 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzedenaturierung der Enzyme

38




MATERIAL UND METHODEN

(10 min, 70°C) abgestoppt und die DNA-Fragmente Uber ein Agarosegel elektropho-
retisch gereinigt.

5.1.6.3 Dephosphorylierung
Um die Wahrscheinlichkeit der Religation eines Vektors zu minimieren wurde dieser
dephosphoryliert. Dies wurde meist mit Hilfe der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
(Roche) durchgefuhrt. Nach dem Restriktionsverdau wurde 1ul SAP zugegeben und
weitere 60-120min bei 37°C inkubiert. Die SAP wurde anschliefend durch 15min bei
75°C inaktiviert.

5.1.6.4 Gelextraktion
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde mit Hilfe des
NucleoSpin Extract von Macherey-Nagel durchgefihrt. Dazu wurde das
entsprechende Fragment auf einem UV-Tisch (366 nm) mit einer Skalpellklinge aus
dem Gel herausgeschnitten und entsprechend der vom Hersteller mitgelieferten
Beschreibung aus dem Gelstuck extrahiert. Die Elution der DNA erfolgte mit 10-50ul
Elutionspuffer. Die Qualitdat und die Konzentration des Fragments wurden
anschlie3end durch analytische Agarosegelelektrophorese Uberpruft.

5.1.6.5 Prazipitation von Nukleinsauren (DNA oder RNA)
Einer wassrigen Nukleinsaure-Losung wurden 0,2 Volumenanteile einer 3 M
Natriumacetatlosung (pH 5,2) und 2,5 Volumenanteile 100% Ethanol zugegeben.
Nach Inkubation fur 30 min bei —80°C wurde die prazipitierte DNA/RNA
abzentrifugiert (15 min; 13200 rpm). Das Nukleinsaure-Pellet wurde noch mind.
einmal mit 70% Ethanol gewaschen, danach fur ca. 10 min getrocknet und
anschlieBend in Tris-Puffer (DNA) oder RNase-freiem (bei RNA) Wasser
aufgenommen. Alternativ wurde bei zu grof3en Volumina mit 0,7 Volumenanteilen
Isopropanol prazipitiert. Hierbei musste aber noch mindestens zweimal mit 70%
Ethanol gewaschen werden. Bei geringen Mengen an zu fallenden Nukleinsauren
wurde durch die Zugabe von 1 yl Glycogenlosung die Effizienz der Prazipitation
gesteigert.

5.1.6.6 Ligation
Bei einer Ligation werden zwei DNA-Molekule unter ATP-Verbrauch miteinander
verknupft. Dazu werden kompatible Enden der Strange bendtigt. Es miussen also
beide Strange entweder glatte Enden oder ,klebrige” Enden mit komplementarem
Uberhang haben. Fir DNA-Fragmente mit A-Uberhang aus PCRs gibt es

Ligationssysteme.
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5.1.6.6.1 Ligation von DNA-Fragmenten nach einem Restriktionsverdau

Diese Ligation wurden ebenfalls mit der T4 DNA Ligase von Fermantas
entsprechend dem Protokoll durchgefuhrt. Vektor und Insert wurden dazu im

Mengenverhaltnis 1:3 bis 1:5 eingesetzt und Uber Nacht bei 16°C ligiert.

5.1.6.6.2 TOPOQO XL Kloning Kit

Das TOPO XL Kloning Kit von Invitrogen ermdglicht die Ligation von PCR-Produkten
mit A-Uberhang. Das Kit beinhaltet einen geschnittenen Vektor mit T-Uberhang, der
durch Kopplung mit Vaccinia Topoisomerase | aktiviert worden ist. Das TOPO XL
Cloning Kit eignet sich besonders fur die Klonierung groRerer Fragmente > 3 kb.
Fur die Ligation mit TOPO XL wurde folgender Ansatz pipettiert:

PCR-Produkt 4ul

pCR-XL-TOPO-Vektor  1pl
Der Ansatz wurde 5min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend wurde 1ul 6x
stop solution zugegeben und der Ansatz wurde auf Eis gestellt.
2ul des Ligationsansatzes wurden direkt fur die Transformation mit den zum Kit

gehorenden One shot competent TOP10 E.coli eingesetzt.

Verwendete Losungen

pCR-XL-TOPO 10 ng/ul Plasmid-DNA
50% Glycerol

50mM TRIS pH7,4
1mM EDTA

2mM DTT

0,1% Triton X-100
100ug/ml BSA
phenol red

6x TOPO Cloning Stop Solution 0,3M NacCl
0,06M MgCI2

5.1.6.6.3 TOPO TA Kloning Kit
PCR-Produkte <3kb wurden mit Hilfe des TOPO TA Kloning Kit von Invitrogen

entsprechend dem Protokoll subcloniert.

5.1.7 Langzeitlagerung von Plasmiden

Einige Plasmide von besonderer Bedeutung werden fur langere Zeit gelagert. Dazu
wurde Plasmid-DNA nach einer Spinpraparation mit Ethanol versetzt, so dass die
Plasmid-DNA in 70-90% Ethanol bei 4°C gelaget werden kann.
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5.1.8 Sequenzierungen

Fur Sequenzierungen wurde Plasmid DNA aus analytischen Praparationen
verwendet. Damit wurde die Sequenzierung mit Hilfe des BigDye Terminator v1.1

Cycle Sequencing Kits von Applied Biosystems durchgefuhrt.

Ansatz: Template 1ul (100-160 ng)
Ready Reaction Premix  1pl
Sequencing buffer 1,5ul
Primer(10uM) 0,5l
Wasser 6ul
Programm: 96°C 1
96°C 10sec |
50°C 5sec | 25x
60°C 4min |
8°C o0

Nach der PCR Reaktion werden die Ansatze durch Zugabe von 10ul Wasser, 2ul 3M
NaAc und anschlieBend 50ul Ethanol gefallt. Vor der Zentrifugation wurden die
Ansatze 30min bis 16h bei -20°C inkubiert. Nachdem die gefallte DNA mit 75%
Ethanol gewaschen wurde, wird sie in 30ul MilliQ Wasser aufgenommen und mit

Hilfe eines Kapillarsequenzers ausgelesen.

5.1.9 Zielgerichtete Mutagenese

Zur zielgerichteten Mutagenese von DNA-Sequenzen wurde das QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene verwendet. Die Primer wurden
entsprechend dem Protokoll durchgefihrt, mit den Basenfehlpaarungen in der Mitte
und 15-18 Basen links und rechts. Die Mutagenese wurde entsprechend dem

Protokoll von Stratagene durchgefuhrt.

5.1.10 BAC recombineering

5.1.10.1 BAC-Isolierung durch alkalische Lyse

Zur Isolierung der BAC-DNA wurde ein Protokoll angewendet, das auf der alkalische
Lyse beruht. Bei BACs muss besonders darauf geachtet werden, sie nicht durch
vortexen, andere schnelle Bewegungen oder Pipettieren geschert werden.

2ml Uber Nacht-Kultur werden abzenrifugiert. Pellet in 100ul GTE resuspendieren.
Nach 5min bei RT werden 200ul P2 zugegeben, 3x schwenken, 5min auf Eis.
Danach 150ul P3 zugeben, 3x schwenken, 5min auf Eis. 5min bei 10.000xg
abzentrifugieren. Uberstand in neues ReaktionsgefaR mit 1ml 100% Ethanol

uberfuhren, schwenken, 10min bei 10.000xg abzentrifugieren. Pellet mit 500l
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70%Ethanol waschen. Uberstand vollstandig abnehmen und antrocknen lassen. Auf
keinen Fall vollstandig eintrocknen lassen. Pellet in 20ul TE mit RNAseA (50ug/ml)
aufnehmen. Die Ausbeute betragt etwa 0,5 — 1ug.

5.1.10.2 BAC-Isolierung fiuir Pronukleus-lnjektionen
Fur die DNA-Mikro-Injektion in den Pronukleus von befruchteten murinen Eizellen
wurde die BAC-DNA mit Hilfe des Large-Construct Kits von Qiagen aufbereitet. Die
BAC-Isolierung wurde gemald dem Protokoll durchgefuhrt.

5.1.10.3 BAC recombineering
Das BAC recombineering ist eine Technik zur Veranderungen von BAC (Liu et al.,
2003), da sie zu grol sind fur konventionelle Klonierungstechniken. Sie basiert auf
der homologen Rekombination in Bakterien. Genauere Informationen werden auf der
Seite http://recombineering.ncifcrf.gov/ gegeben. Das BAC recombineering wurde
exakt nach den Protokollen der Recombineering website durchgefuhrt, auf dieser
Seite sind auch detailierte Informationen zu den hier verwendeten Plasmiden und
Bakterien zu finden.
Das BAC rekombineering ist eine einfache, effektive Methode zur Modifikation von
BACs durch homologe Rekombination. Dazu werden nur etwa 50 bp lange
Homologie-Arme bendtigt. Die targeting-Konstrukte werden per PCR hergestellt, in
dem Primer designt werden, die die Homolgie-Region, so wie etwa 20bp
uberlappend mit dem targeting-Konstrukt enthalten. Das Konstrukt wird mit Hilfe
einer PCR amplifiziert. In dieser Arbeit wurde die Tag-Polymerase verwendet, die im
Labor von Achim Gossler aus Bakterien aufbereitet wird. Da die Primer sehr lang
sind (etwa 70 bp) ist die Zugabe von 1M Betain in die PCR-Reaktion notwendig. Die
PCR wurde ansonsten durchgefuhrt entsprechend dem Protokoll in 5.1.5.1. Zur
Selektion der rekombinierten Klone wird im targeting-Konstrukt eine Kassette zur
Positiv-Selektion eingebracht, die von FRT oder loxP-Stellen umgeben ist. Diese
Selektions-Kassette kann in Bakterien wieder entfernt werden, um sie im nachsten
Schritt erneut verwenden zu kdnnen. Hier wurde eine Kanamycin-Resistenz-Kassette
verwendet, die vom FRT-Stellen umgeben ist. Das hier verwendete Plasmid PL451
(Liu et al., 2003) enthalt eine Kassette, die zur Selektion in Bakterien und Zellen
geeignet ist, da die kodierende Sequenz der Kanamycin-Resistenz und der
Neomycin-Resistenz identisch ist. Durch die Verwendung zweier Promotoren ist die
Selektion in Bakterien und Zellen mit derselben Kassette mdglich. Fur das BAC-
Transgen wurde ein lacZ-Reportergen vor die Resistenz-Kassette kloniert. An dieses
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Konstrukt wurden die Homologie-Regionen mit der PCR angefugt. Das PCR Produkt
wurde direkt fur die Rekombination mit dem BAC (108j02) eingesetzt. Dadurch
konnte fur die Integration mit der zusatzlichen Kanamycin-Resistenz selektiert
werden. Vor der Pronukleus-Injektion wurde die Kanamycin-Resistenz in Baktieren
wieder entfernt. Alle Schritte wurden mit Hilfe von PCRs uber die Homologie-
Regionen verifiziert. Zusatzlich wurde durch einen Verdau mit einem selten
schneidenden Enzym Uberpruft, dass keine gro3en Deletionen im BAC entstanden
sind (fingerprint-Verdau).

FUr die homologe Rekombination wurden SW102-Bakterien verwendet, diese haben
Temperatur-induzierbare Rekombinase stabil integriert. Fur die Entfernung der
Resistenz-Kassette wurden SW105-Baktierien verwendet, die zusatzlich zu den
Temperatur-induzierbaren Rekombinasen die Arabinose-induzierbare FRT-
Rekombinase enthalten. Alle Bakterien mussen immer unter 32°C gehalten werden,
um keine unerwunschte Rekombinase-Aktivitat zu induzieren!

Durchfuhrung:

Vorbereitungen:

* Design von Starteroligonukleotiden mit 50 bp Homologie-Region zur
Amplifikation des targeting-Konstrukts.

* PCR mit diesen Starteroligonukleotiden, anschlieender Dpn1-Verdau, zum
Abbau des verbliebenen Templates, Gelextraktion des targeting-Konstrukts

* Es werden 100-300ng in1-5pl H,O targeting-Konstrukt pro Reaktion bendtigt.

* Transformation des BAC in SW102-Bakterien (in manchen Fallen kdnnen
auch targeting-Konstrukt und BAC gleichzeitig transformiert werden. Die
Effizienz ist dann geringer.)

*  10% Glycerin in MilliQ-Wasser kaltstellen.

Durchflhrung:

* 5ml Uber Nacht-Kultur bei 32°C der SW102 Bakterien mit BAC mit
entsprechender Selektion. Die Zellen durfen nicht warmer als 32°C sein!

* Verdlinnung der Kultur, 500ul auf 25ml LB mit Selektion, Inkubation bei max.
32°C bis ODggo 0,6 (3-4h)

* Hitzeschock zur Aktivierung der Rekombinasen mit einer Halfte der Kultur:
genau 15min bei 42°C im Wasserbad, regelmaldig schwenken, die andere
Halfte bleibt bei 32°C
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* Beide Kulturen auf Eis abkuhlen fur 1-2min. Die Bakterien ab jetzt immer auf
Eis, zusatzlich im Kuhlraum verarbeiten!

» Bakterien 5min bei 5.000xg bei 4°C abzentrifugieren

» Uberstand abnehmen,

* 1ml eiskaltes 10% Glycerin zugeben, Pellet vorsichtig resuspendieren, danach
weitere 10ml 10%Glycerin zugeben, schwenken, erneut abzentrifugieren
(5min, 5.000xg, 4°C)

* Waschschritt wiederholen

e Uberstand vollstandig abnehmen durch Abtropfen auf einem Papiertuch

* Pellet in der verbliebenen Flussigkeit resuspendieren (~50ul)

* Jeweils 25l elektrokompetente Bakterien mit targeting-Konstrukt versetzen
und transformieren (Elektroporation)

* Bakterien in 1Tml LB ohne Antibiotika auf nehmen und 1h bei 32°C inkubieren

* Bakterien auf LB-Platte mit entsprechender Selektion ausstreichen, zur
Abschatzung der Effizienz 10pl, 100ul und den Rest.

* Inkubation 18-24h bei 32°C

Auf der nicht induzierten Kontrollplatte sollten erheblich weniger Kolonien wachsen,
als auf der induzierten Platte.

Zur Entfernung des Resistenzgens werden SW105-Bakterien verwendet. Die
Bakterien werden ebenso kompetent gemacht, wie die SW102, allerdings ohne
Hitzeschock. Stattdessen wird bei einer ODgoo von 0,4 0,1% Arabinose zugegeben.
Nach einer Stunde werden die Bakterien kompetent gemacht und mit dem BAC
transfiziert. Nach Inkubation uber Nacht werden die Kolonien durch ausstreichen auf
einer Platte mit Kanamycin auf den Verlust der Resistenz Uberpruft (dazu muss
parallel eine Master-Platte angelegt werden, um die Klone zu erhalten!). Darauf folgt
die Verifizierung durch colony-PCR und Kontroll-Verdau.

5.1.11 Southern Blot-Hybridisierung

Zur Verifizierung der rekombinierten ES-Zellklone wurde eine Analyse mittels der
Southern-Blot Hybridisierungs-Technik (Southern, 1975; Chomczynski and Qasba,
1984) durchgefuhrt.

5.1.11.1 DNA-Transfer auf Nylonmembranen
Die mit dem entsprechenden Restriktionsenzym verdaute ES-Zell-DNA wurde auf

Agarosegelen aufgetrennt und mit Langenstandards fotografiert. Das Gel wurde 15
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min lang mit 0,2 M HCI behandelt. Diese Depurinierung verbessert die Effizienz, mit
der grof3e Fragmente auf die Membranen transferiert werden. Danach wurde das Gel
zweimal fur je 20 min in Denaturierungslosung behandelt. Der Transfer der DNA-
Fragmente aus dem Gel auf die Nylonmembranen (Millipore) erfolgte in einem
Transferstapel. Dieser bestand aus zwei Lagen Whatman 3-MM-Papier, die in das
Pufferreservoir eintauchten, drei weiteren Lagen Whatman 3-MM-Papier, gefolgt vom
Agarosegel, der Nylonmembran und als oberste Schicht wieder drei Lagen Whatman
3-MM-Papier. Der Flussigkeitsstrom erfolgte aus den wunteren mit
Denaturierungslosung durchtrankten Whatman-Papierlagen in einen oben
aufliegenden FlieRpapierstapel, der mit einem leichten Gewicht beschwert wurde.
Der Transfer wurde nach ca. 13 h (Uber Nacht) beendet. Die Nylonmembranen
wurde fur 20 min in 50 mM NaPi-Puffer gespult und zur Fixierung der DNA auf der
Membran wurde diese in einem UV-Crosslinker (Fa. Stratagene) mit einer UV-
Bestrahlung von 1200 J an die Nylonmembran quervernetzt.
5.1.11.2 Herstellung radioaktiv (**Phosphor-a-dCTP) markierter DNA-
Sonden
Radioaktiv markierte DNA- Sonden wurden nach der Methode von Feinberg und
Vogelstein (Feinberg and Vogelstein, 1983) durch Einbau von a—(32P)dCTP durch
das Klenow-Fragment der DNA- Polymerase | bei der Synthese von zufallig
geprimter DNA gewonnen. Es wurden die Komponenten des ,Prime-It®Il Random
Primer Labeling Kits“ (Fa. Stratagene) folgendermalien benutzt: 25 ng eines DNA-
Fragments wurde mit 10 pyl der Losung mit Zufallshexameren (,Primer solution®) in
einem Gesamtvolumen von 33 pl (mit ddH20 aufgefullt) fur 5 min gekocht. Dazu
wurden 10 pl Markierungspuffer, 5 ul a-(**P)dCTP und 1 pl Exo(-)Klenow- Enzym (5
Einheiten/pl) gegeben. Der Reaktionsansatz wurde fur mindestens 2 h bei 37°C
inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch Fallung des Reaktionsansatzes
beseitigt. Das markierte DNA-Pellet wurde in 100 pl ddH,O aufgenommen und 1 pl
davon in einem Flussigkeits-Szintillations-zahler (LS 6000SE; Fa. Beckman)
gemessen. Die markierte DNA wurde direkt vor der Zugabe zu der Hybridisierungs-
Lésung durch 5 minutiges Kochen denaturiert.
5.1.11.3 Hybridisierung

Die Membranfilter mit den immobilisierten Nukleinsauren wurden in Glasrohren
Uberfihrt, ganz kurz bei 65°C im vorgewarmten Wash Il inkubiert und anschlief3end
fur ca. 3 h bei 65°C mit ca. 20 ml vorgewarmter Vorhybridisierungslosung (Church-
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Losung) unter standiger Bewegung im Hybridisierungsofen abgesattigt. Die
Hybridisierungslésung (Church-Lésung) wurde mit 2 x 10° cpm/ml radioaktiv
markierter Sonde versetzt und fur 10 min gekocht. Die Vorhybridisierungslosung
wurde verworfen und der Membranfilter Uber Nacht bei 65°C bei standiger Bewegung
mit der vorbereiteten Hybridisierungslosung inkubiert. AnschlieRend wurde der Filter
3 mal 20 min mit Wash Il bei 65°C gewaschen. Die Filter wurden mehrfach in
Saranfolie eingewickelt und bei —80°C auf Rontgenfilmen mehrere Tage exponiert
und anschlieRend entwickelt.

5.1.12 RNA-Isolierung und Mikroarray-Hybridisierungen

Fur den Mikroarray wurden die Gewebe in RNAlater (Ambion) gesammelt und bei
4°C bis zur RNA .Extraktion gelagert.

Zur RNA-Isolierung wurde das RNeasy Micro Kit von Qiagen verwendet. Die RNA-
Extraktion wurde entsprechend dem Protokoll durchgefuhrt.

Die Vorbereitung der RNA-Proben und Hybridisierung der Mikroarray-Chips (whole
mouse genome chip von Agilent) wurde durchgefihrt von Dr. Oliver Dittrich-Breiholz
und PD Dr. Michael Kracht, Institut fur Pharmakologie, MHH.

5.2 Zellbiologische Methoden

5.2.1 Methoden mit differenzierten Saugerzellen

5.2.1.1 Kultivierung von Saugerzellen
Fir diese Arbeit wurden HelLa-Zellen verwendet. Diese Zellen wachsen adharent in
beschichteten Petrischalen (Gibco) und werden in DMEM-Medium mit 10% FCS,
Pen/Strep, NEAA, Glutamax und Natrium-Pyruvat gehalten. Zur Vermehrung werden
die Zellen gesplittet, das hei3t mit PBS gewaschen und anschlielfend mit Trypsin
behandelt bis sich alle Zellen gelost haben. Die Zellen werden erneut mit
Nahrmedium aufgenommen und suspendiert und anschliel3end in neuen Schalen mit

Nahrmedium ausgesat.

Medium Name Konzentration Menge fir 500 ml
HelLa-Medium | DMEM 1x 400 ml
FCS 10% 45 mi
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B-Mercaptoethanol | 100 uM 500 pl (100 mM)
Natrium Pyrovat 1 mM 5 ml (100 mM)
Glutamax 2mM 5 ml (200 mM)
Nicht-essentielle 0,1 mM 5 ml (10 mM)
AS

Pen/Strep 10000 U/ml 5 ml (100x)

5.2.1.2 Transfektion
Die Transfektionen wurden mit Hilfe vom PerFectin Transfection Reagent von GTS
(Gene Therapy Systems) durchgefuhrt. Dazu wurden etwa 300.000 Zellen auf 30mm
Petrischalen ausgesat. Am darauffolgenden Tag wird jede Schale mit 1,2ug DNA
transfiziert. Die Transfektion wurde durchgefuhrt wie im Protokoll beschrieben,
allerdings werden die Zellen OptiMEM transfiziert und nicht im normalen
Nahrmedium. Nach der Transfektion wird das Medium wieder gegen normales
Nahrmedium ausgetauscht.
5.2.1.3 Luciferase-Reporter-Assay

Der Luziferase-Reporter-Assay ist eine Maglichkeit den Einfluss von
Transkriptionsfaktoren auf unterschiedliche Enhancer-Regionen zu untersuchen.
Dazu wurde die potentielle Enhancer-Region in einen firefly-Luziferase-Vektor
kloniert (pGL4.15[luc2P/Hygro] pGL4.27[luc2P/minP/Hygro] Vector von Promega).
Die zu testenden Transkriptionsfaktoren wurden in Expressionsvektoren kloniert
(pCS2+). Alle zu testenden Plasmide wurde kotransfiziert (0,5ug Reporter, 0,1ug
phRL-TK und je 0,2ug Aktivator, bei weniger als 3 Aktivatoren wurde mit leerem
pCS2+ auf 1,2ug aufgefullt) und die Luziferaseaktivitat mit dem Dual-Luciferase®
Reporter Assay System von Promega durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Transfektionseffizienz wurde der Vektor phRL-TK kotransfiziert. Die Aktivitat der
Renilla-Luziferase dient zur Normalisierung der Transfektions-Effizienz. Gemessen

wurden die Proben im Glomax96 Luminometer.

5.2.2 Techniken mit murinen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)

5.2.2.1 Gene targeting
Als ,gene targeting“ wird die zielgerichtete Veranderung eines endogenen Gens
mittels homologer Rekombination bezeichnet. Bei diesen Rekombinationsvorgangen
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wird ein modifiziertes Gen homolog mit seinem chromosomalen Aquivalent
ausgetauscht, so dass die Modifikation ins Genom eingefuhrt wird. Bei der
homologen Rekombination handelt es sich um einen sequenzspezifischen
Austausch. Dafur ist ein aufwendiges Verfahren erforderlich. ES-Zellen mussen mit
einem DNA-Konstrukt transfiziert werden. In einem sehr geringen Prozentsatz dieser
Zellen findet eine Rekombination statt. AnschlieRend muss man einzelne Zellklone
amplifizieren und Uberprifen, ob die Rekombination an der gewunschten Stelle im
Genom stattgefunden hat. Eine solche Rekombination findet durchschnittlich in etwa
einer von 10° bis 10° Zellen statt. Die Ursachen dieser Schwankungen sind nicht
restlos geklart (Doetschman et al., 1993). Unter anderem lassen sich exprimierte
Gene leichter rekombinieren als nicht exprimierte, die Struktur des Vektors
beeinflusst die Haufigkeit der Rekombinationsereignisse ebenso wie die Wahl des
homologen Bereiches. ES-Zellen kdnnen so in einem Allel mutiert und dann in
Blastozysten injiziert werden. Nach Transmission durch die Keimbahn vererbt sich
das defekte Gen dann nach den Mendelschen Regeln. Wegen des komplizierten
Verfahrens werden mit dieser Methode meistens nur solche Tiere hergestellt, bei
denen ein Gen inaktiviert oder zerstort oder Teile des Gens analysiert werden sollen.
Da es oft unmaoglich ist, ein komplettes Gen zu zerstoren, wahlt man im Allgemeinen
zur Inaktivierung einen Teil des Gens aus, der funktionell wichtig ist. Die
charakteristischen Eigenschaften eines ,Targeting Konstrukts“ sind die Homologie
zum auszuschaltenden Gen in der Zielzelle (Target), ein positiver Selektionsmarker,
eine Restriktionsschnittstelle auRerhalb des Homologiebereichs, an der man den
Vektor linearisieren kann und haufig ein negativer Selektionsmarker. Die Lange der
Homologie zwischen Vektor-DNA und Target-DNA beeinflusst erheblich die
Frequenz eines Targeting-Ereignisses, das heil’t, je langer die Homologie ist, desto
haufiger tritt in der Regel ein Targeting-Ereignis auf. Optimale Bedingungen sind bei
einer Homologie von etwa 5 bis 10 kb erreicht(Thomas and Capecchi, 1987). Der
positive Selektionsmarker sollte im Targeting-Vektor so platziert sein, dass er durch
die homologe Rekombination mit in das zu inaktivierende Genfragment integriert
wird. Heterologe Sequenzen an den Enden des Vektors werden nicht stabil in das
Wirtsgenom integriert. Rekombinationsereignisse sind selten. Aul3erdem ist die
Integration an zufalligen Stellen haufiger als am gewunschten Lokus. Deshalb muss
man neben optimalen Vektoren geeignete Selektionsmethoden einsetzen, um zum

gewunschten Ergebnis zu kommen. Des Weiteren spielen Lange und der Grad der
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polymorphen Variation zwischen Chromosom und Vektor eine Rolle. Daher wurde
der Vektor mit Sequenzen vom Mausstamm konstruiert, in deren ES-Zellen spater
auch das Targeting-Experiment ausgefuhrt wurde. Nach der Transfektion mittels
Elektroporation von ES-Zellen mit dem Vektor wurde ein groBer Teil der
Vektormolekule statistisch im Genom integriert. Nur ein sehr kleiner Teil fuhrt zu den
gewunschten Rekombinationsereignissen. Wie oben beschrieben, gibt es
experimentelle Moglichkeiten, die Haufigkeit der homologen Rekombination zu
steigern. Ebenso besteht die Moglichkeit, die Zahl der Zellklone, die den Vektor an
unerwiunschter Stelle integriert haben, zumindest zu reduzieren. Um die Anzahl der
korrekt homolog rekombinierten Zellklone zu erhdohen, wurde der positive
Selektionsmarker verwendet (Neomyzin-resistenz-Kassette). Des Weiteren wurde
die Moglichkeit der Verwendung einer Negative Selektion ausgenutzt. Zellklone, die
an ungewunschter Stelle einen Vektor ins Genom integriert hatten, wurden mit dem
Produkt negativer Selektionskassetten (Diphtherie-Toxin-Selektionskassette), die an
einem oder beiden Enden des Vektors kloniert sind, selektiert. Bei homologer
Rekombination an gewunschtem Locus fallen diese Sequenzen heraus, wahrend
Klone mit einer Integration des Vektors an unerwinschter Stelle sensitiv fur die
negative Selektion bleiben, da die Kassetten mitintegriert werden. Durch die negative
Selektion erreicht man eine 2- bis 20-fache Anreicherung der gewunschten Klone.
Da negative Selektionskassetten manchmal mutieren und zu falsch positiven Klonen
fuhren, ist das Einfugen von zwei negativen Selektionskassetten oft sinnvoll, was
aber aus klonierungstechnischen Grunden in dieser Arbeit nicht moglich war. Fur die
Herstellung des Noto™"%_Allels wurden als Selektionsmarker eine Neomycin-
Resistenzkassette und eine Diphterie-Toxin-Kassette verwendet.
5.2.2.2 Einzelkopie-Transgen-Analyse im Hprt-Lokus

Fir die Promoteranalyse von Noto wurde die Moglichkeit angewendet die Transgene
als Einzelkopie-Transgene in den Hprt-Lokus zu integrieren. Dieser Lokus bietet
mehrere Vorteile. Zum einen wurde gezeigt, dass Transgenexpression in diesem
Lokus moglich ist, da es sich um ,offenes® Chromatin handelt. Die
Transgenexpression wird ausschlieRlich durch die eingebrachten Enhancer reguliert.
Des Weiteren bietet der HprtLokus praktische Vorteile. Die
Hypoxanthinphosphoribosyltransferase ist am Salvage-Weg zur Regeneration von
Nukleinsauren beteiligt. Hier wird angesetzt um die Selektion zu ermdglichen, sowohl
von Zellen, die einen funktionellen Hprt-Lokus besitzen, als auch von Zellen, die
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keinen funktionellen Hprt-Lokus besitzen. Da Hprt auf dem X-Chromosom lokalisiert
ist und die verwendeten embryonalen Stammzellen mannlich sind, liegt nur eine
Kopie dieses Gens vor und die Rekombination in einem Lokus ist ausreichend fur die
erfolgreiche Selektion. Hier wurde die Hprt-defiziente ES-Zelllinie E14tg2a
(Doetschman et al., 1987) verwendet, die eine grol3e Deletion im Hprt-Lokus tragt.
Etwa 35kb aus dem Lokus wurde deletiert, darin enthalten der Promoter und das
erste Exon. Durch das Targeting-Konstrukt wird neben dem Zielkonstrukt auch die
Promoterregion und das erste Exon aus dem humanen Lokus wieder in den Lokus
eingebracht. Dadurch wird die Funktion der HPRT wiederhergestellt und mit Hilfe von
HAT kann auf diese Wiederherstellung selektioniert werden. HAT ist eine
Kombination von drei Chemikalien. A steht fur Aminopterin, welches die de novo-
Synthese der Nukleinsauren inhibiert. Durch die Zugabe von Hypoxanthin (H) und
Thymidin (T) wird der Salvage-Weg aufrechterhalten. (Hooper et al., 1987; Reid et
al., 1990; Bronson et al., 1996) Durch diese Moglichkeit wird die Anzahl der Klone in
Zellkultur unter Selektion drastisch reduziert. Bei der traditionellen Selektion mit Hilfe
einer Neomycin-Resistenz-Kassette erwartet man einige Hundert resistenter ES-
Zellklone, die alle auf die korrekte Integration des Transgen untersucht werden
mussen, da die gesamte Selektionskassette an einem Stick eingefuhrt wird.
Dadurch werden auch solche Zellen resistent, die das Transgen unspezifisch an
einem anderen Ort integriert haben. Im Fall der HAT/Hprt-Selektion wird der
Selektionsmarker zu einem Teil vom Ziellokus und zum anderen durch das
, rargeting“-Konstrukt bereitgestellt. Eine erfolgreiche Selektion ist also nur moglich,
wenn beide Teile korrekt zusammen gefugt werden. Dadurch wird die Anzahl der
Klone drastisch reduziert. Unter idealen Bedingungen werden etwa 50 Klone erzeugt,
von denen 90% die korrekte Integration des Transgens tragen. Fur die nachfolgende
Analyse in chimaren Embryonen wurden jeweils zwei unabhangige Klone verwandt.
Als Chimare werden Embryonen bezeichnet, die direkt aus
Praimplantationsembryonen hervorgehen, in die die transgenen ES-Zellen injiziert
wurden. Diese Embryonen bestehen also aus einem Mosaik aus Wildtyp und
transgenen Zellen. Dennocj konnen durch die Herstellung von Chimaren mit einem
grof3en Anteil von transgenen Zellen alle Expressionsdomanen optimal beobachtet

werden.
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5.2.2.3 Aufbereitung der Targeting-Konstrukte fiir die ES-Zell-
Elektroporation
Fur eine Elektroporation eines Targeting Konstruktes in ES-Zellen muss eine
ausreichend 20-25ug von sauberer und linearisierter DNA vorliegen. Die DNA fur die
Elektroporationen wurde mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit von Qiagen aus den
Bakterien isoliert. Dann wurde eine ausreichende Menge des fertigen Konstrukts
zum linearisieren in einem groRen Restriktionsansatz verdaut: 30-35 ug DNA wurden
mit 80-100 U Enzym in einem Gesamtvolumen von 200pl Gesamtvolumen uber
Nacht verdaut. Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit des Verdaus wurden 2 ul des
Ansatzes auf ein 0,7% Agarosegel aufgetragen. Bei Unvollstandigkeit wurde noch
einmal 2 h mit zusatzlichen 50 U weiter verdaut und anschlieRend Uberpruft. Die
Enzyme wurden mit Hilfe der Micropure EZ-Saulen von Millipore von der DNA-
Losung abgetrennt. Danach wurde die DNA gefallt und das Pellet in 100 yl EP-PBS
aufgenommen und fur 15 min auf 65°C erhitzt. Zum Checken der DNA-Konzentration
wurde 1 pl Aliquot der DNA auf einem 0,7% Agarosegel im Vergleich mit einem
ADNA/ EcoR | + Hind lll- Marker (0,5 pug / Tasche) aufgetragen.
5.2.2.4 Kultivierung von embryonalen Stammzellen

Die ES-Zellen wurden in ES-Zell-Medium mit hLIF (menschliches Leukemia Inhibitor
Faktor) bei 37°C, 5 % CO2 auf @ 60 mm Petrischalen mit Feeder-Zellen kultiviert.
Das LIF wurde zugesetzt, weil ES-Zellen in Kultur spontan differenzier. LIF humanen
Ursprungs besitzt die gleiche Aktivitat bei Maus ES-Zellen. Das ES-Zell-Medium
wurde jeden Tag gewechselt. Entsprechend des individuellen Wachstums konnten
die Zellen am darauf folgenden Tag 1:5 geteilt werden. Hierzu wurden die Zellen
trypsinisiert, d. h. mit PBS gewaschen und mit 1-2 ml Trypsin / EDTA bei 37°C, 5%
CO2 20 min lang abgelost. Zell-Aggregate wurden durch mehrmaliges Pipetieren
gelost. Mit zusatzlichen 3 ml Medium wurden die Zellen auf 5 neue 60 mm Platten
verteilt. Fur eine Elektroporation wurden 5 fast konfluent gewachsene 60 mm Platten
verwendet. Zur Langzeitlagerung wurden ES-Zellen, nach der Behandlung mit
Trypsin, in 1,5 bis 2 ml ES-Zell-Medium resuspendiert und zentrifugiert (3 min, 1000
rom, RT). Das Pellet wurde in ES-Zell-Gefrier-Medium resuspendiert und in Einfrier-
Gefalle gegeben und in einen vorgekuhlten Gefrier-Container bei —80°C
zwischengelagert. Am nachsten Tag wurden sie bei —150°C weggefroren.

Medium Name Konzentration Menge fir 500 ml
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ES-Zell-Medium | DMEM 1x 400 ml
FCS= 15% 75 ml (100%)
Kalberserum
B-Mercaptoethanol | 100 uM 500 pl (100 mM)
Natrium Pyrovat 1 mM 5 ml (100 mM)
Glutamax 2mM 5 ml (200 mM)
Nicht-essentielle 0,1 mM 5 ml (10 mM)
AS
Pen/Strep 10000 U/ml 5 ml (100x)
LIF 10000 U/ml 25
Gefrier-Medium | 15% FCS ES-Zell- 800 ml
Medium
FCS 100 ml
DMSO 100 ml

5.2.2.5 Elektroporation von Stammzellen
Bei der Elektroporation werden biologische Membranen durch kurze elektrische
Impulse voribergehend permeabilisiert. Wahrend dieser Phase kann ein Stoff (z.B.
DNA) durch die Membran transportiert werden.
Zur Elektroporation wurden ES-Zellen von 5 konfluent bewachsenen 60 mm Platten
trypsinisiert. Nach Resuspension in ES-Zell-Medium wurden sie fur 20 min zurtck in
den Inkubator gestellt, damit sich die Feeder-Zellen wieder am Boden absetzen
konnten. Die ES-Zellen von allen 5 Platten wurden in einem 50 ml Reaktionsgefal®
gesammelt und 3 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 30 ml PBS
resuspendiert und erneut wie oben zentrifugiert. Das neue Pellet wurde in 700 ul EP-
PBS resuspendiert und mit den 20 ug linearisierter DNA (in 100 yl EP-PBS) in eine
Elektroporations-Kuvette (0,4 cm) gegeben. Die Suspension wurde bei 0,24 kV und
500 pF bei RT in einem Gene Pulser (Fa. Bio Rad) elektroporiert. Nach dieser
Elektroporation wurde die ES-Zell-Suspension fur 10 min auf Eis gestellt.
Anschlieend wurde sie dann in 10 ml EP-Medium resuspendiert und auf 10
gelatinisierte 90 mm Platten gegeben. Durch die Verteilung auf eine groRerer
Oberflache sollte die Ausbildung von Einzelklonen gefordert werden.

Medium Name Konzentration Menge fir 500 ml
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EP-Medium | DMEM 1x 400 ml
FCS 10% 45 mi
B-Mercaptoethanol | 100 uM 500 pl (100 mM)
Natrium Pyrovat 1 mM 5 ml (100 mM)
Glutamax 2mM 5 ml (200 mM)
Nicht-essentielle 0,1 mM 5 ml (10 mM)
AS
Pen/Strep 10000 U/ml 5 ml (100x)

5.2.2.6 Selektion von Neomycin-resitenten ES-Zellen

Fir die Herstellung des Noto™/"¥Allels wurde etwa 24h nach der Elektroporation
der 762 oder 129cast#3-Zellen das EP-Medium gegen EP-Medium mit
Selektionsdroge ausgetauscht. Zur Selektion wurde eine Konzentration von 125 pg
G418 (Invitrogen) pro ml EP-Medium gewahlt. Die Selektion wurde fur 12 Tage
aufrechterhalten, wobei das Selektions-Medium abhangig vom Grad der sterbenden
und uberlebenden Klone gewechselt wurde (etwa alle 2 Tage). Die resistenten Klone
wurden nach 12 Tagen gepickt und analysiert. Hierzu wurden 480, bzw. 384 Klone in
96er Zellkulturplatten (96-well-Platte) mit Feeder-Zellen Uberfuhrt. Dafur wurde das
Feeder-Medium von der 96er Platte abgenommen, mit PBS gewaschen und 50 pl
Trypsin pro well zugegeben. Die 90 mm Platten mit den ES-Zellen wurden mit PBS
gewaschen und die Klone mit jeweils einer gelben Spitze aufgesogen und in das
vorgelegte Trypsin in der 96er Platte gegeben. Nachdem alle 480 wells der 5 Platten
beflllt waren wurden diese mit je 150 yl ES-Zell-Medium beschickt und 3 Tage
kultiviert. Dann wurden 24er Zellkulturplatten mit Feeder vorbereitet und die Klone
der 96er Platten auf diese transferiert. Dafur wurde eine komplette 96er Platte
zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 pl Trypsin pro well versetzt und fur 15 min
im Inkubator inkubiert. Das Feeder-Medium der 24er Platte wurde durch ES-Zell-
Medium ersetzt. AnschlieBend wurden die einzelnen Klone der 96er Platte in ES-
Zell-Medium resuspendiert und in die 24er Feeder-Platten Uberfuhrt. Nach 3-tagiger
Inkubation und Mediumwechsel wurden die Klone auf gelatinisierte 24er Platten
dupliziert. Die Master-Platte wurde eingefroren, indem das Medium abgenommen
wurde und pro well 300 yl Einfrier-Medium zugeben wurde. Von dem Duplikat wurde
DNA fiir die Uberpriifung eines richtig erfolgten Targeting-Ereignisses gemacht.
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5.2.2.7 DNA-Extraktion aus ES-Zellen
Die ES-Zell Klone auf den Gelantineplatten wurden bis sie konfluent bewachsen
waren inkubiert, wobei ein taglicher Mediumwechsel erforderlich war. Fir die Lyse
der Zellen wurde dann das Medium abgenommen, mit PBS gewaschen und
anschlielRend 500 ul Proteinase K (100 ug / pl) zugegeben und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. FUr die Praparation der DNA aus den lysierten Zellen wurden 500 ul 100%
Isopropanol pro well zugegeben und die Platten fur einen Tag bei 4°C auf einen
Schuttler stehen gelassen. Die ausgefallene DNA wurde in 70% Ethanol gewaschen,
in 500 pl TE (pH 7,5) gelost und fur 30 min auf 65°C erhitzt. Nach ein paar Tagen bei
Raumtemperatur hat sich die DNA dann komplett gelost und kann fur eine Analyse
des Targeting-Erfolgs mittels PCR und anschlieBender Verifizierung mittels
Southern-Blot Analyse eingesetzt werden.

5.2.2.8 Uberpriifung der resistenten Klone nach Neomycin-Selektion
Um zu uberprufen, ob die Rekombination an der gewunschten Stelle im Genom
stattgefunden hat wurde mit den DNAs der 480/384 ES-Zell Klone eine
Genotypisierungs-PCR durchgefuhrt. Diese PCR uUberspannte den kompletten 3’-
Homologiearm, was ungefahr 4,2 kb ausmachten. Es wurde ein Primerpaar gewahlt,
dessen Vorwartsprimer in der Neomyzin-Selektionskassette und dessen Ruckwarts-
primer im 3’ externen Gebiet lag. Nur bei einem Rekombinationsereignis an der
richtigen Stelle im Genom konnte ein PCR-Produkt entstehen. Diese ,Long-range
PCR* wurde mit Hilfe des ,Expand™ High Fidelity PCR System” (Roche, Mannheim)
durchgefuhrt. Die Durchfuhrung erfolgte anhand des vom Hersteller angegebenen
Protokolls, wobei Puffer 2 und eine Primeranlagerungs-temperatur von 55°C und
eine Verlangerungszeit von 8 min zu einem guten PCR Ergebnis fuhrte. Die
Uberpriifung der ES-Zellklone fiir die Herstellung des Noto™'*_Allels konnte
durchgefiihrt werden, wie fiir das Noto®"-Allel. Es wurden die selben Primer und
Southern Blot-Sonden verwendet (Abdelkhalek et al., 2004).

5.2.2.9 Selektion von Hprt-positiven ES-Zellen
Fur die Herstellung der Allele fur die Promoteranalyse wurde etwa 48h nach der
Elektroporation der E14tg2a-Zellen das EP-Medium gegen EP-Medium mit
Selektionsdroge ausgetauscht. Zur Selektion wurde HAT (HAT supplement (100x,
lyophilized) von Gibco (10mM na-Hypoxanthin, 40uM Aminopterin, 1,6mM Thymidin))
gewahlt. Es wurden 3ml je 1000ml Kulturmedium zugegeben. Die Selektion wurde
fur 14-20 Tage aufrechterhalten, wobei das Selektions-Medium abhangig vom Grad
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der sterbenden und uberlebenden Klone gewechselt wurde (zu Beginn jeden Tag,
spater alle 3-4 Tage). Die resistenten Klone wurden nach 14-20 Tagen gepickt und
analysiert. Hierzu wurden 12 Klone in 96er Zellkulturplatten (96-well-Platte) mit
Feeder-Zellen Uberfuhrt. Die weitere Vorgehensweise entspricht der fur die
Neomycin-resistenten Klone. Fur die Verifizierung der korrekten homologen
Rekombination wurden beide Seiten der Integration mit Hilfe von long-range PCR
Uberpraft.
5.2.2.10 Herstellung von Chimeren

Zur Herstellung von chimaren Mausen und Embryonen wurden die entsprechenden
Zelllinien einige Tage vor der Injektion kultiviert und dann in Mausembryonen im
Morula-Stadium injiziert, selten auch in Blastozysten. Dies wurde freundlicherweise

von Dr. Karin Schuster-Gossler durchgefuhrt.

5.3 Embryologische Methoden

5.3.1 Genotypisierung von Mausmutanten

5.3.1.1 DNA-Praparation von Schwanzbiobsien
Die Gewebeprobe wurde uber Nacht in 500ul Proteinase K-Puffer mit 10ul
Proteinase K (10mg/ml) bei 55°C inkubiert. Danach wurden 250ul 5M NaCl
zugegeben und nach vortexen 10min bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 500ul Isopropanol versetzt. Das ReaktionsgefaR wurde
soklange geschwenkt, bis die DNA sichtbar wurde. Die DNA wurde dann 2min bei
maximaler Drehzahl in der Zentrifuge sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und
anschlieend in 300ul TE Puffer aufgenommen. Um die DNA zu I6sen wurde 1h bei
65°C 4°C inkubiert. Von dieser DNA wurde je 1ul flr die Genotypisierungs-PCR

eingesetzt.

Verwendete Losungen

Proteinase K Puffer 100mM TRIS pH8,0
5mM EDTA
0,2% SDS
200mM NacCl

5.3.1.2 Genotypisierung von Mausmutanten
Zur Genotypisierung von Mausmutanten wurde jeweils eine PCR mit spezifischen
Primern zur Detektion des Wildtyp und des mutierten Allels durchgefuhrt. Diese
PCRs wurden mit Hilfe der Labor-eigenen Taqg-Polymerase und dem schon
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beschriebenen Protokoll durchgefuhrt, dem zusatzlich noch 5% DMSO zugesetzt

wurden.

5.3.1.2.1 Noto wt-Typisierung

Primer: mnot1-GFP-F1 TGA CCACCT CTCTCT CTC CCATTG

mnot1-wt-B1 CCACCGCTTCCATACTGATACC
Programm: 94°C 3min

94°C 30sec |

60°C 30sec | 30x

72°C 45sec |

72°C 5min

8°C o0

Das erwartet Produkt hat eine Grof3e von 450bp.

5.3.1.2.2 Noto GFPANeo -Typisierung

Primer: ANeo-F GAG CAA AGA CCC CAACGAGAAG

ANeo-B GCA ACC CAC ACA CAT AAA AAG GAG
Programm: 94°C 3min

94°C 30sec |

54°C 30sec | 30x

72°C 45°C |

72°C 5min

8°C o0

Das Produkt hat eine GrofRe von 650bp.

5.3.1.2.3 Noto Foxj1Ki-Typisierung

Primer: mnot-GFP-F1 siehe oben

FiORF-B3 GAT GAG AGT GGC ATA GGA GTA GGG
Programm: 94°C 4min

94°C 30sec |

55°C 30sec | 40x

72°C 45sec |

72°C 5min

8°C o0

Das Produkt hat eine GrofRe von 500bp.

5.3.1.2.4 Noto Foxj1Ki ANeo-Typisierung

Primer: Foxj1KI-Neo-F1 AGA CCG AGATAG GGTTGAGTGTTG
ANeo-B siehe oben

Programm: 94°C 4min
94°C 30sec |
50°C 30sec | 40x
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72°C 30sec |
72°C 5min
8°C o0

Das Produkt ist 250bp grof3.

5.3.1.2.5 Foxj1 wt-Typisierung

Primer: HGT1 TTC AAG GGC AGA TGG AGA GAG G
HGT4 AGC CGT GGG GGT CTG TGC
Programm: 94°C 3min
94°C 30sec |
55°C 30sec | 50x
72°C 45°C |
8°C o0

Das Produkt ist 519bp grofR3.

5.3.1.2.6 Foxj1 lacZ-Typisierung

Primer: HGT1 siehe oben
HGTlacZ CTC TTC GCT ATT ACG CCA GCT GG

Programm: siehe Foxj1 wt-Typisierung
Das Produkt hat eine GrofRe von 416bp.

5.3.1.2.7 Flp-Typisierung

Primer: Flp se CTAATG TTG TGG GAA ATT GGA GC
Flp as CTC GAG GATAACTTG TTT ATT GC
Programm: 94°C 3min
94°C 30sec |
57°C 30sec | 40x
72°C 35sec |
8°C o0

Das Produkt ist 500bp grofR3.

5.3.2 Ganzpraparat in situ Hybridisierungen

(Whole mount in situ Hybridisation (WISH))

Mit Hilfe der WISH kdnnen ganze Praparate von E7.5 bis etwa E12.5 analysiert
werden. Zur Detektion wurden markierte antisense-RNA-Sonden genutzt, die in vitro
transcribiert und dabei mit Digoxygenin oder Fluorescin markiert wurden. Die Sonden
hybridisieren mit der mRNA des Gens und konnen dadurch nicht mehr durch

RNasen abgebaut werden. Ungebundene Sonden werden durch RNasen abgebaut
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und nicht mehr detektiert. Die Expression wurde direkt durch spezifische Antikorper
gegen Digoxygenin, bzw. Fluorescin detektiert. Die Expression konnte mit Hilfe einer
an den Antikorper konjugierten alkalischen Phosphatase (AP) durch Zugabe eines
Substrats anhand einer Farbreaktion verfolgt werden.
5.3.2.1 Praparation und Fixierung von Mausembryonen
Um Mausembryonen fur in situ Hybridisierungen zu praparieren wurden die Uteri aus
der Maus isoliert und in eiskaltes PBS uberfuhrt. Die Embryonen wurden in eiskaltem
PBS isoliert und uber Nacht in 4%PFA leicht schwenkend bei 4°C fixiert.
Anschliefend wurden die Embryonen in Methanol dehydriert (je 10min in 25%, 50%
und 75% MeOH). Die Embryonen werden in 100% Methanol bei —20°C gelagert.
5.3.2.2 Herstellung von RNA-Sonden
Zur Herstellung einer markierten antisense-RNA-Sonde fur die in situ
Hybridisierungen wurde ein PCR-Produkt hergestellt, dass einen Promotor (T7, SP6
oder T3) enthielt sowie die Sequenz, die detektiert werden sollte. Dieses PCR-
Produkt diente als Template fur die folgende in vitro Transkription. Dafur wurden die
Polymerasen der Firma Roche und die entsprechenden Puffer verwendet.
Der 20ul-Transkriptionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Transkriptionspuffer 2ul
NTP-Mix 2ul
PCR-Produkt 2ul
RNA-Polymerase 2ul

RNase Inhibitor 1l
Wasser 11l

Der Transkriptionsansatz wurde 2h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 2ul
DNase zugegeben und weitere 15min bei 37°C inkubiert. Die RNA-Sonde wurde bei
—80°C fur 30min gefallt durch Zugabe von:

tRNA (10ug/ul) 1ul
DEPC-H20 100l
NH4O0Ac (7,5M) 33ul
Ethanol 300ul

Anschliel3end wurde die Sonde mit 70%Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen
in 50% Formamid in RNase-freiem Wasser aufgenommen und mit 1ul RNase
Inhibitor (RNasin, Promega) versetzt. Die Konzentration der RNA-Sonden wurde auf
einem Agarosegel bestimmt und die Sonden wurden anschliellend bei —80°C
gelagert.
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5.3.2.3 WISH

5.3.2.3.1 Tag1: Hybridisierung

Fir die Hybridisierung wurden die Praparate auf Eis rehydriert indem sie je 10min in
75%, 50% und 25% MeOH inkubiert wurden. Danach wurde 2x 10min in PBT
gewaschen und fur 1h auf Eis mit 6% H202 in PBT gebleicht. Darauf folgten weitere
Waschschritte bei RT: 3x 10min mit PBT, 3x 5min mit RIPA und 3x 5min mit PBT.
AnschlieRend wurde 20min bei RT in 4%PFA/0,2%Glutharaldehyd fixiert. Nach
weiteren Waschschritten (3x 5min in PBT) wurden die Praparate in
Hybridisierungspuffer (Hybe) dberfuhrt (1x 10min Hybe/PBT 1:1; 1x 10min Hybe) und
1-3h in Hybe prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte bei 67°C Uber Nacht in Hybe
mit 100ug/ml tRNA und etwa 0,25ug/ml RNA-Sonde.

Verwendete Losungen

RIPA 0,05% SDS
150mM NacCl

1% NP40

0,5% Deoxycholat
1mM EDTA

50mM TRIS pH8.0

DEPC-Wasser 0,01% DEPC
o0.n. at RT, autoklavieren

4%PFA/PBS 4% PFA in DEPC-Wasser, durch Erwarmen
und mit einigen Tropfen 10M NaOH lésen,
pH 6-7 einstellen

PBS 150mM PBS

15mM Na-Ph Puffer pH7.3
PBT PBS

0,1% Tween20
4%PFA/0,2% Glutaraldehyd 4%PFA/PBS

0,2% Glutaraldehyd
0,1% Tween20

20x SSC 3M NacCl
0,3M NaCitrat
in DEPC-Wasser pH7.0

Citric acid 1M in DEPC-Wasser
Hybridisierungspuffer (Hybe) 50% Formamid
5x SSC

0,1% Tween20
22mM Citric acid
in DEPC-Wasser pH6.0

5.3.2.3.2 Tag2: Entfernen der ungebundenen Sonde und

Antikorperinkubation
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Um die nicht gebundene Sonde zu entfernen wurde am zweiten Tag der WISH
gewaschen und mit RNase verdaut. AnschlieBend wurde der AP-gekoppelte
Antikorper zugegeben.

Zuerst wurde 2x bei 67°C mit Hybe gewaschen, anschlieRend wurden die Praparate
langsam auf RT abgekuhlt und in RNase Puffer Gberfuhrt (1x 5min in Hybe/RNase
Solution 1:1). Der RNase Verdau erfolgte durch Inkubation der Praparate in RNase
Solution mit 100ug/ml RNase A fur 2x 30min bei 37°C. Nachdem die Praparate in
SSC/FA/Tween uberfuhrt wurden (1x 5min RNase Solution/SC/FA/Tween 1:1),
wurde bei 65°C mit SSC/FA/Tween gewaschen (2x 5min, 3x 10min, 1x 30min, 5x
1h). Danach wurden die Praparate langsam auf RT abgekuhlt und in MABT uberfuhrt
(1x 5min in SSC/FA/Tween/1x TBST 1:1, 2x 10min 1x TBST, 2x 10min MABT). Um
den Hintergrund zu verringern wurden die Praparate 1h bei RT in 5% Blocking
reagent in MABT geblockt. Die Antikorperinkubation erfolgte anschlieBend uber
Nacht bei 4°C in 1% Blocking reagent in MABT mit anti-DIG-AP (1:5000) oder anti-
Fluorescin-AP (1:2000) (beide Roche).

Verwendete Losungen

SSC/FA/Tween 2x SSC
50% Formamid

0,1% Tween20

10x TBST 1,37M NaCl
270mM KClI

250mM TRIS pH7.5
1% Tween20 (erst diekt vor Gebrauch
zugeben)

RNase Solution 500mM NacCl
10mM TRIS pH7.5

0,1% Tween20

MAB 100mM Maleinséure
150mM NaCl
pH7.5
MABT MAB
0,1% Tween20
Blocking stock solution 10% (w/V) blocking reagent in MAB

durch erhitzen lé6sen, autoklavieren, 0,1%
Tween20 zugeben und aliquotiert bei —-20°C
lagern

5.3.2.3.3 Tag3: Entfernen des ungebundenen Antikorpers

Um den ungebundenen Antikorper zu entfernen wurden die Praparate in 1x TBST
gewaschen (3x 5min, mind. 8x 1h bei RT und Uber Nacht oder mehrere Tage bei
4°C)

Tag4: Farben
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Um die Expression sichtbar zumachen wurde zu den Praparaten ein Substrat
gegeben, dass durch die AP in blauen, bzw. roten Farbstoff umgesetzt wurde. Dazu
wurde zuvor 3x 20min mit alkalische Phosphatase Puffer gewaschen und
anschlieBend das Substrat zugegeben. Es wurde 1h bis mehrere Tage bei 4°C
gefarbt. Die Farbung wurde unter dem Mikroskop verfolgt und abgestoppt. Es wurde
3x 20min mit alkalische Phosphatase Puffer gewaschen, um das Substrat zu
entfernen. AnschlieRend wurden die Praparate in 4%PFA Uber Nacht bei 4°C fixiert,
um den Antikorper zu inaktivieren. Die Praparate wurden in dieser Losung bei 4°C
gelagert.

Fur eine Doppelfarbung zur Veranschaulichung der Expression zweier Gene im
selben Praparat wurden unterschiedlich markierte RNA-Sonden in der Hybridisierung
eingesetzt. Allgemein wurde das schwacher exprimierte Gen mit Digoxygenin
markiert und das starker exprimierte mit Fluorescin. Das schwachere Gen wurde
zuerst mit der anti-DIG-AP blau gefarbt. Nach der Antikorperinaktivierung wurde
einige Male gewaschen und uber Nacht mit dem anderen Antikorper (anti-Fluorescin-
AP) inkubiert. Danach wurde weiter verfahren wie schon mit dem ersten Antikorper
ab Tag3, allerdings wurde zum Farben rotes Substrat eingesetzt.

Verwendet Losungen

Alkalische Phosphatase Puffer 100mM NacCl

50mM MgCI2
100mM TRIS pH9.5
2mM Levamisol
0,1% Tween20

Staining solution (Blue) BM Purple AP substrat (Roche)
2mM Levamisol
0,1% Tween20

Staining solution (Red) 7,5ul INT/BCIP stock solution (Roche)
je 1ml alkalische Phosphatase Puffer

5.3.3 lacZ-Reportergenanalyse in Embryonen

Zur Analyse der LacZ-Reportergen-Expression werden die Embryonen zwischen
E7,5 und E9,5 prapariert und 5min fixiert. Danach werden die Embryonen 2x 5-10min
gewaschen und anschlieRend etwa 16h bei 37°C gefarbt. Nach der Farbung werden
die Embryonen weitere 2x gewaschen und in 4% PFA in PBS gelagert. Alle
Abbildungen von Embryonen nach lacZ-Farbung in dieser Arbeit stammen von
Farbungen Uber Nacht.

Puffer Zusammensetzung
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Fixierlosung | 10ml Phosphatpuffer (SPP)

80yl Glutaraldehyd (50% in Wasser)
20ul 1M MgClI2

100ul EGTA pH7,5

Waschlosung | 2ml 1M MgClI2

10ml 1%Na-Desoxycholat
10ml 2% NP-40

Add SPP to 1000ml

Farbelosung | 9,6ml Waschldsung

100pI 0,5M K3FeCNG6

100pl 0,5M K4FeCNG6

200pl X-Gal (50mg/ml in DMF)

SPP 77,4ml 0,1M Na2HPO4
22,6ml 0,1M NaH2PO4

5.3.4 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
FUr die Betrachtung eines Objekts im Raster-Elektronen-Mikroskop (Sulik et al. 1994)

mussen zwei Grundvoraussetzungen erfullt sein: Die Probe muss a) trocken und z.
T. fixiert und b) gut leitfahig sein. Beim Trocknen einer organischen Probe kdnnen
durch den starken Wasserverlust Strukturartefakte entstehen. Um dem vorzubeugen
werden die Praparate chemisch mit Glutaraldehyd fixiert. Anschliel3end erfolgt eine
Entwasserung der Probe in einer aufsteigenden Aceton-Reihe. Der kritische Schritt
der Praparation ist die Trocknung. Biologische Objekte sind in der Regel elektrisch
schwach leitend oder sogar nicht leitend. Eine Leitfahigkeit Iasst sich entweder
wahrend der Fixierung (mit OsO4) erreichen, oder die Oberflache getrockneter
Objekte wird mit leitenden Metallen beschichtet.

Die Embryonen von E7.5 bis E8.0 wurden wie gewohnt in PBS prapariert und
anschlie3end direkt mit 3% Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylat-Puffer (pH 7,4) fur
mindestens 3 h (bis UN) bei 4°C fixiert. Eine Fixierung mit Glutaraldehyd vernetzt
hauptsachlich Proteine. AnschlieRend wurden die Embryo-nen mit 0,1 M Cacodylat-
Puffer mindestens 4-mal fir 10 min (bis UN) bei 4°C gewaschen. Eine Nachfixierung
mit 2% Osmiumtetroxid (OsO4) erfolgte zur Vernetzung der Lipide fur 90 min im
Dunkeln bei RT. Der zellulare Wasseranteil der Embryonen wurde dann durch
Aceton als organisches Losungsmittel ersetzt. Inner-halb der ersten 15 min wurde
das 30% Aceton 7-mal ausgetauscht und darauf folgten jeweils zweimal 5 min
Schritte mit 50%, 70% und 90% Aceton und mindestens sechs 5 minatige
Inkubationsschritte in 100% Aceton. Darauf folgte eine Kritisch-Punkt-
Gefriertrocknung mit dem CPD 030 (,critical Point Dryer”) von Balzers. Das Aceton,
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das das Wasser in der Probe ersetzt hat, wird selbst durch flussiges CO, ersetzt, das
schlie8lich durch kritische Punkt-Trocknung auch entfernt wird. Diese kritische Punki-
Trocknung ist eine Methode, bei der Artefakte, die beim Ubergang von der feuchten
zur gasformigen Phase auftreten, vermieden werden. Die Durchfuhrung erfolgt in der
Kritischen-Punkt-Apparatur nach Anleitung. Die getrockneten Embryo-Praparate
wurden auf geeignete Praparathalter (Stiftproben-teller aus Aluminium) montiert. Sie
lieRen sich mit Hilfe leitender Kleber (Leitsilber) befestigen. Nach dem Aufbringen auf
den Praparathalter wurden diese in einem Exsikkator uber Nacht trocknen gelassen.
Im REM wird die Oberflache der Probe mit einem Elektronenstrahl abgetastet.
Dadurch bekommt sie eine negative Ladung, die abgeleitet werden muss. Deswegen
war es notwendig die Probe mit einer leitfahigen Schicht zu Uberziehen, die aber, um
die feinen Strukturen gut erkennbar zu lassen, hauchdunn sein muss. Die Proben
wurden mit einem ca. 20 nm dicken Uberzug aus Gold-Palladium in einer
Kathodenzerstaubungsanlage (Sputteranlage) beschichtet. Die Proben waren dann
fertig zum Anschauen im Rasterelektronen-mikroskop (SEM 505 von Fa. Philips). Die
Proben sind lange haltbar, vorausgesetzt, sie werden vor der Luftfeuchtigkeit
geschutzt und im Exsikkator zur langfristigen Lagerung aufbewahrt.

Die REM-Untersuchungen wurden mit Unterstutzung von Stephanie Groos am
Institut fur Zellbiologie, MHH, durchgefuhrt.

54 Material

5.4.1 Chemikalien und Gerate
5.4.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen

ABgene (Epsom, UK)

Amersham Biosciences (Freiburg)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Biomol Feinchemikalien GmbH (Hamburg)
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH (Eching)
Biozym GmbH (Hessisch Oldendorf)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Clontech-Takara Bio Europe (Saint-Germain-en-Laye, France)
DAKO Diagnostika GmbH (Hamburg)
Dianova GmbH (Hamburg)

Eppendorf GmbH (Kaln)

Greiner Bio-One GmbH (Solingen)

Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG (Wehrheim)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
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Leica GmbH (Hamburg)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Duren)
MBI-Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Menzel GmbH & Co KG (Braunschweig)

Merck KGaA (Darmstadt)

MWG-Biotech GmbH (Ebersberg)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main)
Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden)
PerkinElmer (Boston, USA)

Polysciences, Inc. (Warrington, USA)

Promega GmbH (Mannheim)

Qiagen GmbH (Hilden)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Heidelberg)
Sarstedt (NUmbrecht)

Sigma Aldrich Chemie GmbH (Munchen)
Stratagene (La Jolla, CA, USA)

Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, CA, USA)
Die Radiochemikalien wurden von der Firma Hartmann Analytic GmbH
(Braunschweig) bezogen.

Bezeichnung Hersteller
1 kb DNA Leiter NEB, Invitrogen
Anti Dig-AP Antikdrper Roche
Block Reagenz (blocking reagent) Roche
BM Purple AP Substrat Roche
DMEM Pulver (#52100) Gibco BRL
DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragment Promega
dNTPs PEQLAB Biotechnologie GmbH
Expand High Fidelity PCR System Roche
FCS Gibco BRL
Glutamax 100x stock solution (200mM)
Cat. No. 35050-012 Gibco BRL
Kaisers Glyceringelatine Merck
NucleoSpin® Extract Kit Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid Kit Macherey-Nagel
Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10000

Gibco BRL
ug/ml)
pGEMT (easy) System Promega
Prime-it® II Random Primer Labeling Kit Stratagene
Proteinase K Roche
Restriktionsenzyme NEB, Boehringer
RNase A flir WISH Sigma (R-4875)
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Bezeichnung

Hersteller

Shrimp Alkaline Phosphatase Boehringer

T4 DNA Ligase

MBI Fermentas

Tri Reagent™ Sigma
TOPO®XL Cloning Kit Invitrogen
tRNA Roche

5.4.1.2 Computerprogramme und Datenbanken

Folgende Computerprogramme wurden im Rahmen dieser Arbeit benutzt:
Textverarbeitung: Word v. X 2001 (Microsoft); Reader 6.0 (Adobe)

Bildverarbeitung:

Literaturverwaltung:

Bilderstellung:

Sequenzauswertung:

Internetrecherche:

Photoshop 7.0 und CS (Adobe), lllustrator CS (Adobe) und
Freehand 10 (Macromedia Inc.), ImageJ

EndNote X (Wintertree Software)
Leica FireCam Version 1.7.1 (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd UK); FUJIFILM Photograb-300Z (FUJI Photo Film
Co, Ltd.); FUJIFILM Image Reader Version 1.8E (FUJI Photo
Film Co, Ltd.); Graphic Converter V 4.5 (Lemke Software
GmbH)

MacVector™ 7.2 (Accelrys Inc.)
Netscape Communicator 7.1 (Netscape Communications
Corporation); Safari Version 2.0.4 (Apple Computer, Inc.)

Auf folgende Datenbanken wurde im Rahmen dieser Arbeit zugegriffen:
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

Ensemble (http://www.ensembl.org/index.html),

MGl (http://www.informatics.jax.org/),

ExPASYy (http://www.expasy.org/),

FANTOM (http://fantom2.gsc.riken.qgo.jp/),

Celera (http://www.celera.com/)

5.4.1.3 Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Binokular Leica M420 Leica
Digitalkamera Fujix HC300Z Fuji
Elektroporiergerat MicroPulser BioRad
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Gerat Bezeichnung Hersteller
Kamera ProgRes C14 Jenoptic
Mikroskop Axioplan Zeiss
PCR-Maschine Primus96 plus MWG-Biotech
Phosphorimager Fujix BAS1000 Fuji

5.4.2 Medien

5.4.2.1 Bakterienmedien

Medium Zusammensetzung Konzentration
LB Bacto-Trypton 10 g/l
. . Hefe-Extrakt 5 g/l
(Luria-Bertani) Natriumchlorid 10 g/l
(Agar) (15 g/1)

Medienzusatz

Stammldsung

Endkonzentration

Ampicillin 50 mg/ml in 70% EtOH (500x) 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in H,O (1000x) 50 pg/ml
IPTG 1 M (1000x) 1 mM
X-Gal 50 mg/ml (1000x) 50 pg/ml

5.4.2.2 Zellkulturmedien

Name Inhaltsstoffe Konzentration

DMEM/F12 DMEM/F-12 1:1
FCS 5%
Glutamax 4 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

5.4.3 Plasmide
Die im Noto ™™ (+neo)-Targeting-Konstrukt fiir die negative Selektion verwendete

Diphtherie-Toxin-Selektionskassette (DT) stammt aus dem pKOSelectDT aus der
pKO Scrambler Series™ (Lexicon Genetics Incorporated). Das 1,2 kb, Rsr II-
Fragment, beinhaltet den Promotor der RNA-Polymerase |l gefolgt von der cDNA der
Diphtherie Toxin-A-Kette und dem SV40 Polyadenylisierungs-signal (PolyA). Die
cDNA des rot fluoreszierenden Proteins tdTomato (Shaner et al., 2005) gefolgt vom

Foxj1Ki(

SV40 Polyadenylisierungssignal. Des Weiteren wurde im Noto +neo)-Targeting-
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Konstrukt fur die positive Selektion eine mit ,FRT“-Erkennungssequenzen flankierte
Neomyzinresistenz-Selektionskassette verwendet. Diese Kassette beinhaltete den

PGK-Promotor, die cDNA des Neomyzinresistenz-gens und das SV40 PolyA.

5.4.4 Primer

Name

Sequenz (5'->3")

NotoES-screen-F

TGT CAC GTC CTG CACGAC G

NotoES-screen-B

CAG CAATCT CTCCAG TTITTTATACG

pMP8typ-B1 GAGGCGGGCGCCTGTAATCCCA
pMP8-typ-F1 TGAGACTAGCTAGGAAATGAGC
Noto-7-B1 TTAAGTAGGGCACAGCCTGCAG
pMP5 3'det F CCAGCATTCCTGCCCCAACA

pMP5 3'det B ATGTGTATGGGGGTTTCTGCTGC

pMP5 3'long F Sal

AAGTCGACAGGACTGGGGTTTGGTTACT

pMP5 3'long B Sal

AAGTCGACGGGGAATCACTAAGTTCAAGG

BAC3'lacZ-F73

GGTAAACTGGCTCGGATTAGGG

BAC5’lacPrimer

GTAAGGTGACCACCTCTCTCTCTCCCATTGAGCTCCTTGCACAGCCTGGG
AGGTCCCCTCAGGGTCGCGCAATGATTACGGATTCACTGGCC

BAC3’lacZPrimer

GGGGAAACAGCTCCCGGACAGGGGCGCAGGCTCCCGGGCTGGACCTGA
GTGCCTGAGGGAGCAGGGCTGGAATGTACCTGACTGATGAAGTT

5.4.5 Plasmide und Bakterien

Als bakterielle Klonierungsvektoren wurden in der Regel die kommerziell erhaltlichen
Plasmide pBluescriptll KS (+/-) (Stratagene), pNEB193 (New England Biolabs),
pSL1180 (Amersham), pCR-TOPO®XL, pCRII-TOPQO® (Invitrogen) und pGem®T-
Easy (Promega) benutzt. Als Wirtsbakterien dienten, sofern nicht anders erwahnt, die
Escherichia-coli-Variante Epicurian coli XL1-blue (Stratagene), XL10-Gold, SCS110
und Epicurian coli SURE (Stratagene) sowie OneShot® TOP10 (Invitrogen).

5.4.6 Whole mount in situ-Proben

dante (cerl-2) pBS IIKS |EcoR| T7 José Antonio Belo
Dynirb2 pBS Il SK-|Pac | T3 diese Arbeit

ZX
Dnahc11 pBS I KS | Hind llI T7 Martina Bruckner
Foxj1 pCRII Hind IlI T7 Brian P. Hackett
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nodal pBS I BamH | T7 Janet Rossant
Noto pGem-T Sac ll SP6 diese Arbeit
easy
Nphp3 pBS IIKS | Xhol T7 Andreas Kispert
Rfx3 pBS IIKS |EcoR | T7 Bénédicte Durand
0710001D07Rik |pBS Il KS |PCR T7 diese Arbeit
Btbd9 pBSIIKS |PCR T7 diese Arbeit
1700026D08Rik |pBSIIKS |PCR T7 diese Arbeit
1700003MO02Rik |pBSIIKS |PCR T7 diese Arbeit
1700012B09Rik |pBSIIKS |PCR T7 diese Arbeit
3100002J23Rik |pBS IIKS |PCR T7 diese Arbeit
Dync2h1 pBSIIKS |PCR T7 diese Arbeit
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6 Ergebnisse

6.1 Promoteranalyse von Noto

6.1.1 Eingrenzung regulatorischer Elemente im Noto-Lokus

6.1.1.1 Untersuchung groBer Fragmente des Noto-Lokus

Bei Noto handelt es sich um ein murines Gen, das nur in wenigen Zellen wahrend
der Embryonalentwicklung exprimiert wird. Die Expression von Noto wurde mit Hilfe
von RNA in situ Hybridisierung und Immunhistochemie ausschliel3lich im
embryonalen Primitivknoten und im naszierenden Notochord gezeigt. Noto ist
notwendig fur die Entwicklung von Primitivknoten und Notochord. Zum besseren
Verstandnis der Rolle von Notfo wurde in dieser Arbeit die Regulation von Noto
untersucht. Im Rahmen dieser Untersuchung bestand die Mdglichkeit potentiell neue
Regulatoren von Knoten- und Notochord-spezifischer Genexpression zu
identifizieren.

Zu Beginn wurde ein Teil des Noto-Lokus (LUR1, /arge upstream region 1) vor ein
lacZ Reportergen kloniert. LUR1 enthalt etwa 10kb des Notfo-Lokus vor dem ersten
Exon, das erste Exon und das erste Intron. Das Reportergen wurde hinter die Splice-
Acceptor-Stelle im zweiten Exon kloniert. Dieses Konstrukt wurde von Dr. Karin
Schuster-Gossler in den Pronukleus von befruchteten murinen Oozyten injiziert. Die
Reportergenexpression wurde in transgenen Embryonen am Tag E9,5 untersucht
(Abbildung 5A). Alle lacZ-Farbungen zum Nachweis der Reportergenaktivitat, die in
dieser Arbeit gezeigt werden, enwickelten sich Uber Nacht. In den transgenen
Embryonen wurde variable Reportergenexpression beobachtet. Die Expression im
posterioren Notochord war allem gemein. In einigen Embryonen war die Expression
aber zusatzlich in anderen Domanen zu beobachten. Dazu gehoren die Expression
in Darm, Leberanlage und Diencephalon (Abbildung 5Aa). Alle beobachteten
Expressionsdomanen von LUR1(PI) sind Domanen, in denen FoxaZ2 exprimiert wird.
Da Noto in Foxa2-Mutanten nicht mehr exprimiert ist, ist Foxa2 ein Kandidat fur die
Regulation von Noto.

Bei der Pronukleus-Injektion wird das Transgen zufallig in das Genom integriert.
Dadurch koénnen je nach Integrationsort und Kopienzahl Variationen im
Expressionsmuster auftreten. In diesem konkreten Fall waren zwei Moglichkeiten der
Interpretation der bisherigen Ergebnisse mdglich. Entweder ist die ektopische
Reportergenexpression ein Produkt der Pronukleus-Injektion durch unterschiedliche
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Kopienzahl und Integrationsorte, oder es fehlen noch wichtige reprimierende
Elemente, die im Transgen noch nicht enthalten waren. Diese beiden Moglichkeiten
wurden auf unterschiedliche Weise untersucht. Zum einen wurde ein grol3eres
Transgen hergestellt, um den untersuchten Bereich auszudehnen, falls noch
regulatorische Elemente fehlen. Zum anderen wurde LUR1 als Einzelkopie-Transgen
in einem bekannten Lokus untersucht.

Mit Hilfe von BAC (Bacterial Artificial Chromosome) recombineering, einer Technik
zur Modifikation von BACs (siehe 5.1.10.3), erfolgte die Einfuhrung eines LacZ-
Reportergens in das Translationsstartkodon von Noto in einem BAC. Er enthalt
jeweils etwa 35kb vor und nach dem Nofo-Gen. Nach Pronukleus-Injektion dieses
Transgens durch Dr. Karin Schuster-Gossler spiegelte dieses Transgen die
endogene Expression von Noto im Notochord (E8,5) wider (Abbildung 5B c,d).

Al LURT, Pronukleus-Injektion,E9,5 || |B [ _BACt,E85 |
="M | > {" l
{ > s
. )
N vy g 4
a = b o c & d
# Mowlocts T3 CHAT -
# kb [z [ AT
C 10k —{ez ] >%

Abbildung 5: LUR1-PIl und BACt aktivieren Reportergenexpression im Notochord

(A) lacZ-Farbung uiber Nacht von Embryonen E9,5; zwei Beispiele fiir Reportergenaktivitit von
LUR1 in E9,5 nach Pronukleus-Injection, Expression in Notochord (Pfeile), Darm (schwarze
Pfeilspitze), Leberanlage (graue Pfeilspitze) und Diencephalon (weiBe Pfeilspitze) (a),
Expression nur in Notochord und Diencephalon (b); (B) ) lacZ-Farbung iiber Nacht von
Embryonen E8,5 mit BACt nach Pronukleus-Injektion, Expression nur im Notochord, laterale
Ansicht (c), dorsale Ansicht (d); (C) schematische Darstellung der Position der Transgene

Fur die Einzelkopie-Transgen-Analyse wurde der Hprt-Lokus ausgewahlt. Dieser
Lokus bietet mehrere Vorteile. Zum einen wurde gezeigt, dass Transgenexpression
von diesem Lokus maoglich ist, da es sich um ,offenes® Chromatin handelt und die
Transgenexpression ausschlie8lich durch die eingebrachten Enhancer reguliert wird
(Evans et al., 2000; Minami et al., 2002). Des Weiteren bietet der Hprt-Lokus

praktische Vorteile. Es kann sowohl auf An- wie auch auf Abwesenheit des
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funktionellen Hprt-Gens selektiert werden. Da Hprt auf dem X-Chromosom lokalisiert
ist und die verwendeten embryonalen Stammzellen mannlich sind, liegt nur eine
Kopie dieses Gens vor und die Rekombination in einem Allel ist ausreichend fur die
erfolgreiche Selektion. Hier wurde die Hprt-defiziente ES-Zelllinie E14tg2a
verwendet, die eine grol3e Deletion im Hprt-Lokus tragt. Darin enthalten ist der
Promoter und das erste Exon (Reid et al., 1991). Durch das Targeting-Konstrukt
werden neben dem Zielkonstrukt auch die Promoterregion und das erste Exon aus
dem humanen Lokus eingebracht. So wird die Funktion der HPRT wiederhergestellt
und die Zellen konnen auf diese Wiederherstellung selektioniert werden (Bronson et
al., 1996)(siehe 5.2.2.2).

Fur die folgende Analyse der Reportergenkonstrukte in chimaren Embryonen wurden
jeweils zwei unabhangige Klone von embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)
verwendet, in die die Transgene durch homologe Rekombination in ES-Zellen
eingebracht wurden. Alle ES-Zell Injektionen in dieser Arbeit wurden von Dr. Karin
Schuster-Gossler durchgefuhrt. Die Reportergenexpression wurde von E7,5 bis E9,5
untersucht, um beide Expressionsdomanen von Notfo, den Embryonalknoten und das
Notochord, analysieren zu konnen.

Die Reportergenanalyse von LUR1 als Einzelkopie-Transgen ergab ein verandertes
Bild (Abbildung 6Aa-e) im Gegensatz zur Untersuchung durch Pronukleus-Injektion
(Abbildung 5A). Die Reportergenaktivitat wurde nur noch in den
Expressionsdomanen von endogenem Noto wieder gefunden. Dies zeigt, dass das
ursprungliche Transgen bereits alle regulatorischen Elemente, die fur die Expression
in Knoten und Notochord notwendig sind, enthielt. Bei der Pronukleus-Injektion von
Transgenen kommt es sehr haufig zur willkurlichen Integration von vielen Kopien
nacheinander. Dies kann zu einer Veranderung des Expressionsmusters fuhren. Da
die Analyse eines Einzelkopie-Transgens naher an der tatsachlichen Situation im
Genom liegt, wurden alle folgenden Reportergenkonstrukte nur als als Einzelkopie

untersucht.
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P

E7,5, frontal || E7,5, distal E8,5

E7,5,lateral ||

| LUR 1

LUR 2

/;/ Noto Lokus [Ij
10kb D:
7,5kb T
B Cmes ]

Abbildung 6: 10 kb aus dem Noto-Lokus sind ausreichend und notwendig, um die endogene
Noto-Expression wider zuspiegeln

(A) lacZ-Farbung iiber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; Spalte 1: laterale Ansicht von
Embryonen E8, Spalte 2: frontale Ansicht, Spalte 3: VergroBerung der distalen Ansicht, Spalte
4: dorsale Ansicht von Embryonen E8,5, Spalte 5: laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (a-e)
Reportergenexpression von LUR1 im Primitivknoten (a-c) und Notochord (d,e) (Knoten und
Notochord wurden exemplarisch durch Pfeile markiert (a-e)), LUR2 (f-h),
Reportergenexpression von LUR3 in Primitivknoten (i-k) und Notochord (I,m); (B)
schematische Darstellung der Transgene

Durch in silico Analysen zeigte sich, dass das erste Intron von Noto mehrere
mogliche Bindestellen fir den Transkriptionsfaktor FOXA2 enthalt. Daher wurde das
Reportergen bei LUR1 nicht hinter das Translationsstartkodon von Noto im ersten
Exon kloniert, sondern in das zweite Exon (Abbildung 6 B). Um die Funktionalitat
dieser potentiellen Bindestellen zu untersuchen, wurde die Expression mit einem
Konstrukt verglichen, dass das Reportergen am Translationsstartkodon (LUR3)

enthalt (Abbildung 6Ai-m). Da keine Veranderung der Reportergenexpression
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beobachtet wurde, kann davon ausgegangen werden, dass diese potentiellen
Bindestellen in vivo im Kontext des Hprt-Lokus nicht notwendig sind.
Aulerdem wurde eine Verkurzung des Transgens am 5 Ende um 2,5kb
vorgenommen (LURZ2) (Abbildung 6Af-g). Bei LUR2 kommt es zum vollstandigen
Verlust der Transgenaktivitat. Daher muss davon ausgegangen werden, dass der
deletierte Bereich wesentliche Elemente enthalt, die zur Regulation beitragen.

6.1.1.2 Eingrenzung einer Knoten-spezifischen Enhancer-Region
Der Verlust der Reportergenaktivitat bei der Verkirzung von LUR1 zu LUR2
impliziert wesentliche regulatorische Elemente in diesem Bereich. Die deletierte
Region (LUR 4) enthalt Elemente, die fur die Genexpression im Primitivknoten und
Notochord notwendig sind. Um zu zeigen, dass diese Region auch ausreichend ist
fur die Genexpression in Knoten und Notochord, wurde das entsprechende Fragment
vor einen hsp70-Minimalpromoter mit lacZ Reportergen kloniert (Abbildung 7B). So
wurde auch fur die folgenden Reportergenkonstrukte verfahren. Das Fragment LUR4
ist ausreichend, um Genexpression im Knoten und Notochord zu aktivieren
(Abbildung 7Aa-e). Die R-Galaktosidase-Aktivitat konnte bereits nach 20 Minuten im
Knoten und Notochord beobachtet werden. Nach Farbung Uber Nacht wurde
zusatzlich ektopische Reportergenaktivitat im Darm, im Dottersack und
moglicherweise in BlutgefalRen in Kopf und Korper gefunden. Diese
Reportergenexpression wurde auf den hsp70-Minimalpromoter zurtickgefuhrt, da sie
durch Verwendung des endogenen Minimalpromotors nicht auftritt (Abbildung 6A,
Abbildung 28A).
Zur weiteren Eingrenzung wurde die Promoter-Region von Noto in silico mit der der
homologen Gene in anderen Spezies verglichen. Dies zeigte, dass es in LUR4 eine
Region gibt, die konserviert ist, allerdings ausschliel3lich in hoheren Saugetieren,
bzw. Plazentatieren. In dem Bereich von LUR4 ist dies der einzige Bereich, der auch
im Noto-Lokus in anderen Spezies, beispielsweise Hund und Mensch, erhalten ist.
Der konservierte Bereich umfasst etwa 500bp und ist am 3’ Ende von LUR4
lokalisiert. Der groRRere Teil von LUR4, die 2kb am 5’ Ende (LURS) (Abbildung 7B),
kann in vivo keine Genexpression im Knoten und Notochord aktivieren (Abbildung 7A
f-j). Daraus kann gefolgert werden, dass der Bereich von LURS nicht ausreichend ist
fur die Aktivierung der Genexpression im Knoten und Notochord. Einzig die
schwache lacZ-Aktivitat in den ektopischen Domanen bleibt erhalten. Dies unterstutzt
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die Annahme, dass es sich dabei um Hintergrund handelt, der durch den heterologen

Minimalpromoter erzeugt wird.

A| E7,5,Iateral || i E7,5, distal

NOCE [ LUR 5 [ LUR 4

revNOCE

5,
Noto Lokus EI:

=t hsp70 min prom |

[R5 ] I hsp70 min prom | lacZ |

NOCE — 1 hsp70 min prom | lacZ |
B revNOCE —)—l hsp70 min prom | lacZ |

Abbildung 7: NOCE ist notwendig und ausreichend fiir robuste Reportergenexpression in
Knoten und Notochord

(A) lacZ-Farbung liber Nacht von Embryonen E8 — E9,5; Aktivitidt von LUR4 in Primitivknoten
(a-c, Pfeile) und Notochord (d,e, Pfeile) und Diencephalon (d,e, weiBe Pfeilspitze), auBerdem in
Kopf (d, orange Pfeilspitze), Darm (e, schwarze Pfeilspitze) und Dottersack (b,e violette
Pfeilspitze); LURS5 reicht nicht fiir Reportergenaktivitit in Knoten und Notochord aus, die
ektopische Expression in Kopf unf Darm bleibt erhalten, NOCE (k-0) und revNOCE (p-t)
aktivieren Reportergenaktivitit wie LUR4 (a-e) Spalte 1: laterale Ansicht von Embryonen E8,
Spalte 2: frontale Ansicht, Spalte 3: VergroRerung der distalen Ansicht, Spalte 4: dorsale
Ansicht von Embryonen E8,5, Spalte 5: laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (B)
schematische Darstellung der Transgene

74



ERGEBNISSE

Im Gegensatz zu LURS reicht der konservierte Bereich von etwa 500 bp aus, um
starke Reportergenaktivitat zu erzeugen (Abbildung 7Ak-0). Die Farbung im Knoten
und Notochord war bereits nach 20min deutlich erkennbar. Dieser Bereich wird im
Folgenden als NOCE (node and notochord specific enhancer region) bezeichnet.
Weiterhin wurde NOCE in umgekehrter Orientierung vor den Minimalpromoter
kloniert (revNOCE), um die ldentitat von NOCE als Enhancer zu bestatigen. Auch in
dieser Konstellation kann revNOCE starke Reportergenexpression in Primitivknoten
und Notochord aktivieren (Abbildung 7Ap-t). Das Signal war wiederum nach 20min
deutlich zu erkennen.
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass NOCE im Kontext des Hprit-Lokus
hinreichend und notwendig ist, um Genexpression im Primitivknoten und Notochord
zu aktivieren.

6.1.1.3 Untersuchung der Sequenz von NOCE
Die Enhancer-Region NOCE aus dem Noto-Lokus ist etwa 500 bp. NOCE ist
ausreichend und notwendig, um starke Reportergenexpression in Primitivknoten und
Notochord zu aktivieren. Zur Identifizierung der Sequenzabschnitte, die essentiell
sind fur diese Aktivitat, wurden unterschiedliche Computerprogramme angewendet,
unter anderem Matlnspector, Vista2.0, Consite und ECR browser (Quandt et al.,
1995; Sandelin et al., 2004; Visel et al., 2007; Ovcharenko et al., 2004). Dadurch
sollten Konsensus-Sequenzen fur Transkriptionsfaktorbindestellen gefunden und ihre
Konservierung in anderen Spezies bestimmt werden (Abbildung 8).
Mit Hilfe der Computerprogramme wurden drei Transkriptionsfaktorbindestellen
erkannt, die in Maus, Ratte, Hund und Mensch konserviert sind.
Eine Bindestelle fur TCF/LEF1 ist konserviert. TCF/LEF1 sind Mediatoren von
kanonischen Wnt-Signalen. Fur den kanonischen Wnt-Signalweg wurde gezeigt,
dass er Genexpression im Primitivknoten aktivieren kann und auch Zielgene im
Knoten und Notochord hat (Nakaya et al., 2005; Yamaguchi et al., 1999).
Eine potentielle Bindestelle fur TEAD-Transkriptionsfaktoren ist in NOCE erhalten.
Fur diese Transkriptionsfaktoren wurde gezeigt, dass sie an der Regulation eines
Primitivknoten-spezifischen Enhancers von FoxaZ2 beteiligt sind (Sawada et al.,
2005).
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Abbildung 8: Ubersicht iiber die Enhancer-Region NOCE

NOCE ist in Plazentatieren konserviert, beispielsweise in Mensch, Rhesus Affchen, Hund,
Pferd und Ratte, aber nicht im Hithnchen (rosa markiert sind Regionen, die iiber >100bp mehr
als 70% konserviert sind, die weiBen Regionen sind weniger stark konserviert, die grauen
Balken markieren 50% Homologie, die diinnen Linien 75%); im starker konservierten Zentrum
von NOCE sind potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen fiir TCF/LEF1, einen HOX-Faktor
und TEAD-Proteine erhalten, dariiber hinaus sind eine FOXA2-Bindestelle und eine potentielle
Bindestelle fiir einen unbekannten Faktor (UFO) enthalten.

Die dritte Konsensus-Sequenz soll die Bindung eines Homeobox-
Transkriptionsfaktors (HOX) ermoéglichen. Da es eine Vielzahl von HOX-
Transkriptionsfaktoren gibt, von denen einige im Knoten exprimiert sind, kdnnte ein
Mitglied dieser Familie von Transkriptionsfaktoren an der Regulation von NOCE
beteiligt sein.

In Maus und Ratte ist eine potentielle Bindestelle fur den Transkriptionsfaktor FOXA2
in NOCE enthalten. FoxaZ2 ist in Primitivknoten und Notochord exprimiert, allerdings
ebenso in Darm, Diencephalon und Leberanlage. LUR1-PI zeigt
Reportergenexpression in diesen Domanen. LUR1 enthalt 14 potentielle FOXAZ2-
Bindestellen. AulRerdem ist die Noto-Expression in Foxa2-Mutanten abwesend.
Daher ist FOXA2 ein potentieller Regulator von NOCE und Noto.

Der Vergleich der Sequenz von NOCE mit einem Enhancer aus dem FoxaZ2-Lokus,
der ausreichend ist Primitivknoten- und Notochord-spezifische

Reportergenexpression zu aktivieren (Sawada et al., 2005), erbrachte, dass ein Teil
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dieser Sequenz auch in NOCE enthalten ist. Allerdings ist fur diese Sequenz noch
nicht bekannt, welche Faktoren daran binden. In dieser Arbeit wird sie daher als UFO
(unknown factor)-Bindestelle bezeichnet.
Alle weiteren Untersuchungen von NOCE fanden unter Berucksichtigung dieser
potentiellen Transkriptionsfaktorbindestellen statt.

6.1.1.4 Unterteilung von NOCE in weitere Abschnitte
NOCE wurde in mehrere Teile unterteilt, um zu testen, ob die Enhancer-Region noch
eingegrenzt werden kann. shoNO1 enthalt die 3’Halfte von NOCE. Darin enthalten
sind die HOX, die TEAD und die FOXA2-Bindestellen (Abbildung 9).

& a
RSP e o Bmdestelon
V % = o4 NOCE
i i E i shoNO1
i : shoNO2
E shoNO3
%

Abbildung 9: Ubersicht iiber shoNO1, shoNO2 und shoNO3

shoNO1 ist die 3’Hélfte von NOCE und enthilt die potentiellen HOX, TEAD und FOXA2
Bindestellen, shoNO2 ist ein 5’Teil von NOCE und enthilt die potentiellen TCF/LEF1 und UFO
Bindestellen, shoNO3 ist ein kleinerer 5°Teil von NOCE und enthilt nur die potentielle UFO
Bindestelle

shoNO1 ist ausreichend, um Reportergenaktivitat im Knoten und Notochord zu
erzeugen. Allerdings war die Aktivitat stark reduziert (Abbildung 10A a-e). Eine
eindeutige Farbung in Knoten und Notochord war nach 8h zu erkennen, dies deutet
darauf hin, dass durch die Verklrzung bereits ein Teil des Enhancers deletiert wurde.
Die Spezifitat von NOCE bleibt in shoNO1 erhalten. Die Expression in Primitivknoten
und Notochord nimmt allerdings stark ab. Im Knoten ist noch deutliche
Reportergenaktivitat zu detektieren (Abbildung 10Aa-c), im Notochord ist sie
daneben kaum noch nachweisbar (Abbildung 10d,e). Die Reportergenexpression im
Diencephalon ist nicht mehr nachweisbar (Abbildung 10Ae), wahrend die Expression

in Kopf, Darm und Dottersack erhalten bleibt.
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Abbildung 10: shoNO1 und 3 aktivieren schwache Knoten- und Notochord-spezifische
Genexpression

(A) lacZ-Farbung tiber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; shoNO1 aktiviert Reportergenaktivitét
in Knoten (a-c) und Notochord (d(Pfeil), e), auBerdem in Kopf (d) und Darm (e), die Expression
im Diencephalon (weiBe Pfeilspitze) geht verloren, shoNO2 (f-j) aktiviert keine
Reportergenexpression in Knoten und Notochord , nur in den ektopischen Domédnen, shoNO3
(k-o) aktiviert schwach Reportergenaktivitat in Knoten und Notochord (Pfeile), auBerdem in
Kopf und Darm, aber nicht im Diencephalon; Spalte 1: laterale Ansicht von Embryonen ES8,
Spalte 2: frontale Ansicht, Spalte 3: VergroRerung der distalen Ansicht, Spalte 4: dorsale
Ansicht von Embryonen E8,5, Spalte 5: laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (B)
schematische Darstellung der Transgene

Die 5’Halfte von NOCE wurde ebenso getestet, um festzustellen, ob auch sie noch
hinreichend ist, um das Reportergen zu aktivieren. Wie bereits erwahnt, wurden
durch in silico Untersuchungen einige potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen in
NOCE gefunden. NOCE enthalt beinahe in der Mitte eine potentielle Bindestelle fur
TCF/LEF1 Transkriptionsfaktoren. Daher wurde die 5’Halfte in zwei unterschiedlichen

Versionen getestet. Es wurde ein Konstrukt hergestellt, welches die potentielle
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TCF/LEF1 Bindestelle umfasst (shoNO2) und ein anderes, welches diesen Bereich
nicht umfasst (shoNO3) (Abbildung 9). Die Farbung der Chimaren, die diese
Konstrukte enthalten, zeigte, dass shoNO3 noch ausreichend ist, um Genexpression
in Knoten und Notochord zu aktivieren (Abbildung 10A f-j). Allerdings schwacher als
shoNO1. Ein Reportergensignal konnte erst nach Farbung uber Nacht spezifisch in
Knoten und Notochord beobachtet werden. Da LURS beispielsweise nach Farbung
uber Nacht kein Signal im Notochord und Knoten erzeugt hatte, kann davon
ausgegangen werden, dass dieses schwache Signal durch den 5 Teil von NOCE
dennoch spezifisch auf eine schwache Enhanceraktivitat zurtick zufihren ist. Die
schwache Aktivitat wurde nur bei shoNO3 beobachtet, dem kurzeren 5'Teil. shoNO2
kann keine nachweisbare Reportergenaktivitat in Knoten und Notochord aktivieren
(Abbildung 10Ak-0). Dies konnte darauf hindeuten, dass shoNO2 zusatzlich
Sequenzen enthalt, die die Aktivitat weiter schwachen.

Aus diesen Ergebnissen kann der Schluss gezogen werden, dass sich die starke
Enhanceraktivitat von NOCE aus dem Zusammenwirken mehrerer Faktoren in
beiden Teilen von NOCE herleitet.

6.1.2 Analyse moglicher Regulatoren von NOCE

Nachdem mit NOCE ein wichtiges Enhancer-Element far Primitivknoten und
Notochord-spezifische Genexpression lokalisiert wurde, sollte geklart werden, welche
Transkriptionsfaktoren an den Enhancer binden und wie sie wirken. Wie bereits
erwahnt wurden einige potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen identifiziert, die in
anderen Saugerspezies konserviert sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Bedeutung von funf potentiellen Transkriptionsfaktorbindestellen fur die Regulation
von NOCE untersucht. Dazu gehoéren eine Bindestelle fur TCF/LEF1, eine
Bindestelle fur Tead-Proteine, eine Homeoboxfaktor-Bindestelle, eine FOXA2-
Bindestelle und eine Bindestelle fur einen unbekannten Faktor.
6.1.2.1 Untersuchung der Aktivierung von NOCE durch den Wnt-Signalweg

NOCE enthalt eine Bindestelle fur TCF/LEF1 Faktoren. Diese Transkriptionsfaktoren
sind an der Weiterleitung von kanonischen Wnt-Signalen beteiligt. Mit Hilfe von
transgenen Mausen, die ein Reportergen tragen, welches die Aktivitat von Wnt-
Signalen widerspiegeln soll, konnte gezeigt werden, dass WNT3A in der Lage ist,
Genexpression im Primitivknoten zu aktivieren (Nakaya et al., 2005). Daher ist der
Whnt-Signalweg ein guter Kandidat, die Expression eines Knoten und Notochord-

spezifischen Enhancers zu regulieren.
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Abbildung 11: Die Noto-Expression ist in vestigial tail-Mutanten reduziert

WISH mit einer Noto-Probe auf WT und vestigial tail-mutanten Embryonen E8; Die Noto-
Expression (Pfeile) ist im Wildtyp (a) deutlich zu erkennen, in den vestigial tail-Mutanten (b,c)

ist sie reduziert.

In dieser Arbeit wurde die Expression von Noto in vestigial tail-Mutanten untersucht.

Bei der vestigial tail Mutante handelt es sich um eine hypomorphe Mutation von
Whnt3a, die zu einer Abschwachung der Wnt-Signalwirkung fuhrt (Greco et al., 1996).

Die Expression von Noto ist in vestigal tail Mutanten reduziert (Abbildung 11). Dies

ist ein Zeichen daflr, dass der Wnt-Signalweg einen aktivierenden Effekt auf die

Regulation von Noto hat.
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Abbildung 12: schematische Darstellung von NOCE mit der Mutation der potentiellen TCF/LEF1

Bindestelle
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Abbildung 13: TCF/LEF1 kénnen LUR1, 4 und NOCE aktivieren

Luziferase-Assay in HeLa-Zellen; TCF/LEF1 und betaCatenin kénnen LUR1 (15fach), LUR4
(8fach) und NOCE (8fach) aktivieren, LUR2 und die LUR4 mit einer Mutation der Bindestelle
(TCF/LEF-Mutante) werden nicht aktiviert (blaue Balken), durch Verwendung einer dominant-
negativen Variante von LEF1 (LEFdN) geht in allen Fallen die Reportergenaktivitat zuriick
(violette Balken).

Die Aktivierung des Wnt-Signalweges wurde in Zellkultur durch Kotransfektion von
TCF1, LEF1 und betaCATENIN simuliert. Fur die Reporterkonstrukte wurden
unterschiedliche Teile des Noto-Lokus vor ein Luziferase-Reportergen mit TATA-
Box-Minimalpromoter kloniert. Dazu wurden die Teile verwendet, die schon fur die
Reportergenkonstrukte zur Analyse in vivo verwendet wurden. Die basale Aktivitat
der Reporterkonstrukte wurde durch Transfektion des Reporters mit einem leeren
Expressionsplasmid bestimmt. Die Kotransfektion von TCF, LEF1 und betaCATENIN
zusammen mit dem LUR1-Reporterkonstrukt steigerte die Luziferase-Aktivitat auf
das 15fache. Mit LUR2 geht diese Aktivierung verloren. Mit den LUR4- und NOCE-
Reportergenkonstrukten kann etwa eine 8fache Aktivierung erreicht werden. Durch
Kotransfektion einer dominant-negativen Form von LEF1 geht die Aktivierung mit
allen Reportern fast vollstandig zuriack. Komponenten des Wnt-Signalweges konnen
also Reportergenexpression durch Aktivierung von NOCE in Zellkultur erzeugen
(Abbildung 13).

Durch zielgerichtete Mutagenese wurde die TCF/LEF1 Bindestelle in LUR4 mutiert,
um dadurch ihre Bedeutung zu untersuchen (Mutation siehe Abbildung 12). Die
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EinfUhrung dieser Mutation fihrte in Zellkultur zum weitgehenden Verlust der
Luziferase-Aktivitat (Abbildung 13, TCF/LEF Mutante).
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Abbildung 14: Die Mutation der TCF/LEF1-Bindestelle dndert nicht die Aktivitit von LUR4

(A) lacZ-Farbung iliber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; die TCF/LEF1-Mutante aktiviert
Reportergenexpression im Knoten (a-c) und Notochord und Diencephalon (d,e), auBerdem im
Kopf (d) und Darm (e), (B) schematische Darstellung des Transgens; Spalte 1: laterale Ansicht
von Embryo E8, Spalte 2: frontale Ansicht, Spalte 3: VergroBerung der distalen Ansicht, Spalte
4: dorsale Ansicht von Embryo E8,5, Spalte 5: laterale Ansicht von Embryo E9,5; (B)
schematische Darstellung des Transgens, die potentielle TCF/LEF1-Bindestelle wurde im
Kontext von LUR4 mutiert.

Die Untersuchung des Konstrukts mit der Mutation in vivo sollte die
vorangegangenen in vitro Analysen bestatigen. Allerdings wurde durch die Mutation
der TCF/LEF1 Bindestelle im Kontext von LURA4 in vivo kein signifikanter Verlust der
lacZ-Aktivitat beobachtet (Abbildung 14A a-e). Die Reportergenaktivitat war bereits
nach etwa 20 min in Knoten und Notochord erkennbar. Nach Farbung Uber Nacht
wurden alle Expressionsdomanen von NOCE beobachtet, Knoten, Notochord,
Diencephalon, Kopf, Darm und Dottersack. Weder die Spezifitat noch die
Expressionsstarke waren deutlich verandert.

NOCE und LUR4 konnen in vitro durch TCF/LEF1 aktiviert werden, allerdings scheint
dies in vivo im Kontext des Hprt-Lokus nicht essentiell fur die Aktivierung von LUR4
Zu sein.

6.1.2.2 Untersuchung der Aktivierung von NOCE durch TEAD Proteine

In NOCE wurde eine Bindestelle fur TEAD-Transkriptionsfaktoren gefunden
(Abbildung 15). TEAD Proteine sind nicht spezifisch im Knoten exprimiert, allerdings
wurde gezeigt, dass ein Enhancer aus dem Foxa2-Lokus eine Bindestelle fur TEAD-
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Proteine enthalt, die unentbehrlich ist fur die Reportergenexpression im Knoten von
transgenen Embryonen (Sawada et al., 2005).

Da Tead1 am Tag E7,5 noch nicht exprimiert ist (Sawada et al., 2005), kommen fur
die Regulation von NOCE noch TeadZ2 und Tead4 in Frage, da TEADS3 eine andere
Bindestelle besetzt. Tead4 ist in seiner Funktion unterschiedlich zu Tead? und
Tead?2. Tead4 wird zur Spezifikation des Trophectoderms in Praimplantations-
Embryonen bendtigt. Der Verlust von Tead4 ist vor E4,5 letal (Nishioka et al., 2008).
Allerdings ist Tead4 fur die Postimplantations-Entwicklung nicht notwendig (Yagi et
al., 2007). Tead1 und Tead2 haben teilweise redundante Funktionen. Der Verlust
beider Gene fuhrt zum Verlust eines groRen Teils des Notochord, zu
Wachstumsverzdgerungen und schweren Fehlbildungen (Sawada et al., 2008). Der
Einfluss von Tead? und Tead2 auf das Notochord kann ein Anzeichen fir eine
Regulation von NOCE sein, da Noto fur das kaudale Notochord benétigt wird
(Abdelkhalek et al., 2004). Fur ihre Funktion beno6tigen die TEAD-
Transkriptionsfaktoren den Kofaktor YAP65 (Sawada et al., 2005).

N\
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X ’\C( ‘3\0 ’\QF\ L Bindestellen
V *_u L) A NOCE .
. , N R |—p|

~

GAGCATTCCAGG G Wildtyp Bindestelle
GAG CCG GAAAGGG mutierte Bindestelle

Abbildung 15: schematisch Darstellung von NOCE mit der Mutation der potentiellen TEAD-
Bindestelle

Da Tead2 im hier untersuchten Zeitraum exprimiert wird, wurden die
Untersuchungen in vitro an dieser Stelle mit Tead2 durchgefuhrt. Als Koaktivator wird
zusatzlich Yap65 verwendet.

TEAD2 in Kombination mit YAP65 kann die Aktivitat des NOCE-
Reportergenkonstrukts auf das 7fache steigern. Durch Transfektion einer Fusion der
DNA-bindenden Domane von TEAD2 in Kombination mit der reprimierenden
Doméane von ENGRAILED (TEAD-EnR) geht die Aktivierung verloren, ebenso durch
Mutation (Abbildung 15) der potentiellen Bindestelle (Abbildung 16).

83



ERGEBNISSE
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Abbildung 16: TEAD2/YAPG65 aktivieren LUR4 in vitro

Luziferase-Assay in HeLa-Zellen; TEAD2 kann zusammen mit YAP65 die Reportergenaktivitat
von LUR4 auf das 8fache steigern. Diese Aktivierung geht durch die Mutation der Bindestelle
verloren (blaue Balken), durch Verwendung einer reprimierenden Variante von TEAD2 geht die
Aktivierung ebenfalls verloren (violetter Balken).
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Abbildung 17: Die Reportergenexpression wird in vivo durch die Mutation der TEAD-
Bindestelle nicht verandert

(A) lacZ-Farbung iiber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; die TEAD-Mutante aktiviert
Reportergenexpression in Knoten (a-c) und Notochord und Diencephalon (d,e), auBerdem im
Kopf (d) und Darm (e), (B) schematische Darstellung des Transgens; die potentielle TEAD-
Bindestelle wurde im Kontext von LUR4 mutiert.

Zur Untersuchung der Bedeutung der potentiellen Bindestelle fur die TEAD-Faktoren
wurde die Mutation im Kontext von LUR4 auch in vivo getestet. Die lacZ-Aktivitat in
vivo bleibt von der Mutation unverandert (Abbildung 17A). Sowohl die
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Expressionsdoméanen von NOCE, als auch die Starke der Reportergenaktivitat
werden nicht signifikant verandert.
LUR4 wird in vitro durch TEAD2/YAPGS aktiviert, allerdings ist die potentielle
Bindestelle fur TEAD-Proteine in vivo nicht essentiell fur die Aktivierung von LURA4.
6.1.2.3 Untersuchung der Regulation von NOCE durch Homeobox-Proteine
NOCE enthalt auch eine Bindestelle fir einen Homeobox-Transkriptionsfaktor
(Abbildung 19). Homeobox-Transkriptionsfaktoren kénnen unterschiedliche
Funktionen haben. Sie kdénnen als Aktivatoren oder Repressoren der
Zielgenexpression wirken. Die Konsensus-Sequenzen fur die Bindung von
Homeobox-Faktoren sind sehr ahnlich. Dadurch konnte eine weitere Eingrenzung
nur durch Literatur-Recherche und begrindete Vermutungen stattfinden. Nkx2-9 ist
zum fraglichen Zeitpunkt exprimiert. Allerdings ist Nkx2-9 nicht im Knoten, sondern
entlang der anterioren Mittellinie, also in der prachordalen Platte exprimiert
(Abbildung 18), einem Bereich, in dem Noto nicht exprimiert wird (Abbildung 2b).

E7.5, lateral E7,5, frontal | E7,5, distal
o
SlE ¥
=
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o
e
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< | b 4 |

Abbildung 18: Nkx2-9 ist entlang der anterioren Mittellinie in der prachordalen Platte exprimiert

WISH mit einer Nkx2-9 Probe auf E8 Wildtyp-Embryonen, (a) laterale Ansicht, (b) frontale
Ansicht, (c) VergréBerung der distalen Ansicht.

In vitro wirkt Nkx2-9 als Repressor der Transkription (Abbildung 20). Daher konnte
Nkx2-9 an der Unterdrickung der Expression durch NOCE in der prachordalen Platte
und Begrenzung der Transkription auf den Knoten beteiligt sein.
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Abbildung 19: schematische Darstellung von NOCE mit der Mutation der potentiellen

Homeobox-Faktor Bindestelle
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Abbildung 20: Nkx2-9 reprimiert die Reportergenexpression durch LUR4 und NOCE

Luziferase-Assay in HeLa-Zellen; Nkx2-9 reprimiert die Aktivierung von LUR4 und NOCE. Diese
Aktivierung geht durch die Mutation der potentiellen Bindestelle in LUR4 (Hox-Mutante)

verloren.

NKX2-9 wirkt reprimierend auf NOCE. Es reduziert die Luziferase-Aktivitat im

Vergleich zur Kontrolle auf das etwa 0,3fache (Abbildung 20). Als Kontrolle gilt die

Aktivitat des Reportergens ohne Kotransfektion weiterer Transkriptionsfaktoren,

diese wird als einfache Aktivierung gesetzt. Die Mutation der potentiellen Bindestelle
von NKX2-9 (Abbildung 19) stellt die Reportergenaktivitat wieder her. Diese Mutation
fuhrt in vivo jedoch ebenfalls zu keiner Veranderung der Reportergenaktivitat
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(Abbildung 21) im Vergleich zu LUR4. Die Spezifitat und Starke der

Reportergenaktivitat bleiben erhalten.
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Abbildung 21: Die Reportergenexpression von LUR4 wird in vivo nicht durch die Mutation der
HOX-Bindestelle verdndert

(A) lacZ-Farbung iiber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; die HOX-Mutante aktiviert
Reportergenexpression im Knoten (a-c) und Notochord und Diencephalon (d,e), auBerdem im
Kopf (d) und Darm (e), (B) schematische Darstellung des Transgens; die potentielle HOX-
Bindestelle wurde im Kontext von LUR4 mutiert.

NKX2-9 kann in vitro die Reportergenaktivitat bei LUR4 und NOCE reprimieren. In
vivo ist diese Bindestelle nicht essentiell fur die Aktivitat von LURA4.
6.1.2.4 Untersuchung eines moglichen additiven Effekts von Wnt-
Signalweg, Tead und Homeobox Transkriptionsfaktoren
Da die Reportergenexpression durch NOCE sehr stark ist, ware es moglich, dass ein
schwacher Effekt, der durch die Mutation nur einer Bindestelle erzeugt wird nicht
ausreicht, um eine signifikante Schwachung des Signals in vivo im Kontext des Hprt-
Lokus zu erreichen. Daruber hinaus ware es denkbar, dass das Fehlen eines Faktors

durch die anderen kompensiert werden konnte.
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Abbildung 22: Die bislang untersuchten Mutationen haben keinen Einfluss auf die
Repotergenaktiviat von LUR4, NOCE und shoNO1

(A) lacZ-Farbung tiber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; die LUR4 dreifach-Mutante (a-e) und die
NOCE dreifach-Mutante (f-j) aktivieren Reportergenexpression im Knoten (a-c; f-h), Notochord
und Diencephalon (d,e; i,j), auBerdem im Kopf (d; i) und Darm (e; j), die shoNO1 zweifach-
Mutante aktiviert schwache Reportergenaktivitit in Knoten (k-m) und Notochord (n,o),
auBBerdem in Kopf (n) und Darm (o); Spalte 1: laterale Ansicht von Embryonen E8, Spalte 2:
frontale Ansicht, Spalte 3: VergroBerung der distalen Ansicht, Spalte 4: dorsale Ansicht von
Embryonen E8,5, Spalte 5: laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (B) schematische Darstellung
der Transgene, die roten Kreuze markieren die Mutationen

Daher sollte ein mdglicher Effekt durch die additive Wirkung dieser drei Faktoren
untersucht werden, in dem die drei Bindestellen, fir TCF/LEF1, TEAD und den
Homeoboxfaktor, gleichzeitig mutiert wurden. Der Test aller bisheriger Mutanten
erfolgte im Kontext von LUR4. Die dreifache Mutante wurde im Kontext von LUR4
und NOCE untersucht (Abbildung 22A), um zu zeigen, ob die beobachtete
Reportergenexpression nur durch Sequenzen aus NOCE reguliert wird, oder ob sie

durch weitere Sequenzen aus LUR4 beeinflusst wird. Diese Konstrukte wurde in vivo
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getestet. Die lacZ-Aktivitat in vivo wurde von den Mutationen in LUR4 und NOCE
nicht signifikant beeintrachtigt (Abbildung 22A a-e). Die Beobachtungen ergaben
keinen signifikanten Unterschied der Reportergenexpression der mutierten
Konstrukte zueinander und zum Wildtyp.

Daher muss davon ausgegangen werden, dass die potentiellen Bindestellen, fur
TCF/LEF1, TEAD und den Homeobox-Faktor, in vivo im Kontext des Hprt-Lokus,
nicht essentiell fur die Aktivierung von NOCE sind.

6.1.2.5 Untersuchung der Regulation von NOCE durch FOXA2

In NOCE sind noch andere potentielle Transkriptionsfaktorbindestellen enthalten. An
eine dieser Stellen konnte der Transkriptionsfaktor FOXA2 binden. Bei FOXA2
handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der im Knoten und Notochord
exprimiert ist. Allerdings ist er dariber hinaus noch in anderen Geweben exprimiert,

wie dem Diencephalon, dem Darm und der Leberanlage.

Relative Luziferase Aktivitat

LUR1 LUR2 LUR4 NOCE

Abbildung 23: FOXA2 aktiviert die Reportergenxpression von LUR1, 2, 4 und NOCE in vitro

Luziferase-Assay in HeLa-Zellen; FOXA2 kann die Aktivitidt von LUR1, LUR2 und LUR4 auf das
4fache steigern, bei NOCE wird die Aktivitat etwa 2,5fach erhoht.

89



ERGEBNISSE

N\

& 3
O <<\\’ Sh Y ‘\3‘ potentielle
X <C ‘?‘O ’\QY <<O Bindestellen
4 * m e ﬁ\ NOCE .

’

“CCTTGTTTGCTCT  Wildtyp Bindestelle
CCT GTC GACCTCT mutierte Bindestelle

Abbildung 24: schematische Darstellung von NOCE mit der Muation der potentiellen FOXA2-
Bindestelle
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Abbildung 25: Die Mutation der FOXA2-Bindestelle beeintrachtigt die Reportergenexpression
in vivo

(A) lacZ-Farbung uber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; die FOXA2-Mutante (a-e) und die
vierfach-Mutante der potentiellen TCF/LEF1, HOX, TEAD und FOXA2-Bindestellen (f-j)
aktivieren Reportergenexpression im Knoten (a-c; f-h) und Notochord (d,e; i,j), auBerdem im
Kopf (d; i), Dottersack und Darm (e; j), es gibt keine Reportergenaktivitit im Diencephalon (e,j
weile Pfeilspitze); Spalte 1: laterale Ansicht von Embryonen E8, Spalte 2: frontale Ansicht,
Spalte 3: VergroBerung der distalen Ansicht, Spalte 4: dorsale Ansicht von Embryonen E8,5,
Spalte 5: laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (B) schematische Darstellung der Transgene,
die roten Kreuze markieren die Mutationen.
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Luziferase-Assays zeigten, dass FOXAZ2 die Aktivitat von LUR1, LUR2 und LUR4 auf
etwa das 4,5fache steigert. FOXA2 kann die Aktivitat von NOCE nur noch auf das
2fache erhohen (Abbildung 23). Dies konnte darauf hindeuten, dass mehrere
potentielle Bindestellen auch aulRerhalb von NOCE in vitro erkannt werden. Die
potentielle FOXA2-Bindestelle in NOCE wurde mutiert (Abbildung 24) und getestet.
In vivo fuhrte die Mutation im Kontext von NOCE zu einer Verringerung der lacZ-
Aktivitat im Diencephalon (Abbildung 25A). Die Aktivitat in Knoten und Notochord
blieb erhalten (Abbildung 25Aa-e). Zusammen mit den drei weiteren bereits
untersuchten Mutationen ergibt sich ein vergleichbares Bild. Allerdings waren in
diesem Fall die Embryonen schwacher chimar (Abbildung 25A f-j), als bei anderen
Konstrukten. Dadurch tragen weniger Zellen das Reportergen-Konstrukt. Dies ist
aber nicht zu verwechseln mit einem Verlust der Reportergenexpression durch
geringere Aktivierung des Promoters. Die Reportergenexpression der vierfachen
Mutante wurde in den selben Doméanen beobachtet wie bei der FOXA2-Mutante. Das
Reportergen ist in Knoten, Notochord, Kopf, Dottersack und Darm exprimiert, aber
nicht im Diencephalon. Die beginnende Reportergenexpression war ebenfalls nach
etwa 20min zu beobachten.
Dies zeigt, dass die Bindestelle fur FOXA2 in vivo einen Einfluss auf die
Reportergenexpression durch NOCE hat.
FOXAZ2 reguliert NOCE und dadurch mit groRer Wahrscheinlichkeit auch Noto.
6.1.2.6 Bedeutung einer potentiellen Bindestelle fur einen unbekannten
Faktor
Durch Analyse der Sequenz von NOCE wurde ein weiterer Bereich identifiziert, der in
anderen Saugetierspezies konserviert ist. Sawada et al. haben im Foxa2 Promoter
ein Element (CE) isoliert, das Genexpression im Knoten und posterioren Notochord
aktivieren kann. Im Rahmen der vorangegangenen Untersuchungen im FoxaZ2-Lokus
konnte nur fur einen Teil von CE ein Interaktionspartner gefunden werden. Fir den
anderen Teil konnte kein Partner gefunden werden, obwohl die Notwendigkeit in vivo
gezeigt wurde (Sawada et al., 2005). Der Teil dieses Elements, fur den noch kein
Interaktionspartner gefunden wurde, ahnelt einem Abschnitt von NOCE. Dies deutet
darauf hin, dass es sich hierbei um eine potentielle Bindestelle fur einen
unbekannten Faktor (UFO) handeln konnte, der sowohl an der Regulation von FoxaZ2
wie auch der Regulation von NOCE und Noto beteiligt ist.
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Abbildung 26: schematische Darstellung von NOCE mit der Mutation der potentiellen UFO-
Bindestelle

Um diese Hypothese zu Uberprufen, wurden 8 Basen in der potentiellen Bindestelle
mutiert (Abbildung 26) und dies in vivo im Kontext von NOCE getestet. Die Mutation
der Sequenz fuhrt zu keiner Verringerung der Reportergeaktivitat. Tatsachlich nimmt
die Reportergenaktivitat in der Leberanlage zu (Abbildung 27Aj, graue Pfeilspitze).
Die Mutation der potentiellen UFO-Bindestelle fuhrt zu starkerer ektopischer
Reportergenexpression. In Kombination mit einer Mutation in der FOXA2 Bindestelle
geht die lacZ-Aktivitat in Notochord und Knoten vollstandig verloren (Abbildung 27A).
Dies zeigt, dass die Kombination der Bindestellen von FOXA2 und UFO in vivo
essentiell ist fur die Aktivierung von NOCE. Welcher Faktor an die UFO-Bindestelle
bindet, ist bislang noch nicht bekannt und steht im Zentrum der weiteren Arbeiten.
Ein weiteres Konstrukt sollte zeigen, ob die UFO-Bindestelle allein
Reportergenaktivitat im Primitivknoten und Notochord aktivieren kann. Dazu wurde
eine dreifache Wiederholung der potentiellen UFO-Bindestelle mit jeweils 15 bp
davor und danach kloniert (3xUFQ). Das resultierende Reportergenkonstrukt kann
keine Reportergenaktivitat im Embryo, also auch nicht im Primitivknoten und
Notochord, aktivieren.
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Abbildung 27: Die Mutation der UFO-Bindestelle beeinflusst in vivo die
Reportergenexpression, ist aber allein nicht hinreichend fiir Genexpression in Knoten und
Notochord

(A) lacZ-Farbung iliber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; NOCE mit Mutationen der FOXA2 und
der UFO-Bindestellen (a-e) reicht nicht fiir Reportergenaktivitidt in Knoten und Notochord aus,
die ektopische Expression in Kopf unf Darm bleibt erhalten; NOCE mit einer Mutation in der
UFO-Bindestelle reicht aus fiir Reportergenaktivierung in Primitivknoten (f-h), Notochord und
Diencephalon (i,j), auBerdem in Kopf (i), Darm (j), zusatzliche Expression wird in der
Leberanlage beobachtet (j, graue Pfeilspitze); die dreifache Wiederholung der potentiellen
UFO-Bindestelle (k-o) reicht nicht fiir Reportergenaktivitat in Knoten und Notochord aus, die
ektopische Expression in Kopf unf Darm bleibt erhalten, Spalte 1: laterale Ansicht von
Embryonen E8, Spalte 2: frontale Ansicht, Spalte 3: VergroBerung der distalen Ansicht, Spalte
4: dorsale Ansicht von Embryonen E8,5, Spalte 5: laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (B)
schematische Darstellung der Transgene, rote Kreuze markieren die Mutationen

Die UFO-Bindestelle ist in Kombination mit einer FOXA2-Bindestelle im Kontext des
Hprt-Lokus essentiell fur die Aktivierung von NOCE, aber sie ist allein nicht

hinreichend zur Aktivierung der Reportergenexpression.
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6.1.3 Analyse von NOCE ohne heterologen Minimalpromoter

Da die Verwendung des hsp70-Minimalpromoters das Auftreten von ektopischer
Reportergenaktivitat mit sich brachte, sollte das Verhalten von NOCE im Kontext mit
dem endogenen Minimalpromoter untersucht werden. Im Noto-Lokus wird am ersten
Exon kein TATA-Box Minimalpromoter vorhergesagt. Da der Minimalpromoter aber
meistens in der Nahe des ersten Exons lokalisiert, wurde davon ausgegangen, dass
die Region von etwa 400bp vor dem Beginn des ersten Exons bis zum
Translationsstartkodon im ersten Exon den Minimalpromoter enthalt. NOCE wurde
vor diesen Bereich kloniert, wiederum mit lacZ als Reportergen (NOCEnativ,
Abbildung 28B).

>

E7,5,lateral || E7,5, frontal || E7,5.distal || E85 ||

NOCE nativ

I

NOCE solo

oo |

g e (AT -

NOCE nativ . N, L | lacz |
: + v Noto-395 to ATG
NOCE solo —| lacZ |

Abbildung 28: NOCEnativ und NOCEsolo sind in vivo ausreichend fiir Reportergenexpression
in Knoten und Notochord

(A) lacZ-Farbung uber Nacht von Embryonen E8 - E9,5; NOCE mit dem endogenen Noto-
Minimalpromoter (a-e) reicht aus fiir Reportergenaktivierung in Primitivknoten (a-c, Pfeile),
Notochord (d,e Pfeile), Diencephalon (i,j, weiBe Pfeilspitze), und Darm (j, schwarze Pfeilspitze),
es wird keine Expression in Kopf (i, orange Pfeilspitze) und Dottersack (e, violette Pfeilspitze)
beobachtet; NOCEsolo (f-j) aktiviert Reportergenexpression in den selben Domdnen wie
NOCEnativ, Spalte 1: laterale Ansicht von Embryonen E8, Spalte 2: frontale Ansicht, Spalte 3:
VergroBerung der distalen Ansicht, Spalte 4: dorsale Ansicht von Embryonen E8,5, Spalte 5:
laterale Ansicht von Embryonen E9,5; (B) schematische Darstellung der Transgene.

NOCEnativ zeigte spezifische Reportergenaktivitat im Knoten sowie Notochord nach
etwa 3h Farbedauer (Abbildung 28 a-e). Nach Farbung Uber Nacht war zusatzlich
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schwache ektopische Expression im Diencephalon und dem Darm zu erkennen. Des
Weiteren wurde NOCE ohne weiteren Minimalpromoter vor ein lacZ-Reportergen
kloniert, (NOCEsolo, Abbildung 28B). Auch dieses Konstrukt zeigte starke
Reportergenaktvitat in den beschriebenen Domanen, zuerst in Knoten und
Notochord und spater in Diencephalon und Darm (Abbildung 28A f-j). Die
ektopischen Expressionsdomanen stimmen mit den Expressionsdomanen von Foxa2
uberein.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass NOCE bereits eine endogene
Minimalpromoteraktivitat besitzt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit NOCE ein Enhancer identifiziert
und charakterisiert wurde, der hinreichend und notwendig ist, um robuste
Genexpression im Knoten und Notochord zu aktivieren. Innerhalb von NOCE
scheinen verschiedene regulatorische Elemente zusammen zu wirken. Einige
potentielle Bindestellen fir bekannte Faktoren sind zumindest im Kontext der
Reporterkonstrukte im Hprt-Lokus nicht essentiell fur die Aktivierung der
Reportergenexpression durch NOCE. Jedoch wurde gezeigt, dass Bindestellen fur
FOXAZ2 und einen weiteren unbekannten Faktor essentiell fir die Aktivierung von

NOCE sind. Daruber hinaus besitzt NOCE intrinsische Minimalpromoteraktivitat.

6.2 Untersuchungen zu Noto-Zielgenen

6.2.1 Differentielle RNA-Hybridisierung von Noto-defizienten
Embryonen

Noto ist im Knoten exprimiert und notwendig fur die Ziliogenese im Primitivknoten
und die Knoten-Morphogenese, zwei wichtige Prozesse wahrend der Festlegung der
Links-Rechts-Achse. Noto kodiert fur einen Homeobox-Transkriptionsfaktor, zu
dessen Zielgenen zu Beginn dieser Arbeit nichts bekannt war. Zum besseren
Verstandnis, der von Noto regulierten Prozesse wahrend der Festlegung der Links-
Rechts-Achse, war es ein Ziel dieser Arbeit solche Gene zu identifizieren, die in ihrer
Regulation direkt oder indirekt von Noto abhangen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
das Expressionsprofil von Embryonen, die kein NOTO mehr exprimieren, mit
Embryonen, die noch eine funktionelle Kopie des Noto-Gens besitzen, verglichen.
Dafur wurde eine mutante Mauslinie benutzt, die bereits im Labor etabliert war. Diese
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Mutante tragt ein Allel, in dem Noto durch die codierende Sequenz fur grun-
fluoreszierendes Protein (GFP) mit Stop-Kodon und PolyA-Signal im Translations-
Start-Kodon von Noto ersetzt wurde. In Kombination mit der gleichzeitigen Deletion
des Bereichs der kodierenden Sequenz von Noto, der fur die DNA-bindende Domane
kodiert, kann kein funktionelles NOTO mehr hergestellt werden (Abdelkhalek et al.,
2004). Ohne den Einfluss von Noto wurde erwartet, dass jene Gene, die
regulatorisch von Noto abhangen, in der Starke ihrer Expression verandert wurden.
Um auszuschlieRen, dass die Uberexpression von GFP Einfluss auf das
Expressionsprofil nehmen kann, wurde hier das Expressionsprofil von Embryonen

die homozygot mutant waren (Noto®"°"F)

mit dem von heterozygoten Embryonen
(Noto® ") verglichen. Bei Noto®™" handelt es sich um eine autosomal rezessive
Mutation. Ein mutanter Phanotyp ist nur bei Fehlen beider funktioneller Allele zu
beobachten. Daher wurde davon ausgegangen, dass zur Aufrechterhaltung der
Genexpression eine Kopie von Noto ausreichend ist und Verfalschungen durch GFP-
Expression so besser ausgeglichen werden konnten. Fur den Vergleich der
Expressionsmuster wurden RNA-Microarray Hybridisierungen durchgefuhrt. Als
Probe wurde gesamt RNA von Embryonen im spaten Kopffaltenstadium (E8)
verwendet. Die Embryonen wurden von allen extra-embryonalen Membranen befreit.

Zur RNA Probe trugen nur Gewebe bei, die spater zum Korper beitragen.

) RNA-Probe
fur Mikroarray

E8, spates Kopffaltenstadium

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Gewebe, die fiir die differentielle Hybridisierung
gesammelt wurden

Jeweils 6-8 Embryonen wurden zu einer RNA-Probe zusammengefasst. Je zwei
mutante RNA-Proben und zwei Vergleichsproben wurden vorbereitet. Zur
Herstellung der RNA-Proben wurden nur Embryonen im spaten Kopffaltenstadium
verwendet, die noch keine Somiten gebildet hatten. Dieses Stadium wurde streng

eingehalten, um maoglichst homogene Proben zu erhalten. Bereits innerhalb eines
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Wurfes konnen die Unterschiede in der Entwicklung mehrere Stunden betragen. Zu
dem gewahlten Zeitpunkt beginnen unter anderem die Gastrulation und die
Somitogenese, wodurch es innerhalb von kurzer Zeit zu einer drastischen
Veranderung des Expressionsprofils kommt. Durch die besonders strikte Einhaltung
eines kleinen Zeitfensters in der Entwicklung, sollten Einflusse auf das
Expressionsprofil durch fortschreitende Entwicklungsprozesse so gering wie maoglich
gehalten werden. Die RNA-Mikroarray-Hybridisierungen wurden in Zusammenarbeit
mit Dr. Oliver Dittrich-Breiholz (Institut fur Pharmakologie, MHH) durchgefuhrt. Es
wurden insgesamt drei Hybridisierungen durchgefuhrt, jeweils zwei Paare gegen
einander und in der dritten Hybridisierung wurde die mutante Probe, aus der einen
Hybridisierung, mit der Vergleichsprobe aus der anderen Hybridisierung verglichen
(,Kreuzprobe®). Die Ergebnisse aller drei Hybridisierungen wurden verglichen. Im
Folgenden wurden die Gene betrachtet, die in allen drei Hybridisierungen
gleichermal3en verandert waren.

Nach Auswertung der drei Hybridisierungen wurden 108 Gene gefunden, die
scheinbar durch das Fehlen von Noto dereguliert waren. 31 Gene waren mehr als
das 1,5fache herauf reguliert und 77 waren in den Mutanten starker als das
0,65fache herunter reguliert, im Vergleich zur heterozygoten Kontrolle. Einige Gene
wurden von weiteren Untesuchungen ausgeschlossen, da sie ebenfalls in weiteren
Noto-unabhangigen Mikroarray-Experimenten dereguliert waren. Sie schienen also
ein Hintergrund der Methode oder des speziellen Chips zu sein

Mit Unterstuzung von Dr. Anja Beckers und Anna Trincone wurden 45 potentielle
Zielgene mit Hilfe von Ganzpraparat in situ Hybridisierungen (Whole Mount In Situ
Hybridisation, WISH) auf ihr Expressionsmuster wahrend der Embryonalentwicklung
hin untersucht. Viele der untersuchten Gene sind nicht oder nicht nur mit Noto
koexprimiert. Fur einige Faktoren wurde keine Expression in embryonalen Geweben
von E7,5 bis E9,5 festgestellt. Andere Gene sind in diesem Zeitraum ubiquitar
exprimiert. Fur weitere Untersuchungen wurden diese Gene nicht ausgewahlt.

Eine weitere Gruppe von Genen verandert ihre Expression etwa zum Zeitpunkt der
Probennahme. Beispielweise durch die Gastrulation und die Entwicklung der
Kopfregion werden im spaten Kopffaltenstadium viele Gene stark herauf oder
herrunter reguliert. Da diese Prozesse unabhangig von Noto stattfinden, wurden
diese Gene nicht weiter untersucht. Das Ziel war, neue potentielle Zielgene von Noto
zu finden. Als ein Anzeichen dafur wurde die spezifische Expression im
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Primitivknoten oder Notochord betrachtet. Im Rahmen dieses Mikroarrays wurden
neun Gene identifiziert, die spezifisch im Primitivknoten exprimiert werden. Keines
der Gene wird mit Noto im Notochord koexprimiert. Unter den neun potentiellen
Zielgenen sind vier, deren Funktion in Zusammenhang mit der Ziliogenese gebracht
werden kann. Dazu gehoren Foxj1, Tektin2, Dync2h1 und Dynirb2. Des Weiteren
wurden funf Gene mit unbekannter Funktion identifiziert. Auf diese neun Gene wird
im Folgenden eingegangen.
6.2.1.1 Untersuchung von 0710001D07Rik

Die Expression von vier Genen, die herauf reguliert waren, wurde untersucht. Dabei
wurde nur eine cDNA (07710001D07Rik) identifiziert, die spezifisch im Knoten
exprimiert ist (Abbildung 30a,b). Im Mikroarray war das Signal von 0710001D07Rik
auf das 1,5fache verstarkt. In Noto-defizienten Embryonen konnte allerdings keine
wesentliche Anderung der Expression festgestellt werden. Allerdings ist die WISH
keine quantitative Methode, daher konnte die 1,67fache Verstarkung des Expression

zwar vorliegen, aber mit Hilfe von WISH nicht zu erkennen sein.

0710001D07Rik | Btbd9

a C d

Abbildung 30: 07710001D07Rik ist spezifisch im Knoten exprimiert und Btbd9 in E§ Embryonen
ubiquitar exprimiert

WISH von 0710001D07Rik (a,b) und Btbd9 (c,d) auf Embryonen ES8.

Da 0710001DO07Rik scheinbar fur kein Protein kodiert und auch nur aus einem Exon
besteht, wurden keine weiteren Analysen durchgeflihrt. Allerdings ist auffallig, dass
Btbd9 im Microarray herauf reguliert ist. Btbd9 ist zwar nicht spezifisch im Knoten
exprimiert (Abbildung 30c,d), aber die Transkriptionsstarts von Btbd9 und
0710001D07RIik liegen nahe bei einander. Dies konnte darauf hindeuten, dass der
Verlust von Noto einen Einfluss auf die Expression dieser Gene hat.

6.2.1.2 Untersuchung der Expression von potentiellen Noto-Zielgenen mit
unbekannter Funktion
Im Rahmen des Mikroarray wurden vier Gene mit unbekannter Funktion als

potentielle Zielgene von Noto identifiziert. Die Expression dieser Gene ist in den
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Noto-Mutanten reduziert. WISH zeigte in allen vier Fallen Koexpression mit Noto im
Primitivknoten der Maus. In den Noto-Mutanten wurde diese Expression stark

reduziert.

| 1700026D08Rik Il 1700003M02Rik || 170001ZBO9R|k || 3100002J23R|k |

WT

Noto Mutante

Abbildung 31: Vier potentielle Noto-ZleIgene mit unbekannter Funktion sind spezifisch im
Knoten exprimiert und in Noto®'¢FP —Embryonen reduziert oder abwesend

WISH auf Embryonen E8, von 1700026D08Rik in Wildtyp (WT) (a) und in Noto-Mutanten (e),
1700003MO2Rik im WT (b) und in Noto-Mutanten (f), 77000712B09Rik in WT (c) und in Noto-
Mutanten (g), 3700002J23Rik in WT (d) und in Noto-Mutanten (h).

1700026D08Rik war im Mikroarray in den Noto-Mutanten auf 65% reduziert. Durch
WISH wurde nur eine sehr schwache Expression sichtbar. 71700026D08Rik
(Abbildung 31a,e) ist ein Gen mit unbekannter Funktion, welches fir ein
hypothetisches Protein, mit einer Serin-Protease-Doméane, kodiert.

1700003M02Rik war im Mikroarray auf 64% reduziert und zeigte durch WISH nur
noch schwache Expression im Knoten der Noto-Mutanten (Abbildung 31b,f).

Die Expression von 1700012B09Rik war im Mikroarray auf 60% reduziert, aber mit
WISH in Noto-Mutanten nicht mehr nachzuweisen (Abbildung 31c,g).

Das Signal von 3700002J23Rik war im Mikroarray auf 56% reduziert, durch WISH
wurde keine Expression im Noto-defizienten Primitivknoten nachgewiesen
(Abbildung 31d,h).

1700003M02Rik kodiert fur ein hypothetisches Protein ohne bekannte Domanen,
ebenso wie 7700012B09Rik und 3100002J23Rik. Fuir alle vier Gene mit
unbekannter Funktion wurde gezeigt, dass sie Knoten-spezifisch exprimiert sind. Der
Verlust von Noto flhrt zu einer verringerten Expression. Ein Hinweis auf eine

Funktion im Zusammenhang mit Aufbau und Funktion der Zilien ist, dass alle vier
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Gene in einer der Datenbanken Uber das Proteom der Zilien aufgefuhrt sind. Diese
basieren allerdings nicht auf experimentellen Daten, sondern nur auf
Datenbankanalysen. In unserem Labor wurde gezeigt, dass diese Gene auch in
anderen Zilien-tragenden Geweben exprimiert sind. Dies deutet darauf hin, dass es
sich hierbei um potentiell neue Faktoren in der Ziliogenese oder Primitivknoten-
Morphogenese handeln konnte.

6.2.1.3 Untersuchung der Expression potentieller Noto-Zielgene mit

teilweise bekannter Funktion

Dynlrb2 kodiert fur eine leichte Kette von zytoplasmatischen Dyneinkomplexen.
Zytoplasmatische Dyneine sind am retrograden Transport (IFT) beteiligt. Flr Dynirb2
wurde bisher noch kein experimenteller Beweis fur die Beteiligung am IFT erbracht,
allerdings ist die Expression in Zilien-tragendem Gewebe ein Hinweis darauf. Dynirb1
ist am retrograden Transport an Mikrotubuli innerhalb der Zelle beteiligt (Wanschers
et al., 2008). Die Knoten-spezifische Expression von Dynlrb2 konnte auf eine
Beteiligung am retrograden IFT hinweisen.
Durch WISH wurde gezeigt, dass Dynlirb2 spezifisch im Primitivknoten der Maus
exprimiert ist (Abbildung 32a). Dynlrb2 ist im Mikroarray auf etwa 48% in den Noto-
Mutanten reduziert. Mit Hilfe von WISH wurde im Noto-defizienten Knoten kein
Dynirb2 mehr nachgewiesen (Abbildung 32e).
Mit Dync2h1 wurde ein weiteres zytoplasmatisches Dynein als potentielles Zielgen
von Noto identifiziert. In unabhangigen Experimenten wurde gezeigt, dass Mutanten
fur Dync2h1 Links-Rechts-Defekte und weitere Ziliopathien aufweisen (Huangfu and
Anderson, 2005). Die Zilien in Dync2h1-Mutanten sind zwar noch vorhanden, aber
die Morphologie scheint verandert zu sein, wie Raster-Elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigten. Durch die auftretenden Defekte wird davon ausgegangen, dass
Dync2h1 eine Rolle in der Ziliogenese und dem retrograden IFT spielt.
Die Expression von Dync2h1 wurde bislang nur mit Hilfe eines lacZ-Reportergens im
Dync2h1-Lokus gezeigt werden. Hier wird die Expression von Dync2h1 im
Primitivknoten auf RNA-Ebene gezeigt (Abbildung 32b). Dync2h1 ist laut Microarray
in den Noto-Mutanten auf etwa auf 45% reduziert. Bei einer WISH ist dieser
Unterschied noch gravierender, da keine Expression von Dync2h1 in den Noto-
Mutanten nachgewiesen wurde (Abbildung 32f).
Durch Kombination von Literaturrecherche und den differentiellen Hybridisierungen
wurde mit Tektin2 noch ein weiteres potentielles Zielgen von Noto gefunden. Tektine
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lokalisieren an den Basalkdrpern und Zentrosomen. Sie haben eine Microtubuli
stabilisierende Funktion (Marshall, 2008).

Tektin2 ist spezifisch im Primitivknoten der Maus exprimiert (Abbildung 32c). Im
Mikroarray ist Tektin2 etwa auf 80% in den Noto-Mutanten herunterreguliert. Durch
WISH wurde eine noch schwachere Expression festgestellt. Die Expression von
Tektin2 ist in den Noto-Mutanten stark reduziert (Abbildung 32g).

| Dynlrb2 I Dync2h1 I Tektin2 I Foxj1

| WT

Noto Mutante

Abbildung 32: Die Expression Dynirb2, Dync2h1, Tektin2 und Foxj1 ist in Noto®™ ®~Mutanten
reduziert oder abwesend

WISH auf Embryonen E8, von Dynirb2 in Wildtyp (WT) (a) und in Noto-Mutanten (e), Dync2h1
im WT (b) und in Noto-Mutanten (f), Tektin2 in WT (c) und in Noto-Mutanten (g), Foxj7 in WT (d)
und in Noto-Mutanten (h).

Ein weiteres Gen, flr das bereits gezeigt wurde, dass es eine unabdingbare
Bedeutung fir die Ziliogenese in allen Zilien-tragenden Geweben hat, ist ebenso in
Noto-Mutanten herunter reguliert. Dabei handelt es sich um Foxj1. Foxj1 spielt eine
ubergeordnete Rolle in der Ziliogenese. Es wurde in unabhangigen Experimenten
gezeigt, dass es durch den Verlust von Foxj1 zu einem vollstandigen Verlust der
Zilien in den Zilien-tragenden Zellen des respiratorischen Epithels der Lunge kommt
(Brody et al., 2000). Des Weiteren ist Foxj1 im Primitivknoten exprimiert (Abbildung
32d) und Foxj1-Mutanten haben Defekte in der Festlegung der Links-Rechts-Achse.
Allerdings zeigten bisherige Daten keine Defekte in den Zilien im Knoten. (Brody et
al., 2000; Chen et al., 1998)

Die Foxj1-Expression in Noto-Mutanten ist laut Microarray auf 47% reduziert. Durch
die WISH wurde eine fast vollstdndige Abwesenheit der Foxj1-Expression in den
Noto-Mutanten bestatigt (Abbildung 32h).
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6.3 Analyse von Foxj1 im Primitivknoten der Maus
Der Transkriptionsfaktor Noto wird zur Morphogenese des Primitivknotens und zur
Ziliogenese im Primitivknoten bendtigt. Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt
wurde, gehort Foxj1 zu den Zielgenen von Noto. Foxj1 kodiert fur einen Forkhead-
Transkriptionsfaktor. Wie bereits erwahnt hat Foxj71 in der Ziliogenese eine grol3e
Bedeutung fur alle Gewebe, die bislang untersucht wurden (Brody et al., 2000). Der
Verlust von Foxj1 fuhrt zu Defekten in der Festlegung der Links-Rechts-Achse. Die
genaue Funktion von Foxj7 im Knoten ist jedoch noch unklar, denn bisher wurde
beschrieben, dass die Zilien im Primitivknoten von Foxj7-Mutanten normal
erscheinen. Daher wurde die Funktion von Foxj1, als einem Effektor von Noto, im
Primitivknoten erneut genauer untersucht, um zu differenzieren, welche spezifischen

Funktionen Noto und Foxj1 im Knoten haben.

6.3.1 Expression von Foxj1 im Primitivknoten

Zu nachst wurde die Expression von Foxj71 im Embryonalknoten der Maus
untersucht, um ein Expressionsprofil zu erstellen. Die Expression von Foxj1 beginnt
am Tag E7. Foxj1 wird im mittleren Gastrula-Organizer am anterioren Ende des
Primitivstreifens hoch reguliert (Abbildung 33a). Die Expression wird bis zum zero
bud-Stadium immer starker (Abbildung 33f,g).
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mittel Primitivstreifen spat ||

| mittlere Kopffalte

1 Somit 2 Somiten

q

3 Somiten | | 4 Somiten |

e o

Abbildung 33: Foxj71 wird vom mittleren Primitivstreifenstadium bis zum 4. Somiten exprimiert

WISH von Foxj1 auf Embryonen unterschiedlicher Stadien, die Expression von Foxj1 beginnt
im mittleren Gastrula-Organizer (a) und verstéarkt sich bis zum spaten Kopffaltenstadium (j-I),
danach wird die Expression von Foxj1 wieder reduziert und verschwindet etwa mit der Bildung
des 4. Somiten (u,v); (a-c) Primitivstreifenstadien, laterale Ansichten; zero bud-Stadium (d)
laterale Ansicht, (f), VergroBerung der dorsalen Ansicht; frihes Kopffaltenstadium (e) laterale
Ansicht, (f) VergroBerung der dorsalen Ansicht; mittleres Kpffalten-Stadium (g) frontale, (h)
laterale Ansicht, (i) VergroBerung der dorsalen Ansicht; spates Kopffalten-Stadium (j) frontale,
(k) laterale Ansicht, (I) VergroBerung der dorsalen Ansicht; 1-Somiten-Stadium (m) frontale, (n)
laterale Ansicht, (o) VergroBerung der dorsalen Ansicht; 2-Somiten-Stadium (p) frontale, (q)
laterale Ansicht, (r) VergroBerung der dorsalen Ansicht; 3-Somiten-Stadium (s) laterale
Ansicht, (t) VergroBerung der dorsalen Ansicht; 4-Somiten-Stadium (u) laterale Ansicht, (v)
VergroBerung der dorsalen Ansicht.

Am Stéarksten ist die Expression im Kopffaltenstadium (Abbildung 33j-l), wenn der
Knoten seine endgultige Morphologie ausgebildet hat und die Festlegung der Links-
Rechts-Achse induziert wird.

Daruber hinaus wird Foxj1 mit Beginn der Somitogenese im posterioren Notochord
(PNC) zunehmend schwéacher exprimiert. Diese Domane bleibt etwa bis zur
Ausbildung des 4. Somiten erhalten (E8,25) (Abbildung 33u,v).
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Foxj1 ist Uber den gesamten Zeitraum der Festlegung der Links-Rechts-Asymmetrie
im Knoten exprimiert. Die Expression von Noto und Foxj1 beginnt etwa zur selben
Zeit, wahrend Foxj1 mit der Bildung des 4. Somiten herunter reguliert wird, bleibt die
Expression von Noto im posterioren Notochord erhalten.

6.3.2 Untersuchung der Knotenmorpholgie und Ziliogenese in Foxj1-

Mutanten

Wie bereits erwahnt, deuteten vorangegangene Analysen darauf hin, dass die Zilien
im Knoten aulerlich normal sind. Sie sollen dieselbe Lange wie Wildtyp-Zilien haben
und wiesen scheinbar keinerlei Deformierungen auf. Nicht nur die Zilien scheinen
normal, auch die Knoten-Morphologie schien in vorangegangenen Untersuchungen
normal. (Zhang et al., 2004; Brody et al., 2000)

WT ‘ FDX_“ |E|CZ;”|3CZ

Dante (Cerl-2)

a : b

Abbildung 34: Dante ist in Foxj1°°*’“*_Embryonen E8 Hufeisen-formig um den Knoten
exprimiert

WISH von Dante (einem Kronenzell-Marker) auf Embryonen E8 WT (a) und Fox;j1°°*"*% (b).

Mit Hilfe von WISH mit einer Probe fur Dante, einem Gen, dass in den Kronenzellen
des Knotens exprimiert ist, wurde gezeigt, dass diese scheinbar normal um die
Knotengrube verteilt sind (Abbildung 34). Bei Noto-Mutanten ist dies nicht mehr der
Fall, hier erscheinen Kronen- und Grubenzellen durchmischt.

Um mogliche andere Veranderungen in der Knoten-Morphologie und den Zilien im
Knoten zu untersuchen, wurden rasterelektronenmikroskopische (REM) Analysen
von Wildtyp und Foxj7-defizienten Embryonen aus demselben Wurf durchgefuhrt
(Abbildung 35). Diese Unterschungen zeigten, dass der Knoten der Foxj7-Mutanten
(Abbildung 35d) in der Morphologie dem Wildtyp (Abbildung 35a) stark ahnelt. Im
spaten Kopffaltenstadium wurde eine gut ausgebildete Grube aus Zilien-tragenden
Zellen beobachtet. Im Gegensatz dazu sind bei Noto-Mutanten deutliche Defekte zu
beobachten. In Noto-Mutanten wird keine Grube ausgebildet, die Grubenzellen
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liegen verstreut in mehreren Gruppen vor. Die Ausbildung der Grube des
Embryonalknotens in den Foxj7-Mutanten ist im Gegensatz zu Noto-Mutanten
normal.

Allerdings erschien der Knoten der Foxj7-Mutanten kleiner im Vergleich zum Wildtyp.
Nach Zahlen aller Zellen in der Grube wurde festgestellt, dass die Anzahl der Zellen
in der Grube durch den Verlust von Foxj1 verringert wird. Ein Wildtyp-Knoten enthalt
durchschnittlich 350 Zellen, wahrend der Foxj1-defiziente Knoten nur etwa 188
Zellen umfasst (Abbildung 36A).

Die REM-Bilder zeigten auRerdem, dass die Zilien im Knoten von Foxj1-defizienten
Embryonen im Gegensatz zu den schon erwahnten vorangegangenen
Verdffentlichungen (Brody et al., 2000; Chen et al., 1998) deutlich durch den Verlust
von Foxj1 beeintrachtigt werden. Die Lange der Zilien ist stark reduziert. Die Wildtyp-
Zilien sind etwa 2,5um lang (Abbildung 35b,c), wahrend die Zilien in Foxj1-Mutanten
nur etwa 1,4um lang sind (Abbildung 35e,f)(Abbildung 36B).

| 600 x I 6000 x

WT

j Mutante

Abbildung 35: Der Knoten von Foxj71-Mutanten ist kleiner und die Zilien sind verkiirzt oder
abwesend

Raster-Elektronenmikroskopie von Embryonen E8 Wildtyp (a-c) und Foxj1““*"** (d-f); 600fache
VergroBerung (a und d), 6000fache VergréBerung (b,c und e,f), Pfeile markieren verkiirzte
Zilien, Pfeilspitzen markieren Zellen ohne Zilium

Des Weiteren war zu beobachten, dass viele der Grubenzellen in den Foxj1-
Mutanten kein Zilium tragen (Abbildung 35e,f). Daher ist nicht nur die Lange der
vorhandenen Zilien reduziert, sondern auch die Anzahl der Zilien insgesamt, nur

etwa jede zweite Zelle tragt ein deutlich erkennbares Zilium.
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Abbildung 36: WT-Knoten enthalten etwa 350 Zellen, Knoten in den Foxj7-Mutanten nur 188,
die Zilien sind im Wildtyp 2,5um lang, in den Foxj7-Mutanten nur 1,4um

(A) Bestimmung der Zellzahl durch Zahlen der Zellen in mehreren Embryonen E8 (WT n=2;
Foxj1"°°?#°% n= 4); (B) Bestimmung der Zilien-Linge im Primitivknoten durch Messen der Zilien
mit Hilfe von ImageJ (WT n=136, Foxj1°°?"*** n=235); fiir beide Bestimmungen wurden die
Werte gemittelt und die Standard-Abweichung bestimmt.

Die Ursache fur die Defekte der Links-Rechts-Asymmetrie bei Foxj1-defizienten
Mausen ist wahrscheinlich das Zusammentreffen von drei Merkmalen. Zum einen
tragt nicht jede Grubenzelle ein Zilium. Zweitens sind die vorhandenen Zilien
verkurzt. Drittens ist insgesamt die Anzahl der Grubenzellen verringert.

6.3.3 Expressionsanalyse von potentiellen Zielgenen von Noto in
Foxj1-Mutanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Foxj1 fur die Ziliogenese im
Primitivknoten notwendig ist und Noto nachgeschaltet wirkt. Mit Hilfe der
Expressionsanalyse von Zielgenen von Noto in Foxj7-Mutanten wurde untersucht,
welche Aspekte des Noto-Phanotyps maoglicherweise durch den Verlust von Foxj1
vermittelt werden.
6.3.3.1 Analyse von Zielgenen mit teilweise bekannter Funktion

Bislang wurden drei potentielle Zielgene von Noto identifiziert, die eine Funktion im
retrograden IFT haben oder haben konnten. Der intraflagellare Transport (IFT) ist

essentiell fur die Bildung und Aufrechterhaltung der Zilien.
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Bei DYNC2H1 (DNCHC2) handelt es sich um ein zytoplasmatisches Dynein. Diese
sind an der Ausbildung von Motorkomplexen fur den retrograden IFT, also den
Transport von der Zilienspitze zum Basalkorperchen, beteiligt. DYNLRB2 (DNCL2B)
ist am retrograden Transport von RAB6 von Golgi zum endoplasmatischen Retikulum
(ER) beteiligt. RABG6 ist wiederum in den Aufbau von Zilien involviert (Wanschers et
al., 2008). DYNLRB2 konnte an den retrograden IFT Komplexen beteiligt sein. Beide
Dyneine sind spezifisch im Knoten exprimiert (Abbildung 37b,c) und in Foxj1-
Mutanten herunter reguliert (Abbildung 37e,f).
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Abbildung 37: Rfx3, Dync2h1 und Dynirb2 sind in Foxj1°°“?*““_Embryonen E8 nicht exprimiert

WISH auf Embryonen E8, von Rfx3 auf WT (a) und Foxj1°“?** (d), Dync2h1 auf WT (b) und
Foxj1°“?"#°% (@) und Dynirb2 WT (c) und Fox;j1 "% (f).

Rfx3 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, dessen Verlust zu Defekten in der
Ziliogenese fuhrt. Es wurde gezeigt, dass Rfx3 an der Regulation weiterer
Komponenten des retrograden IFT beteiligt ist, wie beispielsweise dem Dynein DZ2lic
(Bonnafe et al., 2004). Rfx3 ist spezifisch im Knoten exprimiert (Abbildung 37a). In
Noto-Mutanten ist die Rfx3-Expression stark verringert (Beckers et al., 2007). Die
Expression von Rfx3 in Foxj1-Mutanten ist ebenfalls stark reduziert (Abbildung 37d).
Tektin2 ist ein Zielgen von Noto, das am Basalkorper lokalisiert. TEKTIN2
kolokalisiert mit den Zentriolen, also mit Zentrosomen und Basalkorpern, es gehort
zu den zentralen strukturellen Bausteinen der Basalkorper. TEKTINZ2 ist an der
Stabilisierung der Zentriole beteiligt. Tektin2 ist spezifisch im Knoten exprimiert
(Abbildung 38a). In Foxj7-Mutanten kommt es zu einer starken Reduktion der
Tektin2-Expression (Abbildung 38d).
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Dnahc11 ist besser unter dem Namen Lrd, left-right Dynein, bekannt. Es ist ein
Zielgen von Noto und spezifisch im Knoten exprimiert (Abbildung 38b). Der Verlust
von DNAHC11 zieht Links-Rechts-Defekte nach sich (Supp et al., 1999). Bei
DNAHC11 handelt es sich um ein axonemales Dynein. Anders als DYNC2H1 und
DYNLRBZ2, die zytoplasmatischen Dyneine, ist es nicht am IFT beteiligt, sondern an
der Bildung der inneren und auf3eren Dynein-Arme der motilen Zilien. Dynein-Arme
sind fur die Matilitat der Zilien unentbehrlich. Bisher wurde bereits gezeigt, dass
Dnahc11 in Foxj1-defizienten Lungen nicht mehr exprimiert wird (Chen et al., 1998;
Zhang et al., 2004).

Im Primitivknoten von Foxj71-Mutanten ist Dnahc11 ebenfalls nicht mehr exprimiert
(Abbildung 38e).
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Abbildung 38: Tektin2 und Dnahc11 sind in Foxj1°°“?““.Mutanten nicht mehr exprimiert, die
Expression von Nphp3 ist nicht verandert

WISH auf Embryonen E8, von Tektin2 auf WT (a) und Foxj1°?"%°Z (d), Dnahc11 auf WT (b) und
Foxj1“°#"% (e) und Nphp3 WT (c) und Fox;j1#°?" (f).

Nphp3 ist ein Zielgen von Noto, dass bei Nephronophthisis Typ 3 (NPHP3), einer
autsomal rezessiven Nierenerkrankung, von einer Mutation betroffen ist. Es wurde
gezeigt, dass NPHP3 mit NPHP1 und NPHP4 interagiert (Sharma et al., 2008).
Diese Proteine sind im Zilium lokalisiert. Daher wird fur NPHP3 eine ahnliche
Lokalisation angenommen. NPHP3 interagiert auch mit NPHP2 (Inversin, betroffen in
der inv-Mutante). Inversin ist am nicht-kanonischen Wnt-Signalweg beteiligt (Simons
et al., 2005). Aufgrund der Interaktion von NPHP3 mit INVERSIN und der Ahnlichkeit
der Phanotypen wird davon ausgegangen, dass auch NPHP3 am nicht-kanonischen
Signalweg beteiligt ist. Da NPHP3 im Kopffaltenstadium spezifisch im Knoten

exprimiert und in Noto-Mutanten reduziert ist, wurde seine Expression auch in Foxj71-
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Mutanten untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass Nphp3 in Foxj1-Mutanten
(Abbildung 38f) auf vergleichbarem Niveau exprimiert wird wie im Wildtyp (Abbildung
38c).
6.3.3.2 Analyse von potentiellen Zielgenen mit unbekannter Funktion

Wie bereits erwahnt, wurden bei dem Mikroarray einige potentielle Zielgene von Noto
identifiziert, fUr die bisher noch keine Funktion bekannt ist. Um die Funktionen von
Noto und Foxj1 besser differenzieren zu kdnnen, wurde die Expression dieser Gene
auch in Foxj71-Mutanten Uberprift. Dabei konnte gezeigt werden, dass vier Gene mit
unbekannter Funktion, die spezifisch im Knoten exprimiert sind, sowohl in Noto- als
auch in Foxj1-Mutanten herunter reguliert sind (Abbildung 39). Dies deutet darauf
hin, dass die bisher bekannten Zielgene von Noto durch Foxj1 reguliert werden und
unterstutzt die Annahme, dass sie moglicherweise eine Funktion im Zusammenhang

mit dem Aufbau und der Funktion der Zilien haben.

WT

Foxj1 Mutante ||

Abbildung 39: Die Expression von 1700026D08Rik, 1700003MO0O2Rik, 1700012B09Rik und
3100002J23Rik ist in Foxj1*°“"*“*.Mutanten abwesend

WISH auf E8 Embryonen von 1700026D08Rik auf WT (a) und Foxj7-Mutante (e), 7700003M02Rik
auf WT (b) und Mutante (f), 77000712B09Rik auf WT (c) und Mutante (g) und 3700002J23Rik auf

WT (d) und Mutante (h).

6.4 Differenzierung der Funktion von Noto und Foxj1
Durch die REM Analyse wurde ein Unterschied der Foxj7-Mutanten zum Phanotyp
der Noto-Mutanten deutlich. Im Gegensatz zu Noto-Mutanten werden in Foxj1-
Mutanten die Zilien-tragenden Zellen im Knoten vollstandig in der Grube angeordnet.
Viele Zielgene von Noto sind ebenfalls in Foxj1-Mutanten herunter reguliert. Daher
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war es ein Ziel, die spezifischen Funktionen von Noto und Foxj1 im Primitivknoten zu

differenzieren.

6.4.1 Strategie zur Expression von Foxj71 unter der Kontrolle des
Noto-Lokus

Zur weiteren Differenzierung, der spezifischen Funktionen von Nofo und Foxj1 im
Knoten, wurde eine Strategie entwickelt, um Foxj1 bei gleichzeitiger Ausschaltung
von Noto im Noto-Lokus zu exprimieren. Dadurch sollten die Foxj7-spezifischen
Defekte gerettet werden, wahrend die Funktionen von Noto, die daruber
hinausgehen, untersucht wurden.

Das Allel wurde so konstruiert, dass hinter der kodierenden Sequenz von Foxj1 eine
interne Ribosomen Einstiegsstelle (IRES) mit der kodierenden Sequenz fur
tdTomato, einem rot fluoreszierenden Protein, folgt. Dadurch kann die
Transgenexpression durch direkte Fluoreszenz verfolgt werden. Bei tdTomato
handelt es sich um ein weiter entwickeltes fluoreszierendes Protein, das sich durch
eine grolRere Stabilitat und Signalintensitat auszeichnet. Es wird als Tandem-Dimer
exprimiert und muss folglich nicht erst in der Zelle multimerisieren, bevor es angeregt
werden kann. Danach folgte eine Neomycin-Resistenz-Kassette. Die Neomycin-
Resistenz dient als Selektionsmarker nach der Elektroporation der ES-Zellen, um die
Klone finden zu konnen, die das Transgen integriert haben. Die Resistenz-Kassette
ist von FRT-Rekombinationsstellen umgeben, so dass diese Kassette spater mit Hilfe
der FIp-Rekombinase entfernt werden kann. Dies geschieht durch Kreuzung der
spateren Mause (Noto™™™) mit einem Mausstamm, der die Flp-Rekombinase

ubiquitar exprimiert.

Noto Lokus //
I 1
V4 LE [
Targeting Konstrukt
DT /;/ Foxj1 IRES tdtomato pA | Neo

FRT FRT

Rekombinierter Lokus
/;/ I |Foxj1 IRES tdtomato pA H Neo N—D:'+

FRT FRT

nach Flp Aktivitat /7

FRT

Abbildung 40: targeting-Strategie fiir den knock-in von Foxj1 in den Noto-Lokus bei
gleichzeitiger Ausschaltung von Noto (Noto™9'¥)

Noto-Exons sind durch Kasten gekennzeichnet, die UTR ist weiB dargestellt, die kodierende
Sequenz in grau, zusatzlich integrierte Sequenzen (Foxj71 IRES tdTomato, Neomycin-Resistenz)
sind rot markiert, FRT-Stellen sind durch schwarze Dreiecke gekennzeichnet.
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Fir diesen Foxj1-knock in wurde dieselbe Deletion im Nofo-Lokus vorgenommen und
das Transgen integriert, wie beim Noto®" Allel, da fiir dieses bereits gezeigt wurde,
dass die Funktion von Noto unterbrochen wird und das Reportergen die endogene
Noto-Expression widerspiegelt.

6.4.2 Generation der Noto™ "% Mauslinie

Das targeting-Konstrukt wurde kloniert und in die ES-Zelllinie 762 elektroporiert.
Nach dieser Elektroporation wurden 480 Klone untersucht.

6 WT 13 12

EcoR1 |
5'probe

Spel1 |
3'probe |

—8,5kb

Abbildung 41: Durch Southern Blot und PCR Verifizierung der ES Zellklone wurde die korrekte,
homologe Rekombination des Foxj7-knock-in -Konstrukts im Noto-Lokus bestitigt

Mit Hilfe des Southern Blots wurde ein Fragmentlangen-Polymorphismus festgestellt, auf der
5’ Seite ist das Wildtyp-Fragment etwa 15 kb lang, wahrend nach erfolgreicher Rekombination
ein Fragment von 10 kb nachgewiesen wurde, auf der 3’ Seite war das Wildtyp-Fragment 60 kb
lang und das erwartete Fragment nach erfolgter Rekombination 8,5 kb, auBerdem wurde eine
long range-PCR verwendet, die nach erfolgreicher homologer Rekombination ein Fragement
von 4,6 kb amplifiziert; die Klone 6D6 und 13C4 sind Klone aus der ersten Elektroporation und
wurden als positiv Kontrolle mitgefiihrt. Der Klon 12D8 stammt aus der zweiten
Elektroporation. Bei allen drei ES-Zellklonen hat die homologe Rekombination erfolgreich statt
gefunden; zur Etablierung der transgenen Mauslinie wurde der Klon12D8 verwendet.

Die DNA der ES-Zellklone wurde mit Hilfe von Long range-PCR vorgescreent. Dazu
wurde ein Primerpaar verwendet, welches bereits fiir das Noto®"-Allel verwendet
wurde (Abdelkhalek et al., 2004). Es amplifiziert aus der Neomycin-Resistenz-
Kassette heraus, uUber die 3’ Flanke hinweg ein Fragment von 4,6kb Lange bei
korrekter Rekombination an dieser Seite. Mit Hilfe von Southern Blot-
Hybridisierungen wurde die korrekte Integration durch den Nachweis von
Fragmentlangen-Polymorphismen nachgewiesen. Die Proben liegen jeweils
aulRerhalb der Homologie-Arme. Mit der 5’Probe wurde nach einem EcoR1-
Restriktions-Verdau eine Lange von 15 kb beim Wildtyp erwartet, wahrend bei
korrekter Integration des targeting-Konstrukts ein Fragment von 10 kb detektiert
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wurden. Mit Hilfe der 3’'Sonde wurde im Wildtyp eine Bande bei 60 kb nach einem
Spe1-Verdau nachgewiesen, wahrend bei korrekter Integration das Fragment nur
noch 8,5 kb grol3 war (Abdelkhalek et al., 2004). Bei drei Klonen, von 480
analysierten, wurde die korrekte Integration in den Noto-Lokus bestatigt (dazu
gehoren die Klone 6D6 und 13C4). Allerdings ergab keiner der Klone Chimare, die
das Transgen an die Nachkommen weitergaben.

Daher wurde die Elektroporation in 129cast#3 ES-Zellen wiederholt. Nach der
Elektroporation wurden 384 ES-Zellklone untersucht. Mit Hilfe von long range PCR
und Southern Blot Hybridisierungen konnte ein Klon (12D8) identifiziert werden, der
nach allen Tests das Transgen richtig integriert hat (Abbildung 41). Dieser Klon
wurde durch Dr. Karin Schuster-Gossler in Praimplantations-Embryonen injiziert. Der
Klon war ausreichend um Chimare zu erzeugen, die das Transgen an ihre

Nachkommen weitergaben. Daraus wurde eine Mauslinie etabliert.

6.4.3 Uberpriifung der Transgenexpression in Noto" /™%

Die Untersuchung der Fluoreszenz von tdTomato zeigte, dass sie mit der Expression
von GFP (grun fluoreszierendem Protein) aus dem Noto knock-out Allel Uberlappt
(Abbildung 42A). Wie erwartet, wird das Transgen durch dieses Allel unter der

Kontrolle des Noto-Promoters in den Expressionsdomanen von Noto exprimiert.
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Abbildung 42: Direkte Fluoreszenz von tdTomato und WISH von Fox;j1 bei Noto™/™

(A) Bei Noto®"™* wird deutliche GFP-Aktivitit im Knoten gezeigt (a-c), bei Noto® " ™8 wird
auBerdem tdTomato-Aktivitit im Knoten gezeigt, die mit der GFP-Aktivitidt kolokalisiert; (B)
WISH von Foxj1 in Noto™"*; Foxj1"“*°* zeigt die Wiederherstellung der Expression von Foxj1
auf RNA-Ebene (a), diese Expression ist etwas schwaécher als im Wildtyp (b).

Zur weiteren Bestatigung wurde eine WISH durchgefuhrt, um die Expression von

Foxj1 durch das Transgen nach verfolgen zu kénnen. Dazu wurde das Noto ™" .
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1lacZ/ lacZ 1lacZ_

Allel auf Foxj gekreuzt. Da beim Foxj Allel der Promoter und Teile der
kodierenden Sequenz deletiert wurden, findet keine Expression von endogenem
Foxj1 mehr in den Mutanten statt. Durch die WISH konnte gezeigt werden, dass
auch Foxj1 durch das Noto™"*_Allel exprimiert wird (Abbildung 42B). Allerdings ist
die Expression durch das Transgen geringer als im Wildtyp. Dies konnte generell
daran liegen, dass die Expression durch den Noto-Promoter und den Foxj7-Promoter
nicht gleich stark ist. Aul3erdem lag in den untersuchten Embryonen nur eine Kopie

des Noto™™ _Allels vor, wahrend der Wildtyp zwei Kopien von Foxj71 enthlt.

Foxj1Ki

6.4.4 Beschreibung des Phanotyps von Noto

Foxj1KilFoxj1Ki nicht

Rein aulerlich unterscheiden sich homozygote Mutanten mit Noto
von Mutanten mit Noto®"° Wie auch beim Noto®"-Allel fiihrt der Verlust von
Noto bei Noto™'™ zu einem Phénotyp der Schwanzwirbelsdule in variabeler
Penetranz. Homozygote Mutanten haben haufig einen verkirzten Schwanz, oder
Ldcken in der Schwanzwirbelsaule, die aul3erlich als Knick zu sehen sind (Abbildung
43). Es gibt aber auch homozygote Tiere, die aulderlich normal erscheinen und einen
normal langen Schwanz haben. Foxj7-defiziente Mause weisen keinerlei Defekte des

axialen Skeletts auf.

P28 (28 Tage nach der Geburt)

Wildtyp

NotoFoXi1Ki/FoxjTKi

Abbildung 43: In Noto ™™™ _putanten weist die Schwanzwirbelsiule Defekte auf

Beispiele des Sklelettphinotyps von Wildtyp (a) und Noto™/" /4™ (5) am Tag 28 nach der
Geburt, der Pfeil markiert den stark verkiirzten Schwanz.

Weiterhin Gberleben nur etwa 10% der homozygoten Noto ¥ ¥4’k Tiere. Die
hochste Sterblichkeit ist perinatal zu beobachten. Dies wurde auch bei den
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Noto®¢FP Mutanten beobachtet und war dort ein Zeichen fiir die Herzdefekte, die
durch Fehler in der Festlegung der Links-Rechts-Achse entstanden waren (Beckers
et al., 2007).

6.4.5 Beschreibung der Knotenmorphologie in Noto™4/"KiFoxitKi_

Embryonen

Die Defekte der Links-Rechts-Asymmetrie und die Schwanz-Defekte werden durch
den knock in von Foxj1 in den Noto-Lokus nicht wiederhergestellt. Dies zeigte
bereits, dass der Noto-Phanotyp durch Foxj1 allein nicht gerettet werden kann. Zur
genaueren Beurteilung wurden WISH von Nodal in homozygoten Noto™9'K/FoxTKi_
Mutanten durchgefuhrt. Bei Nodal handelt es sich um einen Marker fur Kronenzellen.
Diese sind im Wildtyp Hufeisen-formig um die Grube angeordnet (Abbildung 44a).
Fur Noto®"¢FP_Mutanten wurde gezeigt, dass Gruben- und Kronenzellen in kleinen
Gruppen angeordnet und zufallig vermischt waren (Beckers et al., 2007). In den
Foxj1#°#"®°2_Mutanten hingegen blieb die Hufeisen-férmige Verteilung der

Kronenzellen um die Grubenzellen herum erhalten.

NotoFoxi1Ki/Foxj1Ki

|
=

Nodal

Abbildung 44: Nodal ist in Noto /""" ""_Empryonen E8 nicht Hufeisen-féormig um den
Knoten exprimiert

WISH von Nodal (Kronenzell-Marker) auf WT (a) und Noto™9"¥"F™i (1, ¢),

Bei Noto™'KIFoy’Ki Embryonen wurde beobachtet, dass die Knotenmorphologie
zwischen den Zustanden der beiden Mutanten von Noto und Foxj1 einzuordnen ist.
Die Kronenzellen sind weiterhin hauptsachlich in zwei Gruppen organisiert, allerdings
sind sie nicht mehr Hufeisen-formig um die Grubenzellen verteilt. Es scheinen
weniger Grubenzellen zwischen den Kronenzellen erhalten geblieben zu sein und
diese sind nicht in einer Tropfen-formigen Grube angeordnet, sondern in einer eher
langlichen Vertiefung (Abbildung 44Db,c).
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6.4.6 Analyse der Funktionalitit des Noto™/"“-Allels

Durch WISH bestatigte sich die Expression der Foxj7-RNA im Knoten (Abbildung
42B). Zur Bestatigung der Funktionalitat des Transgens wurde die Anwesenheit von

aktivem FOXJ1 untersucht. Dies geschah durch die Untersuchung der Expression

GFPI/GFP 1IacZ/lacZ
3

von potentiellen Zielgenen, die in beiden Mutanten, Noto und Foxj
herunterreguliert wurden. Dazu wurden Embryonen, ohne endogenes Foxj1 mit einer
Kopie Noto ™™ (Noto""™*: Foxj1'®#"a*?) yerwendet. Die Foxj1-abhangigen Zielgene
kénnen so nur durch Foxj1, vom Transgen, aktiviert werden, da kein endogenes

Foxj1 exprimiert wird.

3100002J23Rik |

|

Dynlrb2 I Dnahc11 | 1700003M02Rik ||

¢

WT

NotoFoxj1Ki/+;
Foxj1 lacZ/lacZ

Foxj1 lacZ/lacZ

Abbildung 45: Durch den Noto™"% werden Zielgene von Foxj1 im Knoten wiederhergestellt

WISH auf Embryonen E8, von Dynirb2 auf WT (a), Noto™™" . Foxj1'*°?%°Z (g), Foxj1"“?*° (i);
von Dnahc11 auf WT (b), Noto"™™"; Foxj1'®?"*°% (f), Foxj1'**“"*% (j); von 1700003MO02Rik auf WT
(c), Noto™™" . Foxj1%°#? (q), Foxj1"°“"** (k); von 3100002J23Rik auf WT (d), Noto""¥"*;
Foxj1lacZ/IacZ (h), Foxj1lacZ/IacZ (|)

Mit Hilfe von WISH konnte die Wiederherstellung der Expression von Dynlirb2,
Dnahc11, 1700003M02Rik und 37100002J23Rik in Noto™/"";
Foxj1?“#2_Embryonen gezeigt werden (Abbildung 45). Dies bestatigt, dass durch
das Transgen aktives FOXJ1 unter der Kontrolle des Noto-Promoters exprimiert wird.

Das Transgen ist daher funktionell. Allerdings reicht dies noch nicht aus, um die
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Morphogenese des Primitivknotens zu retten. Dieser Prozess ist wahrscheinlich
unabhangig von Foxj1, da dieser Defekt auch nicht in den Foxj1-Mutanten auftritt.
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7 Diskussion

Das Homeobox-Gen Noto spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung.
Noto wird fur die Entwicklung des kaudalen Notochord bendtigt. Weiterhin ist Noto fur
die Primitivknotenmorphogenese und die Ziliogenese im Knoten unentbehrlich.

In der vorliegenden Arbeit wurde NOCE, eine bislang unbekannte Enhancer-Region
im Noto-Lokus lokalisiert. NOCE aktiviert robuste Reportergenexpression im
Primitivknoten und Notochord. Diese Enhancer-Region ist nur in Plazentatieren
konserviert und wird durch die kombinatorische Funktion mehrerer Faktoren reguliert,
von denen einige in dieser Arbeit untersucht wurden. NOCE ist notwendig und
hinreichend fur Reportergenexpression im Primitivknoten und Notochord.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der Identifizierung von Noto-
Zielgenen, um einen tieferen Einblick in die Funktion von Noto zu erhalten. Einige der
Zielgene wurden bislang noch nicht funktionell charakterisiert und stellen
moglicherweise neue Faktoren mit Bedeutung in der Ziliogenese und Morphogenese
im Knoten dar. Einer der identifizierten Effektoren von Noto ist der
Transkriptionsfaktor Foxj7. Die Untersuchungen zu Foxj1 in der vorliegenden Arbeit
zeigen die Notwendigkeit von Foxj1 fur die Ziliogenese im Primitivknoten. Fur
nachfolgende Untersuchungen wurde ein neues Allel von Notfo hergestellt. Darin wird
Foxj1 im Noto-Lokus exprimiert und gleichzeitig Noto ausgeschaltet. Dies ermdglicht
die weitere Differenzierung der spezifischen Funktionen von Noto und Foxj1 im

Primitivknoten.

7.1 NOCE, ein neuer Knoten-spezifischer Enhancer

7.1.1 Reportergenanalyse im Hprt-Lokus

Fur die Untersuchung der Promoterregion von Noto fand eine Methode Anwendung,
die es ermoglicht die Reportergen-Konstrukte zielgerichtet in einen Lokus
einzufuhren.

Die Einzelkopietransgenanalyse ist ein guter Weg um in vivo Promoteranalysen
durchzufuhren, da die Vergleichbarkeit verschiedener Konstrukte erhoht wird und
keine Effekte durch den Integrationsort und die Anzahl der Kopien auftreten.

Der besondere Vorteil des Hprt-Lokus besteht weiterhin darin, dass seine
Charakterisierung bereits weit fortgeschritten ist (Reid et al., 1990). Mehrere
Gruppen haben Promotoren getestet, die in ihrer Spezifitat in E14tg2a-Zellen nicht

vom Hprt-Lokus beeinflusst worden zu sein scheinen (Evans et al., 2000; Minami et
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al., 2002; Minami et al., 2002). Mit Hilfe der HAT Selektion zur ldentifizierung von
HPRT-positiven ES-Zellklonen ist es moglich, einen erheblich geringeren Aufwand in
der ES-Zellkultur zu erreichen, Hierbei ist nicht die Untersuchung mehrerer Hundert
resistenter Klone notwendig, sondern nur ein Dutzend (Bronson et al., 1996).
AuRerdem mussen weniger transgene, bzw. chimare, Embryonen erzeugt werden,
da die Varianz der Reportergenexpression im Vergleich zur Analyse von zufallig

integrierten Transgenen geringer ist.

7.1.2 Die Reportergenexpression von Fragmenten aus dem Noto-
Lokus ist abhangig von der Kopienzahl

Zu Beginn dieser Arbeit wurden einige Promoter-Reportergen-Konstrukte, nach
Pronukleus-Injektion in befruchtete Eizellen, in Embryonen getestet. Der erste Schritt
war der Test von LUR1-PI (Abbildung 5A, Abbildung 46 #2), einem Konstrukt, das
insgesamt etwa 12 kb des Noto-Lokus enthalt. Wie erwartet, wurde dabei eine
Spannweite von Reportergenaktivitat beobachtet. Einige Expressionsdomanen
waren allen Embryonen gemein, andere traten nur in manchen auf. Das posteriore
Notochord ist eine Expressionsdomane, die allen gemein war, und spiegelt die
endogene Noto-Expression wider. Die weiteren Expressionsdomanen, wie
Diencephalon, Darm, Leberanlage und Bodenplatte des Neuralrohrs, sind bekannte
Expressionsdoméanen von Foxa2, das auch im Notochord exprimiert ist (Sasaki and
Hogan, 1996; Ang et al., 1993).

Die Varianz der Reportergenexpression von LUR1-Pl in den transgenen Embryonen
am Tag E9,5 konnte zwei Ursachen haben. Zum einen war es moglich, dass die
ektopische Expression auf das Fehlen eines wichtigen regulatorischen Elements
zuruckzufuhren ist. Die andere Moglichkeit bestand darin, dass es sich um Effekte
durch die Integration einer variablen Anzahl von Kopien in unterschiedliche Loci
handelt. Die Auswertung eines grofderen Transgens (BACt, Abbildung 5B, Abbildung
46 #1) ergab, dass dieses die endogene Expression von Noto am Tag E8,5
widerspiegelt. Des Weiteren wurde LUR1 als Einzelkopietransgen in den Hprt-Lokus
eingebracht (Abbildung 6A, Abbildung 46 #3). Die Untersuchung der
Reportergenexpression von E7,5 bis E9,5 zeigte, dass LUR1 als
Einzelkopietransgen die endogene Expression von Nofo widerspiegelt. Daher wird
davon ausgegangen, dass LUR1 bereits alle notwendigen, regulatorischen Elemente
enthalt.
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Die ektopische Reportergenexpression von LUR1-PI nach der Pronukleus-Injektion
konnte durch die Uberreprasentation von FOXA2-Bindestellen entstanden sein. In
silico Untersuchungen haben gezeigt, dass in LUR1 14 potentielle FOXA2-
Bindestellen vorkommen. Eine groflere Anzahl von FOXAZ2-Bindstellen in den
Reporter-Konstrukten kdnnte ausreichend sein, um ektopische Reportergenaktivitat
in den FoxaZ2-Expressionsdomanen anzuschalten. Dies kdnnte insbesondere bei der
Integration mehrerer Kopien von LUR1-PIl zur ektopischen Reportergenaktivitat
fuhren. Reduziert man die Anzahl der Bindestellen, beispielsweise durch Anwendung
eines Einzelkopietransgens, geht auch die ektopische Expression verloren.

Der Verlust der ektopischen Expressionsdomanen durch das BAC Transgen konnte
eine vergleichbare Ursache haben. Durch die Gro3e des Transgens (~80 kb) wird
der Abstand der Bindestellen so sehr vergroRert, dass sie nicht additiv wirken
konnen. Aullerdem konnte es sein, dass durch die Grole eines einzelnen Transgens
weniger Kopien integriert werden. Weiterhin wird fur die Injektionen immer eine
bestimmte Konzentration der DNA (ng/ul) verwendet, dadurch nimmt die Zahl der
injizierten Molekule mit ihrer Gro3e ab.

7.1.3 ldentifikation einer neuen Knoten- und Notochord-spezifischen

Enhancer-Region

Die Promoterregion von Noto wurde mit Hilfe von Reportergen-Konstrukten in vivo
untersucht. Etwa 10 kb stromaufwarts des Translationsstartkodons von Noto sind
ausreichend, um die endogene Expression von Noto widerzuspiegeln (LURS,
Abbildung 6A, Abbildung 46 #5). Bereits die Deletion 2,5 kb am 5’ Ende fuhrte zum
vollstandigen Verlust der Reportegenaktivitat. 7,5 kb stromaufwarts vom ersten Exon
von Noto sind nicht ausreichend, um Reportergenexpression in Primitivknoten und
Notochord zu aktivieren (LUR2, Abbildung 6A, Abbildung 46 #4). Der deletierte
Bereich, LUR4, allein ist wiederum hinreichend, das endogene Expressionsmuster
von Noto zu reflektieren (Abbildung 7A, Abbildung 46 #6). Durch den Vergleich der
Promoterregion von Noto mit der homologer Gene aus anderen Spezies zeigte sich,
dass nur 500 bp am 3’ Ende von LUR4 in anderen Saugetieren konserviert geblieben
sind. Die Untersuchung in vivo zeigte, dass genau dieser Bereich hinreichend ist fur
Primitivknoten- und Notochord-Spezifitdt der Reportergenexpression. Diese Region
wurde NOCE (node and notochord specific enhancer region) genannt und stellt eine
bislang unbeschriebene Enhancer-Region dar (Abbildung 7A, Abbildung 46 #10).
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NOCE ist notwendig und hinreichend fur robuste Reportergenexpression in Knoten
und Notochord.

7.1.4 Die Bedeutung ektopischer Expressionsdomanen durch
verschiedene Konstrukte

Bei allen Chimaren, die NOCE ohne Mutationen enthalten, wurde die starkste
Reportergenaktivitat in Primitivknoten und Notochord beobachtet. Allerdings wiesen
viele ektopische Expressionsdomanen auf. Die Expression der Reportergene konnte
in sieben unterschiedlichen Geweben gefunden werden, dem Primitivknoten,
Notochord, Diencephalon, Leberanlage, Darm, Kopf und Dottersack. Diese
Expressionsdomanen treten nicht in allen Transgenen auf und zeigen zumeist eine
unterschiedlich starke Reportergenaktivitat.

Fur die Konstrukte, die bereits einige Kilobasen vor dem ersten bekannten Exon
enden, wurde ein heterologer Minimalpromoter (,hsp70 min prom“) eingesetzt, um
die Expression der Transgene zu gewahrleisten. Zusatzlich zu Knoten und
Notochord wurde das lacZ-Reportergen in Diencephalon, Darm, Kopf und Dottersack
exprimiert (Abbildung 46, #6, 10-25). Die Deletion von NOCE in LURS (Abbildung 7A,
Abbildung 46 #7) fuhrte zum Verlust der Reportergenaktivitat in Knoten, Notochord
und Diencephalon. Die Expression in Darm, Kopf und Dottersack blieb erhalten. Der
Test von NOCE mit dem Noto-Minimalpromoter und ohne zusatzlichen
Minimalpromoter (Abbildung 28A, Abbildung 46, #8,9) zeigte, dass NOCE die
Reportergenexpression in Knoten, Notochord, Diencephalon und Darm aktiviert.
Durch den Vergleich der Domanen der Reportergenaktivitat kann gefolgert werden,
dass die Reportergenexpression in Kopf und Dottersack durch den heterologen
Minimalpromoter hervorgerufen wird da sie auch bei Verlust der spezifischen Aktivitat
von NOCE in Knoten und Notochord erhalten bleibt. Aber die Konstrukte ohne den
heterologen Minimalpromoter weisen in diesen Geweben keine Reportergenaktivitat

auf.
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Abbildung 46: Zusammenfassung aller Transgene fiir die Promoteranalyse

NOCE wurde in griin markiert, der native putative Minimalpromoter in gelb, der heterologe
Minimal-Promoter ist in blau dargestellt, in der rechten Seite der Tabelle sind die
Expressionsdominen und die jeweilige Expression dargestellt.

Der Darm ist eine Expressionsdomane, die in zwei Gruppen von Konstrukten
vorkommt. Zum einen ist sie bei den Konstrukten mit heterologem Minimalpromoter
zu finden (Abbildung 46 #6, 10-25) und zum anderen bei NOCEnativ (#8), NOCEsolo
(#9) und dem Pronukleus-injizierten LUR1 (LUR1-PI, #1). Dies deutet darauf hin,
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dass es sich um eine Eigenschaft von NOCE, bzw. LUR1-PI, handelt. In NOCEnativ,
NOCEsolo und LUR1-PI ist aulerdem Expression im Diencephalon zu beobachten.
Diese ist an die spezifische Expression in Knoten und Notochord gekoppelt und geht
daher in LURS (#7) verloren. Dies lasst den Schluss zu, dass NOCE durch
wenigstens einen Faktor reguliert wird, der zusatzlich zu Knoten und Notochord auch
in Diencephalon und Darm exprimiert wird. Weiterhin ist LUR1-Pl (#1) in der
Leberanlage exprimiert. Diencephalon, Darm und Leberanlage sind neben Knoten
und Notochord Expressionsdomanen von FoxaZ2. Diese ektopischen
Expressionsdomanen sind an die Aktivitat in Knoten und Notochord gekoppelt.

Alle Transgene, in denen NOCE enthalten ist und die keine Mutation tragen,
aktivieren starke Reportergenaktivitat in Primitivknoten und Notochord (Abbildung 46
#1-3, 5, 6, 8-11). LUR1 (#3) und LUR3 (#5) spiegeln die endogene Expression von
Noto wider. Diese beiden Konstrukte enthalten 10 kb oder mehr des Notfo-Lokus. In
diesen Transgenen ist der endogene Minimalpromoter enthalten und die Abstande
zwischen Enhancer, Promoter und Transkriptionsstart entsprechen dem von Noto.
Bei NOCEsolo (#9) ist die Aktivitat in Knoten und Notochord starker als bei LUR3
(#5). Daher ist es moglich, dass die Reportergenaktivitat durch den Abstand von
NOCE zum Transkriptionsstart eine wichtige Rolle bei der Regulation der Knoten-
und Notochord-spezifischen Expression in den untersuchten Transgenen und im
Noto-Lokus spielt. Dies konnte getestet werden, in dem NOCE vor einen heterologen
~<Abstandhalter®, eine unabhangige Sequenz, kloniert wird.

Bei revNOCE (#11) wurde dieselbe Reportergenaktivitat beobachtet, wie bei NOCE
(#10). Daher wird davon ausgegangen, dass die Aktivitat nicht durch die Orientierung
im Transgen und relativ zum Transkriptionsstart geandert wird. Die Aktivitat ist nur
auf Sequenzen innerhalb von NOCE zurtckzufuhren.

Die Untersuchung weiterer Abschnitte von NOCE zeigte, dass zwei der bislang
untersuchten Abschnitte (shoNO1 (#12) und shoNO3 (#14) (Abbildung 10)) in der
Lage sind, Knoten- und Notochord-spezifische Reportergenexpression zu aktivieren.
Allerdings ist diese Aktivitat erheblich geringer, als die Aktivitat von NOCE. Bei
shoNO1 ist die Aktivitat nach etwa 8h nachweisbar, bei shoNO3 nur nach Farbung
uber Nacht, wahrend bei NOCE bereits nach 20min ein deutliches Signal zu
erkennen ist. Zudem scheint der Verlust der Aktivitat sich im Notochord mit voran
schreitender Entwicklung starker zu zeigen, als im Knoten. Dies konnte darauf

hindeuten, dass im Notochord zum Teil keine aktuelle Expression beobachtet wird,
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sondern die Aktivitat von lacZ-Protein, welches im Knoten oder posterioren
Notochord exprimiert wurde. Daher konnte eine WISH mit einer lacZ-Probe auf
Embryonen mit dem NOCE-Reporter-Konstrukt die tatsachliche Transkription
genauer darstellen.

Bei shoNO1 und shoNO3 wird zudem keine Expression im Diencephalon
beobachtet. Dies deutet zusatzlich auf eine Reduktion der Reportegenexpression in
anterioren Geweben hin.

shoNO2 (#13) enthalt shoNO1 und weitere Sequenzen aus NOCE, kann aber keine
nachweisbare lacZ-Expression aktivieren. Daraus kann geschlossen werden, dass
shoNO1 und shoNO3 Sequenzen enthalten, die hinreichend sind zur Knoten- und
Notochord-spezifischen Genexpression. Entweder wirken sie in NOCE
kombinatorisch, oder in dem Bereich zwischen shoNO1 und shoNO3 liegen weitere
Sequenzen, die fur die robuste Genexpression bei NOCE notwendig sind. In shoNO2
sind Sequenzen enthalten, die die Reportergenaktivitat eher reduzieren, oder durch
die Veranderung des Abstands von Enhancer zu Transkriptionsstart die Aktivitat
verringern.

Durch die Untersuchung aller bisherigen Transgene wurde gezeigt, dass es
wahrscheinlich nicht moglich ist, unterschiedliche Enhancer aus NOCE zu isolieren,
die ausschlieB3lich Primitivknoten-, oder Notochord-spezifische Genexpression
aktivieren. Unterstutzt wird diese Annahme dadurch, dass der Primitivknoten bereits
als ein Teil des posterioren Notochord betrachtet werden kann (Blum et al., 2007). In
den vorliegenden Ergebnissen waren alle Transgene in der Lage, entweder
Expression in beiden Domanen zu aktivieren, oder in keiner. Allerdings wirkte sich
eine Reduktion der Reportergenaktivitat starker im Notochord aus, als im Knoten. Ein
Beispiel dafur ist shoNO1 (#12). Hier wird bereits eine Verringerung der
Reportergenaktivitat im Knoten beobachtet, im Notochord hingegen ist nur noch
Aktivitat in Zellen zu beobachten, die sehr weit posterior lokalisiert sind. Weiter
anterior ist keine Aktivitdt mehr zu beobachten.

In beinahe allen Chimaren, die eine Knoten-spezifische Farbung aufweisen, werden
weitere Zellen beobachtet, die posterior und lateral im Primitivstreifen lokalisiert sind
und Reportergenaktivitat zeigen (z.B. Abbildung 22 h). Da diese Aktivitat zusammen
mit der Reportergenaktivitat im Knoten verloren geht, ist sie auf die spezifische
Aktivitat von NOCE =zurlickzufiihren. Etwas Ahnliches wurde auch fir die
Reportergene, der beiden Allele von Noto (Noto®" und Noto ™' ) festgestellt. Es
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gibt einzelne Zellen in der Peripherie des Primitivknotens, die GFP, beziehungsweise
tdTomato, exprimieren (Abbildung 42). Fruhere Studien belegten, dass
mesendodermale Zellen aus dem Primitivstreifen in den Knoten wandern und ihn
spater wieder verlassen, um zum Notochord beizutragen (Kinder et al., 2001). Daher
sind die Zellen in der Peripherie des embryonalen Primitivknotens, die positiv fur lacZ
sind oder fur GFP und tdTomato, mdglicherweise Zellen, die in den Knoten
einwandern. Da lacZ sehr sensitiv ist, konnte dies darauf hindeuten, dass es sich um
eine schwache Expression handelt. Sie liel} sich auf RNA-Ebene wegen einer
geringeren Sensitivitat nicht beobachten. Zudem zeigte sich, dass ab der Ausbildung
des zweiten Somiten, Zellen aus dem Knoten heraus nach posterior wandern
(Yamanaka et al., 2007). Die hier untersuchten Chimaren standen vor der
Ausbildung des ersten Somiten. Daraus folgt, dass entweder schon eher Zellen aus
dem Knoten nach posterior auswandern, oder es sich um Zellen handelt, die in den
Knoten einwandern. Der Primitivknoten ist eine dynamische Zellpopulation, die sich
standig durch einwandernde Zellen und Zellproliferation erneuert und Zellen zur
Bildung des posterioren Notochord bereitstellt. Die Expression von Noto in
umliegenden Zellen reflektiert moglicherweise diese Dynamik.

7.1.5 Regulation von NOCE, einem Saugetier-spezifischen Enhancer

Es gibt homologe Gene von Notfo auch in anderen Spezies. Die Not-Gene der
unterschiedlichen Spezies ahneln sich in ihrer Expressionsdomane und der DNA-
bindenden Domane. Daruber hinaus gibt es jedoch einige Unterschiede. Die Proteine
sind aul3erhalb der Homeobox nicht stark konserviert. Die Funktion der Not-Gene
scheint einen gemeinsamen Ursprung zu haben. Alle bislang identifizierten Mitglieder
dieser Familie sind im Notochord exprimiert und haben eine Funktion in der
Entwicklung des Notochord. Allerdings unterscheiden sich die Funktionen der Not-
Gene im Detail. Floating head (flh) ist das Homolog aus Zebrafisch. Flh-Mutanten
bilden kein Notochord. Es wird nur noch die prachordale Platte gebildet (Talbot et al.,
1995). Dieser Phanotyp ist starker, als der in der Maus. Der Verlust des murinen
Noto fuhrt nur zu Licken im kaudalen Notochord (Abdelkhalek et al., 2004). Die
Unterschiede der Funktion setzen sich bei der Regulation der Not-Gene fort. In
Xenopus gibt es zwei Not-Gene, Xnot1 und Xnot2. Xnot2 ist im Organizer und im
Notochord exprimiert. DarUber hinaus ist es aber auch in der Schwanzknospe und in

der Bodenplatte des Neuralrohrs exprimiert (Gont et al., 1993).
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Auch im Huhnchen gibt es zwei Not-Gene, Cnot1 und Cnot2 (Stein and Kessel,
1995). Cnot2 ist ebenfalls im Notochord und Hensen’s node exprimiert, aber daruber
hinaus in Primitivstreifen und Epiphyse (Stein et al., 1996). Die Cnot2 und Xnot2
haben weitere Expressionsdomanen auf’er dem Notochord. Durch den Vergleich der
Sequenzen aus dem murinen Nofo-Lokus wurde festgestellt, dass NOCE nicht in den
Loci der Huhnchen, Zebrafisch und Xenopus Homologe konserviert ist.
NOCE ist nur in Plazentatieren konserviert. Im konservierten Zentrum von NOCE
sind drei Transkriptionsfaktorbindestellen in Hund, Mensch, Ratte und Maus
konserviert. Diese wurden durch kombinierten Sequenzvergleich und Suche nach
Transkriptionsfaktorbindestellen gefunden (Sandelin et al., 2004; Quandt et al.,
1995). Es handelt sich um Bindestellen fur TCF/LEF1, TEAD-Proteine und einen
Hox-Faktor. Diese Bindestellen wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
Weiterhin sind noch andere potentielle Bindestellen in NOCE enthalten. Davon
wurden hier eine Bindestelle fur FOXA2 und eine weitere Bindestellen fur einen
bislang unbekannten Faktor untersucht.

7.1.5.1 Die Bedeutung von konservierten potentiellen

Transkriptionsfaktorbindestellen in NOCE

Durch die Bindung von TCF/LEF1 Transkriptionsfaktoren mit betaCatenin an ihre
Bindstellen werden kanonische Wnt-Signale weitergeleitet (Gerdes and Katsanis,
2008). Es wurde mit Hilfe von Reportertransgenen in vivo gezeigt, dass durch
WNT3A aus der Peripherie des Knotens im Primitivknoten Genexpression
angeschaltet wird (Nakaya et al., 2005). Des Weiteren ist bekannt, dass Brachyury
ein direktes Zielgen des Wnt-Signalweges, bzw. von WNT3A, ist. Brachyury ist ein
Transkriptionsfaktor, der im Primitivknoten, Notochord und der Schwanzknospe
exprimiert wird (Yamaguchi et al., 1999). Daher war der Wnt-Signalweg ein Kandidat
zur Aktivierung von NOCE. In vestigial tail Mutanten fuhrt eine Mutation in Whnt3a zu
einer verringerten kanonischen Wnt-Signallbertragung durch niedrigere WNT3A
Mengen (Greco et al., 1996). Die Expression von Nofto in vestigial tail Mutanten ist
reduziert. TCF, LEF1 und betaCatenin sind ausreichend, NOCE in vitro zu aktivieren.
Die potentielle Bindestelle ist aber nicht notwendig zur Aktivierung der
Reportergenexpression in vivo.
Eine andere potentielle Transkriptionsfaktor-Bindestelle fur TEAD-
Transkriptionsfaktoren ist in NOCE enthalten. Die Bindestelle entspricht der
Konsensus-Sequenz zur Bindung fur TEAD1, 2 oder 4. Transkriptionsfaktoren der
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TEAD-Familie sind nicht spezifisch im Primitivknoten exprimiert. Trotzdem tragt
wenigstens einer der TEAD-Faktoren zur Knoten- und Notochord-spezifischen
Reportergenexpression durch ein Enhancer-Element von FoxaZ2 bei (Sawada et al.,
2005). TEAD1 und TEADZ2 haben teilweise redundante Funktionen. Der Verlust
beider Gene fuhrt zum Verlust eines groRen Teils des Notochord, zu
Wachstumsverzogerungen und schweren Fehlbildungen (Sawada et al., 2008). Der
Einfluss von TEAD1 und 2 auf das Notochord kann ein Anzeichen fur eine
Regulation von NOCE sein, da Noto fur das kaudale Notochord benétigt wird
(Abdelkhalek et al., 2004).

Am Tag E8 der Embryonalentwicklung ist Nkx2-9 entlang der Mittellinie in der
prachordalen Platte exprimiert. Noto ist in diesem Bereich nicht exprimiert und auch
keines der Homologe von Noto. Daher konnte Nkx2-9 an der Unterdruckung der
Expression von Noto in der prachordalen Platte beteiligt sein.

Die simultane Mutation der potentiellen Bindestellen fur TCF/LEF1, TEAD-Proteine
und den Homeobox-Faktor fuhrt in vivo zu keiner Veranderung der
Reportergenexpression. Daher ist ein additiver Effekt von Transkriptionsfaktoren
durch Bindung an diese drei Bindestellen unwahrscheinlich.

Fur Komponenten des Wnt-Signalweges, TEAD-Proteine und den Homeobox-
Transkriptionsfaktor NKX2-9 wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass sie NOCE in vitro
regulieren konnen, allerdings sind die potentiellen Bindestellen in vivo weder einzeln
noch in Kombination essentiell fur die Regulation von NOCE in Reportergen-
Konstrukten im Hprt-Lokus. Moglicherweise tragen sie aber zur Regulation bei. Die
Veranderung der genomischen Umgebung kann dazu fuhren, dass die Bedeutung
dieser Faktoren verringert wird. Eine Beteiligung an der endogenen Noto-Expression
konnte durch Mutation der Bindestelle im Nofo-Lokus ausgeschlossen werden.
Zudem ist die Expression des Reportergens mit LUR4-basierten Konstrukten
(Abbildung 46 #6, 10, 15-19) sehr stark. Durch eine Ubersattigung der Zellen mit
lacZ-Protein konnen Unterschiede unter Umstanden nicht durch die Aktivitat
nachgewiesen werden, da fur die Geschwindigkeit der Reaktion nicht mehr die
Enzymaktivitat von lacZ begrenzend wirkt, sondern andere Faktoren, wie die
Diffusion des Substrats.

Lediglich fur den Wnt-Signalweg wurde ein Einfluss auf die Expression von Noto
durch die Reduktion der Expression in vestigial tail-Mutanten gezeigt.
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7.1.5.2 FOXAZ2 beeinflusst die Aktivitat von NOCE

Wie bereits beschrieben ist FOXA2 ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem im
Primitivknoten und Notochord exprimiert ist. Er wird zur Bildung von Primitivknoten
und Notochord bendtigt. Im Noto-Lokus sind 14 potentielle Bindestellen fir FOXA2
zu finden. Eine davon ist in NOCE enthalten. Die Mutation dieser Bindestelle in vivo
fuhrt zur Reduzierung der Transgenaktivitat im Diencephalon, wahrend das
Reportergen in Primitivknoten und Notochord weiter exprimiert wird. Dies schlief3t
nicht aus, dass das Niveau insgesamt gesenkt wurde, aber der Knoten und das
Notochord trotzdem noch mit lacZ gesattigt sind. Daher ist kein signifikanter
Unterschied der Expression in Knoten und Notochord im Vergleich zum Wildtyp-
Konstrukt zu erkennen. Durch die Mutation der FOXA2-Bindestelle in Kombination
mit den drei vorangegangenen Mutationen wird der selbe Effekt erzielt, wie die
alleinige Mutation der FOXA2-Bindestelle und bestatigt deren Funktion. Obwohl Noto
im Wildtyp nicht im Diencephalon nachgewiesen wurde, zeigt dies trotzdem, dass
FOXA2 einen Einfluss auf die Reportergenexpression durch NOCE hat. Des
Weiteren kann FOXAZ2 in Zellkultur die Reportergenaktivitat durch NOCE und andere
Fragmente aus dem Noto-Lokus erhdhen. Hinweise auf eine Regulation von Noto
durch FOXAZ2 wurden auch in anderen Experimenten erzielt. In Foxa2-Mutanten geht
etwa die Expression von Noto verloren (Abdelkhalek et al., 2004) und durch die
zufallige Integration von LUR1-PI entsteht in einigen Fallen ein Expressionsmuster,
das dem von FoxaZ2 gleicht. Dies entsteht vermutlich durch eine Ubermafige Prasenz
von potentiellen FOXA2-Bindestellen, die in vivo besetzt werden. Daher ,erzwingen®
sie Uber das spezifische Mal} hinaus Reportergenexpression.

FoxaZ2 ist nicht nur in Primitivknoten und Notochord exprimiert, sondern auch in
Leberanlage, Darm und Diencephalon. Daher muss die Spezifitat der Expression fur
Primitivknoten und Notochord von NOCE noch durch weitere Faktoren bestimmt
werden.

FOXAZ2 hat keine direkte aktivierende Wirkung auf seine Zielgene, sondern ist daran
beteiligt, das Chromatin zu 6ffnen und den Zugang fur weitere Transkriptionsfaktoren
zu erleichtern (Friedman and Kaestner, 2006). Durch das Zusammenwirken von
Faktoren, die das Chromatin im Hprt-Lokus 6ffnen, konnte die Wirkung von FOXA2
verstarkt werden. Dadurch konnte es beispielsweise auch bei NOCEsolo (#9) zur
Reportergenexpression in Foxa2-Expressionsdomanen wie Diencephalon und Darm
kommen. Der Verlust der FOXA2-Bindestelle fuhrt zur Verringerung der
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Reportergenexpression im Diencephalon. Im Darm ist keine Veranderung zu
beobachten, allerdings wird hier zusatzlich Reportergenexpression durch den
heterologen Minimalpromoter hervorgerufen. Dies uberdeckt moglicherweise den
Effekt durch den Verlust der FOXA2-Bindestelle. Die Expression in Knoten und
Notochord wird aufrechterhalten. Dazu ist moglicherweise der Einfluss des Hprt-
Lokus ausreichend. Zudem die Spezifitat der Expression durch NOCE durch weitere
Faktoren auller FOXA2 bestimmt werden muss. Im Noto-Lokus wird das Chromatin
moglicherweise nur durch FOXA2 gelockert. Dadurch ist die Bedeutung von FOXA2
bei der Regulation von endogenem Noto moglicherweise groRRer, als seine
Bedeutung bei der Regulation von NOCE im Hprt-Lokus.
Alle bisher durchgefuhrten Experimente lassen darauf schliel3en, dass Foxa2 NOCE
und Noto reguliert.

7.1.5.3 Die Funktion von UFO fiir die Regulation von NOCE
Durch den Versuch NOCE weiter zu verkleinern wurde gezeigt, dass shoNO3 (#14)
ausreichend ist, um Primitivknoten- und Notochord-spezifische
Reportergenexpression zu aktivieren. Jedoch enthalt dieser Bereich keine potentielle
Transkriptionsfaktorbindestelle, die offensichtlich ein Kandidat fur Knoten- und
Notochord-spezifische Aktivierung von Genexpression sein konnte. Alle zuvor
beschriebenen und mutierten Bindestellen liegen aulRerhalb von shoNO3 (Abbildung
10, Abbildung 46 #14). Durch Sequenzvergleiche mit anderen Knoten und
Notochord-spezifischen Enhancer-Regionen liel3 sich ein Bereich identifizieren, der
einem Abschnitt aus dem FoxaZ2-Promoter ahnelt. Die Sequenz aus dem FoxaZ2-
Lokus ist ausreichend fur Knoten- und Notochord-spezifische Expression. Allerdings
konnte bislang der Faktor, der an die Sequenz bindet, nicht identifiziert werden
(Sawada et al., 2005). Daher wird diese Sequenz in dieser Arbeit als potentielle
Bindestelle fur UFO, einen unbekannten Faktor, bezeichnet.
Die Mutation der UFO-Bindestelle verandert die Reportergenexpression von NOCE
in vivo. Die lacZ-Aktivitat in Knoten und Notochord bleibt erhalten wie im Wildtyp-
Konstrukt. Daruber hinaus kommt es aber zu einer Verstarkung der ektopischen
Expression in der Leberanlage. Dies zeigt, dass die potentielle UFO-Bindestelle eine
Funktion in der Regulation von NOCE hat.
Sawada et al. haben gezeigt, dass in Zellkultur der Foxa2-Enhancer nicht direkt
durch Wnt-Signale aktiviert wird, sondern indirekt. Diese Erkenntnisse stimmen mit
den Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit Uberein. Die Reduktion von WNT3A
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fuhrt zwar zu einer verringerten Expression von Noto, es kann aber keine direkte
Regulation durch TCF/LEF1 in vivo gezeigt werden. Im Falle der Regulation wird
angenommen, das FoxaZ2 durch einen Faktor reguliert wird, der selbst ein Zielgen
des Wnt-Signalwegs ist. Sollten Foxa2 und Noto von einem gemeinsamen Faktor
reguliert werden, konnte dies UFO sein. Daraus konnte geschlossen werden, dass
UFO maglicherweise durch Wnt-Signale reguliert wird.

Um die ldentitat von UFO zu klaren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Yeast-One-
Hybrid-Assay (Y1H) durchgefuhrt. Bei einem Y1H wird eine Bank von cDNAs mit
einer transkriptionsaktivierenden Domane fusioniert. Als Reporter-Konstrukt wird die
zu untersuchende Sequenz vor einen Selektionsmarker kloniert. Durch
Kotransfektion des Reporter-Konstrukts zusammen mit der cDNA-Bank in
Hefezellen, werden Zellen erhalten, die den Reporter und jeweils meist ein cDNA-
Konstrukt enthalten. Durch das cDNA-Konstrukt wird jeweils ein spezifisches
Fusionsprotein exprimiert. Die Bindung des Fusionsproteins an die Enhancer-
Sequenz aktiviert die Expression des Selektionsmarkers und die Zellen Uberleben
die Selektion. Die Sequenzierung der selektierten cDNA-Konstrukte ermdglicht die
Identifizierung der Faktoren, die an die Enhancer-Region binden. Allerdings wurde
durch den Y1H kein Interaktionspartner fur die UFO-Bindestelle identifiziert.

Eine Ursache dafur konnte sein, dass nicht ein Faktor allein an die UFO-Bindestelle
bindet. Bei UFO konnte es sich um ein Dimer handeln. Die Interaktion der beiden
Proteine konnte Vorraussetzung fur die Bindung an die Bindestelle sein. Das bei
einem Y1H zufallig zwei Bindungspartner in eine Zelle transformiert werden, ist
unwahrscheinlich. Daher werden solche Faktoren mit Hilfe eines Y1H oft nicht
entdeckt.

Die Untersuchung der potentiellen UFO-bindenden Sequenz zeigte, dass dieser
Bereich die Konsensus-Sequenz einer Bindestelle fur ein Heterodimer eines
Homeobox-Transkriptionsfaktors mit MEIS1 enthalt. Diese Konsensus-Sequenz wird
durch die Mutation im Rahmen dieser Arbeit zerstort. Da die Dimerisierung der
beiden Faktoren fur die Bindung wahrscheinlich eine Vorraussetzung ist (Mann and
Affolter, 1998; Moens and Selleri, 2006), konnte dies erklaren, warum bisher kein
Ansatz durch einen Yeast-1-Hybrid-Assay (Y1H) zur ldentifizierung von UFO gefuhrt
hat.

Wie auch der folgende Teil der Untersuchungen zeigt, ist UFO an der Regulation von
NOCE beteiligt. Die Identitat von UFO muss noch geklart werden.
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7.1.5.4 FOXA2 und UFO wirken kooperativ auf NOCE
Die Mutation der Bindestellen fur FOXAZ2 und UFO in NOCE fuhrt zum vollstandigen
Verlust der Reportergenaktivitat in Primitivknoten und Notochord. Dies zeigt, dass
NOCE von der kooperativen Aktivitat von FOXA2 und UFO abhangig ist.
Bei der weiteren Suche nach konservierten Notochord-spezifischen Enhancer-
Regionen und konservierten Sequenzen, die mehreren Notochord-spezifischen
Enhancer-Regionen gemein sind, wurde festgestellt, dass es eine Reihe von
Enhancer-Regionen gibt, die durch FOXA2 in Kombination mit einem zweiten
unbekannten Faktor reguliert werden. Die Sequenz der potentiellen Bindestelle von
Rastegar et al. zeigt ebenfalls Gemeinsamkeiten mit der Sequenz der potentiellen
UFO-Bindestelle. In einem Teil der Enhancer-Regionen reichte es aus, die FOXA2-
Bindestelle mit der Sequenz des unbekannten Faktors zu kombinieren, um
Notochord-spezifische Reportergenaktivitat zu erreichen, allerdings nicht immer.
(Rastegar et al., 2008)
Fur NOCE ist ebenso zu erwarten, dass wenigstens noch eine weitere Sequenz,
auller der Bindestellen fur UFO und FOXAZ2, fur die Aktivitat benotigt wird. Durch
shoNO1 wurde gezeigt, dass der Bereich, der die UFO-bindende Sequenz nicht
mehr enthalt, aber die FOXA2-Bindestelle, noch ausreichend ist fur Primitivknoten-
und Notochord-spezifische Reportergenexpression. Da FoxaZ2 aber nicht nur im
Knoten und Notochord exprimiert ist, muss die Spezifitat noch durch einen weiteren
Faktor reguliert werden, dessen ldentitat bislang noch nicht geklart wurde.
Als Modell fur die Regulation von NOCE ist es denkbar, dass die Bindung von
FOXA2 und UFO ausreicht, um einen oder mehrere weitere Faktoren zu rekrutieren,
die die Genexpression durch NOCE aktivieren. Der Verlust der FOXA2- oder UFO-
Bindestelle hat nur geringe Auswirkungen, da die Regulation durch die verbliebenen
Faktoren weitgehend beibehalten wird. Dadurch kommt es nur zu geringen
Veranderungen im Expressionsmuster. Gehen beide Bindestellen verloren, kommt
es zum vollstandigen Verlust der Reportergenaktivitat, da die entsprechenden
Aktivatoren nicht mehr rekrutiert werden konnen. Es ware auch vorstellbar, dass
FOXAZ2 und UFO daran beteiligt sind, einen Repressor von NOCE zu verdrangen.
Jeder fur sich allein ist dazu hinreichend. Der Verlust der Bindung beider Faktoren

fuhrt aber zur Repression der Expression.
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7.2 Identifizierung von Noto- Zielgenen
Durch den Verlust von Noto kommt es zu Fehlern in der Festlegung der Links-
Rechts-Achse. Mit Hilfe von Elektronenmikroskopie wurde gezeigt, dass die Struktur
der Zilien im Primitivknoten gestort ist. Das Axonem der Zilien hat seine naturliche
9+0 oder 9+2 Struktur der Mikrotubuli verloren. Stattdessen kommen
unterschiedliche Konfigurationen der Mikrotubuli mit variabler Anzahl von Dublets
und Singlets vor. Die Zilien im Primitivknoten sind in Noto-Mutanten nicht motil oder
bewegen sich unkoordiniert. (Beckers et al., 2007).
Die ldentifizierung von Zielgenen fur Transkriptionsfaktoren ist ein wesentlicher
Schritt im Verstandnis ihrer Funktion. Dazu gibt es unterschiedliche Ansatze. Ein
Weg ist die differentielle RNA-Hybridisierung, bzw. der Mikroarray. Dadurch werden
die Expressionsprofile unterschiedlicher Gewebe, oder Zellproben, mit einander
verglichen. Dieses Verfahren erlaubt es innerhalb von kurzer Zeit die Expression
vieler Gene zu Uberprufen und Veranderungen im Expressionsprofil festzustellen.
Allerdings werden in einem Mikroarray alle Veranderungen des Expressionsprofils
festgestellt. Daher findet auch die Detektion von Unterschieden in der
Zusammensetzung und dem Entwicklungsstadium der Gewebeproben statt. Diese
Effekte werden durch die Hybridisierung mehrerer unabhangiger Proben erheblich
verringert.
In der vorliegenden Arbeit wurden neue potentielle Zielgene von Noto durch
Mikroarray-Hybridisierungen identifiziert. Als Ausgangsgewebe wurden 6-8
Embryonen im spaten Kopffaltenstadium verwendet. Das heif3t, dass in den Proben
nicht nur der Primitivknoten, die Expressionsdomane von Noto, enthalten war,
sondern auch viele andere Zellen. Die umliegenden Gewebe dienten so zusagen als
Quelle der ,Trager-RNA® fur die RNA aus den Knotenzellen.
Um die Unterschiede der einzelnen Proben, durch auflere Einflisse, wie
Aufbereitung und Entwicklungsunterschiede, zu verringern wurden jeweils zwei
unabhangige WT und mutante RNA-Proben aufbereitet. Diese wurden in drei
Hybridisierungen mit einander verglichen, je zwei Paare und eine Kreuzprobe. Die
Auswertung der drei Durchgange identifizierte 108 Gene aus 36.000 Proben auf dem
verwendeten Chip, die in den Noto-Mutanten herauf oder herunter reguliert waren.
Funf dieser Gene wurden ausgeschlossen, da sie auch in Nofo-unabhangigen
Hybridisierungen aufgefallen waren. Ein Grund dafur ist moglicherweise, dass die

Fluoreszenz-Farbstoffe, mit denen die RNA-Proben markiert werden, die Affinitat zu
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Erkennungssequenzen fiur bestimmte Gene verandern. Die Veranderung ihres
Expressionsprofils ist wahrscheinlich nicht Noto-abhangig. Zur folgenden
Untersuchung der Expression von potentiellen Noto-Zielgenen in Wildtyp und Noto-
Mutanten wurden Gene ausgewahlt, deren Signalstarke im Mikroarray wenigstens
auf eine moderate oder starke Expression hindeutete. Weiterhin wurden die Gene
ausgewahlt, fur die es Hinweise auf die Expression im Knoten oder eine Funktion in
der Ziliogenese gab. Dazu kamen Gene, fur die bislang keine Funktion bekannt ist,
da diese potentielle neue Faktoren in Knotenmorphogenese und Ziliogenese sind.
Nach Uberpriifung der Expression von 42 Genen wurde fir neun dieser Gene
gezeigt, dass sie mit Nofo im Knoten koexprimiert und au3erdem in Noto-Mutanten
herunter reguliert sind.

Allerdings scheint keines der Gene ebenso wie Notfo im neu gebildeten Notochord
exprimiert zu werden. Da die Proben aber im spaten Kopffaltenstadium gesammelt
wurden, war dies auch nicht zwingend zu erwarten, da kein oder nur sehr wenig
Notochord in den Proben enthalten war.

Unter den neun Knoten-spezifischen Genen ist eins, das im Mikroarray herauf
reguliert ist, und acht, deren Expression in Noto-Mutanten verringert ist.

Unter den herunter regulierten Genen sind vier, die eine Bedeutung fur Aufbau und
Funktion von Zilien haben, dies sind Foxj1, Dync2h1, Dynirb2 und Tektin2. Dync2h1
ist eine Komponente des retrograden Dyneinmotorkomplexes im IFT. Eine Mutation
in Dync2h1 fuhrt unter anderem zu Defekten in der Links-Rechts-Festlegung. Ohne
Dync2h1 kommt es zu einer Verkurzung der Zilien und Blasen-artigen Ausstulpungen
an den Zilien, die vermutlich mit IFT-Partikeln gefullt sind (Huangfu and Anderson,
2005). Fur Dynirb2 wurde noch keine Beteiligung am retrograden IFT nachgewiesen.
Dynlirb2 codiert fir ein Dynein vom roadblock-Typ. Fur diesen Typ wurden bislang
zwei Gene identifiziert, die in Saugetierzellen exprimiert sind, Dynlrb1 und Dnylrb2.
Dynirb1 ist ein Teil von Dynein-Motorkomplexen fur den retrograden Transport
innerhalb der Zelle (Wanschers et al., 2008). Die spezifische Expression von Dynirb2
im Primitivknoten, kdnnte darauf hindeuten, dass es sich um eine neue Komponente
des retrograden IFT Motorkomplexes handelt.

Die Zilien in Noto-Mutanten sind zwar ebenso verkurzt wie die von Dync2h1-
Mutanten. Allerdings sind in den Noto-Mutanten keine Ausstulpungen zu beobachten
wie in den Dync2h1-Mutanten. Wahrscheinlich ist Noto nicht nur notwendig fur den
retrograden IFT, sondern auch noch fur andere Prozesse in den Zilien.
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Tektin2 kolokalisiert mit Zentrosomen und Basalkorper und ist ebenfalls in Noto-
Mutanten geringer exprimiert. Die Funktion von Tektin2 ist noch nicht vollstandig
verstanden. Es wurde gezeigt, dass es in vitro notwendig ist zum Abschluss der
Zytokinese, also der endgultigen Trennung der Tocherzellen nach der Zellteilung von
einander (Durcan et al., 2008). Weiterhin soll es einen stabilisierenden Effekt auf die
Zentriole haben (Bettencourt-Dias and Glover, 2007). Wie die Funktion von Tektin2
in der Ziliogenese ist, wurde bislang noch nicht untersucht.

Bei den Noto-Mutanten wurde beobachtet, dass die Zilien und Basalkorper teilweise
in das Zytoplasma eingesunken und nicht richtig an der Zellmembran befestigt sind.
Dies wurde auch in der Lunge von Foxj71-Mutanten beobachtet (Brody et al., 2000).
Foxj1 ist in Noto-Mutanten geringer exprimiert. Da Foxj1 ein Ubergeordneter Faktor in
der Regulation von Genen ist, die fur die Ziliogenese wichtig sind, wurde seine
Funktion im Zusammenhang mit Noto im folgenden Abschnitt genauer untersucht.
Mit Hilfe des Mikroarrays wurden funf Gene gefunden, deren Expression in Noto-
Mutanten reduziert ist, die aber bislang noch nicht funktionell charakterisiert wurden.
Fur alle funf Gene mit unbekannter Funktion wurde gezeigt, dass sie Knoten-
spezifisch exprimiert sind. Der Verlust von Noto fuhrt zu einer verringerten
Expression von vier Zielgenen. Ein Hinweis auf eine Funktion im Zusammenhang mit
Aufbau und Funktion der Zilien besteht darin, dass alle vier Gene in einer der
Datenbanken Uber das Proteom der Zilien aufgefuhrt sind (Inglis et al., 2006;
McClintock et al., 2008). Diese basieren allerdings nicht auf experimentellen Daten,
sondern nur auf Datenbankanalysen. Durch weiterfihrende Untersuchungen im
Labor von Prof. Dr. Achim Gossler wurde gezeigt, dass sie zudem in anderen Zilien-
tragenden Geweben exprimiert sind. Daher haben die Noto-Zielgene mit bislang
unbekannter Funktion moglicherweise eine generelle Bedeutung fur den Aufbau und
die Funktion von Zilien, die nicht auf den Knoten beschrankt ist.

Bislang ist nicht bekannt, ob es sich bei NOTO um einen Aktivator oder Repressor
der Transkription handelt und auch die Bindestelle wurde noch nicht charakterisiert.
Durch den Mikroarray werden Gene identifiziert, deren Expression durch Noto
beeinflusst wird. Ob dieser Einfluss eine direkte Regulation ist, oder indirekt durch
andere Faktoren vermittelt wird, kann nicht bestimmt werden.

Bei der Chromatin-Immunprazipitation werden die Proteine an der genomischen DNA
in Gewebe oder Zellen fixiert, danach wird die DNA geschert. Durch
Immunprazipitation des Faktors von Interesse, werden die DNA-Fragmente mit

133



DISKUSSION

prazipitiert. Die prazipitierten Sequenzen kdonnen anschlieRend wieder vom
Transkriptionsfaktor gelost und bestimmt werden. Dadurch werden direkte Zielgene
bestimmt, da der Nachweis durch direkte Bindung des Faktors an die Enhancer-
Regionen gefuhrt wird. Der Vergleich der prazipitierten Sequenzen ermoglicht eine
Bestimmung der Bindestelle. Zusatzlich kann durch die Untersuchung der Regulation
dieser direkten Zielgene in An- und Abwesenheit des Transkriptionsfaktors eine
Aussage Uber die regulatorischen Eigenschaften des Faktors gemacht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide ausgewahlt zur Herstellung von zwei
Antikorpern gegen Noto. Die Charakterisierung der Antikorper zeigte, dass einer der
Antikorper eingesetzt werden kann fur Immunprazipitation und Western Blot von
NOTO. Der zweite Antikorper ist zusatzlich zur Ganzpraparat-lmmunhistochemie
geeignet. Mit Hilfe dieser AntikOrper kdnnte ein weiterer Ansatz zur Bestimmung der
direkten Zielgene von Noto durchgefuhrt werden.

Fur viele Homeobox-Transkriptionsfaktoren ist die Interaktion mit einem Partner
Vorraussetzung zur Bindung an die Zielgene. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein
Yeast-2-Hybrid-Assay vorbereitet und in Auftrag gegeben. Die Auswertung der
Ergebnisse ergab allerdings, dass nur ein Kandidat in Hefe an NOTO bindet und
dieser nicht mit Noto im Embryo koexprimiert wird. Dadurch konnte eine direkte
Interaktion mit Noto in vivo ausgeschlossen werden. Die weitere Suche nach direkten
Zielgenen und Interaktionspartnern von NOTO wird notwendig sein, um die
spezifische Funktion von Noto in Knoten und Notochord besser zu verstehen.

Durch den Mikroarray im Rahmen dieser Arbeit wurden Zielgene von Noto gefunden.
Dies tragt zum Verstandnis der Genregulation von Ziliogenese im Knoten und der
Morphogenese des Knotens bei.

7.3 Spezifische Funktionen von Noto und Foxj1 im Knoten
Wie bereits in der Einleitung erlautert wurde, haben Zilien eine grof3e Bedeutung in
der Festlegung der Links-Rechts-Achse. Die Zellen in der Grube des Primitivknotens
tragen ein primares Zilium. Die Anwesenheit und die Motilitat der Zilien sind wichtig
fur die Festlegung der Links-Rechts-Achse.

Der Transkriptionsfaktor Noto ist wichtig fur die Ziliogenese im Knoten (Beckers et
al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Foxj1 einer der Effektoren
von Noto ist.

134



DISKUSSION

Fur den Transkriptionsfaktor Foxj7 wurde gezeigt, dass er notwendig ist fur die
Ziliogenese in anderen Geweben (Chen et al., 1998; Zhang et al., 2004; Gomperts et
al., 2004; Brody et al., 2000). Zur Funktion von Foxj1 im Primitivknoten waren noch
Fragen offen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Funktion von Foxj7 im
Knoten untersucht. Das Ziel war die Differenzierung der spezifischen Funktionen von
Noto und Foxj1 im Knoten.

7.3.1 Die Funktion von Foxj1 in der Ziliogenese im Knoten

Der Verlust von Foxj1 wird bereits seit einigen Jahren untersucht. Von zwei
Arbeitsgruppen wurden Untersuchungen der Foxj71-knock-out Mause veroffentlicht
(Brody et al., 2000; Zhang et al., 2004). Dabei wurde gezeigt, dass der Verlust von
Foxj1 mehrere Defekte nach sich zieht. Es kommt unter anderem zum Verlust der
Zilien in den Atemwegen, der Ausbildung eines Wasserkopfes und zu Links-Rechts-
Defekten. Wahrend fur die Lunge und das Gehirn der Verlust der Zilien gezeigt
wurde, schienen die Zilien im Primitivknoten intakt zu sein. Die Erklarung fur die
Links-Rechts-Defekte in Foxj1-Mutanten stand daher noch aus.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der Funktion von Foxj7 im
Primitivknoten, um seine Funktion in der Festlegung der Links-Rechts-Achse zu
erklaren.

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuchungen wurde hier deutlich, dass
die Zilien im Primitivknoten ohne Foxj1 auf 56% verkurzt sind. Wie das Axonem der
Zilien aussieht, ist Gegenstand laufender Experimente. Die bisherigen
Untersuchungen durch Rasterelektronenmikroskopie zeigen duferliche Ahnlichkeiten
zu den Zilien in Nofo-Mutanten. Daher ist es moglich, dass die Defekte in den Zilien
in Noto- und Foxj7-Mutanten vergleichbar sind. Der Zilien-Phanotyp von Noto-
Mutanten konnte also durch den Verlust von Foxj1 entstehen. Dies wird dadurch
unterstutzt, dass Dync2h1 und Dnylrb2 auch in Foxj1-Mutanten herunter reguliert
sind. Des Weiteren ist Rfx3, ein Transkriptionsfaktor, der Noto nachgeschaltet ist
(Beckers et al., 2007), auch in Foxj7-Mutanten herunter reguliert. Rfx3 reguliert D2lic,
eine andere Komponente des retrograden IFT-Motorkomplexes (Bonnafe et al.,
2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Foxj7 die Expression von
Komponenten des retrograden IFT-Motorkomplexes im Primitivknoten reguliert.
Foxj1 reguliert auch Tektin2 und Dnahc11. Zwei strukturelle Komponenten des

Ziliums. Dnahc11 ist eine Komponente der Dyneinarme von motilen Zilien (Supp et
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al., 1997) und Tektin2 gehort zum Basalkorper (Durcan et al., 2008). Beide werden
fur die Funktion von Zilien und Basalkorpern benatigt.

Foxj1 ist in der Maus notwendig fur die Ziliogenese im Primitivknoten. Dies ist
wahrscheinlich die Ursache der Links-Rechts-Defekte.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass Foxj1 notwendig ist zur Ausbildung von Zilien im
Kupfer’s vesicle und GRP in Zebrafisch und Xenopus. Dies sind die aquivalenten
Strukturen zum Primitivknoten in der Maus. Des Weiteren ist Foxj1 ausreichend zur
Induktion von ektopischen primaren Zilien (Stubbs et al., 2008). Diese
Untersuchungen unterstutzen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Foxj7 an der
Ziliogenese im Knoten beteiligt ist.

Die Zielgene von Noto, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden, und Rfx3
sind ebenfalls in Foxj7-defizienten Embryonen herunter reguliert. Dies deutet darauf
hin, dass die Funktion von Nofo in der Ziliogenese wenigstens zum Teil durch seinen
Effektor Foxj1 vermittelt wird.

7.3.2 Foxj1in der Kontrolle der Zellzahl im Knoten

Der Verlust von Foxj1 fuhrt nicht nur zur Veranderung der Zilien, sondern auch zu
einer Verkleinerung des Knotens. Die Anzahl der Grubenzellen im Primitivknoten ist
in Foxj1-Mutanten auf 54% reduziert. FUr Foxj1 ist bislang keine Funktion im
Zusammenhang mit der Zellproliferation bekannt. Dieser Effekt kann aber
moglicherweise durch Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit erklart werden. Die
Reduktion der Zilien-tragenden Zellen im Knoten wurde auch bei den Noto-
defizienten Embryonen beobachtet (Prof. Dr. Achim Gossler und Dr. Anja Beckers,
nicht publizierte Daten). Sie wurden allerdings nicht quantifiziert, da dies durch die
Storung der Morphologie erschwert wurde.

Der Primitivknoten ist eine dynamische Population von Zellen. Nach anterior wird
durch konvergente Ausdehnung und Zellinterkalation das Notochord aus
Grubenzellen gebildet. Damit der Knoten trotzdem weiter besteht, werden von
posterior mesendodermale Zellen rekrutiert, die in den Knoten wandern und die
ausgewanderten Zellen ersetzen (Kinder et al., 2001). Zusatzlich sind die Zellen im
Knoten in der Lage, wieder in den Zellzyklus einzutreten und dadurch die Population
aufrecht zu erhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Foxj1 Tektin2, eine Komponente des
Basalkorpers, reguliert. Tektin2 kolokalisiert auch mit den Zentrosomen wahrend der

Zellteilung. In Zellkultur wird Tektin2 zum Abschluss der Zytokinese bendtigt, also zur
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endgultigen Trennung der beiden Tochterzellen (Durcan et al., 2008). Der Verlust
von Tektin2 konnte also in Foxj7-Mutanten zu Storungen in der Zellproliferation der
Zellen im Knoten fuhren.

Weiterhin wurde durch die Arbeit an den bislang nicht genau charakterisierten
Zielgenen von Noto im Labor von Prof. Dr. Achim Gossler gezeigt, dass diese Gene
nicht alle in Zellkultur Uberexprimiert werden konnen. Die Expression der Proteine
fuhrt zum Zelltod. Dies deutet darauf hin, dass durch Noto und Foxj1 weitere Gene
reguliert werden, die nicht nur eine Funktion in der Ziliogenese haben. Durch eine
Funktion an den Zentriolen haben sie auch Einfluss auf das Uberleben der Zellen.
Durch Fehler wahrend der Zellteilung, z.B. die Bildung multipolarer Spindeln, durch
mehr als zwei Zentrosomen, oder Missregulation der Ausbildung der Spindeln wird
der Zelltod eingeleitet (Bettencourt-Dias and Glover, 2007).

Durch eine Storung der Zentriole fur Basalkorper und Zentrosome in den Foxj1- und
Noto-Mutanten kann es zum Zelltod der Zellen kommen, die im Knoten wieder in den

Zellzyklus eintreten. Dadurch konnte die Zellzahl im Primitivknoten verringert werden.

7.3.3 Noto und Foxj1 in Knotenmorphogenese und PCP

Ein Unterschied zwischen den Primitivknoten von Noto- und Foxj7-Mutanten ist im
Rahmen dieser Arbeit deutlich geworden. Normalerweise liegen die Kronenzellen
Hufeisen-formig, um den Primitivknoten herum, angeordnet vor. Fur die Noto-
Mutanten wurde gezeigt, dass die Primitivknotenmorphogenese gestort ist. Die
Zilien-tragenden Grubenzellen sind nicht in der Grube organisiert. Sie sind
durchmischt mit Kronenzellen (Beckers et al., 2007). Der Primitivknoten von Foxj1-
Mutanten ist zwar kleiner als der Wildtyp, aber die Grube wird ausgebildet, der
Aufbau bleibt scheinbar erhalten. Die Defekte des Primitivknotens in Noto-Mutanten
haben also eine Ursache, die unabhangig von Foxj1 ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein potentielles Zielgen von Noto (Beckers et al.,
2007) gefunden, dass nicht in Foxj7-Mutanten reduziert exprimiert wird, Nphp3. Die
NPHP-Gene wurde identifiziert als eine Gruppe von Genen, die eine zystische
Nierenerkrankung verursacht. Fur NPHP3 wurde gezeigt, dass es auf Proteinebene
mit NPHP2, also Inversin, interagiert. Da die knock-out Mause beider Gene einen
ahnlichen Phanotyp aufweisen, wird davon ausgegangen, dass sie am selben
Prozess beteiligt sind (Yokoyama et al., 1993; Bergmann et al., 2008). Beide Gene
verursachen eine hundertprozentige Umkehrung des Organ-Situs, im Gegensatz zur

Noto-Mutante, bei der der Situs zufallig festgelegt wird.
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Durch die Untersuchung einer Doppelmutante von Foxj7 und Inversin wurde gezeigt,
dass der Verlust von Foxj1 den von Inversin Uberlagert. In Bezug auf die Links-
Rechts-Asymmetrie tritt also nur der Foxj7-Phanotyp, mit einer zufalligen Festlegung
von Links und Rechts zu Tage (Tamakoshi et al., 2006). Vergleichbar ist es
wahrscheinlich bei den Noto-Mutanten. Der Verlust von Nphp3 tragt moglicherweise
zum Phanotyp von Nofto bei, allerdings sind Noto und Foxj1 Nphp3 in Bezug auf die
Festlegung der Links-Rechts-Achse vorgeschaltet. Nach den bisherigen

Foxj1Ki/Foxj1Ki

Untersuchungen wird erwartet, dass Nphp3 im Noto nicht

wiederhergestellt wird, da es nicht durch Foxj1 reguliert wird (Abbildung 38). Da der

Defekt in der Knotenmorphogenese im Noto™" XK

erhalten ist, ist Nphp3
moglicherweise an diesem Prozess beteiligt.

Fur Inversin wurde eine Beteiligung am PCP-Signalweg gezeigt (Simons et al.,
2005). Nphp3 hat wahrscheinlich ebenso eine Funktion im PCP-Signalweg. Der
PCP-Signalweg wird bendtigt zur Polarisierung von Zellen orthogonal zu ihrer apikal-
basalen Achse. Darauf aufbauend wird die Migrationsrichtung fur Zellen, die
Ausrichtung von Zilien und auch die Richtung fur konvergente Ausdehnung
festgelegt (Gerdes and Katsanis, 2008).

Moglicherweise spielt ein Defekt der PCP-Signalubertragung eine Rolle bei dem
Primitivknoten-Phanotyp von Noto. Der Verlust von Nphp3 kdnnte die Zellen in ihrer
Migration in den Knoten behindern. Dadurch kdénnte auch die Migration und
Zellinterkalation aus dem Knoten heraus beeintrachtigt werden. Daher wird nicht nur
der Primitivknoten unterbrochen, sondern auch das kaudale Notochord, welches aus
dem Knoten hervorgeht und in den Noto-Mutanten Lucken aufweist.

Der PCP-Signalweg ist komplex und noch nicht voll verstanden. Fir die Regulation
der unterschiedlichen Prozesse, wie die Vorgabe der Migrations- oder
Teilungsrichtung fur Zellen, die Ausrichtung von Zilien und auch die Richtung fur
konvergente Ausdehnung wird eine gute Feinabstimmung bendétigt. Im Knoten
werden alle diese vier Prozesse bendtigt, aber nicht gleichzeitig in allen Zellen.
Daher muss die Feinabstimmung in der Lage sein, die Signale in das richtige
Verhalten der Zelle zu Ubersetzten. Daran konnte Nphp3 beteiligt sein.

Die Zilien sind als Plattform fur PCP-Signalubertragung wichtig, daher wirken
Mutationen in basalen Faktoren (Noto, Foxj1) der Ziliogenese dem Verlust des PCP-
Signalweges vorgeschaltet. Der Verlust der Zilien fuhrt unter anderem zu Defekten in
der Interpretation der PCP-Signale. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass Dishevelled,

138



DISKUSSION

eine Komponente des PCP-Signalweges, benodtigt wird zum Andocken der
Basalkorper an die apikale Zelloberflache, also fur den ersten Schritt der Ziliogenese
(Park et al., 2008).

Bei der Vermittlung von PCP-Signalen und der Ziliogenese sind wahrscheinlich
Ruckkopplungsmechanismen vorhanden, deren Aufschlisselung weiteren Einblick in
die Festlegung der Links-Rechts-Achse geben wird. Dazu kdnnen die Zielgene von
Noto, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden beitragen. Diese sind durch
Foxj1 reguliert. Aber auch fur Foxj1 wurde gezeigt, dass es Faktoren beeinflusst, die
zusammen mit Dishevelled am Andocken der Basalkorper an der Zellmembran
beteiligt sind (Pan et al., 2007).

7.3.4 Differenzierung der Funktionen von Noto und Foxj1 im

Primitivknoten der Maus

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass Noto zur Aktivierung von Foxj1 im
Primitivknoten bendtigt wird. Durch Foxj1 werden verschiedene Faktoren reguliert,
die fur Aufbau und Funktion von Zilien benotigt werden. Durch die Wiederherstellung
von Foxj1 im Primitivknoten und gleichzeitiger Ausschaltung von Noto (Noto™¥™ )
wurde gezeigt, dass die Expression potentieller Zielgene im Knoten wiederhergestellt
wird. Die Defekte in der Knotenmorphogenese bleiben erhalten. Daher kann
angenommen werden, dass die Ziliogenese im Knoten wenigstens teilweise durch
Foxj1, als Effektor von Noto, vermittelt wird. Daruber hinaus reguliert Noto
Komponenten anderer Signalwege, die an der Morphogenese beteiligt sind. Eine
davon konnte Nphp3 sein. Daher konnte der PCP-Signalweg durch Noto beeinflusst
werden und an der Morphogenese des Primitivknotens beteiligt sein.

Zur weiteren Differenzierung der Funktionen von Noto und Foxj7 und zum
Verstandnis, wie Noto die Knotenmorphogenese reguliert, wird das Noto™d/</Foxtki
Allel weiter analysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Foxj1 ein wichtiger Effektor von Noto
ist. Durch Foxj1 werden Aspekte der Ziliogenese im Primitivknoten reguliert. Noto
reguliert dariber hinaus Aspekte der Primitivknotenmorphogenese.
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