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Einleitung 1

1 Einleitung

Als extrazellulire Matrix (ECM) wird die Grundsubstanz bezeichnet, in die tierische Zellen
eingebettet sind. Hauptsichlich besteht sie aus Proteinen, die von einem wasserreichen Gel
aus Polysacchariden und Proteoglykanen umschlossen werden. Sie wird von den umliegenden
Zellen sekretiert und geformt. Je nach Art des Gewebes wird die ECM aus unterschiedlichen
Komponenten gebildet und kann so verschiedene biologische und auch strukturelle Funktio-
nen tbernehmen. Eine Kalzifizierung der Matrix fihrt beispielsweise zu sehr harten Struktu-
ren wie Knochen oder Zihne. Sie kann zugfeste, seilartige Strukturen bilden (Sehnen), in
amorpher Form auftreten (Knorpel), vollstindig durchsichtig sein (Kornea), ein fibrillires
Netzwerk bilden (Bindegewebe) oder als eine diinne, dichte, mattenartige Struktur auftreten,

die als Basalmembran (BM) bezeichnet wird.

1.1 Die Basalmembran

BM bilden als diinne, mattenartige Suprastruktur aus Matrixmolekiilen die Grenzfliche
zwischen Epithelien, bzw. Endothelien und dem Bindegewebe. Sie umgeben weiterhin
Muskel-, Schwannsche- und Fettzellen. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind BM

als schichtartige Strukturen mit einer Dicke von ca. 50-100 nm erkennbar (Abb. 1-1).

Abb. 1-1 Elektronenmikroskopische Aufnahme
der Basalmembran

in der Hornhaut eines Hithnerembryos. Die Epit-
helzellen (Ep) stehen im Kontakt mit der Oberfld-
che der dinnen, mattenartigen BM. Sie trennt das
Epithel von darunter liegenden Zellen und dem
Bindegewebe (CT). Der schwarze Balken entspricht
10um (Aufnahme aus Alberts et al., 1994; S.990).




Einleitung 2

Die BM hat wichtige Funktionen in der Kompartimentierung und Erhaltung von Zellphino-
typen. BM besitzen mechanische Stabilitit und bilden daher eine physikalische Grundlage fiir
die Strukturen, die ihnen aufgelagert sind. Sie ist in diesem Zusammenhang fur die Polarisie-
rung der Epithelien von besonderer Bedeutung und liefert morphologische Stimuli fir Gewe-
bebildung, -erhaltung und -umstrukturierung. In diesem Zusammenhang ist ihre Fahigkeit
diffundierende Substanzen, wie z.B. Wachstumsfaktoren, zu speichern von besonderer Be-
deutung. Weiterhin besitzt sie organisierende und unterstitzende Funktionen fir wandernde
Zellen und Axone. Im allgemeinen stellt sie eine Barriere fiir Zellen auller Makrophagen,
Lymphozyten und metastasierende Tumorzellen dar. In der Niere hat eine ungewdchnlich
dicke BM eine Filterfunktion und verhindert das Ubertreten von Makromolekiilen aus dem
Blut in den entstehenden Urin. Hier scheint zusitzlich die hohe negative Ladung der BM beim

Filterprozess eine Rolle zu spielen (Lindblom & Paulsson, 1996; Aumailley & Gayraud, 1998).

1.2 Der molekulare Aufbau der BM

Mehr als 20 Gene, die fur BM-Komponenten kodieren, sind bisher identifiziert und charakte-
risiert worden (Timpl & Brown, 1996; Erickson & Couchman, 2000). Die meisten BM-Pro-
teine haben eine GréBe von 100-500 kDa mit komplexer, modularer Struktur und sind oft
glykosyliert. Sie werden von Endothel-, Epithel- und Mesenchymzellen produziert und sezer-
niert. Erst im extrazelluliren Raum bildet sich die BM durch Verknipfung der Komponenten
zu Netzwerken (Thomas & Dziadek, 1993). Die Zusammensetzung verschiedener BM kann
sehr unterschiedlich sein. In allen BM kommen jedoch die Komponenten Laminin, Nidogen,
Kollagen IV und Petlecan vor. Laminin (siche 1.2.2) und Kollagen IV (siche 1.2.1) treten in
verschiedenen Isoformen auf und polymerisieren beide selbstindig zu groflen Netzwerken.
Die beiden Netzwerke werden durch Wechselwirkungen mit den Proteinen Nidogen, Perlecan
und Fibulin miteinander verbunden und stabilisiert (Fox et al., 1991; Timpl & Brown, 1996).
Im Allgemeinen besitzen die meisten Komponenten der BM die Fihigkeit sich zu einer Uber-
Struktur (Suprastruktur) zu formieren und andererseits Zellen zu organisieren. Wobei erstere
Fihigkeit wohl zur letzteren fithrt (Yurchenco & O’Rear, 1994). Einer Ubersicht einiger
Wechselwirkungen die zum Aufbau der BM fithren ist in Abb. 1-2 dargestellt.

Viele andere Proteine der BM, bzw. der ECM und deren Wechselwirkungen kénnen hier im
Detail nicht dargestellt werden. Hierzu zahlen beispielsweise das Fibronectin (Schwarzbauer &
Sechler, 1999), die Tenascine (Jones & Jones, 2000), das Fibrillin (Handford, 2000), das Elastin
(Tatham & Shewry,2000) und das BM-40/SPARC/ Osteonectin (Lane & Sage, 1994; Brekken
& Sage, 2000), welche teilweise einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Struktur und

Verkntipfung der BM mit der umliegenden ECM, oder den anliegenden Zellen, haben.



Einleitung 3

Im folgenden gehe ich auf die hdufigsten Proteine der BM ein, beginnend mit dem Kollagen
IV aus der Superfamilie der Kollagene (Brown & Timpl, 1995; Ricard-Blum ¢t al., 2000)

E 4

collagen VII

integrins al1fl, a2f1
BM-40

NETWORK <—

(self assembly)
—> NETWORK

(self assembly)

-

Abb. 1-2 Schematische Darstellung molekularer Wechselwirkungen,
die fur die molekularer Architektur der BM sowie die Integration anderer Liganden entscheidend sein kénnen
(nach Timpl & Brown 1996).

1.2.1 Das Kollagen IV

Kollagen kann aus dem griechischen Wort fiir ,,LLeim erzeugen® abgeleitet werden. Charakteri-
stisch fiir Kollagene ist, dass sich drei Polypeptidketten, mit mehrfachen Gly-X-Y Wiederho-
lungen, zu einer Dreifachhelix (Tripelhelix) zusammenfiigen (Brown & Timpl, 1995). Bei Sdu-
getieren ist es das haufigste Protein und macht ca. Y4 des Gesamtproteingewichts aus. Die
Familie der Kollagene lisst sich in verschiedene Gruppen einteilen, z.B. bilden manche lingli-
che, fibrilldre Strukturen (Typen I, II, III, V und XI). Es gibt aber auch Kollagene, wie z.B. das
Kollagen IV, die keine fibrilldre Struktur bilden und die wiederum in verschiedene Unterklas-
sen aufgeteilt werden. Das Kollagen IV als Hauptbestandteil der BM, polymerisiert zu einem

Netzwerk.

Kollagen IV ist ein Heterotrimer, welches meistens aus zwei Kollagen a1(IV)-Ketten und
einer Kollagen 02(IV)-Kette aufgebaut ist. Jede dieser Ketten hat eine GroB3e von ~180 kDa.

(Timpl & Brown, 1996). Die Kollagen a(IV)-Ketten treten als verschiedene Isoformen auf.



Einleitung 4

Die bisher charakterisierten Kollagen a1(IV)—a6(IV)-Ketten zeigen teilweise eine gewebespe-
zifische Expression. Die Ketten werden nach der Sekretion nicht proteolytisch gespalten, son-
dern behalten Regionen, die keine Dreifachhelix bilden. Jede der Kollagen a(IV)-Ketten ist
aus drei unterschiedlichen Dominen aufgebaut:

1) Eine 7S-Domine, welche aus einem N-terminalen, nicht-helikalen Bereich mit einer an-
schlieBenden helikalen Region gebildet wird. 2) Eine 360nm lange dreifach-helikale Domine.
3) Fine C-terminale globulire Domaine, welche auch als NC1-Domine bezeichnet wird
(Timpl et al., 1981). Die helikale Region beinhaltet 20-25 Unterbrechungen der, fur die
Superfamilie der Kollagene tblichen, Gly-X-Y Wiederholungen, was zu UnregelmiBigkeiten
der spiter, gebildeten dreifach Helix fihrt. Durch diese UnregelmiBigkeiten besitzt Kollagen
IV eine relativ flexible Struktur. Die einzelnen Kollagen a0(IV)-Ketten interagieren nach ihrer
Translation zuerst tber ihre C-terminalen, globuliren NC1-Regionen. Diese Verkniipfungen
werden durch intermolekulare Disulfidbriicken verstirkt. Die Dreifachhelix wird gerichtet

vom C- zum N-terminalen Ende aufgebaut.

Die Kombination verschiedener Wechselwirkungen fiihrt zum Aufbau eines unregelmifigen
Kollagen IV-Netzwerkes (Abb. 1-3). Vier Kollagen IV-Molekiile binden an ihren 7S-
Dominen und bilden spinnenférmige Strukturen (Kiihn et al., 1981). Jeweils zwei Molekiile
konnen uber ihre NC1-Dominen interagieren (Timpl €t al., 1981). Der bisher beschriebene

Aufbau wird durch intermolekulare Disulfidbricken und Lysinverkniipfungen stabilisiert
(Abb. 1-3; Weber et al., 1988; Siebold et al., 1988). Dieses Netzwerk scheint fiir die

mechanische Stabilitit der BM verantwortlich zu sein (Kthn, 1994).

Abb. 1-3 Das Kollagen 1V-Netzwerk
assembliert, selbstindig durch  verschiedene
Wechselwirkungen. Die N-terminalen 7S-Seg-
mente bilden Tetramere (1). Die C-terminalen
NC1-Dominen bilden Dimere (2). Die Struktur
wird durch intermolekulare Disulfidbriicken und
Lysinverkntipfungen verstirkt (3). (Abb. nach
Timpl & Brown, 1996)
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1.2.2 Die Familie der Laminine

Laminine sind Heterotrimere aus einer 0—, einer 3— und einer y-Kette , welche miteinander zu
einer meistens kreuzférmigen Struktur assoziieren. Das Molekulargewicht der Heterotrimere
schwankt von unter 500 kDa bis knapp 1.000 kDa. Bisher wurden fiinf a—Ketten (a1-0a5),
drei B-Ketten (B1-B3) und drei y-Ketten (Y1-y3) im Siugetier beschrieben, wobei
mindestens drei Ketten (02, 03 und Y3) in verschiedenen Spleissformen vorkommen. Von
den 45 Kombinationsméglichkeiten (ohne Spleissvarianten) zur Trimerbildung wurden jedoch

erst 12 Isoformen mit gewebespezifischen Expressionsmuster gefunden (Engel, 1992; Timpl,

1996; Aumailly & Gayraud, 1998; Koch ¢t al., 1999; Colognato & Yurchenco, 2000).

ol

CTTTT AT Abb. 1-4 Schematische Darstellung des

| Vi y EU Laminin-1 Heterotrimers.
: v : Laminin-1 wird aus den Laminin 01-, 31- und y
(A 4 (O R 'I 1-Ketten aufgebaut. Einzelne Teilfragmente
: | werden durch die Proteasen Elastase (E) und

! Tt \ Pepsin (P) definiett.

E4 El\i : | Die C-terminalen kurzen Arme sind fir die
Ty -qv" u gz : Polymerisierung zu einen Netzwerk verant-
1 ' ! ! 1 wortlich. Von besonderer Bedeutung hierfir
B G B ——— ~o 'Y sind globulire Regionen die als LN Module
Self Self bezeichnet werden (Kreise in den E1,E4 und

assembly assembly E10-Fragmenten). Die N-terminalen Regionen

bilden eine dreifach Helix (,,coiled-coil“ Do-
mine). Weiterhin bildet die N-terminale Region
Melli Collagen IV der al-Kette fiinf globulire (LG) Module, die
fur vielfiltige Bindungseigenschaften, z.B. mit
Integrinen, verantwortlich sind (Kreise in E8
, Fragment).

I Besonders zu berticksichtigen ist hier die
: Nidogen-Bindungsstelle auf dem proteolytische
i Fragment E1/P1. Nidogen bindet hier an ein
}

[

: E8: Heparin
L2-glycolipid

G E3: Heparin EGF-ihnliches Modul: yIITI4 der yl Kette
Perlecan . .

U T Fibulin-1 (Pfeil von Nidogen).
Sulfatides

Laminin-1 (Abb. 1-4), bestehend aus den Ketten 1 (ca. 400 kDa), 1 und Y1 (je ca. 300 kDa),
war das erste identifizierte, sequenzierte und untersuchte Laminin (Timpl et al., 1979; Engel et
al, 1981; Sasaki et al., 1987, 1988). Es wird vorwiegend in der frihen Embryogenese
exprimiert, wo es schon in der Blastozyste nachgewiesen werden kann (Dziadek & Timpl.,
1985; Shim ¢t al., 1996). Die N-terminalen Enden der O1-, 31- und y1-Kette bilden drei kurze
Arme, welche fiir die reversible, Ca’*-abbhingige Polymerisierung verantwortlich sind
(Paulsson, 1988; Timpl & Brown 1996). Der lange Arm wird durch die O-helikalen, C-

terminalen Abschnitte der einzelnen Ketten gebildet, welche zu einer Dreifachhelix (,,coiled
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coil“-Domine) assoziieren. Diese Struktur wird durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen
sowie intermolekulare Disulfidbriicken stabilisiert. Die selbststindige Polymerisierung zu einem
regelmiBigen, hexagonalen Netzwerk erfolgt inVitro bei einer Konzentration von 70-140 nM. Die
Polymerisierungskonzentration in Vivo wird sehr wahrscheinlich durch Wechselwirkungen mit
membranstindigen Rezeptoren herabgesetzt, z.B. durch O-Dystroglycan oder verschiedene
Integrine (Cohen et al., 1997; Henry et al., 1998). Die Polymerisation kann zusitzlich durch
verschiedene Faktoren beeinflusst werden, z.B. durch Heparin, Glykosaminglykane und

anliegende Zellmembranen (Colognato & Yurchenco, 2000).

1.2.3 Nidogen-1 /7 Entactin-1

Die Isolierung des Glykoprotein Nidogen-1, bzw. Entactin-1 erfolgte aus dem Maus
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Tumor (Timpl et al, 1983), bzw. aus eciner BM-
produzierenden Zellinie (Carlin et al., 1981). Durch komplette Sequenzierung beider Proteine
konnte gezeigt werden, dass sie identisch sind (Durkin et al., 1988, Mann et al., 1989); trotzdem
werden beide Namen weiterhin getrennt in der Literatur verwendet. Im folgenden wird der
Name Nidogen gebraucht. Das murine (Durkin et al., 1988; Mann et al., 1989) und humane
(Nagayoshi et al., 1989) Nidogen-1 Gen konnte kloniert und sequenziert werden. Die Proteine
haben ecine GréBe von 1245 (Maus), bzw. 1247 (Mensch) Aminosduren und sind zu 85%

identisch.

Die Genstrukturen und chromosomalen Lokalisationen des humanen und des murinen
Nidogen- 1 sind bekannt. Sie bestehen aus jeweils 20 Exons, die sich tiber mindestens 65 kb,
im Fall des murinen (Durkin et al., 1995), oder tiber mindestens 90 kb, im Fall des humanen
(Zimmermann ¢t al., 1995) Nidogen-1 Gens, erstrecken. Das murine Nidogen-1 Gen liegt auf
dem Chromosom 13, wo es sich in einer Kopplungsgruppe mit der beige Mutation befindet.
Bei deren entsprechenden orthologen Mutation im Menschen handelt es sich um eine seltene,
rezessive Erberkrankung (Jenkins et al, 1993). Das humane Nidogen-1 wurde auf dem
Chromosom 1 lokalisiert, wo sich jedoch keine weiteren Orthologien zu dem Maus

Chromosom 13 finden lassen (Olsen et al., 1989).

1.2.3.1 Das Glykoprotein Nidogen hat einen modularen Aufbau

Durch Ultrazentrifugation wurde ein Molekulargewicht des nativen Nidogen-1 von 148 kDa
gemessen (Paulsson et al., 1986), SDS-PAGE Analysen zeigen eine GroBe von 141 kDa (im
reduzierten) und 158 kDa (im nichtreduzierten) Zustand. Diese Daten in Verbindung mit

elektronenmikroskopischen Experimenten zeigen, dass es sich bei Nidogen-1 um eine
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einzelne Polypeptidkette handelt, die sich zu einer linglichen Struktur faltet (Mayer & Timpl,
1994). Es ist ein Glykoprotein mit einem Zuckeranteil von 5% (Carlin ¢t al., 1981). Der
Glukosamin- und Galaktosamin-Anteil, lasst auf zwei N- und ca. sieben O-Glykosylierungs-
stellen schlieBen (Fujiwara et al., 1993). Weiterhin findet eine O-Sulfatierung von ein bis zwei

Tyrosinseitenketten statt (Paulsson ¢t al., 1985).

Durch elektronenmikrokopische Strukturanalysen mit rekombinanten Nidogen-1 konnte
gezeigt werden, dass es aus drei globuliren Dominen, G1-G3, aufgebaut ist, die von zwei
gestreckten Dominen verbunden werden (Fox et al., 1991; Abb. 1-5). Die gestreckte
Verbindungsregion zwischen der G1- und der G2-Domine zeigt eine gewisse Flexibilitit,
welche die Verbindungsregion zwischen der G2- und G3-Domine nicht aufweist. Die
Gesamtlinge des Proteins wurde in dieser Strukturanalyse auf 30 nm geschitzt. Weiterhin
zeigt das Nidogen-Protein einen modularen Aufbau, mit sechs Modulen die eine Ahnlichkeit
mit dem epidermalen Wachtumsfaktor (EGF) und einem Modul das eine Ahnlichkeit mit
Thyroglobulin (TY) zeigt (EGF-dhnliches Modul, bzw. TY-ihnliches Modul; Mann ¢t al.,
1989; Mayer & Timpl, 1994). Ein weiteres Modul, welches Ahnlichkeit mit dem Rezeptor fiir
Lipoproteine geringer Dichte (LDLR) zeigt, befindet sich am C-terminalen Ende des
Nidogen-Proteins (fiir eine Ubersicht der verschiedenen Module siehe Bork ét al., 1996). In
dieser LDLR-dhnliche Region befinden sich sechs charakteristische YWTD-Wiederholungen
(Springer, 1998).
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Abb. 1-5 Schematische Darstellung der Primarstruktur und der Bindungseigenschaften des Nidogen-1
A) Schematische Darstellung der Primirstruktur des Nidogen-1 und die Zuordnung der einzelnen Dominen und
Module. Das Nidogen-1 ist aus drei globuldren Dominen (G1-G3; durch waagrechte Striche markiert) aufgebaut
(siche auch B), die durch zwei stibchenférmige Dominen (flexibles Verbindungsstiick und steifes
Verbindungsstiick) miteinander verbunden werden. Diese Dominen kénnen in Module unterteilt werden. Im
Nidogen-1 befinden sich sechs EGF-dhnliche Module (EGI1-6, graue Rauten), von denen zwei eine Konsensus-
Sequenz fiir Kalzium-Ionen (Ca?*)-Bindung tragen (helle Kreise), und ein Thyroglobulin-dhnliches Modul (TY,
hellgraues Rechteck). Am C-terminalen Ende befindet sich weiterhin eine Lipoprotein-Rezeptor-dhnliche Region
(LDLR; dunkelgraues Rechteck), an welche sich das EGF6- Modul anschliesst. Das EGF-Modul 2 trigt eine
RGD-Konsensussequenz, welche fiir die Bindung mancher Integrine verantwortlich ist. Am N-terminalen Ende
befindet sich eine Transport-Signalssequenz (S).

B) Schematische Darstellung der Dominenstruktur des Nidogen-1. Die fassférmige G2-Domine wird durch 11

[-Faltblitter gebildet, durch deren Hohlraum sich eine O-Helix zieht. Sie ist verantwortlich fiir die Bindung an
Perlecan und Kollagen IV. Die G3 Domine bildet einen sechsblittrigen [B-Propeller Sie bindet Petlecan,
Kollagen TV und die Laminin y1 Kette. Uber die Struktur und Funktion der G1 Region ist kaum etwas bekannt.
(Abb. nach Liddington, 2001; Bindungsstellen nach Ries et al., 2001).

1.2.3.2 Nidogen ist sehr sensitiv gegenuber proteolytischen Abbau

Isoliertes und rekombinantes Nidogen-1 zeigt eine starke Sensitivitdt gegeniiber Proteasen. In
der flexiblen Verbindung zwischen den globuliren Dominen (G1-G3) konnten mehrere
Protease-Schnittstellen lokalisiert werden, z.B. fir Matrilysin, Thrombin, Plasmin und
Stromelysin (Mayer 6t al, 1993a). Bei Proteinextraktionen treten hauptsichlich zwei groB3e
Teilfragmente (130kDa und 100kDa) auf, die durch unbekannte endogene Proteasen generiert
werden. Diese Proteolyse kann nur partiell durch Proteaseinhibitoren und stark
denaturierenden Losungsmittel verhindert werden. Diese endogenen Proteasen kénnten daher

einen entscheidenden Einfluss auf die biologische Aktivitit des Nidogen-1 haben. So kann
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z.B. durch immunhistologische Untersuchungen maligner Melanome wihrend ihrer Invasion
der Haut, ein schneller Verlust der Nidogenepitope im Gegensatz zu den Lamininepitopen
gezeigt werden (Schmoekel et al., 1989). Das Nidogen-1 Protein wird jedoch durch seine
Bindung an Laminin stabilisiert. Beweise hierfiir lieferten in Vitro Experimenten, in welchen
gezeigt werden konnte, dass nach einer Bindung von rekombinanten Nidogen-1 mit
Laminin-1, die Spaltung des Nidogen-1 durch Thrombin verhindert und die Aktivitit anderer

Proteasen in der G3-Domine herabgesetzt wurden (Mayer & Timpl, 1994).

1.2.3.3 Nidogen-Expression und Lokalisation

Die Nidogenproduktion findet hauptsichlich in mesenchymalen Gewebe statt (Eckblom ¢t al.,
1994). Das Protein kann bereits frith in der Mausentwicklung im kompaktierten 8-16
Zellstadium nachgewiesen werden, d.h. kurz nach dem FEinsetzen der Laminin-Expression
und bevor die erste BM gebildet wird (Dziadek & Timpl, 1985; Dziadek, 1995). Spiter findet
sich das Protein in allen BM die neu gebildet werden und in einigen anderen
Gewebekompartimenten (Wu et al., 1983; Dziadek & Timpl, 1985). Wihrend der
Embryonalentwicklung kann Nidogen-1 aus unterschiedlichen Geweben als die BM-Proteine
Laminin und Kollagen IV sekretiert werden, was eine Kooperation verschiedener Zelltypen

bei der Bildung der BM notwendig macht (Mayer & Timpl, 1994).

1.2.3.4 Nidogen hat eine zentrale Rolle in der Organisation der BM

Da sowohl Kollagen 1V, als auch Laminin-1, selbstindig zu Netzwerken polymerisieren und
Nidogen beide Strukturproteine binden kann, wurde dem Nidogen eine wichtige Rolle in der
Verkntipfung der beiden Netzwerke zugesprochen. Biochemische Studien zeigen, dass
Nidogen mit Laminin einen stabilen, nicht-kovalenten Komplex bildet (Dziadek & Timpl,
1985). Diese Bindung zeigt ein stochiometrisches 1:1 Verhiltnis in der embryonalen Matrix
und im EHS Tumor (Dziadek & Timpl, 1985), und einen Uberschuss an Nidogen in der BM
adulter Tiere (Mohan & Spiro, 1986). Mit einer Dissoziationskonstante (K;) von ~0,5nM hat
die Wechselwirkung der beiden Proteine eine sehr hohen Affinitit (Fox et al., 1991). Das
Nidogen-Epitop auf der Laminin yl-Kette konnte auf ein einzelnes EGF-dhnliches Modul
(LE) ecingegrenzt werden: LE Yy1II14 (Abb. 1-4; Gerl et al., 1991; Mayer et al., 1993 b). Dieses

Epitop der Laminin yl-Kette ist in Mensch und Drosophila melanogaster konserviert (Mayer &
Timpl, 1994). Ausgehend von der Strukturbestimmung des LE-Moduls konnte durch
gerichtete Punktmutationen drei Aminosduren identifiziert werden, die fur die Bindung

essentiell sind (Stetefeld et al., 1996). Durch Bindungsstudien mit rekombinanten Nidogen
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konnte die G3 Domine als Bindungsstelle fiir die Laminin Y1-Kette identifiziert werden (Abb.
1-5 B). Das sechste EGF-dhnliche Modul ist hier wichtig fir die Bindung, da eine
rekombinante Nidogen-Form bei der dieses EGF-Modul fehlt, eine 30-fache Reduktion der
Bindungsstirke zeigt (Fox et al., 1991). Ob jedoch nur der C-terminale Teil der G3-Domaine

fir die Laminin Bindung verantwortlich ist, muss tberprift werden (Mayer €t al., 1998).

Die Nidogen-Epitope des Kollagen IV konnte mit Hilfe elektronenmikroskopischer
Aufnahmen des Nidogen-Kollagen IV-Komplexes identifiziert werden. Ein Epitop konnte auf
der tripelhelikalen Region, ungefihr 80 nm entfernt von der C-terminalen NC1-Domine,
identifiziert werden. Eine weiteres, schwicheres Epitop befindet sich in einer Entfernung von
ca. 200nm (Aumailly et al., 1989). Auf der anderen Seite wurde als Kollagen IV-Epitop des
Nidogen-1 die G2-Domine verantwortlich gemacht (Reinhardt et al., 1993). Die G3-Domine
allein, aber auch mit dem Verbindungssttick, zeigt auch eine Bindung mit Kollagen IV, welche
jedoch wesentlich schwicher als die Laminin Bindung ist (Mayer & Timpl, 1994). Durch die
raumliche Trennung der Laminin und der Kollagen IV Bindungsstelle ist es somit fiir Nidogen

moglich Dreifach-Komplexe zu bilden (Fox et al., 1991; Aumailley ¢t al., 1993).

Die Summe der in Vitro-Analysen fiihrte zu einem Modell, in welchem Nidogen eine zentrale
Rolle in der Organisation der BM einnimmt (Abb. 1-2). Das Hauptargument hierfir war die
Fihigkeit des Nidogens Dreifachkomplexe mit Laminin und Kollagen IV, bzw. Petlecan
(Mayer ¢t al., 1995) zu bilden. Dieses vereinfachte Bild wird jedoch der Komplexitit der
vielfiltigen, zusitzlichen Bindungsmoglichkeiten, z.B. mit den Fibulinen (sieche 1.2.5), des
Nidogens nicht gerecht (Mayer & Timpl, 1994). Durch in Vivo Analysen miissen diese

Funktionen tberpriift werden.

Erste Experimente zur Analyse der biologischen Relevanz der Nidogen-Laminin
Wechselwirkung waren zu Beginn dieser Doktorarbeit bekannt. In Organkulturen konnte die
Interaktion von Nidogen mit Laminin durch einen spezifischen Antikérper gegen das LE-
Epitop verhindert werden. Es traten fehlerhafte Verzweigungen in den Alveolengingen der
Lungenanlagen, sowie der Nieren- und Speicheldrisenkanilchen auf (Eckblom et al., 1994;
Kadoya et al., 1997). Dieses Experiment zeigt weiterhin, dass die Nidogen-Laminin
Wechselwirkung erst im extrazelluliren Bereich stattfindet, da der AK nur dort Aktivitit

zeigen kann.

Experimente mit mutierten embryonalen Stammzellen-(ES)-Zellen, denen die Gensequenz fur
das Nidogen-Bindungsepitop der Laminin Yyl-Kette, das LE ylI1I4-Modul, gezielt entfernt
wurde, zeigen ein Laminin-Expressionsmuster, dass der Wildtyp-Form entspricht. Weiterhin

ist die Lamininstruktur in EM-Aufnahmen nicht von der WT Form zu unterscheiden. Die
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Fihigkeit Nidogen zu binden hat das mutierte Laminin-1 Trimer jedoch vetloren (Poschl etal.,
1996; Mayer ¢t al., 1998). Homozygot mutante ES-Zellen, die nur die mutierte Laminin Yyl
Kette exprimieren, zeigen keine Unterschiede in der Differenzierung im Vergleich zu WT-ES
Zellen. Es bleibt interessant abzuwarten, welche Aufschliisse tiber die in Vivo-Funktion der
Nidogen-Bindungsstelle in der Laminin Yl-Kette eine, aus diesen ES-Zellen hergestellte,

transgene Maus geben kann (Mayer et al., 1998).

1.2.4 Die Proteoglykane (PG)

Als Proteoglykane (PG) werden Proteine bezeichnet, an deren Peptidteil eine oder mehrere
Glykosaminglykan (GAG)—Seitenketten, an spezifischen Serinseitenketten, kovalent gebunden
sind. GAG sind unverzweigte Polysaccharidketten, die alternierend aus Uronsiure und
Hexosamin-Molekiilen aufgebaut sind. Eine Untergruppe der Proteoglykane wird als BM-
Proteoglykane bezeichnet und enthalt inzwischen finf Mitglieder: Perlecan, Agrin, Leprecan,
Bamacan und Kollagen XVIII (Iozzo, 1998; Erickson & Couchman, 2000). Letzteres PG ist
von besonderem Interesse aufgrund eines 22 kDa-Peptids in seiner C-terminalen Region,
welches die Bildung von Blutgefilen (Angiogenese) hemmt und als Endostatin bezeichnet

wird (O’Reilly et al., 1997).

Das haufigste PG ist das Perlecan. Es wurde urspriinglich aus dem Maus Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS)-Tumor, der grole Mengen der BM-Proteine produziert, isoliert (Paulsson et al.,
1987). Es besteht aus einem 80 nm langen Kernprotein (ca. 400 kDa). Dieses ist aus sechs
globuliren Regionen, die mit stibchenférmigen Regionen alternieren, aufgebaut. Drei GAG-

Ketten sind kovalent mit dem N-Termius verkntpft (Abb. 1-6; lozzo, 1998).

Wihrend der Embryogenese der Maus ist Perlecan bereits im 2-Zellstadium nachweisbar und
kann in der fortschreitenden Entwicklung vor allem in Blutgefi3winden, sich entwickelnden
Herzen wie auch Skelettmuskel detektiert werden. Ein signifikanter Anstieg des
Expressionsniveaus findet schlieBlich in der Organogenese von Leber, Lunge, Niere, Milz,
dem Gastrointestinaltrakt wie auch Knorpel statt (Handler et al., 1997). Petlecan besitzt
aufgrund seiner frithen Expression, der Proteinstruktur und der Gewebelokalisierung eine
besondere Bedeutung in der Embryogenese. Hier ist die Fahigkeit des Perlecans
Wachstumsfaktoren, z.B. FGF-2 und TGF-3, zu binden und zu sammeln von besonderer
Bedeutung (Iozzo, 1998). Weiterhin besitzt das Perlecan eine stimulierende Wirkung auf das
Wachstum und die Beweglichkeit von Tumorzellen, sowie die Permeabilitit von BM in den

Nierenglomerulie (Iozzo, 1998). Diese Hinweise auf die Wichigkeit des Perlecans wihrend der
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Embryonalentwicklung und in verschiedenen physiologischen Prozessen, machen die in vivo-

Analyse einer Perlecan-defizienten Mauslinie sehr interessant.

Abb. 1-6 Skizze des Perlecan Molekils. Es ist aus sechs globuldren Dominen aufgebaut die, dhnlich wie eine
Perlenkette angeordnet sind (daher auch der Name). Drei GAG-Ketten sind kovalent mit dem N-terminalen
Abschnitt verbunden.

1.2.5 Die Proteinfamilie der Fibuline

Die Fibuline (FB) zihlen zu den mikrofibrilliren Komponenten der ECM. Ihre zentrale,
stibchenférmige Domine enthilt mehrere Kalzium-bindende EGF-dhnlichen-Module. Bisher
sind funf Isoformen beschrieben worden (Kowal et al., 1999 [FB-5]; Giltay et al., 1999 [FB-3
und -4]; Pan ¢t al., 1993 [FB-2]; Kluge ¢t al., 1990 [BM-90, spiter FB-1]). Fibulin-1 und -2
wurden durch immunhistologische Firbungen in BM und Winden der Blutgefile adulter
Miuse nachgewiesen (Kluge et al., 1990; Pan et al., 1993). Im Vergleich mit Fibulin-1 zeigen die
Fibuline-3 und —4 eine verschiedene, aber tUbetlappende Verteilung (Giltay et al., 1999), was
auf unterschiedliche Funktionen der einzelnen Fibulin schliessen lif3t. Erste Hinweise auf die
biologische Funktion geben in Vitro Bindungsstudien der Fibuline-1 und —2. Bindungen mit
Fibronectin und verschiedenen BM Proteinen, wie Laminin, Kollagen IV und Nidogen
konnten nachgewiesen werden (Brown et al., 1994; Adam et al., 1997; Sasaki et al., 1995). In
ihren Bindungseigenschaften unterscheiden sich Fibulin-1 und -2 geringfiigig (Utani et al.,

1997).

1.3 Zelloberflachenrezeptoren

In Kapitel 1.2 wurde hauptsichlich die Selbstassemblierung (,,vertikale Verkipfung®) und der
dadurch entstehende molekulare, heteropolymere Aufbau der BM besprochen. Nun soll im
folgenden, kurz die Verbindung der BM mit den Zellen iiber die bekanntesten Rezeptoren
(,horizontale Verkniipfung®), der Integrine und Dystroglycan, erliutert werden. Die
dynamische Verbindung der vertikalen und der horizontalen Veknipfung fiihrt zum Aufbau

der BM (Colognato & Yurchenco, 2000; Schwarzbauer, 1999; Yurchenco & O’Rear, 1994).
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1.3.1 Integrine

Integrine sind eine grofle Familie von membranstindigen Rezeptoren. Sie sind aus zwel

Untereinheiten aufgebaut, einer 0 und einer 3 Kette, die nicht kovalent miteinander assoziiert
sind. Jede dieser Untereinheiten besitzt eine gro3e extrazellulire Domine, ein Transmembran-
Segment und einen kurzen intrazelluliren Abschnitt. Uber zwanzig verschiedene
Heterodimere wurden bisher in der Literatur beschrieben (Arcangelis & Georges-Labouesse,
2000). Viele genetische Untersuchungen an Miusen, bzw. ES Zellen, denen einzelne Integrin-
Ketten fehlen, wurden durchgeftihrt. Die Analysen weisen darauf hin, dass die einzelnen
Integrine relativ wenig dhnliche, tberschneidende, sondern viele unterschiedliche, begrenzte
Funktionen besitzen (Fissler et al., 1996). Zu den BM-Bindungspartnern der Integrine zihlen
u.a. Kollagen IV (Eble ¢t al., 1993), Laminine (Aumailley et al., 1996; Schwarzbauer, 1999) und
Perlecan (Battaglia et al., 1993; Brown et al.,1997). Durch Aminosiuresequenz-Analysen der
Integrin-Bindungstellen verschiedener Proteine konnten eine Reihe bindungsaktiver Regionen
(meist drei bis sechs Aminosduren) identifiziert werden. Eines der bekanntesten Motive ist das
Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD), welches mit mehreren der bislang gefundenen Integrine
interagieren kann (Ruoslahti, 1996). Eine Besonderheit der Integrine ist, dass sie Signale in
beide Richtungen der Zellmembran weitergeben koénnen. Die Bindungsaktivitit der
verschiedenen Integrine wird aus dem Inneren der Zelle reguliert ("inside-out signaling").
Wihrend durch die Bindung mit ECM Molekiilen auch Informationen an das Innere der Zelle
weitergegeben werden ("outside-in signaling”; Giancotti & Ruoslathi, 1999). Ein wichtiger
Schritt in der Signalkette ist das Zusammenlagern mehrerer Integrine, wenn sie ECM
Molekiile gebunden haben. Manche Integrine sind tber ihre kurzen, zytoplasmatischen C-
Termini Giber verschiedenen Adapterproteinen mit dem Actin-Zytoskelett verbunden. Durch
die Wechselwirkungen organisiert sich die ECM auf der einen Seite und das Zytoskelett auf
der anderen Seite der Zellmembran (Colognato et al., 1999). Diese strukturierende Eigenschaft
der Integrine (daher auch der Name) wird auch eine besondere Bedeutung in der Bildung des

polygonalen Netzwerkes der BM zugesprochen (Schwarzbauer, 1999).

1.3.2 Dystroglycan

Ein weiterer, wichtiger Rezeptor fiir verschiedene BM-Proteine ist das Dystroglycan. Es
wurde erstmals aus Skelettmuskel isoliert, wo es ein zentrales Element des Dystrophin-
Glykoproteinkomplexes ist (Ervasti et al., 1990). Es besteht aus einer extrazelluliren O-
Untereinheit (156 kDa), die mit einer transmembranen 3-Untereinheit (43kDa) verbunden ist.

Die a-Untereinheit bindet an die C-terminalen, globulidren Module (LG-Module) der Laminin
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al-Kette (Gee et al., 1993). Diese Region ist in allen funf, bekannten Laminin 0-Ketten sehr
konserviert. Dystroglycan hat somit die Fahigkeit alle bekannten Laminin-Trimere zu binden.
Es kann weiterhin noch die LG-Module der Proteoglykane Agrin und Perlecan binden (Timpl
et al., 2000). Auf der zytoplasmatischen Seite ist die B-Untereinheit Uber das Protein
Dystrophin mit dem Actin-Zytoskelett verbunden. Eine Verkntipfung der BM mit dem Actin-
Zytoskelett, tber Dystroglycan konnte im Skelettmuskel nachgewiesen werden (Ervasti &
Campell, 1993). In Zellkulturexperimenten konnte weiterhin gezeigt werden, dass
differenzierende, Dystroglycan-defiziente ES-Zellen keine funktionsfihige BM bilden kénnen
(Henry et al., 1998). In diesem experimentellen Ansatz differenzieren ES-Zellen normalerweise
zu kugelférmigen, dreidimensionalen Zellaggregaten (embryoid bodies). Aggregate aus WT

ES-Zellen bilden eine BM und weisen verschiedene embryonale Gewebestrukturen auf.

1.4 Genetische Funktionsanalyse von BM-Proteinen

Mit Hilfe der Mausgenetik konnte die Funktion vieler Gene in Vivo analysiert werden.
Transgene Miuse konnen als Tiermodelle fur Krankheiten des Menschen dienen, mit deren
Hilfe z.B. Krankheitsmechanismen untersucht und neue Medikamente getestet werden
konnen. Voraussetzung hierfiir ist, neben der biologischen Ahnlichkeit zwischen Maus und
Mensch, dass sie vergleichbare, im groflen Malle tbereinstimmende genetische, bzw.
physikalische Karten besitzen (Copeland et al., 1993; Denny & Justice, 2000). So kann aus
invivo-Befunden von mutanten-Mauslinien Riickschlisse und Ansatzpunkte auf die
entsprechende Genfunktion im Menschen gezogen werden (Hardouin & Nagy, 2000). Als
Modellorganismus hat die Maus aber auch in der Grundlagenforschung fiir das Verstindnis

wichtiger biologischer Funktionen und Zusammenhinge einen sehr groBen Wert.

Unter der stindig wachsenden Zahl an gentechnisch verinderten Miusen, befinden sich auch
einige mit Mutationen in Genen, die fiir Proteine der BM, bzw. der ECM kodieren (Aszodi 6t
al, 1998; Gustafsson & Fissler, 2000). Genetische Funktionsanalysen von verschiedenen
mutanten Mauslinien, weisen beispielsweise auf die vielfiltigen und unterschiedlichen
Aufgaben der einzelnen Lamininketten und somit der entsprechenden Laminin-Trimere hin.

Untersucht wurden bisher transgene Mauslinien, denen die Laminin a2-, 03-, 05-, 32- oder

y1-Kette fehlt (Gustafsson &Fissler, 2000). Die folgende Zusammenfassung soll hier einen
kurzen Uberblick geben.

Miuse, denen die Laminin 02-Kette (d.h. folgende Laminin-Trimere konnen nicht gebildet
werden: Laminin-2, -4 und -12) fehlt, zeigen eine Muskeldystrophie (dystrophia muscularis, dy;

Miyagoe et al., 1997). Die Entfernung der Laminin B2-Kette (Laminin-3, -4, -7 und -11) fihrt



Einleitung 15

zu einer Nierenfehlfunktion (Noakes et al., 19952) und einer abnormaler Differenzierung
neuromuskulirer Verbindungen (Noakes €t al.1995b). Die Mause sterben bevor sie einen
Monat alt werden und haben erhéhte Proteinmengen im Urin (Proteinuria). Die
Nierenglomerulie dieser Tiere zeigen jedoch keine auffilligen, morphologischen
Verinderungen. Miuse mit fehlender Laminin 05-Kette (Laminin-10 und -11) sterben
wihrend der Embryonalentwicklung an morphologischen Fehlbildungen des Gehirns, der
Gliedmassen (Syndaktylie), der Placenta (Miner €t al., 1998) und der Nierenglomerulie (Miner
et al., 2000). Mutationen in den jeweiligen Ketten des Laminin-5 (03B2y2) bewirken alle eine
letale Blasenbildung der Haut (Burgenson & Christiano, 1997). Dieses Krankheitsbild ist beim
Menschen als Epidermolysis Bullosa (EB) beschrieben (Abb. 1-7). EB ist ein Sammelbegriff fiir
erbliche Hauterkrankungen (bisher 23 Subtypen), die durch eine fehlerhafte Verbindung der
Dermis mit der Epidermis gekennzeichnet sind. Die Folge ist die Bildung von Blasen nach
kleinsten mechanischen Beanspruchungen (Bruckner-Tuderman, 1993). Miuse mit fehlender
yl-Kette (Laminine 1-4 und 06-11) zeigen den bisher schwerwiegendsten Phinotyp: der
Embryo stitbt schon friih nach der Implantation ab (Smyth et al., 1999).

In einem weiteren transgenen Mausmodell wurde gezielt das Gen fir die a3(IV)-Kette
(COL4A3), eine Isoform der Kollagen 0(IV)-Kette (siche 1.2.1), entfernt. Die Miuse zeigen
einen postnatal-letalen Phinptyp. Bei mutanten Mausen wurde ein Nierenversagen festgestellt
(Cosgrove et al., 1996; Miner et al, 1996). Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen eine
tehlerhaft gebildete BM der Nierenglomerulie (GMB). Dieses Bild zeigen auch Menschen mit
dem Alport-Syndrom (Flinter, 1997; Abb. 1-7). Es handelt sich hier um die zweithdufigste
erbliche Nierenerkrankung, nach der polycystischen Nierenerkrankung, die aber erst im
Erwachsenenalter ausbricht. Menschen mit dieser Krankheit tragen Mutationen in den COL4

A3,A4 oder A5-Genen (Barker et al., 1990; Mochizuki et al., 1994; Lemmink et al., 994). Diese

Gene kodieren fir Isoformen der Kollagen O(IV)-Kette, die besonders in der Niere
exprimiert werden. Die meistens minnlichen Patienten zeigen eine progressive Nephritis mit
Horverlust und manchmal Lisionen in der Augenlinse. Die BM der Nierenglomerulie (GMB)
ist typischerweise lamellenférmig verdndert und stellenweise verdiinnt. Erste Anzeichen der
Krankheit sind Hamaturia und Proteinuria. Im frithen Erwachsenenalter versagen die Nieren

dann endgultig. Detzeitig gibt es keine spezielle Behandlung (Turner €t al., 1996; Flinter, 1997).

Beim Menschen wurden Mutationen in verschiedenen Genen identifiziert, welche
Verinderungen in der BM hervorrufen und fiir die daraus resultierenden Krankheitsbilder
verantwortlich sind (Bruckner-Tuderman & Bruckner, 1998). Eine kurze Ubersicht der
bekannten Krankheiten des Menschen zeigt Abb. 1-7. Erbliche Defekte der BM (und der
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ECM im Allgemeinen) sind durch ihr eigene biologische Struktur gekennzeichnet:

1. Sie kommt tberall im Korper vor und ist allgemein wichtig fir Organentwicklung und
Funktion.

2. Die Matrix-Makromolekiile besitzen meistens ein grof3es Molekulargewicht und bilden oft
miteinander unlésliche Suprastrukturen mit hohem Ordnungsgrad.

3. Diese Suprastrukturen koénnen in verschiedenen Geweben eine unterschiedliche
Zusammensetzung und somit auch andere Figenschaften haben (Bruckner-Tuderman &
Bruckner, 1998).

Die daraus resultierenden Krankheitsbilder sind daher sehr vielgestaltig und oft letal.

Protein Gen Lokalisation des Proteins Krankheit
Kollagen IV COL4A3-A6 | BM der Nierenglomerulie Alport-Syndrom
Kollagen VII COL7Al Komponente der Verankerungsfilamente in der Dystrophische EB

BM-Region der Haut
Kollagen XVII | COL17A1 Epitheliale Hemidesmosomen in der BM-Region EB junctionalis

der Haut
Laminin 2 LAMA?2 Dystrophinverkniipfung mit der BM Muskeldystrophie
Laminin 5 LAMA3 Komponente der Verankerungsfilamente die Schwere EB
LAMB3 Hemidesmosomen mit BM der Haut verbinden junctionalis Herlitz
LAMC2 - letal
B4-Integrin ITRB4 0634 Integrin ist der Laminin-5 Rezeptor, in der Schwere EB
Haut

Abb. 1-7 Ubersicht einiger bekannter Mutationen in Genen, die hauptsichlich fiir BM-Proteine, bzw. fiir BM
Rezeptoren kodieren. Epidermolysis Bullosa (EB).
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1.5 Das murine und humane Nidogen-2 Gen

Seit der Entdeckung und Beschreibung des humanen (Durkin et al., 1988) und murinen
Nidogen-Gens (Timpl et al., 1983; Mann et al., 1989) wurden weitere, homologe Gene in
verschiedenen Organismen wie der Seescheide (Ascidie) Halocynthia roretzi (Nakae et al., 1993),
Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1996) und Drosophila melanogaster (Kumagai et al., 1999) gefunden
und isoliert. In diesen Organismen konnte jedoch bisher nur ein Nidogen Gen gefunden

werden.

Im Jahr 1998 wurde uber die Identifizierung und Klonierung einer Nidogen-2/Entactin-2
cDNA der Maus (Kimura et al., 1998) und des Menschen berichtet (Kohfeldt et al., 1998). Im
weiteren wird die Bezeichnung Nidogen-2 verwendet. Der Leserahmen der humanen
Nidogen-2 ¢cDNA hat eine GroB3e von 4125 bp, der fiir ein Polypeptid mit 1375 AS kodiert
(Kohfeldt et al, 1998). Die von der kodierenden humanen Nidogen-2 c¢cDNA-Sequenz
abgeleitete Aminosduresequenz zeigt 46% Sequenzidentitit mit dem humanen Nidogen-1

(Kohfeldt et al., 1998).

Die murine Nidogen-2 ¢cDNA wurde aus einer Osteoblasten-dhnlichen Zelllinie isoliert
(Kimura et al., 1998). Der 4209 bp lange Leserahmen kodiert fir ein Polypeptid mit 1403
Aminosiuren. Das murine Nidogen-2 besitzt eine Aminosdure-Sequenzidentitit von 27,4%

mit dem murinen Nidogen-1, hat aber viele strukturelle Ahnlichkeiten (Kimura ¢t al., 1998).

Das vollstindige humane Nidogen-2 Protein hat eine Molekulargewicht von 200 kDa
(Kohfeldt et al., 1998). Ein potentielles Nidogen-2 Abbauprodukt von 179 kDa wutrde isoliert
und durch Edman-Abbau konnte festgestellt werden, dass dieses Nidogen-2-Fragment am N-
terminalen Ende mit der flexiblen Verbindungsregion beginnt. Dies spricht fiir eine dhnliche
Empfindlichkeit des Nidogen-2 gegeniiber Proteasen, wie Nidogen-1 (Mayer et al., 1995;
Kohfeldt et al., 1998). Bei dem humanen Nidogen-2 Gen handelt es sich um ein Glykoprotein.
Eine Analyse der Zuckerreste zeigt, dass Nidogen-2 25f2 Glukosamin- und 19%2
Galaktosaminreste trigt, was ein Hinweis darauf ist, dass die finf vorhergesagten N-Glykosy-
lierungsstellen und viele der O-Glykosylierungsstellen besetzt sind (Kohfeldt et al., 1998; siehe
auch Nidogen-1 in Kapitel 1.2.3.1.).

Weiterhin haben die beiden humanen Nidogene einen dhnlichen globuliren Aufbau (KKohfeldt
et al., 1998). Elektronenmikroskopische Aufnahmen des humanen Nidogen-2 zeigen, dass das
Protein mit 40 nm etwas linger als Nidogen-1 ist (Kohfeldt et al., 1998). Es 1aB3t sich jedoch
eine sehr dhnliche Proteinstruktur erkennen, mit drei globulire Dominen (G1-G3), zwischen

denen ein flexibles (G1-G2) und ein steifes (G2-G3) Verbindungsstiick liegt. Durch Analysen
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der Primirstruktur konnte bei beiden Nidogen-2 Formen gezeigt werden, dass in der G2-
Domine ein EGF-dhnliches Modul und in dem steifen Verbindungsstiick vier EGF-ahnliche
und zwei Thyroglobulin-ihnliche Module (TY) liegen (Kohfeldt et al., 1998; Kimura ¢t al.,
1998). Das EGF-ihnliche Modul, welches sich am C-terminalen Ende des murinen und
humanen Nidogen-1 befindet, fehlt allerdings bei den entsprechenden Formen des Nidogen-2
(Kohfeldt et al., 1998; Kimura et al., 1998). Ein weiterer Unterschied ist ein zweites TY-Modul
in der gestreckten Verbindungsregion zwischen der G2- und der G3-Domine. In der
entsprechenden Region befindet sich in den humanen und murinen Nidogen-1 nur ein TY-

Modul (Mann et al., 1989).

Um die Funktionen des Nidogen-2 Gens zu charakterisieren, wurden in Vitro
Bindungsexperimente mit rekombinanten humanen Nidogen-2 und verschiedenen BM-
Proteinen durchgefiihrt (Kohfeldt et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass Nidogen-2 die
BM-Proteine Kollagen IV und Perlecan mit vergleichbaren Bindungskonstanten bindet wie
Nidogen-1. Allerdings interagiert das rekombinante, humane Nidogen-2 mit dem Fragment
Y1III3-5 der murinen Laminin Y1-Kette, welches das Nidogen-1-Bindungsepitop trigt, um
einen Faktor 100-1000 schwicher als murines und humanes Nidogen-1 (Kohfeldt et al., 1998).
Eine Deletion des Nidogen-1 Bindungsepitops (Laminin-Fragment Y1I113-5 A4) fihrt zu
einem Verlust sowohl der Nidogen-1, als auch der Nidogen-2 Bindung, d.h. beide Isoformen
haben ein gemeinsames Bindungsepitop. In Bindungstests mit dem kompletten Laminin-1
zeigt rekombinates Nidogen-2, nach einer Sittigung mit Nidogen-1, jedoch noch eine Bindung
(Kohfeldt et al., 1998). Dies ist ein Indiz fiir ein zusitzliches Nidogen-2 Bindungsepitop. Ein
weiterer wichtiger Unterschied, in den in Vitro Bindungseigenschaften, zum humanen
Nidogen-1 ist, dass rekombinates Nidogen-2 keine signifikante Bindung mit Fibulin-1 und -2

aufweist (Kohfeldt et al., 1998).

Die beiden Nidogen-Formen zeigen weiterhin Unterschiede in Zell-Adhisions-Tests. Es zeigt
sich, dass sich mehr Zelllinien an Nidogen-2 , als an Nidogen-1 hefteten (Kohfeldt et al.,
1998). Antikorper gegen B1- und 03-Integrine und synthetische RGD-Oligopeptide konnen
die Anheftung an Nidogen-1 blockieren, an Nidogen-2 jedoch nicht. Dies spricht fir
unterschiedliche zellulire Rezeptoren, die fir die jeweiligen Bindungen verantwortlich sind
(Kohfeldt et al., 1998). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass beide Nidogen-Formen
der Maus eine Integrin RGD-Bindungssequenz tragen, welcher im humanen Nidogen-2
jedoch, als eine YGD-Sequenz auftritt. Die Funktionalitit der RGD-Bindungssequenz im
murinen Nidogen-2 wurde durch Zell-Bindungstests analysiert (Kimura et al., 1998).

Untersucht wurde die Bindung verschiedener Zelllinien an ein in E.C0li hergestelltes
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rekombinantes, murines Nidogen-2 Protein-Fragment, welches hauptsichlich der starren
Verbindungsregion zwischen der G2- und G3-Domine entsprach. In diesem Fragment liegt
auch die RGD-Bindungssequenz. Die Bindung verschiedener Zelllinien an dieses Fragment,
ist ein Hinweis auf die Bedeutung dieser Nidogen-2 Region, in der Zell-Adhision (Kimura et

al., 1998).

Die Gewebelokalisation des Nidogen-2 Proteins wurde durch indirekte Immunfluoreszenz-
Firbung mit spezifschen Antikérpern untersucht (Kohfeldt et al., 1998). Hier zeigte sich, dass
beide Nidogene eine sehr dhnliche Verteilung in den BM verschiedener Gewebe aufweisen.
Eine unterschiedliche Firbung mit Nidogen-2-spezifischen Antikérpern wurde allerdings in
Muskelgewebe nachgewiesen. In Gewebeschnitten aus Skelett- und Herzmuskulatur war eine
starke Nidogen-2 Firbung nur in den BM der Blut-Kapillaren erkennbar, wihrend die BM der
Muskelfasern relativ schwach gefirbt sind. Firbungen mit einem Nidogen-1-spezifischen
Antikorper zeigen hier keine Unterschiede in der Intensitit zwischen den Basalmembranen
der Kapillaren und der Muskelfasern (Kohfeldt et al., 1998). Diese Besonderheit der Nidogen-
2 Lokalisation laf3t vermuten, dass Nidogen-2 in der BM von Blut-Kapillaren dieser Gewebe

eine spezifische Funktion haben koénnte.
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1.6 Ziel der Arbeit

Das 1998 erstmals publizierte Nidogen-2 bildet mit dem schon linger bekannten Nidogen-1
eine kleine Proteinfamilie. Hinweise tiber die Funktion der Nidogene stammten jedoch zu
dieser Zeit von in Vitro Studien uber ihre Bindungseigenschaften und Proteinstrukturen,
Organkultur-Experimenten, sowie von Expressionsstudien in verschiedenen Geweben. In
vielen Aspekten zeigten die Nidogene eine groBe Ahnlichkeit, jedoch weisen sie auch

charakteristische Unterschiede auf.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunichst das Nidogen-2 Gen der Maus kloniert und seine
Gensequenz, Genstruktur und chromosomale Lokalisation aufgeklart werden. Aufbauend auf
dieser molekularen Grundlage sollte anschlieSend die biologische Bedeutung des Nidogen-2
Gens in Vivo dutch eine genetische Funktionsanalyse in der Maus untersucht werden. In einem
genetischen Mausmodell sollte die Inaktivierung des Nidogen-2 Gens erfolgen und die daraus
resultierende Nidogen-2 Defizienz tberprift werden. Die phinotypische Analyse der
Nidogen-2-defizienten Mauslinie sollte dann dariiber Auskunft geben, ob es in Abwesenheit
des Nidogen-2 zur Ausbildung von Basalmembranen kommt und ob eventuell auftretende
Defizite  der  Basalmembran  zu  pathologischen  Situationen  wihrend  der

Embryonalentwicklung oder in postnatalen Stadien der Maus fihren.
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2 Ergebnisse

2.1 Das Nidogen-2 Gen der Maus

In diesem Ergebnisteil wird zunichst die Isolierung, Klonierung und DNA-Sequenzanalysen
des murinen Nidogen-2 Gens beschrieben. AnschlieSend wird auf die Analyse der Genstruk-

tur und die chromosomale Lokalisation des murinen Nidogen-2 Gens eingegangen.

2.1.1 Isolierung von Genomklonen fur das Nidogen-2 Gen der Maus aus
Genbibliotheken

Zur Isolierung des murinen Nidogen-2 Gens wurden Genbibliotheken in A-FIXII-Phagen,
welche DNA-Fragmente aus dem Genom von Miusen des Stammes 129Sv enthalten, nach
Nidogen-2-hybridisierungspositiven Phagen durchsucht. Herrn Dr. Bernhard L. Bader (Max-
Planck-Institut fiir Biochemie, Abteilung Proteinchemie, Martinsried) wurden freundlicher-
weise von Dr. Ernst Poschl (Experimentelle Medizin I, Nikolaus-Fiebiger Zentrum,
Molekulare Medizin, Universitit Erlangen-Nurnberg) hybridisierungspositive, rekombinante
A-FIXII-Phagen fir weitere Analysen zur Verfugung gestellt. Diese Analysen zeigten, dass die
DNA-Inserts einen Teil der 5-Region des Nidogen-2 Gens abdecken (siche 2.1.2).

2.1.2 Analyse der Genomklone

Die DNA der Phagen ND2-13, ND2-21, ND2-19 und ND2-16 wurde pripariert und durch
Restriktions- und Southern Blot-Analysen charakterisiert. Um DNA-Fragmente zu identifizie-
ren, die kodierende Sequenzen des Nidogen-2 Gens enthalten, wurden Southern Blot-Analy-
sen unter permissiven Hybridisierungsbedingungen mit der humanen Nidogen-2 cDNA
(Kohfeldt et al., 1998; EMBL-Gendatenbank, Registriernummer: AJ223500) als radioaktive
Probe durchgefiihrt. Hybridisierungspositive DNA-Fragmente wurden dann isoliert und in
Plasmidvektoren kloniert. Durch DNA-Sequenzierungen und Restriktionsanalysen (siehe
2.1.4) der angefertigten Subklone und DNA-Sequenzvergleiche mit der entsprechenden muri-
nen Nidogen-2 ¢cDNA (Kimura et al., 1998) konnte nachgewiesen werden, dass die DNA-
Inserts der Phagen ND2-13, ND2-21, ND2-19 und ND2-16 kodierende Exons des murinen
Nidogen-2 Gens tragen (Abb. 2-5). DNA-Sequenzvergleiche mit den einzelnen Exonsequen-
zen des humanen Nidogen-2 (unveroffentlichte Sequenzen aus der EMBI-Gendatenbank von
Ohno et al,, 1998 siche 2.1.7) zeigen weiterhin, dass die hergestellten Subklone murine
Nidogen-2 DNA-Sequenzen enthalten, die hohe DNA-Sequenzihnlichkeiten zu den ersten
acht kodierenden Exons des humanen Nidogen-2 beinhalten (sieche 5.2.1.10).
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Um jedoch das gesamten Nidogen-2 Gen im Rahmen dieser Doktorarbeit zu klonieren, wurde
cine weitere Genbibliothek aus rekombinanten A-DashlI-Phagen mit genomischer DNA des
Mausstammes 129 Sv mit Hilfe einer radioaktiv markierten ECORI/SacI-Restriktionsfragmentes
des ¢cDNA EST3.1-Klons, durchsucht (die Beschreibung des EST3.1-Klons, der die ko-
dierende Region des murinen Nidogen-2 Gens ab der Nukleotidposition 1983 bis zur Polya-
denylierungssignal-Sequenz enthilt, befindet sich in Anhang 7.2). Dieses cDNA-Fragment
enthilt auch die kodierenden Regionen (Aminosiuren 662-1412) des murinen Nidogen-2

Gens die in den bisher isolierten Genomfragmenten nicht vorhanden waren.

Die hybridisierungspositiven A-DashII-Phagen 3-1, 3-3, 3-5,3-17, 3-82 und 4-72 wurden isoliert
und weiter charakterisiert. Um eine physikalische Karte der rekombinanten DNA der Phagen
anzufertigen, DN A-Restriktionsfragmente in Plasmidvektoren zu klonieren und Exon-tragende
DNA-Fragmente zu lokalisieren, wurde mit der priparierten, rekombinanten Phagen-DNAs

Restriktionsanalysen und Southern Blot-Analysen durchgefithrt (siche exemplarisch Abb. 2-1).
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Abb. 2-1 Restriktionskartierung von Nidogen-2 hybridisierungspositiven, rekombinanten A-Klonen

A) 1 pg DNA der A-Phagen ND2-4, ND2-8, ND2-13, ND2-18, ND2-19, ND2- 3-1, 3-3,3-5,3-17, 3-82 und 4-72
wutde nach dem Verdau mit den Restriktionsendonukleasen BamHI (B) und ECORI (E), elektrophoretisch auf einem
1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefirbt B) Nach Transfer der DNA auf eine Nylonmembran
dutch Southern Blotting etfolgte die Hybridisietung mit einem 3?P-markierten 1,9 kb [ECORI/Sacl-
Restriktionsfragment des EST3.1-Klons. Hybridisierungs- und Waschbedingungen siche 5.2.1.4. Dargestellt ist die
Autoradiographie der Southern Blot-Membran. 1 kb-Leiter GroB3enstandard = Marker (M)
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2.1.3 Klonierung und DNA-Sequenzierung der Genomklone

Zur Identifizierung von genomischen DNA-Fragmenten, die Nidogen-2 kodierende Regionen
enthalten, wurde eine Southern Blot-Analyse mit Phagen-DNA und einem 1.9kb ECORI/Sacl-
Restriktionsfragment des EST3.1-Klons als radioaktive Probe durchgeftihrt (Abb. 2-1). Hy-
bridisierungspositive DNA-Fragmente wurden dann in Plasmidvektoren kloniert. Diese Sub-
klone wurden fur weitere Restriktionskartierungen und als Matrizen fir DNA-Sequenzie-
rungsreaktionen eingesetzt (siche 5.2.1.10). Durch eine Kombination dieser Analysen konnte
eine vollstindige physikalische Karte der Phagen ND2-13, ND2-21, ND2-19, ND2-16, 3-82,
4-72 und 3-1 mit Hilfe der ECORI-Restriktionsschnittstellen erstellt werden (Abb. 2-2). Weitere
Restriktionsenzym-Schnittstellen, z.B. BaMHI wurden in diesem genomischen Abschnitt, der

durch die Phagen abgedeckt wird, kartiert (Daten nicht gezeigt).

AnschlieBende DNA-Sequenzanalysen zeigten (siche 2.1.4), dass der gesamte Nidogen-2
Locus, bis auf eine kleine Liicke zwischen Exon 17 und 18 (Abb. 2-2), in den oben angefiihr-

ten rekombinanten Phagen enthalten ist.
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ND2-13 ND2-19 3-82 31
E E E E E E E EE E E E E E E
| | | | | | | Ll | | | | | Ly
IE T IE TEI PCR-Fragment
L. e . —
ND2-21 ND2-16 L L
10 kb
4-72

Abb. 2-2 Schematische Darstellung der Genstruktur des Nidogen-2 Gens und physikalische Karten der tiberlappenden Inserts der rekombinanten A-Phagen

Der sich tber ca. 60kb erstreckende Nidogen-2 Gen-Locus witd von den DNA-Inserts der rekombinanten A-Phagen ND2-13, ND2-21, ND2-19, ND2-16, 3-82, 4-72 und 3-1
abgedeckt. Die Schnittstellen des Restriktionsenzyms ECORI sind dargestellt. Dutch Subklonierung spezifischer DNA-Regionen, detaillierte Restriktionskartierungen, sowie DNA-
Sequenz- und PCR-Analysen konnten die einzelnen Exons und Introns lokalisiert und die IntrongréBen bestimmt werden (siche Abb. 2-6). Die lineare Giberlappende Anordnung der
DNA-Inserts der A-Phagen zeigt cine Liicke zwischen Exon 17 und Exon 18 auf. Diese konnte durch ein 2.7 kb PCR-Fragment geschlossen werden (Abb. 2-4): GréBenstandard: 10kb

a8STUqRSTH

¥C
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2.1.4 DNA-Sequenz und Genstrukturanalyse des murinen Nidogen-2
Gens

2.1.4.1  Sequenzierungsstrategie

Um die einzelnen Exons komplett und ihre flankierenden Intron-Regionen sequenzieren zu
kénnen und somit die Exon—lntron—Ubergéinge zu bestimmen, wurden Restriktionsfragmente
der isolierten rekombinanten Phagen in Plasmidvektoren subkloniert und als Matrizen fir
DNA-Sequenzreaktionen verwendet (siche Abb. 2-3). Die Lage der Oligonukleotide, die als
Startsignale (Primer) fir die Sequenzreaktionen dienten und die verwendeten Matrizen sind in
Abb. 2-3, bzw. im Anhang in Abb. 7-1 bis Abb. 7-4 dargestellt. Durch die DNA-Sequenz-
vergleiche der bekannten murinen Nidogen-2 cDNA Sequenz (Kimura et al., 1998) mit den
einzelnen Exonsequenzen des humanen Nidogen-2 (unveréffentlichte Sequenzen von Ohno
et al., 1998 siche 2.1.7) konnten den einzelnen Exons des humanen Nidogen-2 Gens Regionen
auf der murinen cDNA zugeordnet werden. Mit Hilfe des GCG-Computerprogramms
wurden Oligonukleotidsequenzen in ,,sense® (+) Orientierung in der murinen cDNA gesucht,
die sich innerhalb dieser Exon-Bereiche befinden. Durch diese gewonnenen DNA-
Sequenzdaten konnten anschlieBende Oligonukleotidsequenzen in ,antisense® ()
Orientierung gewahlt werden. Mit entsprechenden Oligonukleotiden und Matrizen wurden
dann DNA-Sequenzierungsanalysen durchgefiihrt (siche 5.2.1.10). Exemplarisch wird hier die
DNA-Sequenzierungsstrategie fiir die Promotrorregion, Exon 1 und Exon 2 des murinen
Nidogen-2 Gens beschrieben (Abb. 2-3). Fur die weiteren Exons sind die entsprechenden
Sequenzierungsschemata im Anhang in den Abb. 7-1 bis Abb. 7-4 zu finden. Fur die
entsprechenden DNA-Sequenzen wurden DNA-Stringe (+) und Gegenstringe (-) mindestens

zweimal sequenziert.

Die DNA-Sequenz und die Exon-Intron Grenzen des murinen Nidogen-2 Gens werden in
2.1.4.3 gezeigt. Die Sequenz der Exons ist in Abb. 2-5 zusammengefat. Eine Ubersicht der
Exon-Introniiberginge ist in Abb. 2-6 gezeigt. Intronsequenzen sind im Anhang gezeigt (siche
7.4.). Die Exon-Sequenzen mit den flankierenden partialen, bzw. vollstindigen Intron-
Sequenzen des murinen Nidogen-2 Gens wurden der EMBL-Gendatenbank tbermittelt
(European Bioinformatics Institute, Cambridge, UK). Die Zusammensetzung der einzelnen

Sequenzen und die entsprechenden Registriernummern siche im Anhang (Abb. 7-5).



Ergebnisse

26

A)

Exons

Oligonukleotide

Inserts der Phagen:

Promotorregion

«—
P11 P10 P8
EcoRl Notl

ND2-13#34 17 T3
BamH| Xoal
ND2-21#10 l |
T7 — «—T3
EcoRlI Spel
- |
ND2-21#13 a1
Sacl Xbal
i | |

ND2-21#r.Arm M13rev. —»> <+«— M13fwd.
B)

Matrize Oligo. Promotor (P) und genomische

Exons (E) Orientierung

Nd2-13#34 7 Promotor +

Nd2-13#34 P11 Promotor -

Nd2-13#34 P10 E1 + Promotor +

«“ T3 E1 _

Nd2-21#10 T7 E2 +

Nd2-21#13 7 E2 _

Nd2-21#r.Arm P8 E2 +

Abb. 2-3  Schematische Darstellung der Tage (A) und tabellarische Ubersicht (B) der verwendeten
Oligonukleotide und Matrizen zur DNA-Sequenzierung der Promotorregion (P) und der Exons (E) 1 und 2 des

murinen Nidogen-2 Gens.
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2.1.4.2  Klonierung der Region zwischen Exon 17 und 18

DNA-Sequenzierungsanalysen (siche 2.1.4.1) ergaben, dass die DN A-Inserts der Phagen 4-72
und 3-1 nicht uberlappen, wodurch eine DNA-Sequenz-Liicke zwischen dem noch
unvollstindigen Exon 17 und Exon 18 entsteht. Durch PCR-Experimente mit den
Oligonukleotiden ND-38 (Sequenz aus Exon 17; sense-Orientierung), ND-54 (aus Exon 18;
antisense-Orientierung) und genomische DNA von einer WT-Maus (129 Sv) als Matrize
konnte ein PCR-DNA Fragment hergestellt werden, welches die genomische Region zwischen

dem Exon 17 und Exon 18 enthilt (siche Abb. 2-4).

Die Sequenzierung des generierten 2,7 kb PCR-DNA-Fragmentes bestitigt sowohl seine
Position als auch die fehlenden DNA-Sequenzen der Exons 17, bzw. 18. Eine
Restriktionsanalyse des subklonierten PCR-DNA-Fragmentes zeigt keine ECORI-Schnittstelle
zwischen den beiden Exons (Abb. 2-4).

A)
Exons 17 18 i 3 Zkb -
i 2.7kb— il 70—
ND §>8 ND-54 .
PCR#1
A-Phagen 4-72 3-1

Abb. 2-4 PCR-Klonierung des Nidogen-2 Genabschnittes zwischen Exon 17 — Exon 18
A) Schematische Darstellung des Genabschnitts, der Lage der Oligonukleotide, des zu erwartenden PCR-DNA-

Fragmentes (Stern) und die entsprechende Lage der Inserts der rekombinanten A-Phagen 4-72 und 3-1.

B) Zur PCR-Klonierung des Genabschitts wurde genomische Mausleber-DNA als Matrize und die
Oligonukleotide ND-38 und ND-54 ecingesetzt. Darstellung der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-
Reaktion in einem 1% Agarosegel nach Firbung mit Ethidiumbromid. In Spur 1 ist das 2.7 kb PCR-DNA-
Fragment sichtbar (PCR#1). In Spur 2 wurde eine Kontroll-PCR-Reaktion aufgetrennt bei der die genomische
DNA durch H>O als Matrize ersetzt wurde (Negativkontrolle).

C) Restriktionsanalyse des klonierten 2.7 kb PCR-DNA-Fragmentes (PCR#1). 1ug rekombinante Plasmid-DNA
wurde mit det Restriktionsendonuklease ECRI verdaut in einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefirbt. Das 3,2 kb DNA-Fragment entspricht dem PCR 2.1-TOPO Klonierungsvektor
(Invitrogen), in welchem die Klonierungsstelle von E(RI-Schnittstellen flankiert ist. Das 2,7 kb DNA-Fragment
entspricht dem in B) amplifizierten PCR-DNA-Fragment. Es tridgt keine interne ECRI-Schnittstelle.
GrolBenstandard: 1 kb
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2.1.4.3 Die DNA-Sequenz und Exon-Intron-Grenzen des murinen
Nidogen-2 Gens

Von den DNA-Sequenzen der einzelnen Exons des Nidogen-2 Gens wurden durch das GCG-

Computerprogramm  die  entsprechenden ~ Aminosduresequenzen — abgeleitet. Die  Exon-

Introniiberginge konnten durch DNA- und Aminosiure-Sequenzvergleiche dieser Exon-Sequenzen

mit den bekannten Sequenzen der mutinen Nidogen-2 cDNA (Kimura €t al, 1998; AC 088322)

identifiziert werden (Abb. 2-6).

Um die gesamte, kodierende Sequenz des murinen Nidogen-2 Gens darzustellen, wurden die
einzelnen Exonsequenzen mit Hilfe des GCG-Computerprogramm  zusammengesetzt und die
entsprechende  Aminosduresequenz abgeleitet (Abb. 2-5). Der ILeserahmen der so erzeugten
kodierenden DNA-Sequenz enthilt 4209 Nukleotide, die fiir ein Protein mit 1403 AS kodieren
(Abb. 2-5). Mit Hilfe des GCG-Computerprogramm PeptideSort wurde ein Molekulargewicht des
Nidogen-2 Polypeptids (ohne Modifikationen) von 153910,67 g/mol etrechnet, was 153,9 kDa ent-
spricht. Die Grenzen der genetischen Module wurden durch die Internetdatenbank SMART
bestimmt (Simple Modular Architecture Research Tool; www//SMART.embl-heidelberg.de;
Schultz et al., 2000). Die 3“nichttranslatierte Region (3~UTR) hat eine Linge von 575 bp.

DNA-Sequenzvergleiche der kodierenden Regionen der Nidogen-2 Gensequenz mit der murinen
Nidogen-2 cDNA-Sequenz (Kimura €t al, 1998) ergaben Unterschiede an 36 Nukleotidpositionen.
Dabei fihrten 9 Unterschiede jeweils zu einem Austausch in einer Aminosiure. Weitere DNA-
Sequenzvergleiche zeigten, dass in der Nidogen-2 cDNA-Sequenz von Kimura €t al. eine DNA-
Duplikation einer Region in der 3UTR vorhanden ist, welche weder in dem sequenzierten EST3.1-
Klon (welcher die Nidogen-2 cDNA-Sequenz ab der kodierenden Nukleotidposition 1983 bis zum
Polyadenylierungssignal trigt; 7.2) noch in der genomischen Nidogen-2 Sequenz auftreten (siche
7.1). Die Unterschiede zwischen der Nidogen-2 Gensequenz mit der veroffentlichten cDNA
Sequenz (Kimura et al, 1998), bzw. dem sequenzierten EST3.1-Klons (siche 7.2) sind im Anhang

aufgelistet. (siche Anhang 7.3).

In der Umgebung des Translationsstart-Codon ATG befindet sich normalerweise eine DNA-
Sequenz die eine optimale Tranlsation gewahtleistet. Diese Konsensus-Sequenz in der mRNA lautet:
GCCRCCAUGG (R=Purin; A oder G) und wird oft als Kozak-Sequenz bezeichnet (Kozak, 1987).
Die entsprechenden Nukleotide der Nidogen-2 mRNA lauten: GUGAGCAUGT und zeigen 66,7%
DNA-Sequenz-Identitit mit der Kozak-Sequenz. Von besonderer Bedeutung ist weiterhin, dass sich
auf der NT-Pos. -3 ein Purin befindet (Kozak, 1987). Dies ist in der Nidogen-2 Gensequenz mit
einem Adenin (A) an dieser N'T-Pos. der Fall.
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- 480 ATCOGAGEE3CAGEOCT CTAGIGAGARSEEETACCOOEGACOCTAGEECAGEEI30GAACT ACAGT GI G TCAT TAGSCTGACTGACTCIGCAACICAG GIBOACAEGACTACTGIAAGA
- 360 GCTGCACEOE0E30GAGAGT CCTAICAGIOCT TGAGGT CACCTOCTGCAGIGT GGTAGCCTACACT GRAGAGT TAEE3F AGIICAG G AG TGEACAGICTAGMOCAGNITE33IMC
- 240 G30CTCACCT TOCAGTOOEE3CACTCCAGCAAACT ACAGCAGT CT TAGAAAAOCT AAT GAGAACCACATGTAGT GEEAECTGIIGYCI TICIC NI TECTGN TG G B3ITRGG
-120 CTGTAGCCAATCAGCEOECTGEE0E33300GT AT TAOEGACCAGAGGTCCAAGT TAGAGT CTGEOEE3CAGT GIGRIXIBAGMGACI TN I GGG GINGEIGIGEGGEC
1 ATGI TTOEEGAC00GACACIOEEET G3CTAACACOEOCATCACOECTATARCTGCTGET GATACTGT TACTGCTGI G30GAGT G333 TCTGIGT CO0GACGRECTCI TTACT TAT3ES
1 MFRDPTAGWLTPPSPLSLLVMLLLLSRVGALRPDELTFPYG

Intron 1

121 mwm@mmmmmmqmmmmmdmmmswmgmm
41 E S WGDQLLPEGDDESSAAVKLAI PLRFYDAQFSSLYVGTN
241 G3CATCATCTOCACOCAGGACT TAOOCAGEGAGACTCAATATGTAGATGATGAT T TTACTACTGACT TGOCAGICATCEOOCCT TTACTGACTGACATCGACACTAGTGAONGAGEEET
81 GI | STQDFPRETQYVDDDFPTDFPAI APFLADI DT SHSRG
361 QEGATCCTGIACOE0GAGGACACCTOOEEAGCTGIGCTGAGOCTGACTGIOOECTACGI GOBCACTGACT TAUOECTGI G33EGETCCAGCT TCAGTOOCACCOAGAICT TACTGEIAC
122 R1 LYREDTSGAVLSLAARYVRTGFPLSGSSFTPTHAFLAT
Intron 2
4381 Tmmmmmmr@@%mmmmmemﬂ@ATa@Tmmm
61 WEHVGAYEEVSRGAAPSGELNTFQAVLASDESDTVYALTFLY
601 CCTGOCAATGEOCT TCAGT TCT TTGEAACCOE300CAAAGAGT CCTACAATGI CCAGCTGCAGCT TAOUBCTAGEETGEECT TCTGIUGAGEEGAACICCAC TGV GG GYGA
2000 PANGLQFFGTRPKESYNVQLQLPARVGFCRGEADDLIKREA
Intron 3

721 UGTATW@C{CI'GOJAA@CKBO@GTUGFGMGQATUUAC&CCFAMCGEAHGIFGBOGFGTG:GIFFFFCAOATCHEAC{AG}TI'G}III'CGOATG'C
241 L YF S LT NTEQSVKNLYQLSNLGI PGVWAFHI GSRFALUDNYV
841 (CGTCCAGICACAGT TGGAGGIGACCCT TOCACAGIOOGET TACTCAGCACT GEAGCACTOCT TCAGTCATGCTGCAGICCTGEAGAGCTACACCGAGACAGI TTAATTACTACANIGG
2 RPATVGGDPSTARSSALEHPFSHAAALESYTEDSFHYYDE
961 AATGAAGAGEATGI TGAGTACOCACCAGT TGAACTGEEEECAGEI000EGAAGEOCACABCAGAAT TGATGIGTCT TTCAAT TCAAAGECTGATOCAGEOCT TG GRAITERATTAA
2. N EEDVEYPPVEPGEAPEGHSRI DVSFNSKADPGLVDVGTS
1081 TCTOCAGST TAOGACOE3ACT TCTACT TA3CATATCCAGCACCTGETAACTGE0CATACTACCOGEEEAAACAGAATAECT TCT TTGGACCOCTCAAACCAAACAGERAIETIBEGEA
6L, S PGSDRASPWPYPAPGNWPSYRETESASLDPQTKQGRPVG
1201 GAGEGAGAGGT TCTGGEAT T TCAGEGACOCAGIEEAGCT TT TGGACCAGATGEET ACCAGAGITOCAGCTACTOCAGAGECAGATGCAGCTCTACTAACTCCAT GV IGGACTT TGRS
401 EGEVLDFRDPAELLDQMGTRAPAPPEADAALLTPVNETDLG
1321 GBCAGAAACACOCAGTACT ATCCACGAGECAGEEOCAGIGOCT TCAGAGCAGATGI TACTGTGOCTACTCTGEAAGGAGRAGI OCT TACTCAT TACCOOCAG CTGE CAGE TA33I3C
41 GRNTQSYPEAGPVPSEPDVPVPPLEGEVLPHYPESGHVPP
Intron 4

1441 CT@GOGBOGIBMGTATGTGATAGBOCTWGZ%TCTMT@T%WMATMTWMWWG}I@@WG
481 LRGGKYVI GLEDHVGSNDQVFTYNGANLETC CEHSHGRCSQ

Intron 5

1561@de@mdmmwmmmmmmmei/mmm

521l HAFCTDYTTGFCCHCOQSRFYGNGKHCL|PEGAPHRVYNGKVS

1681 GGETC30CTAOGAGT GEGETCACAT TACTGIGCACT TCACTGACGT GGATCTACAQRCT TACATOGTGEECAATGATGECAGAGICTACACTGOCATCAGCCATE TOOACAGIIEA AT

%1 GRLRVGHI PVHFTDVDLHAYI VGNDGRAYTAI SHVPQPAA
Intron 6

1801 UMWMGWWHMUW@T@IWWWU@%T@W@M@&@HA&WW@A

60L Q ALLPVLPI GGLFGWLFALEKPGSENGFSLTGATEFVHDVE

1921 GICACTTTTCAOOCTGGAGAGGAGAGREET TAGTATCACTCAAACTGICGAGEEECT TGACOCAGAAAACT ATCTGAGCAT TAAGACCAACAT TGAAGICAGI G TGATGIAGS

641 VT FHPGEERVRI TQTAEGLDPENYLSI KTNI EGQVPFI PA
Intron 7

2041 AATTTCACAGIOCACAT TACTGOGTACAAAGAGT TTTATCAT TACAGSGACTCAGT GG GACGT CCTACAGT TAOOGAAGT TTCTCTCTCACT TCTGST TCTATTANICAWACIGSCC
681 NFTAHI TPYKEFYHYRDSVVTSSSSRSFSLTSGSI NQTWS

2161 TACCACATTGAOCAGACATCACT TACCAGEIGT GCAGECACGINOOCAGACACCTGEOCATACCTGICACCCAGCARCTGACTGICGACOCEEE T TTACT ITT ARG GATGG
722 Y HI DQNI TYQACRHAPRHLAI PATQQLTVDRAFALYSETDE
Intron 8

v

2281 G3GTGCTGAGET TTACTGTGAGCAATCAGATAEE0OCTGI TGAAGTGEACTCAGIOOCTGI TGGAGTGAATCCT TGCTACGAGGEAAGICACACCTGTGACRCACAGAGI G C
71 GVLRFAVTNQI GPVEVDSAPV[GVNPCYDGSHTCDTTARCH
Intron 9

N
2401 COEECAACAGETGTAGACT ACACCTGCAAGTGCACRCTAEGET TOCAGEGET GACEGACIGACCTGIGIGEATGI CAATGAGT GTAOCACTGRCT Tc CACCACTF GIXTTAATTAIG G
801|PGTGVDYTCKCTPGFQGDGRSCV||DVNECATGFHRCGPNS\{
Intron 10

2521 TGrGTCMCTTCGTGEM(ETACAGSFG@ATW@AT@AW@&T@@WCW@A&W@TWWT@G@C
841|CVNLVGSYRCECRSGYEFADDQHTCI|LIAP|PPNPCLDGSI-||
Intron 11

2641 AQCTGI QIO TGAGARE0AAGICAGGT GOAT TCAQCAT GGAGRCAGCTCAT TCAGT TGTQOCT GUCTGICAGACT TCATTGECACTAREATCAGT G TCTN G TG GATET GG
88l T CAPEGQARCI HHGGSSFSCACLPGFI GTGHQCGS|DVDECA
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Intron 12

2761 G’-\AAPCIBATGTCAT@MATU@MTWWG@WM@TAT@MWMMG@&@TMT
”LENRCHEAAI CYNTPGSFSCRCQPGYRGDGFHCT|SDTVPED
2881 TACATCTCAGGACTGAAGIOCTGIGAATACCAGTAGIBCTATGCT CAGACACAGCACGOCTACCCTGEET CACBGATACACATOOCCCAGT GTIGATGANCCAGBGAAACT TGGTGICACTG
%1 S1 SIGLKPCEVYQQORYAQTOQHAYPGSRI HI PQCDDQGNFVPIL

Intronl3

3001 CAGTGICACEECAGCACTGACT TCTGCTGEIGI G GGACIGAAATGEICACGAAGT QOCTGRCACBECAGACTACACOOECT GIGGACCACCTCCAGAEOICAC

1001|QCHGSTGFCWCVDRNGHEVPGTQTPPGSTPPHCG|PPPEPT

3121 CAGAGEICTAEGACTGI CTGIGAGIGT TAEIEEGAAAGICTGITGEAACACT AQGGAGECACACTCAGEGATGAICAGTATGIGOOOCAGT GTGATGAGCTGE3ICACT TCATAOOACTG

1041QR|PRTVCERWRESLLEHYGGTPRDDQYVPQCDDLGHFI PL|
Intron 14

3241 CAGIGICATGAMAGAGTGATTTCTGI TGS GTGTGGACAAGEATGR0AGAGAGCTACAGRACACBIAC GN&‘ATAmchrOG::rO@er

IR CHGKSDFCWCVDKDGRELQGTRSQPGTRPACI|PTVAPPYVY

3361 GTCO3300CACACCOR3000GATGT GACTACTACAT CTGT GB30AQCT TOCTGCTCTATGOCCAGEBICAACAGAT TGBICACT TAOOOCTCAATGRCAGCAGECT TCAGMGEACECA

121VRPTPRPDVTPPSVGTFLL[YAQG|QQI GHLPLNGSRLOQKDA
Intron 15

y
3481 G33EGACCCTGCTGICACTGCATGRCTACATAGT TGIG33GAT TGACTATGACTGIOGEEGAGAGEATGET CTACTGGACAGAOGT TACTGETG3GACCATCACGIAGT GOCAGCTTGAG
llGlARTLLSLHGSIVVGIDYDCRERMVYWTDVAGRTISRASLE

Intron 16 000000000000000 T TITTITITIT T ocescsesssesssesssesssesssesssesssesssessenssonans

Vi
3601 GCAGGAGICGAACOOGAGACCATCAT TACCTCAGGT TTGATAAGIOCGEGAAGGACT TAOCATAGACCACT TAOGTAGAACAATGT ACTGEACAGATAGT G3ICTGGATAAGATAGAGIEG
lZOlAGAEPETIITSGLISPEGLAIDHFRRTMYWTDSGLDKIER

ssecssccssccne cecssees secessccssccssccne seecssccsscssscssscssscssscssscssscssccssnns eseessscssccssccssscssccssscssnes

Intron 17

v
3721 GIOGAACTGGATGSET TAXGAGIEEAAAGTACTCT TACACACAGATCTGGETGAATACACGAGICATCACT GTGGATACAATAOGAGECAACT TGTACTGGACAGACT GEAATAGAGAAGCT
1241AELDGSERKVLFHTDLVNPRAITVDPIRGNLYWTDWNREA
3841 CCTAAAATTGAAACATCATCT TTAGATGEIGAAAACAGAAGGAT TCTGATCAACAAAGATAT TGGAT TACCCAATGEAT TAACCT TTGAOACT TCTCCAAACTGCTCTGCTG33CAGAT
2P KI ETSSLDGENRRI LI NKDI GLPNGLTFDPFSKLLCWATD

secesscssscssscsne eseccsecssccssccssccssccssccssccssccssnns secessccssccssccne ceccssces

“intron 18

3961 GDDG%MCDAAAAAACI' GGAGTGTACACT ACCOOGATGGAACT GGACGACGIGICATOCAAAACCACCTCAAT TAQOOCT TCAGCATGGTCAGCTATGCAGATCACT TCTACCACACGGAC

IRIAGTKKLECTLPDGTGRRVI QNHLNYPTFS. IVSYADHF
Intron i9

4081 TGGCGBOG%?-\TG;TGI'I'ATATOAGTG’%ATAPG?ACGGTWGHTACI'@T@GmﬁmmﬂmTUCfATGIAT@U@GTCFmAUGKPAPCA
I1WRRDGVI SVNKDSGQFTDEFLPEQRSHLYGI TAVYPYCPT

0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000cssscssscssscssscssscssscssscssss

Intron 20

4201 G%MGQAAAE;’-\
1401 G R K ¥

ACACTAAATGTATAGGAGGATTTCAAGT TTACAAGAATCT TGTGCTAAGRATAT TTGCTACGAAGECAAAGACAGT GGAAANGEAAT TGBOCATTATGAGCTCT TGBAA
4321 CAAGTGAGCATTT TCAGIGCAGTGAGACTCAAGTATAT TT TGTGAAATGTATACCTCAATCT TTACTACTGTATTTTTAAAAACAAAGTT TATCACAAGT TTAAAATAGRATTTTAATCATTG
4441 CTTATTAAATCAACT TTTGTAAACAGT TATTTAAAAGEICAAAT TCAT TCAACATAGAACCAATGAGAGCAAAGACACT AAATCTGAT TTTTGI TTG3CATGGEAT TCTACCTGRICAAGAMA
4561 GIAAAGCAANCAGATGECTATGAGAACTGAT TACTGAAGIOCAGAGGACCATGEEET TA3XCAGTIGAAGTACTCAGACT TTAT T TATACTAAGGT GCTACAAAGAGTQOXCAAGIGICICT

4681 ACAGAAGTATOOCTCAAAAGT ACTCOGBEETAAAACACCANAGATGCAGCAGT TCTTCAATTTTCTATATAAT TGCAATAAAATATTT IAAPU.,HI CITGIGSTCTAMATATCTATATTACT
4801 CCAGGACAAAGT TAAGSET TGGAGT GAATGTAACCATAAAGEETGCACAAT AAT TGTAGAAACAGAATACACGGACT CAAAACAGAGCAMACAACAAGICT TTTACT TCTGCAACT TTATT
4921 AAAGAAAANGCAGIEETGETAAATCTCTAGAACATAGT CAATCTACTGE3EGT TCTAACT TCAAAGT GTGACATCTGAT T TACAAGCACATGCTGSTGTAATGGT TAOCATGACTAGBOAGT G
5041 AGAAGCTGACATACTCATGIGCTCATCTAOCAACT TTTAOCAGT CTGIGSICTGI CT TTGGATCAGCAATGATGAICTGGACEECTACTATGECT TCATTAATTTTTGTCTGTAGCTCICIGA

Abb. 2-5 Gen- und abgeleitete Proteinsequenz des Nidogen-2 Gens.

Die proteinkodierende Region vom Translationsstart-Codon ATG (Pos.:1-3) bis zum Stopp-Codon TGA (Pos.:4210-12)
enthalt 4209 Nukleotide, die fiir ein Protein mit 1403 AS kodieren. Das Signalpeptid (AS 1-30) ist unterstrichen und kursiv
geschrieben. Die Cysteine sind fett und kursiv gedruckt. Das Polyadenylierungssignal AATAAAA (Pos.:4757-4764) in der 575
bp langen 3‘UTR ist unterstrichen. Die Polyadenylierungsstelle (Pos.: 4778) ist mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet. Die
Insertionsstellen der Introns sind durch senkrecht nach unten gerichtete Pfeile markiert. Die fiinf EGF-dhnlichen Module
(EGF-1: AS 507-547, EGF-2: AS 782-823, EGF-3: AS 824-866, EGF-4: AS 871-914, EGF-5: AS 915-953) und die zwei
Thyroglobulin-dhnlichen Module (TY-1: AS 964-1034, TY 2: AS 1043-1113) sind durch schattierte Rahmen markiert und
befinden sich jeweils auf einzelnen Exons. Die Lipoprotein-Rezeptor-dhnliche Region, die mit einer gepunkteten Linie
unterstrichen ist; verteilt sich auf die Exons 16-21. Sechs YWTD-Konsensussequenzen (nach Springer, 1998) sind durch
Kisten in dieser Region gekennzeichnet.



Ergebnisse 31

DNA-Sequenzanalysen zeigen, dass das Nidogen-2 Gen aus 21 Exons aufgebaut ist. Die Exons
haben verschiedene Gréfen und variieren zwischen 113 bp (Exon20) und 728 bp (Exon4).
Die Introns haben eine GroB3e von 119 bp (Intron20) bis 14 kb (Intron 2). Alle Exon-Intron-
grenzen befolgen die GT/AG-Regel (Abb. 2-6; Sharp & Burge, 1997). Introns, die Codon-Tti-
pletts nicht unterbrechen, werden mit Phase 0 bezeichnet, die Unterbrechung nach dem ersten
Nukleotid des Tripletts als Phase 1 und die Unterbrechung nach der dem zweiten Nukleotid
als Phase 2. 14 der 20 (70%) Introns trennen die Codons zischen dem 1. und 2. Nukleotid,
d.h. sie befinden sich in Phase I.

Exon |Exon- 5¢ Spleiss- 3¢ Spleiss- Intron|Intron- Codon |Aminosiure an der

Nr. |grofe Donorseite Akzeptorseite Nr. |grofe phase |Spleiss-Seite
(bp) |Exon Exon (Codon)

1 (a) 228 |C TAC gtaagt ... .. tagtag GTG G|1 675bp Sa [0 Y (76)/ V (77)

2 309 A GAG gtaagt ... .. xacag CTG A2 ~14kb R |0 E(179)/ 1.(180)

3 233 AC CA gtaagt ... .. ticttag G CTA|3 ~45kbR |2 Q (257)

4 728 CAA G gtaagt... .otteag TC TTC|4 ~9kb R |1 V (500)

5 150 GAA G gigatt... .. tttcag GG GCA|5 593bp Sea |1 G (530)

6 246 ACA G gtgagc... .tgeag GT GCT|6 ~1kbR |1 G (632

7 201 TCA G gtatgt... .ttacag TC GTG|7 ~1,5kb R |1 V (699)

8 231 GAA G qtatgt... ..acata) TG GAC|8 ~35kbR |1 V (776)

9 144 GTG G gtgaga... gectag AT GTC|9 463bp S |1 D (824)

10 [129 ATC T gtgagt... ..ttccag TG ATC|10 ~1,5kb PCR |1 L. (867)

11 144 TCT G gtgagt... .. ttgeag AT GTT|11 ~ 5,5kb PCR |1 D (915)

12 119 TCT G gtaagt... ..utcag AC ACG|12 ~2kb® |1 D (955)

13 [234 CCA G (tgag... ..tittag AG CCC|13 ~4kb PR [1 D (1038)

14 222 GCA T gtaagt... ..aaaca) GC ATA|14 ~0,9kb PCR |1 C (1112

15 170 G CAT (taaac... ...ttaaag GGC T|15 ~2,5kb PCR 10 H(1168)/ G(1169)

16 130 TCA G gtcagc... Wtecag GT TTG|16 415bp Sea |1 G (1212)

17 172 GA GG gttagc... ..ccacag C AAC|17 ~2,5kb PCR 2 G (1269)

18 158 GCA G (taata... ...taaaag GA ACC|18 ~1,7kb PCR |1 G (1322

19 124 GG AG gtgagc... octag G GAT|19 849bp Sea |2 R (1363

20 113 ACA G gtgagt... ..ctacag GA AGA |20 119bp Sea |1 G (1401)

21 @1

b) Konsensus- | KAG gtragt00 YyyOyag GOO

Sequenz

Abb. 2-6 Darstellung der Exon-Introntibergange, Codonphasen, Exon- und Introngrof3en

Die Exonsequenzen sind in Grof3buchstaben und unterstrichen und Intronsequenzen in Kleinbuchstaben und
kursiv gedruckt, dargestellt. Die Linge der 5UTR in Exon 1 und der 3°UTR in Exon 21 sind nicht angegeben (a).
Die Exongréfien reichen von 113bp (Exon20) bis 728 (Exon4) und die IntrongréBen von 119bp (Intron 20) bis
~9kb (Intron 4). Die IntrongtéBen wurden durch Restriktionsanalyse (R), Sequenz- (S¢() oder PCR-Reaktionen
(PCR) bestimmt. b) Konsensussequenz fir U2-Typ GT-AG Introns (Sharp & Burge, 1997)(k= A oder C; y=
Pyrimidin, (T oder C); + = Purin (A oder G); 0 kein Konsens vorhanden). Aminosiuren, die an Spleiss-Seiten des
Gens kodiert werden, sind im Einbuchstaben-Code und ihre Sequenzposition in Bezug zum ersten
Translationsstart-Codon aufgeftihrt.
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2.1.5 Analyse der Promotorregion des Nidogen-2 Gens

Proteinkodierende Gene werden durch die RNA-Polymerase II transkribiert, deren
Wechselwirkungen mit der DNA ihre Aktivitit und Regulation im 5’Vorschaltbereich
(Promotorregion) dieser Gene erfolgt. Jeder Promotor zeichnet sich durch eine
charakteristische Auswahl kurzer, konservierter Sequenzelemente aus, die von passenden
Transkriptionsfaktoren ~ verschiedener  Klassen — erkannt  werden.  Ausgeprigte
Sequenzvariationen und der modulare Aufbau der Promotoren ermdglichen unterschiedliche
Kombinationen von Regulationselementen. Der Ausgang fiir die Untersuchung eines
Promotors ist die Festlegung des Startpunktes der Transkription, an welchem die Synthese der
mRNA(-Vorldufer RNA) beginnt. Im Rahmen dieser Arbeit stand die funktionelle
Charakterisierung der Promotorregion des murinen Nidogen-2 Gens nicht im Vordergrund,
deshalb wurde der Transkriptionsstartpunkt experimentell nicht ermittelt, wohingegen die
DNA-Sequenzen flussaufwirts des Translationsstart-Codons des murinen Nidogen-2 Gens
(NT-Pos. 1-3; siche Abb. 2-5) durch DNA-Sequenzierung bestimmt wurden (siche 2.1.4.1).
Um diese Region als mogliche Promotorregion zunichst aufgrund von bedeutsamen
Promotor-Sequenzelementen, wie zB. TATA-Box, CCAATT-Box, GC-Box =zu
charakterisieren (Bucher, 1990), wurde in einer 481bp flussaufwirts gelegenen Region mit dem
Computerprogramm Matlnspector (Quandt et al., 1995) nach konservierten DNA-Sequenzen
gesucht, die eine signifikante DNA-Sequenzidentitit mit den Konsensussequenzen von
entsprechenden Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen (Motiv) zeigen. Weiterhin wurden
DNA-Sequenzvergleiche mit den Promotor-Sequenzen des humanen Nidogen-2 Gens und

des murinen Nidogen-1 Gens durchgefiihrt.

Dutch das Computerprogramm Matlnspector (http://genomatix.gsf.de) konnten 30 DNA-
Sequenzen gefunden werden, die mindestens 90% DNA-Sequenzidentitit mit Konsensus-
Sequenzen bestimmter, charakteristischer Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen haben. Eine
Auswahl der gefundenen Elemente wird nachfolgend kurz zusammengefasst und ist in Abb.

2-7 dargestellt:

Von den drei Grundelementen eines eukaryontischen Promotors, TATA-Box, CCAATT-Box
und GC-Box konnten die letzten zwei bis jetzt nur aufgrund der hohen Sequenzidentititen in
der o. a. untersuchten Nidogen-2 Gensequenz identifiziert werden, jedoch fehlt in dieser
Region ein TATA-Box dhnliches Sequenzelement. Eine GC-Box-Motiv mit einer DNA-
Sequenzidentitit von 91,9% mit der charakteristischen SP1-Konsensussequenz (stimulating
protein 1) wurde 107bp flussaufwirts des Translationsstart-Codons gefunden. Daran

anschlieBend an Position - 111bp befindet sich eine CCAAT-Box-Motiv mit einer sehr hohen



Ergebnisse 33

DNA-Sequenzidentitit von 99,7% zu der entsprechenden Konsensus-Sequenz (Bucher, 1990;
Positionen in der Sequenz siche Abb. 2-7). Weiterhin wurden zwei AP1-Motive (activating
protein-1; in antigenomischer Orientierung) in der untersuchten Promotorregion (siche Abb.
2-7) identifiziert. An AP-1 Motive konnen Hetero- bzw. Homodimere der Proteine Fos und
Jun, sowie verschiedene andere Transkriptionsfaktoren binden, die einen Einfluss auf viele
biologische Funktionen haben (fiir eine kurze Ubersicht siche Michael et al., 1997). SchlieBlich
wurden auch potentielle DNA-Sequenzelemente mit sehr hohen DNA-Sequenzidentititen zu
Bindungsstellen fiir die weniger charakterisierten Transkriptionsfaktoren deltaEF1 (Sekido 6t
al., 1994), IK-2 (Molnar et al., 1994), v-ErbA (Subauste ¢t al., 1995), c-Myb (Howe ¢t al., 1991),
Gfil (Zweidler-Mckay ¢t al, 1996) und Th1/E47 (Hollenberg €t al, 1995) in der

Promotorregion des murinen Nidogen-2 Gens gefunden (siche Abb. 2-7).

Um durch DNA-Sequenzvergleiche zu sehen, ob bestimmte DNA-Sequenzelemente in der
Promotor-Region des murinen und humanen Nidogen-2-Gens bzw. des murinen Nidogen-1
Gens konserviert sind, wurde das GCG-Computerprogramm BestFit, fur die Bestimmung der
optimalen Anordnung zweier Sequenzen eingesetzt. Dadurch zeigte sich tber eine 1088 bp
lange Region eine Sequenzidentitit von signifikanten 70,5 % zwischen den Promotoren des
murinen und des humanen Nidogen-2 Gens (Ohno et al., unverdffentlichte Sequenzen
EMBL-Genbank Registriernummer: AB009777). Die Promotorregionen des murinen
Nidogen-1 (Durkin et al., 1993; EMBL-Genbank Registriernummer: 1.17322) und des
Nidogen—2 Gens zeigen eine DNA-Sequenzidentitit von 37,3% tiber 779 bp.

Durch das Computerprogramm Matlnspector (Quandt et al., 1995) wurden weiterhin
potentielle Tranksriptionsfaktor-Bindungsstellen in der entsprechenden humanen Nidogen-2
Promotorregion gesucht. Wie schon fiir die murine Nidogen-2 Promotorregion beschrieben,
fehlt in der untersuchten humanen Promotorregion eine typische TATA-Box, jedoch sind
CCAAT- und GC-Boxen und eine Reihe anderer Motive erhalten geblieben. Folgende Motive

konnten identifiziert werden:

1) zwei CCAAT-Boxen (CCAAT-BOX 1: NT-Pos. —107 bis =97 in genomischer Orientierung
(+); CCAAT-Box2: NT-Pos. =129 bis —117 in antigenomischer Orientierung (-) ),

2) drei SP1-Motive (SP1, NT-Pos.: -71 bis =58 (-); SP2, NT-Pos.: -78 bis —64 (-): SP3, N'T-
Pos.: -264 bis —252 (+)), wobei aber zwei SP1-Motive (SP1 und SP2) ubetlappen -
3) vier AP4-Motive, jedoch keine AP1-Motiv.

4) ein Gfil-Motiv (NT-Pos.: -138 bis —115 (-)

5) zwei Ik2-Motive: (Ik2 1, NT-Pos.: -78 bis —68 (-); Ik2 2, NT-Pos.: -394 bis —382

0) ein c-Myb-Motiv (NT-Pos.: -465 bis —449)
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A)

-481 aggcct ct agcgagaggggt accccggaccct agggcagggcgcecgaact ccagtgtgttc -422
-421 attaccctccctcgcetctgeccaacccagt gcgcacagt cgcet cctgcccagagcet gcacg - 362

AP1 (-)
-361 cgcgccgagggt cct gccagcecctt gaggt cacct cct gcagegt cgt agecct acactgg - 302
v- ErbA (+)
... cctgccagcecctt gaggt clacctcce. .
| K-2(+)
-301 agagttgggggt agcccaggagt agt t jgggajcagcct agaccagaccgggccaacggcct -242
cMb (-)
. .. gggcjcaacjggcct

del t aEF1( +)
-241 clacct]t ccagccecggecact ccagcaaact acageagt ct t agaaaacct aat gagaacc - 182

caccttcec. ..
AP-1 (-)
-181 acat gt agaggccget ggcgaact tt ct cagagt cget gat t glgt calgt ggccgagaget —122
... ctcagagt cgct!%!;g(t -c)agt. ..
CCAAT- BOX (+) SP-1 (+) THL/ E47 (+)

-121 gt aglccaalt cagcgeget gggeglggecegt at t gcggaccagaggt ccaagt t ggagtct] - 62
-61  [gglcgggcagagt ggccecgeagagact t gcggagt ggagggcagagecagggaggagt gag - 2
1 Exonl

-1 CATGTTTCGGGACCCGACAGCCGEGT GGCTAACACCGCCATCACCGCTATCGCTCCTGGT 59
M FRDZPTAGWLTW®PWPSUPL SL L V

B)

Transkriptionsfaktoren | NT-Pos. DNA-Sequenzidentitit mit
Bindungsstelle der Konsensussequenz
CCAAT-Box -122 bis —111 99,7%
delta EF1 -243 bis -235 96,4%
1k-2 -279 bis —268 95,8%
v-ErbA -342 bis —326 95,2%
2x AP1 -331 bis —329 94,8%

-144 bis —134 92,3%
c-Myb -255 bis =235 92,8%
Gfl1-1 -156 bis —134 92,1%
Th1/E47 -71 bis —56 92,0%
SP-1 -107 bis -95 91,9%

Abb. 2-7 Promotorregion des murinen Nidogen-2 Gens mit potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindungstellen.

A) 481 Nukleotide der Promotorsequenzen (-481 bis —1; Kleinbuchstaben) und 59 Nukleotide der kodierenden
Region (1-59; GroB3buchstaben) des Nidogen-2 Gens sind dargestellt. Das Translationsstart-Codon ATG des
Exon 1 ist fett gedruckt. Die Konsensus-Sequenzen fiir potentielle Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren
sind in der Promotorregion unterstrichen. Innerhalb dieser markierten Regionen werden fiir die Bindung des
Transkriptionsfaktors besonders wichtige Nukleotide durch einen Rahmen hervorgehoben.

B) Tabellarische ~ Ubersicht der mit dem Computerprogramm gefundenen Transkriptionsfaktoren-
Bindungsstellen, die Sequenzidentititen mit den entsprechenden Konsensussequenzen und den NT-Pos. Die
NT-Pos. sind hier relativ zu dem Translationsstart-Codon ATG mit den NT-Pos 1-3 definiert.
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2.1.6 Bestimmung der Introngréf3en

Durch DNA-Sequenzanalysen konnten die Introns 5, 9, 16, 19 und 20 komplett sequenziert
und aus den DNA-Sequenzdaten die Introngréflen ermittelt werden (siche Abb. 2-6 und 7.4).
Durch Restriktionskartierung und DNA-Sequenzanalysen wurden anniaherungsweise die
IntrongréBen fir die Introns 1-4, 6-8 und 12 bestimmt (siche Abb. 2-6). Die GréBen der
Introns 10, 11, 13, 14, 18 und 19 wurden anniherungsweise durch PCR-Reaktionen mit
spezifischen Oligonukleotiden ermittelt (siche Abb. 2-8 und Abb. 7-2). Dadurch wurde auch
eine eindeutige Anordnung der Exons 10, 14 und 18 mdglich. Die ermittelten Introngréen

erlauben eine eindeutige Anordnung der einzelnen Exons des murinen Nidogen-2 Gens auf

der physikalische Katte der rekombinanten A-Phagen moglich (siche Abb. 2-2).

A)
Intron 10 11 13 14 18 19

6.0

50 —

40

3,0 —

20—

1.0 —

05 —
B)
Intron Oligonukleotid- Lage Matrize Intron Kommentar

paar Grolle
(kb)

10 ND33/ND50 Exon 10 und 11 4-72#51 ~1,5 Sequenz
11 ND34/ND51 Exon 11 und 12 4-72#51 ~5,5
13 ND36/ND95 Exon 13 und 14 4-72#51 ~4.0
14 ND37/ND9%6 Exon 14 und 15 4-72#51 ~0,7 Sequenz
18 ND39/ND55 Exon 18 und 19 3-1#57 ~1,7 Sequenz
19 ND40/ND97 Exon 19 und 20 3-1#57 ~1,0

Abb. 2-8 Bestimmung der Introngrdf3en durch PCR-Technik

Darstellung der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Reaktionsprodukte in einem 1% Agarosegel. Die
ungefihren Groflen der Introns 10, 11, 13, 14, 18 und 19 konnten nach Auswertung der PCR-Reaktionsprodukte
ermittelt werden.

B) Ubersicht der in PCR-Experimenten zur Analyse der IntrongréBen verwendeten Oligonukleotide und
Matrizen. Positionen der verwendeten Matrizen und Oligonukleotiden sind im Anhang 7.1 in Abb. 7-3 und Abb.
7-4 gezeigt. Die Lage der Introns 10, 14 und 18 konnte durch DNA Sequenzanalysen bestitigt werden (siche
Anhang 7.4.)
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2.1.7 Vergleichende Darstellung der Genstrukturen des murinen
Nidogen-1 und Nidogen-2, sowie des humanen Nidogen-2
Die Kombination der Restriktions- (Abb. 2-1 A), Southern Blot- (Abb. 2-1 B), PCR- (Abb.
1-7) und Sequenzanalysen (siche Kapitel 2.1.4.1-2.1.4.3 und 2.1.5) erlaubten in der erstellten
physikalische Karte der rekombinanten A-Phagen (siche Kapitel 2.1.2 - 2.1.3) die 21 Exons
und 20 Introns des Nidogen-2 Gens eindeutig anzuordnen (siche Abb. 2-2). Der Gen-Locus
des murinen Nidogen-2 Gens erstreckt sich tber ca. 60 kb. Dies entspricht der Grof3e des
humanen Nidogen-2 Gen-Locus. Die Genstruktur des humanen Nidogen-2 wurde aus
nichtveréffentlichten DNA-Sequenzen der einzelnen Exons und Introns abgeleitet (EMBL-
Gendatenbank Registriernummern der einzelnen DNA-Sequenzen des Nidogen-2
(Osteonidogen)-Gens: AB009778 (Exon 1) - AB009799 (Exon 22), AB009800 (Intron 1) -
AB009820 (Intron 20), eingereicht am 6.1.1998 von Ohno et al.). Die Genstrukturen des
murinen und humanen Nidogen-2 weisen eine sehr starke Ahnlichkeit auf (Abb. 2-9), d.h. die
Lage und Zahl der Exons und Introns der beiden Nidogen-2-Gene stimmt mit einer
Ausnahme tberein. Das humane Nidogen-2 Gen weist ein Exon und ein Intron mehr als das
Nidogen-2-Gen der Maus auf. Dieser Unterschied betrifft das Exon 4 des Nidogen-2-Gens
der Maus und die Exons 4 und 5, einschlief3lich das Intron 4 des humanen Nidogen-2 Gens.
Dieser besondere Aspekt der Genstrukturen wird in 2.1.8 beschrieben. Der murine Nidogen-1
Genlocus ist mit mindestens 65 kb (Durkin et al., 1995) und der humane mit mindestens 90 kb

(nicht dargestellt; Zimmermann et al., 1995) linger als der murine Nidogen-2 Locus (Abb.
2-9).

Nidogen-1 der Maus

18 20
Exons 1 23 4 5 6 7 8 9 101112 1314 15 16 17 19
1 1—1 Il 1 11 11 4 11— HHHE
1 I i 1 T LI 1 T
Nidogen-2 der Maus 19 21
Exons 12 3 4 567 8 91011 12 13 1415 1617 18 20
)| I . | “ | 1 Ll
o LILELEN L] LI LI
Nidogen-2 des Menschen 20 22
Exons 12 3 45 678 9 101112 1314 1516 1718 19 21
1 1 I 1 [T 1 TR T R
T 1 T T 0 LI B
*

10 kb

Abb. 2-9 Schematische Darstellung der Genstrukturen der murinen Nidogene 1 und 2, sowie des humanen
Nidogen-2. GroéBenstandard 10 kb.
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2.1.8 Besonderheit des Exon 4 des murinen Nidogen-2-Gens

Der DNA-Sequenzvergleich von genomischen Exon4 DNA-Sequenzen des Nidogen-2 Gens
der Maus mit der publizierten cDNA-Sequenz fiir Nidogen-2 (Kimura ét al., 1998) zeigt eine
vollstindige Sequenziibereinstimmung ohne Unterbrechung (kein Intron) uber die
entsprechende Region. Das Exon 4 des murinen Nidogen-2 Gens stellt mit 728 bp ein relativ
gro3es Exon dar und die Ableitung der Aminosiuresequenz von der Exon 4 DNA-Sequenz
zeigt, dass das Exon 4 fir die komplette 243 AS grof3e flexible Verbindungsregion zwischen
den globuliren G1- und G2-Dominen kodiert. Es stellte sich die Frage, ob die flexible
Verbindungsregion auch im humanen Nidogen-2 Gen auch auf einem groflen Exon kodiert
ist. DN A-Sequenzvergleiche der kompletten Exon 4-Sequenz des murinen Nidogen-2 mit den
entsprechenden genomischen DNA-Sequenzen des humanen Nidogen-2-Gens (von Ohno ¢t
al., unveroffentlicht. EMBL-Genbankregistriernummern: Exon 4 = AB009781, Intron 4 =
AB009803, Exon 5 = AB009782, siche 2.1.7) fihrten zu folgenden Ergebnissen:

1. Im humanen Nidogen-2-Gen sind die Sequenzen, die fiir die flexible Verbindungsregion
kodieren und der homologen DNA-Sequenz des kompletten murinen Exon 4 entsprechen,
nicht auf einem Exon, sondern auf zwei Exons, Exon 4 und 5 verteilt (Abb. 2-10 A). Die
DNA-Sequenzidentititen der Exons des humanen Nidogen-2 Gens mit den homologen
Regionen des murinen Exon 4 betragen 72,6% (Exon 4; 301 bp) und 65, 8% (Exon 5; 360
bp). Die Aminosiure-Sequenzidentitit der beiden humanen Exons in der flexiblen

Verbindungsregion mit dem murinen Exon 4 sind 67, 3% (Exon 4) und 48, 2% (Exon 5).

2. Das 81 bp kurze Intron 4 des humanen Nidogen-2-Gens zeigt Giberraschenderweise eine
signifikante DNA-Sequenzidentitit von 62,5 % zu Exon 4-Sequenzen des murinen Nidogen-2
Gens. Die Identitit dieser Intron 4-Sequenzen im humanen Nidogen-2 Gen als funktionelles

Intron wird bestitigt durch:

a) ihre Abwesenheit in der publizierten (Kohfeldt et al., 1998, EMBL-Gendatenbank
Restriernummer: AJ223500) und der nichtpublizierten (Ohno et al., unveroffentlichte mRNA-
Sequenz fiur Nidogen-2 (Osteonidogen); EMBL-Gendatenbank, 9.7.1996, Registriernummer:
D86425) cDNA-Sequenz fiir das humane Nidogen-2 und

b) die Anwesenheit von Donor- und Akzeptor-Spleiss-DNA-Sequenzen, die eine DNA-
Sequenzidentitit von 68% mit den Spleiss-Konsensussequenzen fiir U2-Typ Introns

aufweisen (Sharp & Brugge, 1997).
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Aus den o.a. Sequenzanalysen ergaben sich folgende Fragen und Antworten:

1. Kann die Intron 4-Sequenz auch beim Ausbleiben des Spleissvorgangs eine alternative
Funktion als Exon-Sequenz haben und dabei den nattrlichen Leserahmen des Nidogen-2

erhalten?

Die Ableitung der Aminosiuresequenz von den DNA-Sequenzen des Exon 4, Intron 4 und
Exon 5 im durchgingigen Leserahmen zeigt, dass der Leserahmen in dieser Region durch die
Anwesenheit der Intron-Sequenzen nicht geindert wird. Somit kénnte man die gesamte
Region (Exon 4, Intron 4 und Exon5) alternativ als ein potentiell durchgingiges Exon
betrachten. Das wirde die Anwesenheit von zusitzlich 27 AS in der flexiblen
Verbindungsregion des humanen Nidogen-2 Genprodukts zur Folge haben (Abb. 2-12 B).
Damit wire die gesamte flexible Verbindungsregion des humanen Nidogen-2 auf einem Exon
kodiert, wie es fiir das murine Nidogen-2 Gen gezeigt wurde. Das Vorhandensein dieser
moglichen alternativen mRNA-Sequenz fir das humane Nidogen-2 kénnte durch RT-PCR-
Technologie mit verschiedenen RNAs und anschlieBenden DNA-Sequenzanalysen
experimentell Uberprift werden. Diese Experimente wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit

jedoch nicht durchgefiihrt.

2. Kénnen DNA-Sequenzen im Exon 4 des murinen Nidogen-2 Gens, die eine signifikante
DNA-Sequenzidentitit mit den Intron 4 Sequenzen des orthologen humanen Gens aufweisen,

alternativ auch als Intron funktionell sein?

Um diese Frage zu beantworten wurde zundchst die betreffende Region des Exon 4 des
murinen Nidogen-2 Gens auf potentielle Spleiss-Donor- und Akzeptor-Seiten untersucht
(Abb. 2-10 A). Von den sechs identifizierten potentiellen Spleiss-Stellen eignet sich jedoch nur
eine bestimmte Spleiss-Donor- und Akzeptor-Kombination (Kombination c-d; Abb. 2-9).
Diese schliel3t eine 66 bp kurze potentielle Intronsequenz im Exon4 ein und wiirde den
Leserahmen der alternativen Nidogen-2 mRNA nach dem Spleissen dieser Intronsequenz
nicht verindern. Die Entfernung dieser 66 bp Exon 4-Sequenzen aus der murinen hnRNA
wiurde die flexible Verbindungsregion des Nidogen-2 Genprodukts um 22 AS verktrzen (Abb.
2-10 B). Die DNA-Sequenzen an Spleissdonor- und Akzeptorseite der Kombination (c-d)
zeigen jedoch eine schwache DNA-Sequenzidentitit von nur 44% mit den Spleiss-

Konsensussequenzen fir U2-Typ Introns (Sharp & Brugge , 1997).
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A) DNA-Sequenzvergleich

Exon 4
Human- Ni d2  [ATTGAATGGCCACAGCAGCATTGATGITTCCT TCCAATCCAAAGT GGATACAAAGCCTTT]
I N I I, | | |
Maus- Ni d2 CCCGGAAGGCCACAGCAGAAT TGATGT GTCTTTCAAT TCAAAGGCT GATCCAGGCCTTGT
Exon 4 al
.>
303
Intron 4
Hurman- Ni d2 mGTAGGATCTCCCCTCCAGATTCTGATCTGTCCTCCCCCTTGC- - - ATCCAACACC
[ | ||||| |||||||||||| A NN
Maus- Ni d2 GGACGTCGGCACCT CCGACCGCGCTTCTCCT TGGCCATATCCAGCACC
N /\ Exon 4
298 318
L> b |_> c
Intron 4 38\1} Exon 5

Human- Ni d2  TACTTATTGGCCATTCTATCCTGAAACAGAATCT TCCACCT TGGATCCTCACACCAAAGA
I A ot N A A A A R AN A AR A AN AN
TGGTAACTGGCCATCCTACCGGGAAACAGAAT CGGCT TCT TTGGACCCT CAAACCAAACA

Maus- Ni d2
Exon 4 A
383
d <_|

Exon 5

Human- Ni d2 |[AGGAACAT CT CT GGGAGAGGT AGGGGGCCCAGAT TTAAAAGGCCAAGT TGAGCCCT GGGA
|| | ||||||||||||| NI AN
Maus- Ni d2 GGGECCECCEET GCGA GAGGTTCTGGAT TTCAGGGACCCAGCGGAGCTTTTGGA
e 4 Exon 4 o«

B)
Mensch ni dogen-2-alt.. QSKVDTKPLEGRI SPPDSDL SSPLHPTPTYWPFYPETESSTL DPHTKEG
Mensch NI DOGEN- 2 QSKVDTKPLE. . ... .. ESSTLDPHTKEG
Maus NI DOGEN- 2 NSKADPGL VDVGT SSPGSDRASPWPYPAPGNWPSYRETESASL DPQTK
Maus ni dogen-2-alt. NSKADPGLVDVGISSP...................... ESASLDPQTK

Abb. 2-10 A) Ausschnitt eines DNA-Sequenzvergleichs des murinen Nidogen-2 Exon4 (Maus-Nid2; NT-Pos.
relativ zum 5“Ende des Exon 4) mit der entsprechenden Region des humanen Nidogen-2 Gens (Exon4, Intron4
und Exon5; NT-Pos. relativ zum 5“Ende des Exon 4).

Die Sequenzen der humanen Exons 4 und 5 (mit Rahmen formatiert) werden durch das Intron 4 (unterstrichen).
getrennt (N'T-Pos 303-383; Kohfeldt et al., 1998). Im Exon 4 des Maus Nidogen-2-Gens befindet sich ein
Sequenzabschnitt (NT-Pos. 298-383; siche Abb. 2-5), der eine signifikante DNA-Sequenzidentitit zum humanen
Intron 4 aufweist. Potentielle Spleiss-Donor (a,b,c) und -Akzeptorseiten (d,e,f) in dieser Sequenz sind durch
Pfeile markiert. Innerhalb dieser Region liegt eine 66 bp DNA-Sequenz (fett und kursiv gedruckt), die von einer
potentiellen Spleiss-Donor (¢) und -Akzeptorseite (d) flankiert wird. Die Entfernung dieser 66 NT als
Intronsequenz in einer hnRNA wiirde den natiirlichen Nidogen-2-Leserahmen nicht verschieben.

B) Der Aminosiuresequenz-Ausschnit aus der flexiblen Verbindungsregion des Nidogen-2 von Mensch (Mensch
NIDOGEN-2; Kohfeldt et al., 1998) und Maus (Maus NI DOGEN- 2; Kimura et al., 1998, siche Abb. 2-11 in
diese Arbeit) und potentielle alternative Nidogen-2 Isoformen (Mensch ni dogen-2-alt., Maus
ni dogen-2-alt.) sind im Vergleich dargestellt. Die entsprechenden alternativen Aminosiuresequenzen in
den Nidogen-2 Isoformen sind fettgedruckt und unterstrichen. In einer alternativen humanen Nidogen-2
Isoform (Mensch ni dogen- 2- al t . ) wiirde eine Insertion von 28 AS durch die Anwesenheit der Intron 4-
Sequenzen in der mRNA erfolgen. Wohingegen die Entfernung von 66 NT aus dem Exon 4 als alternative
Intronsequenzen in der murinen Nidogen-2 hnRNA, eine Deletion von 22 AS in der Verbindungsregion der
bekannten Nidogen-2 Sequenz (Maus N DOCGEN-2) zur Folge hitte. Somit wiirde eine alternative Maus
Nidogen-2 Isoform (Maus ni dogen-2-alt.) entstechen.
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Zur Uberpriifung der Annahme, dass das murine Exon 4 alternativ intern gespleisst werden
kann, wurde polyA™-RNA von verschiedenen Organen der Maus durch RT-PCR-Technik auf
die Anwesenheit dieser potentiell alternativen Nidogen-2 mRNA-Sequenz in der

entsprechenden RNA-Region untersucht.

Die verwendeten Oligonukleotide flankieren die potentiell gespleisste Region (Abb. 2-11). Als
Matrize wurden je 10 ng polyA"™-RNA aus Herz, Lunge, Niere und Skelettmuskel aus C57/BI6

Miusen verwendet. Folgende RT-PCR-DNA-Fragmente sind theoretisch zu erwarten:

1. Die bekannte murine Nidogen-2 mRNA (Transkript I) als Matrize sollte mit dem
Oligonukleotidpaar ND25/ND28 ein 587bp groles RT-PCR-DNA-Fragment ergeben.

2. Falls das Exon 4 intern alternativ gespleisst werden kann, entsteht ein alternatives Nidogen-
2-Transkript (Transkript II). Unter der Voraussetzung, dass dieses Transkript in der
entsprechenden mRNA ausreichend vorhanden ist, wiirde man mit dem Oligonukleotidpaar

ND25/ND28 ein verkiirztes RT-PCR-DNA-Fragment von 523bp erwarten.

Mit den gewihlten Oligonukleotiden und mit verschiedenen polyA+-RNAs konnte unter den
durchgefithrten RT-PCR-Reaktionsbedingungen jedoch nur ein ~580 bp RT-PCR-DNA-
Fragment nachgewiesen werden. Der Nachweis eines 523 bp RT-PCR-DNA-Fragments von
einem potentiell alternativen Transkript II war nicht moglich. Das ~580 bp DNA-Fragment

entspricht dem erwarteten RT-PCR-Produkt von Transkript I.

A)

Transkript | Transkript Il
ND25 Nd28 ND25 28

en Exon 3 4 5 Exon 3 4*-5' Vv 4*-3' 5
v v

Transkript [ T — I I—
ND25 Nd28 ND25 Nd28
—> <« —> <«—
PCR-Fragment 587 bp 523 bp
B)

Abb. 2-11 RT-PCR-Analyse. A) Schematische Abbildung der Nidogen-2-
Genregion, die fiir die flexible Verbindungsregion kodiert. Die Lage der
Oligonukleotide ist durch Pfeile markiert (ND25 ,sense“-Orientierung;
ND28 in ,antisense“-Orientierung). Das zu erwartende RT-PCR-DNA-
Fragment von Transkript I hat eine Gréf3e von 587bp. Falls das Exon 4
intern gespleisst werden sollte (alternatives Intron-4), entsteht eine kiirzere
mRNA (Transkript 1I). Infolgedessen sollte ein 523bp RT-PCR-DNA-
Fragment entstehen.

700bp
600bp
500bp

400bp

B) Die RT-PCR-Reaktionsprodukte wurden elektrophoretisch in einem
1.5% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefirbt. Mit dem
Oligonukleotidpaat ND25/ND28 und mit verschiedenen PolyA*-RNAs als
Matrize war nur ein ~580bp RT-PCR-DNA-Fragment im Agarosegel
sichtbar, das dem Transkript als Matrize entspricht.

H=Herz, L=Lunge, N=Niere, M=Skelettmuskel. GréBenstandard 100bp.
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2.1.9 Die Analyse der Primarstruktur des murinen Nidogen-2 und der
Bezug zur Genstruktur

Die modulare Genstruktur des murinen Nidogen-2 Gens hat eine Entsprechung in der
resultierenden Proteinstruktur. Durch Vergleiche mit den bekannten Strukturen des humanen
und murinen Nidogen-1 (siche auch Einleitung 1.2.3.1; Durkin et al., 1995; Zimmermann et al.,
1995 ), unter Beriicksichtigung der Primarstruktur-Analyse der von der humanen Nidogen-2
cDNA abgeleiteten Aminosduresequenz und der elektronenmikroskopischen Strukturanalysen
des rekombinant hergestellten Proteins (Kohfeldt et al., 1998), lassen sich die globuliren G1-,
G2- und G3-Dominen, sowie die flexible (zwischen G1 und G2) und die starre
Verbindungsregion (zwischen G2 und G3) des murinen Nidogen-2 Proteins bestimmten
Exons zuordnen. Als Domine werden strukturelle Einheiten der Proteine bezeichnet, die eine
cigenstindige Faltung aufweisen (Bork et al., 1996). Die Exons 1-3 kodieren fur die G1-
Domine, die den Exons 5 bis 8 kodieren fiir die G2-Domine und die Exons 15 bis 21
kodieren fiir die G3 Domaine (Abb. 2-12). Die flexible Verbindung zwischen der G1- und G2-
Domine wird im murinen Nidogen-2, aber auch im murinen Nidogen-1 (Durkin et al., 1995)
und humanen Nidogen-1 (Zimmermann et al., 1995), von einem Exon, dem Exon 4 kodiert,
wohingegen sie im humanen Nidogen-2 von zwei Exons kodiert wird, dem Exon 4 und 5

(unveroffentlichte Sequenzen von Ohno et al., 1998 siche 2.1.7).

Als Module werden Untereinheiten von Dominen bezeichnet, die sich in verschiedenen
Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen befinden kénnen und eine Konsensussequenz
besitzen (Bork et al., 1996). Die finf Epidermal Growth Factor (EGF)-ihnlichen (EGF-1:
AS 507-547; EGF-2: AS 782-823; EGF-3: AS 824-866; EGF-4: AS 871-914; EGF-5: AS
915-953) und die zwei Thyroglobulin (TY)-dhnlichen Module (TY-1: AS 964-1034; TY-2: AS
1043-1113) werden von einzelnen Exons des murinen Nidogen-2 Gens kodiert. Die
Lipoprotein-Rezeptor-dhnliche Region mit sechs charakteristische YWTD Motiven (Springer,
2000) wird von den Exons 15-21 kodiert.
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G1 flexible G2 starre G3
Verbindung Verbindung
Protein NH, COOH
AS-Position 31 257 1113 1403
/ / / \ pGYRGDGFN \
Exon 9 10 11 14 15 16 17 18192021
Gen
EGF3 EGF5  TY2 LDLR
Module S EGF1 EGF2 EGF4 TYI

Abb. 2-12 Schematische Darstellung der Zusammenhange zwischen der modularen Genstruktur (unten)
und der Proteinstruktur des murinen NIDOGEN-2 (oben).

In der schematisch dargestellten Genstruktur sind die Exons als Rechtecke und Introns als diinne, senkrechte
Balken zu sehen. Die hypothetischen Aminosdure-(AS)-Positionen der Grenzen der globuliren Domine G1-,
G2- und G3-Dominen ergeben sich aus Sequenz- und Strukturvergleichen mit Nidogen-1, sowie der Positionen
der EGF-dhnlichen, bzw. Thyroglobulin-dhnlichen Modulen. Die Nidogen-2 Gensequenzen, die fir die finf
EGF-dhnlichen (EGF1-5 graue Rauten; EGF-3 und -5 mit Ca?" Bindungsstelle; weiller Punkt) und die 2
Thyroglobulin-dhnlichen Module (TY1 und —2; hellgraue Rechtecke) kodieren, befinden sich auf einzelnen
Exons in der Codonphase 1. Die LDIL-Rezeptor dhnliche Regionen (LDLR; dunkelgraue Rechtecke) werden von
den Exons 15-21 kodiert. Diese beinhalten auch sechs charakteristische YWTD-Motive (nach Springer, 1998;
helle Rechtecke). Das Integrin-Bindungsmotiv -RGD- wird in Exon 12 kodiert. Die flexible Verbindung
zwischen den globuliren G1- und G2-Dominen im Nidogen-2 der Maus ist auf einem einzigen grofen Exon 4
kodiert, wohingegen im humanen Nidogen-2Gen die Exons 4 und 5 fiir die entsprechende Verbindungsdomine
kodietren.

Die modularen Genstrukturen des murinen Nidogen-1 und —2 wurden miteinander verglichen
(Abb. 2-13). Alle EGF-ihnlichen, sowie Thyroglobulin-dhnlichen Module werden in beiden
murinen Nidogen-Gene von einzelnen Exons kodiert Auffallend ist, dass sich alle Exons, die
fir diese Module kodieren von Introns in der Phase I unterbrochen werden (siche Abb. 2-06).
Weiterhin wird die gesamte LDLR-dhnliche Regionen von Introns flankiert, die sich in Phase

1 befinden, obwohl sich innerhalb dieser Region Introns in unterschiedlichen Phasen

befinden.

Codon-Phase 0 0o 2 11 1 1 111 1* 1 1 21*
. Exon 1l 2 l 3 l 4 lsl l l l l‘11 12 13 14 15116 17 18119 20
Nidogen-1 e T T T WL T 1 m_--é,UTR
Module S EGF1 EGF2 EGF4 Ty1 LDLR EGF 6
EGF 3 EGF 5 TY2
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18192021
Nidogen-2 5U-T-|-?---I | [ 1 TR

11 i ATt

Codon-Phase 0 0 2 111 1

*01 212 1*

Abb. 2-13 Schematische Darstellung der modularen Struktur der murinen Nidogen-1 und Nidogen-2Gene.
Die EGF- ihnlichen Module (Rauten) und Thyroglobulin-dhnlichen Module (hellgraue Kasten) werden von
einzelnen Exons kodiert. Alle diese Exons sind von Introns der Phase 1 flankiert. Die LDL-Rezeptor-dhnliche
Region (dunkelgrauer Kasten) erstreckt sich iiber mehrere Exons die von Introns mit verschiedenen Codon-
Phasen getrennt werden. Die gesamte Region wird aber von Introns in der Codon-Phase 1 flankiert (durch
Sterne gekennzeichnet).
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2.1.10 Die chromosomale Lokalisation des murinen Nidogen-2 Gens

Die chromosomale Lokalisation des murinen Nidogen-2 Gens war im Gegensatz zu den
beschriebenen humanen und murinen Nidogen Genen (siche 1.2.3) bisher noch unbekannt,
konnte aber im Rahmen dieser Arbeit bestimmt werden. Als Genlocus wird ein Ort im
Genom bezeichnet, det durch kartierte Genmarker bestimmt wird. Bei den Markern muss es
sich nicht unbedingt um Gensequenzen handeln, es koénnen auch intergenische,
nichtkodierende DNA-Segmente sein, z.B. D13Mit44 (DNA Segment, Chromosome 13,

Massachusetts Institute of Technology, 44).

Um die chromosomale Lokalisation von Genen zu bestimmen, kénnen Hybridzelllinien aus
radioaktiv bestrahlten ES-Zellen von einer 129 WT-Maus und A23 Hamsterzellen verwendet
werden (einer Auswahl dieser Zellen wird als T31-"Radiation hybrid panel"-(RHP) bezeichnet,
McCarthy et al., 1997; Flaherty & Herron, 1998). Die einzelnen Hybridzelllinien tragen
durchschnittlich 20-25% Maus-DNA, die durch die Bestrahlung (3.000 rad) fragmentiert
vorliegt. Durch die Verteilung bekannter muriner Genmarker in den einzelnen Zelllinien kann
eine genetische Karte erstellt werden. Das ist méglich, da die Wahrscheinlichkeit, dass sich
zwei Genmarker in derselben Zelllinie befinden mit ihrem Abstand korreliert. Die
bestmdgliche Anordnung der Marker wird aus den Verteilungsmustern durch ein
Computerprogramm bestimmt. Diese Karte unterliegt einer kontinuierlichen Verfeinerung
und kann fiir die Lokalisierung gewtnschter Gene verwendet werden (Elliott ¢t al., 1999; Van

Etten et al., 1999).

Zu diesem Zweck wird ein DNA-Fragment aus einem nichtkodierenden Bereich des zu
lokalisierenden  Gens mit der DNA des T31-RHP hybridisiert. Aus dem
Hybridisierungsmuster kann durch Computerprogramme die Genlokalisation mit einer
Genauigkeit von durchschnittlich 145 kb bestimmt werden (McCarthy et al., 1997). Die
chromosomale Lokalisation des murinen Nidogen-2 Gens wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
David Beier (Harvard Medical School, Division of Genetics, Brigham and Womans Hospital,
Boston, MA, USA) durchgeftihrt. Voraussetzung fur die Durchfiihrung, der
Hybridisierungsexperimente, ist die Herstellung von Gen-spezifischen DNA-Proben, bzw. die

Ausarbeitung von Gen-spezifischen PCR-Protokollen.
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Um das murine Nidogen-2 (Nid2) Gen zu lokalisieren, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit
ein 234 bp Nidogen-2-spezifisches PCR-DNA-Fragment aus der Promotorregion mit den
Oligonukleotiden P10 und P11, bzw. ein 223 bp PCR-DNA-Fragment aus dem Intron 1 mit
den Oligonukleotiden P8 und P9 hergestellt (Abb. 2-14 A). Als Matrize fur die Reaktion
dienten 5 bzw. 50 ng genomische DNA aus der Leber einer Maus des WT-Stammes 129 Sv
(Reaktionsbedingungen siche 5.2.1.7.3).

A) B)
Oligonukleotide P8IPY P10/P11
genomische DNA  50ng 5ng 50ng 5ng
Promotorregion Exonl Intron1 Exon2
1 228 902 1211 E——
ATG
—
Oligonukleotid P10 P11 P8 P9 E
— «— — «— — —
PCR-Fragment
relative Position -722  -488 655 878

Abb. 2-14 PCR-Strategie und DNA-Proben zur chromosomalen Lokalisierung des Nidogen-2 Gens der Maus.

A) Schematische Darstellung der Promotorregion und den Exons 1 und 2 des murinen Nidogen-2 Gens. Lage
der Oligonukleotide; P10/P11 in der Promotorregion, P8/P9 im Intronl. B) Mit dem Oligonukleotidpaar P8/P9
witd ein 234bp und mit dem Paar P10/P11 ein 223 bp DNA-Fragment durch PCR-Technik amplifiziert. Die
PCR Reaktionsprodukte wurden in einem 1.5% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieend mit
Ethidiumbromid gefirbt. GroBenstandard in bp (PX174 DNA-Haelll Verdau; NEB).

Mit den oben besprochenen Nidogen-2-spezifischen Proben und dem RHP-T31 konnte Dr.
David Beier das murine Nidogen-2 Gen auf dem proximalen Bereich des Chromosoms 14 der
Maus in einer Kopplungsgruppe mit dem DNA Marker D14Mit221 (DNA Segment, Chr.14,
Massachusetts Institute of Technology 221) lokalisieren. Der DNA-Marker liegt auf der

genetischen Position 6.5 cM des Chromosom 14.
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Abb. 2-15 Die Chromosomale Lokalisation des Nidogen-2
Gens der Maus

Ubersichtsschema der Kopplungsgruppen des proximalen Ab-
schnittes des Chromosom 14 (Mouse Chromosome 14 Linkage

Map http://www.informatics.jax.org of the Jackson Laboratory).
Das murine Nidogen-2 Gen befindet sich mit dem DNA Marker
D14Mit221 (Pfeil) in einer Kopplungsgruppe (cM 6.5).
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2.2 Die genetische Funktionsanalyse des murinen Nidogen-2 Gens

2.2.1 Genetische Ansatze

Auf dem Gebiet der Mausgenetik, wurde durch die molekulare Gentechnologie die theoreti-
schen Grundlagen und experimentelle Methoden geschaffen, um Mauslinien mit
Verinderungen und Neukombinationen in Genstrukturen herzustellen und analysieren zu
konnen (siche auch 1.4). Durch diese Ansitze kann die in Vivo-Funktion eines Gens untersucht

werden. Zwei prinzipiell verschiedene Vorgehensweisen lassen sich hier unterscheiden.

1) Zunichst wird der Phinotyp einer mutierten Maus beschrieben und dann die verantwortli-
che Mutation im Genom lokalisiert (forward genetics). Im Rahmen dieser Vorgehensweise
werden Mauslinien mit zufilligen Mutationen im Genom hergestellt, z.B. durch mutagene Che-
mikalien wie N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (Ethylnitrosurea ENU; Balling, 2001), oder durch
die zufillige Insertion der DNA eines Genfallen-Konstruktes in das Genom (siche auch 2.2.2).
Durch diese Methoden werden in gro3angelegten Forschungsprojekten viele mutante Mausli-
nien generiert, die der wissenschaftlichen Gemeinschaft oft in Rahmen von Kooperationen

zur weiteren Analyse zur Verfugung gestellt werden (Justice, 2000; Stanford et al., 2001).

2) In einer gegensitzlichen Vorgehensweise werden zunichst spezifische Genstrukturen
gezielt verindert, um dann den daraus resultierenden Phinotyp zu untersuchen (reverse
genetics). Eine Methode der Genmanipulation hier ist die Technik der homologen
Rekombination (fiir eine detaillierte Beschreibung der Methode siehe, Capecchi, 2001; George
& Hynes, 1994; Zhang, 1994). Im folgenden wird auf diese Technik kurz eingegangen, da zu
Beginn dieser Doktorarbeit in das Nidogen-2 Gen der Maus in ES-Zellen gezielt eine
Mutation eingefithrt wurde um das Gen zu inaktivieren und seine Funktion untersuchen zu

konnen (J.Schymeinsky und B.L. Bader, unverétfentlichte Arbeit).

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Herstellung eines mutanten Nidogen-2 Gens war die
Klonierung und Charakterisierung der Genstruktur des Nidogen-2 Gens. Fir die gezielte
Inaktivierung des Gens musste ein Mutagenese-(,, Gene-Targeting™)-Vektor hergestellt
werden, der homologe Regionen des murinen Nidogen-2 Gens und Selektionsmarker-Gene
enthilt. Durch die Integration der DNA des Mutagenese-Vektors in das Nidogen-2 Gen,
mittels der homologen Rekombinations-Technik in ES-Zellen, sollen die ersten 107
Nukleotide der kodierenden Region des Gens deletiert und durch das S-Galaktosidase-Gen
(lacZ) von E.coli ersetzt werden. Multiple Transkriptions-Terminationssignale am 3“Ende des

transgenen latZ-Reportergens und die Verschiebung des endogenen Leserahmens des
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Nidogen-2 Gens sollen sicherstellen, dass durch diese Mutation kein funktionelles Nidogen-2
Genprodukt mehr entsteht (Null-Mutation). Die Integration des transgenen latZ-Reporter-
Gens fluBabwirts des Nidogen-2-Gen Promotors soll gleichzeitig die Voraussetzungen fir
Expressionsstudien der Nidogen-2 Genaktivitit schaffen. ES-Zellen wurden mit der DNA des
Gen-Targeting-Vektors transfiziert und nach verschiedenen Selektionsschritten kloniert.
Durch Southern Blot-Analysen konnten ES-Klone identifiziert werden, bei denen ein Allel des

Nidogen-2 Gens wie geplant mutiert wurde (J. Schymeinsky und B.L. Bader, unveroffentlichte

Daten).

AnschlieBend fihrte Dr. B.L. Bader mit diesen ES-Zellen Blastozysten-Injektions-
Experimente durch, um chimire Miuse und anschlieBend mutante Mauslinien zu etablieren.
Die hergestellten chimidren Mause haben das mutante Nidogen-2 Allel zum gegenwirtigen
Zeitpunkt jedoch noch nicht an ihre Nachkommen weitergegeben. Wahrend dieser Phase der
Doktorarbeit erhielt Dr. B.L. Bader von Dr. W.C. Skarnes (Department of Molecular and Cell
Biology, University of California, Berkeley, California 94720, USA) eine mutante Mauslinie zur
weiteren Analyse. Bei dieser Mutation handelte es sich méglicherweise um eine Mutation im

Nidogen-2 Gen, die nach der Genfallen-Strategie entstanden ist (siche 2.2.2).

2.2.2 Mutagenisierungsmethode: Genfallen (Gene-trap) Strategie:

Von Dr. William C. Skarnes und Dr. Rosa S.P. Beddington wurde auf dem Prinzip der
Genfalle aufbauvend (Gene-Trap; GT), eine spezielle Mutagenisierungsmethode
weiterentwickelt, mit welcher bevorzugt Gene, die fiir sekretierte oder membranstindige
Proteine kodieren, mutagenisiert und identifiziert werden konnen (Skarnes et al., 1992; Skarnes
et al., 1995). Bei dieser Methode wird zunichst die DNA eines bestimmten Genfallen-(GT)-
Konstruktes (Abb. 2-16) durch Elektroporation in embryonale Stammzellen (ES-Zellen)
transferiert. Diese DNA kann zufillig in das Genom der ES-Zellen integrieren (Abb. 2-16).
Eine stabile Integration fihrt dann zu einer Insertionsmutation an dieser Genstelle und kann
die Inaktivierung eines Gens bewirken. Die Natur des Gens ist jedoch zunichst vollig
unbekannt. Konventionelle GT-Konstrukte enthalten einen Genabschnitt mit Intronsequenz
und 3‘-Spleissakzeptorseite des Engrailed-2 Gens an den beispielsweise ein Bje0- Reportergen
(Fusion des latZ-Gens von E.coli mit dem Neomycin-Phosphotransferase Selektionsmarker-Gen)
und eine Polyadenylierungskassette kloniert sind (Abb. 2-16 A; fiir ein allgemeinen Uberblick
siche auch Stanford et al., 2001). Wenn das Konstrukt in genomischer Orientierung in einem
Intron eines Gens insertiert, kann nach der Transkription dieser Genregion durch die

Verwendung der artifiziellen Spleiss-Akzeptorsequenz und der endogenen Spleiss-
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Donorsequenz eine Fusions-hnRNA generiert werden, die den 5Teil des endogenen Gens
bis zur Insertion und Sequenzen des GT-Konstruktes enthilt. Eine funktionelle Chimar-

mRNA kann nur dann gebildet werden, wenn die einzelnen kodierenden DNA-Sequenzen im

Leserahmen nicht verschoben werden (Abb. 2-16, D).

Engrailed-2 Intron Exon TM lac Z neo Sv40 puUC13

A) Konstrukt

! (pGT1.8TM) Vi, . =0 |

B) urspriingliches Bxonn Exon n+1 Exonn+2 ...

Gen B e .

C) Gen mit Exon n sEn2  cDa  PBgeo  svap ApUCI3 Exon n+1
inseriertem yﬂaﬂm F 7 = ] -
Konstrukt T 1 T

s . SA A
l Transkription
Exon n l Spleissen der hnRNA
. 5
D) Transkript | T T .

5'RACE

Veroffentlichte Sequenz

Abb. 2-16 Schematische Darstellung der Strategie der modifizierten Genfallen-, oder Sekretionsfallen.
A) Sekretionsfallen (GST)-Konstrukt pGT1.8TM. Das Plasmid pGT1.8TM bestcht aus: DNA-Sequenzen der
Spleiss-Akzeptorsequenz (SA) eines Introns des Engrailed-2 Gens (gestreiftes Kistchen), und einem kurzen
DNA-Fragment des anschlieBenden FExons des Engrailed-2 Gens (schwarzes Kistchen), der
Transmembranregion des CD4-Gens der Ratte (TM; hell grau), dem Pgeo-Fusionsgen (Fusion aus dem E.coli
lacZ-Gens und dem Neo®-Gen; dunkel grau) und einer Polyadenylierungskassette des Affen Virus SV40 (SV40;
hellgrau). Als Plasmid-Vektor dient pUC13 (weisses Kistchen; fiir detaillierte Angaben der Klonierungsstrategie
siche Skarnes et al. 1992, und Skarnes et al., 1995.)

B-C) ES-Zellen werden mit der Konstrukt-DNA durch Elektroporation transfiziert. Die Insertion (C) erfolgt
zufillig in einen Genlocus (B). Bei der Transkription des Gens verwendet die RNA-Polymerase nun auch die
GST-Konstrukt-DNA als Matrize und stoppt nach dem Terminationssignal der SV 40 PolyA-Kassette. Bei der
postranskriptionellen Modifikation der hnRNA zur mRNA entsteht durch die Verwendung der transgenen
Spleiss-Akzeptorsequenz eine Chimdr-mRNA aus der 5Region des urspriinglichen Gens (Exon n) und der GST-
Konstrukt Sequenz (D).

Die An- oder Abwesenheit einer Signalpeptidsequenz in dem chimiren Genprodukt ist fir die
weitere Selektion und Identifizierung der Gene wichtig. Hat die Integration der GST-
Konstrukt-DNA in einem Gen stattgefunden, das fur eine Signalpeptidsequenz kodiert, trigt
das Fusionsprotein eine Transport-Signalpeptid und es erfolgt ein Translokation in das
endoplasmatische Retikulum (ER). Von hier gelangen Proteine iblicherweise tber den
Golgiapparat an ihren Zielort, beispielsweise der Zellmembran oder in den extrazelluliren
Raum. Das modifizierte GT-Konstrukt, auch Sekretionsfallen-(GST)-Konstrukt genannt

(Abb. 2-17), enthilt auch eine hydrophobe Transmembranregion (TM; Teile des CD4 Typl
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Membranproteins der Ratte). Diese TM-Region verhindert jedoch eine vollstindige
Translokation des Fusionsproteins, d.h. sie wirkt als Stoppsignal, und der [3)e0-Abschnitt des
Fusionsproteins bleibt im Zytoplasma. In diesem Zellkompartiment ist die 3-Galaktosidase

aktiv und eine Identifizierung der Zellen durch X-Gal-Firbung kann erfolgen (Otientierung 1
Abb. 2-17).

Erfolgt die Insertion des GST-Konstruktes in ein Gen, das fiir ein zytosolisches Protein

kodiert, fehlt das Transportsignalpeptid. Die TM-Region wirkt jetzt als Translokations-
Startsignal und das [3Je0-Protein wird in das Lumen des ER transportiert, wo die

B-Galaktosidase inaktiv ist (Orientierung 1T Abb. 2-17).

Konstrukt Engrailed-2 Intron Exon TM Bgeo SV40 pUC13

pgT1,8TM ffffifﬂfﬂi!ﬂ | [ |

Fusions hnRNA

88 ™ Orientierung |

B-Galaktosidase
aktiv

Fusions hnRNA

™

Abb. 2-17 Schematische Darstellung der zwei mdéglichen Orientierungen des Chimarproteins im ER-
Lumen.

Orientierung I: Falls eine Signalpeptidsequenz (SS) im Chimdrprotein vorhanden ist, erfolgt die Translokation des
Proteins in N-terminaler Orientierung in das endoplasmatische Retikulum (ER). Die Translokation wird jedoch
durch die Transmembranregion (TM) des CD-4 Proteins der Ratte gestoppt. Der Proteinanteil mit der B-
Galaktosidase verbleibt im Zytoplasma, nur dort kann das Enzym aktiv sein. Die SS wird durch spezifische
Proteasen im ER abgespalten.

Orientierung II: Fehlt eine SS im Chimiérprotein wirkt die TM-Region als Startsignal der Translokation und das

Orientierung I

B-Galaktosidase
inaktiv

Chimirprotein wird in C-terminaler Orientierung in das ER transportiert. Im Lumen des ER ist die [3-
Galaktosidase inaktiv (Abb. nach Skarnes ét al., 1995).

Um das Genom von ES Zellen zu mutieren, wurden sie zunichst mit der DNA des GST-
Konstrukts durch Elektroporation transfiziert (Skarnes et al., 1995). Zur Identifizierung und
Isolierung von ES-Zellklonen, in denen eine erfolgreiche Insertion (Abb. 2-17 Orientierung I)

stattgefunden hat, ist eine Selektion mit Neomycin (G418) notwendig. Durch diesen
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Selektionsschritt iiberleben nur ES-Zellen in denen das Neomycin-Phosphotransferase (neo”)-Gen
exprimiert wird, d.h. das mutagenisierte Gen muss in ES-Zellen auch transkriptionell aktiv
sein. Diese notwendige Expression des Gens in undifferenzierten ES-Zellen ist ein
limitierender Faktor dieser Mutagenisierungsmethode. Durch X-Gal-Firbung werden dann
ES-Zellklone mit funktionsfihiger und nicht-funktionsfihiger [3-Galaktosidase identifiziert.
Zur Identifizierung der mutierten Gene wird aus den ES-Zellen RNA gewonnen, die durch
5RACE-Technik (rapid amplification of complemantary DNA ends, RACE) und ¢cDNA
Sequenzierung analysiert wird (Townley et al., 1997). Dabei wird zunichst die cDNA der
chimiren mRNA des jeweiligen ES-Zellklons generiert und die DNA-Sequenz ermittelt. Diese
Methode erlaubt dann einen ersten Hinweis auf die entsprechende genomische Insertionsstelle

der GST-Konstrukt-DNA.

2.2.3 Charakterisierung einer transgenen Genfallen (gene trap)-Mauslinie
mit der Mutation nid2sT(eeT80tska

Bei der von Skarnes et al. (Skarnes et al., 1995) beschriebenen Mutagenisierungsmethode und
Herstellung von einer gro3en Anzahl von mutanten Mauslinien, ergab sich bei der vorlaufigen
Analyse der RNA verschiedener ES-Zellklone (Townley ét al., 1997) Gensequenzen von noch
unbekannten Genen (Mitchell et al., 2001). Diese waren natiirlich besonders interessant, um
davon mutante Mauslinien herzustellen und ihre Phinotypen zu charakterisieren. Das Gen fir
die 5RACE-Sequenzen der hier beschriebenen mutanten Mauslinie war zunichst unbekannt.
Erst durch die Veroffentlichung der murinen und der humanen Nidogen-2 cDNA-Sequenz
(Kimura et al., 1998, Kohfeldt et al., 1998) konnten die 5RACE-Sequenzdaten eindeutig dem
murinen Nidogen-2 Gen zugeordnet werden. Die Insertionsstelle des GST-DNA-Konstruktes
im Genom, sowie die Genstruktur und spezifische DNA-Proben fiir das murine Nidogen-2

Gens waren der Arbeitsgruppe von Dr. William C. Skarnes nicht bekannt.

Die in dieser Arbeit in Ergebnis-Teil 2.1 beschriebene Klonierung und Charakterisierung des
murinen Nidogen-2 Gens ergaben die experimentellen Voraussetzungen diese Mauslinie
sowohl molekular als auch phinotypisch zu charakterisieren. Dr. W.C. Skarnes (Department
of Molecular and Cell Biology, University of California, Berkeley, USA) stellte Herrn Dr. B.L.
Bader (Abteilung Proteinchemie, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried) dann
freundlicherweise die Mauslinie zu weiteren Analyse zur Verfiigung. Folgende Fragen waren
zu Beginn der Untersuchung dieser Mauslinie noch ungeklart und sollten im Rahmen dieser

Doktorarbeit experimentell geklirt werden:

1. Welchem Exon des murinen Nidogen-2 Gens entsprechen die 5RACE-DNA-Sequenzen?
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2. Wo befindet sich die genomische DNA-Integrationsstelle des Genfallen-Konstruktes?

3. Welche spezifischen DNA-Proben erlauben die Unterscheidung von WT, heterozygot-

und homozygot mutanter Tiere?
4. Sind homozygot mutante Tiere lebensfahig?
5. Fuhrt die Mutation zur Nidogen-2-Defizienz in den homozygot mutanten Tieren?

6. Konnen Nidogen-2 defiziente Miuse eine BM ausbilden und zeigen diese Miuse

phinotypische Verinderungen?

Die molekularen und phinotypischen Analysen werden in dem anschlieBenden Ergebnisteilen

2.2.4 - 2.2.8 beschrieben.

Zur Vereinfachung der urspriinglichen Benennung des mutanten Nidogen-2 Allels
nid2e°TeOTEOONS wird in Zukunft das mutierte Allel mit Nid2 und der Genotypbezeichnung (-)
abgekirzt. Das Wildtyp-Allel Nid2 wird im Text auch mit der Genotypbezeichnung WT und
der Genotypenbezeichnung  (+)—Allel abgekiirzt. Daraus ergeben sich folgende

Genotypbezeichnungen bezogen auf das Nidogen-2 Gen, bzw. dem mutierten Allel:
Wild-Typ Maus: +/+ , bzw. WT; heterozygote Maus: +/-; homozygote Maus: -/-

Mit Nid2 mutanten Miusen konnte eine Mauskolonie mit einem gemischten, genetischen
Mausstamm-Hintergrund (129/0la; C57/Bl6), am Max-Planck-Institut fir Biochemie, in
Martinsried, aufgebaut werden. Bei den Nachkommen von mutanten Nid2-Elterntieren wurde
die Anwesenheit eines mutierten Allels anfinglich durch X-Gal-Firbung eines Stickes der
Schwanzspitze oder durch eine PCR-Analyse mit lacZ-spezifischen Oligonukleotiden

nachgewiesen (siehe 5.2.1.7).

2.2.4 Molekulare Charakterisierung der Insertionsstelle der GST-
Konstrukt-DNA

Zur molekularen Charakterisierung der Insertionsstelle der GST-Konstrukt-DNA wurden die
5-RACE-Sequenzdaten von Dr. W.C. Skarnes (http://socrates.berkeley.edu; Skarnes et al,
1995; Mitchell et al., 2001) zunichst mit den genomischen Nidogen-2-Gensequenzen
verglichen. Dabei ergab sich eine hohe DNA-Sequenzidentitit von 87,1 % mit DNA-
Sequenzen zwischen dem Exon 4 des murinen Nidogen-2 Gens und den 5-RACE-DNA-
Sequenzen iber eine Region von 283 bp (siche Abb. 2-17). Folgende DNA-

Sequenzunterschiede wurden festgestellt:
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a) Die vollstindige DNA-Sequenzidentitit (Exon 4, Pos. 422-550) wird auf einer Linge von
38bp (Exon 4 , Pos. 551- 558) unterbrochen, da in der 5 RACE-Sequenz keine
entsprechende DNA-Sequenz vorhanden ist, die moglicherweise auf eine unauswertbare

Sequenzreaktion in dieser Region zurtickzuftihren ist.

b) Die 5' RACE-Sequenz weist sechs zusitzliche Cytosine auf, die sich in dem
Sequenzabschnitt von Pos. 149- 283 befinden. Die DNA-Sequenzidentitit betrdgt in dieser
Region 97%.

Die sehr hohe Sequenzidentitit der beiden Sequenzen zeigt jedoch, dass in der RNA, die als
Matrize fur die 5-RACE Experimente diente, eine Chimar-RNA vorhanden ist, die Exon 4
DNA-Sequenzen des Nidogen-2 Gens trigt. Dies deutet darauf hin, dass eine Insertion der
GST-Konstrukt-DNA im Intron 4 des Nidogen-2 Gens stattgefunden hat. Diese Annahme

wurden dann experimentell durch die in 22.4.1 und 2.2.4.2 beschriebenen Versuche

untersucht.
Ni d2 Exon 4- Sequenz GCGGCCGGTCCGAGAGCGAGAGGTTCTGEATTT 450
NERERERRRRERA RN RN RERRRE
Ni d2 5' - RACE- Sequenz .. . CCCGGTGGGAGAGGGAGAGGTTCTGGATTT 30

451 CAGGGACCCAGCGGAGCTTTTGGACCAGATGGEGTACCAGAGCCCCAGCTC 500

A AR R R A R A ARy
31 CAGGGACCCAGCGGAGCTTTTGGACCAGATGGGTACCAGAGCCCCAGCTC 80

501 CTCCAGAGGCAGATGCAGCTCTCCTAACT CCAGT CAACGAAGACCTTGGG 550
o A
551 GOCAGAAACACCCAGTCCT ATCCAGAGGCAGGEO0CAGT GECT TCAGAG, C 599
131 oo beagi NN|G|C|C|T1I'|C|A| Lot 150
600 CAGATGITOCTGTCOC, TOCTCT. GOAAGRAGAAGTOCTTOR, TCATTA. 645

LECVTEEEEE e eeere e Lt e e e
151 CAGATGTTCCTGTCOCCTCCTCTCGGAAGGAGAAGTCCTTCCCTCATTAC 200

646 CCCOGAGTCTGGTCACGTTCCG COCCTGAGAGGAGGGAAGTATGTGATA 694

AR AR R R R
201 CCCCGAGTCTGGTCACGT TCCGCCCOCTGAGAGGAGGGAAGTATGTGATA 250

695 GGACTGGAGGACCACGTGGGATCTAATGATCAA 727

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
251 GGACCACGTGGGATCTAATGATCAA 283

Abb. 2-18 DNA-Sequenzvergleich der Nid2-GST-Sequenz (5'RACE)

Die Nid2-GST-DNA Sequenz zeigt mit der Exon-4-Sequenz des Nidogen-2 Gens (Nid2; siche Abb. 2-5) eine
hohe DNA-Sequenzidentitit.. Die beiden DNA-Sequenzen stimmen, bis auf eine Liicke in der Exon-4-Sequenz
fast iberein (Region Pos. 551-588), fiinf tiberzihlige Cytosine in der 5'-RACE-Sequenz sind unterstrichen (Exon-
4 Region Pos. 588-728).
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2.2.4.1 Lokalisierung der Insertionsstelle der GST-Konstrukt-DNA im
Nidogen-2 Gen der Maus durch Southern Blot-Analyse

Die in Abb. 2-18 gezeigten DNA-Sequenzvergleiche deuten darauf hin, dass das GST-DNA-
Konstrukt in Intron 4 des Nidogen-2 Gens insertiert ist. Um diese Annahme zu bestitigen
und die Insertionsstelle zu lokalisieren, wurden zahlreiche Southern Blot-Analysen mit
verschiedenen DN A-Proben, die aus dem DNA-Plasmidklon ND2-19#24 hergestellt wurden,
durchgefithrt (siche Abb. 2-19). Diese DNA-Proben decken einen groflen Teil des Introns 4
ab (Daten nicht gezeigt). Isolierte genomische DNA von Wild-Typ und transgenen Miusen
wurden in den Southern Blot-Analysen eingesetzt, ihre Hybrisierungsmuster analysiert und mit

den Daten der physikalischen Karte des Nid2-Gens ausgewertet.

Mit einem 436bp ECORI/PstI-Restriktionsfragment aus Intron 4 als DNA-Hybridisierungs-
probe (weiterhin als 3-Probe bezeichnet; Abb. 2-19) wurden in der genomischen DNA von
transgenen Tieren, im Vergleich zu WT-Tieren, erwartungsgemill die WT-spezifischen
Fragmente und zusitzliche DNA-Fragmente identifiziert. Anhand der auftretenden
hybridisierungspositiven Fragmente lie3 sich dann der Insertionsort der GST-Konstrukt-
DNA charakterisieren. Die 3Probe hybridisiert mit folgenden genomischen DNA-
Fragmenten einer transgenen Nid2-Maus:

ein 7 kb ECORI-Fragment (entspricht ND2-19#24); zwei HindIII-Fragmente (4 kb=WT
Allel/>15kb = mutiertes Allel), zwei Kpnl-Fragmente (6 kb = WT Allel /7 kb = mutiertes
Allel), zwei PstI-Fragmente (1.5 kb = WT Allel /3.2 kb = mutertes Allel), zwei Sacl-
Fragmente (8 kb = WT Allel /3.3 kb = mutiertes Allel) und zwei Xbal-Fragmente (5 kb = WT
Allel /3.2 kb = mutiertes Allel; Abb. 2-19).

Alle DNA-FragmentgroBen des WT-Allels stimmen mit Restriktionsanalysen der
rekombinanten Phagen-DNA in diesem Bereich tberein. Die Analysen der durch die
Insertion der DNA des GST-Konstruktes zusitzlich entstehenden hybridisierungspositve-
DNA-Fragmente weisen darauf hin, dass durch die Insertion der Klonierungsvektor pUC13
des GST-Konstruktes um ungefihr 0.9 kb deletiert ist. Der Bereich der Insertion 1af3t sich
durch die Auswertung der Southern Blot-Analyse und Anfertigung einer physikalischen Karte
des mutierten Allels auf die 530 bp grole Region zwischen dem 3'Ende des Exon4 und der
flussabwirts folgenden ECORI-Restriktionsschnittstelle eingrenzen (siche Abb. 2-19 A).

Als eine weitere DNA-Hybridisierunsprobe diente ein 345 bp PstI/KpnI-Fragment aus Exon 4
(5%-Probe). Auch mit dieser Probe lassen sich DN A-Restriktionsfragmente des WT-Allels und
des mutierten Allels eindeutig unterscheiden (Abb. 2-19). Die 5Probe erkennt in der

genomischen DNA von transgenen Nid2-Miusen folgende Fragmente: zwei ECORI-Fragmente
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(5.5 kb = WT Allel/10 kb = mutiertes Allel), zwei HindIII-Fragmente (4 kb = WT Allel />
15kb = mutiertes Allel), ein KpnI-Fragment (WT Allel und mutiertes Allel = 1.6 kb; die
Signalintensitit deutet darauf hin, dass es sich um ein Doppelfragment handelt), zwei
Pstl-Fragmente (1.5 kb = WT Allel /2.0 kb = mutiertes Allel), zwei Sacl-Fragmente (8 kb =
WT Allel /7 kb = mutiertes Allel) und zwei Xbal-Fragmente (5.5 kb = WT Allel /9 kb =

mutiertes Allel). Auch hier stimmen die WT-DNA-Fragmentgro3en mit Restriktionsanalysen
der rekombinanten A-Phagen-DNA in diesem Bereich tbetein. Die hybridisierungspositiven
DNA-Fragmente des mutierten Allels weisen auf eine Deletion von ~500bp des Engrailed-2

Introns hin.

In Southern Blot-Analysen mit genomischer DNA von Nid2 +/+ Miusen (Abb. 2-19) und
mit weiteren genomischen DNAs aus Mausen der WT-Stimme C57/Bl6 und 129 Sv (Daten
nicht gezeigt), wurde mit der 3*- und der 5-Hybrisisierungsprobe-Probe nur jeweils ein DNA-
Fragment pro Restriktionsverdau erkannt (Abb. 2-19). Die GréBen der durch die Southern
Blot-Analysen markierten DNA-Fragmente stimmten mit den entsprechenden DNA-
FragmentgroBen aus den angefertigten Restriktionsanalysen, der rekombinanten A-Phagen
und deren DNA-Subklone, die sich in dieser Region befinden, tiberein. Diese Befunde zeigen

auch, dass nur eine Kopie des murinen Nidogen-2 Gens im Genom vorhanden ist (single

copy gene).
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5'Probe 3'Probe

A) == ND2-19%24
ES X H K P K E P XHS K E
Wildtyp Allel —H g | | g1 11l | Ilﬂ—
Exon3 Exon4 Insertionsstelle Exon5
GST-Konstrukt
pGT1,8TM
Engrailed-2 Intron Exon TM Bgeo Sv40 Pucl3 1kb
1 —
5'Probe 3'Probe
(=] =
Nid2-GT E S X H K PK KPS S E P XSK EP XHS K E
Ig2- ‘II IIi [ 1 | I.,_
Allel 7/
Exon3 Exon4 Exon5

B) 5‘Probe 3‘Pobe
WT +/- WT +/-
EHKPSXEHKPSX EHKPSXEHKPSX

*

Abb. 2-19 Southern Blot-Analysen

A) Schematische Darstellung des WI- bzw. mutierten- Allels und des GST-Konstruktes pGT1,8TM und die Lage
der Hybridisierungsproben (3% und 5°Probe). Die 3'-Probe ist aus dem E(RI Fragment ND2-19#24 kloniert.
Durch die Insertion wurde das GST-DNA-Konstrukt an beiden Seiten deletiert. Zur tibersichtlicheren Darstellung
sind nur die Restriktionsenzymschnittstellen innerhalb des GST-Konstruktes angegeben, durch die ein markiertes
DNA-Fragment erzeugt wird. B) Autoradiographien der Southern-Blot Membran hybridisiert mit der 3, bzw.5
Probe. Je 30pg genomische DNA aus eciner WT-Maus und einer Nid2 +/- Maus wurden mit den
Restriktionsenzymen EWRI (E), HindIII (H), KpnI (K), PstI (P), SacI (S) und Xbal (X) verdaut und in einem 1%
Agarosegel aufgetrennt. AnschlieBend wurde die DNA durch Southern Blotting auf eine Nylonmembran
transferiert. Die GroBen der hybridisierungspositiven DNA-Fragmente der WT-DNA kénnen durch
Restriktionsanalysen subklonierter DNA-Fragmente des tekombinanten A-Phagen ND2-19 bestitigt werden.
Zusitzliche hybridisierungspositive DNA-Fragmente, die in der genomischen DNA von Nid2 +/- Tieren im
Vergleich zur DNA von WT-Tieren auf die Insertion der DNA des GST-Konstruktes hinweisen, sind tiber den
entsprechenden Fragment mit einem Stern markiert (genaue GroéBen siche Text). GroBienstandard 1 kb.
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Um die Insertion der GST-Konstrukt-DNA durch GST-spezifische interne Proben zu besti-
tigen, wurden Southern Blot-Analysen mit latZ-Gen-spezifischen und neo-Gen-spezifischen
Hybridisierungsproben durchgefihrt (latZ-Probe = ~800bp BamHI/Clal-Restriktionsfragment
des B-Galaktosidase-Gens; neo-Probe = ~900 bp Pstl/Xbal-Restriktionsfragment des Neomycin-
Phosphotransferase-Gens). Die verwendete genomische DNA wurde aus einer Nid2 +/- Maus
prapariert (Nid2-GST-Mauslinie, die tiber sechs Generationen mit jeweils C57/B16 WI-Miusen
ruckgekreuzt wurde, um einen definierten genetischen Hintergrund zu etablieren). Die Southern
Blot-Analysen zeigen, dass durch die latZ- und neo-Probe genomische DN A-Fragmente markiert
werden, welche die Insertion des GST-Konstruktes im Nidogen-2 Gen bestitigen (Abb. 2-20).
Es werden jedoch noch zusitzliche DNA-Fragmente markiert, die auf eine Insertion einer
zweiten Kopie des GST-Konstruktes hinweisen, die moglicherweise als Tandem in dem
beschriebenen Insertionsort vorliegt. Da aus den einzelnen der sechs Ruckkreuzungen nur die
Nachkommen mit heterozygoten Genotyp Nid2 +/- fur anschlieBende Rickkreuzungen mit
C57/B16 WT-Maiusen selektiert wurden, befindet sich die weitere Insertion der GST-Konstrukt-
DNA mit einer hohen Wahrscheinlichkeit von 98% ebenfalls auf dem Chromosom 14. Einer
eindeutigen Klirung dieser Annahme durch molekularbiologische Methoden konnte im

Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden nicht nachgegangen werden.

lacZ-Probe neo-Probe
EHKPSX E EV E HKPS X EV
® ® 3
~15kb — g ~15kb — ; )" ?
z * i ! * s
11kb _ ® . 11kb — g
10kb — &% § ®. 10kb — & g M
o g e 6ko — W & Tk
. * 5kb — L bl
4,8kb— ® 45kb — : X
L ]
3,5kb — * b
® 32kbh — L
: .
2,5kb — '3 e
2,3kb — @ :
A) B) ’ ‘.
1,7kb — }
C) D)

Abb. 2-20 Southern Blot-Analyse von genomischer DNA einer Nid2 +/- Maus mit /acZund neo-Proben
Fur das Experiment wurden jeweils 30ug genomische DNA aus einer Nid2 +/- Maus mit entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut. Die Southern Blot-Membranen wurden mit Proben gegen latZ (A, B) und gegen
neo (C, D) hybridisiert. DNA-Fragmente welche die Insertion des GST-Konstruktes in den Nidogen-2 Locus
bestitigen, sind mit einem Punkt, zusitzliche DNA-Fragmente sind mit einem Stern markiert. Die Proben
erkennen keine DNA-Fragmente der entsprechend geschnittenen WT-DNA (Daten nicht gezeigt)

E = EcwRI, EV=EWRV, HindIII, K = KpnI, P = PstI, S = Sacl, X = Xbal. GréBenmarker: 1 kb.
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2.2.4.2 Insertionsstelle der GST-Konstrukt-DNA im mutanten Nid2-
Allel: Klonierung und DNA-Sequenzanalyse

Um die exakte Insertionsstelle der DNA des GST-Konstrukts im mutanten Nidogen-2 Gen
zu identifizieren und die flankierenden genomischen DNA-Sequenzen zu klonieren, wurden
zundchst PCR-Analysen an genomischer DNA von Nid2 -/- Miusen mit spezifischen
Oligonukleotiden durchgefthrt. AnschlieBend wurden spezifische PCR-Reaktionsprodukte,
die flankierenden Insertionsregionen am 5% und 3“-Ende des GST-Konstruktes beinhalten

konnen, in Plasmidvektoren kloniert.

Die Oligonukleotidpaate P1/ND100 und P1/ND101 wurden in PCR-Expetimenten
eingesetzt um die 5“-Region der Insertionsstelle zu klonieren. Die entsprechenden PCR-
Reaktionsprodukte ergaben eine DNA-Fragmentlinge von 1.3 kb bzw. 1.8 kb (Abb. 2-21).
Das Oligonukleotidpaar NG6/ND70 (Abb. 2-21) fithrte in PCR-Expetimenten zu einem 2,5 kb
PCR-DNA-Fragment (siche Abb. 2-21), das die 3‘“-Region der Insertionsstelle beinhalten
sollte. Die o.a. PCR-DNA-Fragmente wurden erfolgreich in Plasmidvektoren kloniert und

ihre DNA-Sequenz ermittelt.

Exon4 . .
E Abb. 2-21 Klonierungsstrategie und
Enz M Bgeo SV40 Pucl3 Analyse der PCR-Reaktionprodukte

— R - L
zur  Lokalisierung des  GST-
A - <% —> - <« Konstruktes im mutanten Nidogen-2
P1 ND100/101 N6 ND79 Nd70 -Gen.

Schematische Darstellung des insertierten
SPCR I'PCR GST-Konstruktes im mutanten Nid2-

Allel und der Lage der Oligonukleotide.
B, C) PCR-Reaktionsprodukte wurden

1 2 3 1 2
elektrophoretisch in einem 1% Agarose-
Gel aufgetrennt und mit
25kh = Ethidiumbromid gefarbt.

B) 5PCR:
Spur 1: Das Oligonukleotidpaar P1/ND100
liefert ein 1.3kb DNA-Fragment.

o Sput 2: Das Oligonukleotidpaar P1/ND101

ergibt ein 1.8kb DNA-Fragment.

Spur 3: Kontrolle ohne Matrize.

C) 3'PCR:

Spur 1: Das Oligonukleotidpaar NG/Nd70
liefert ein 2.5 kb Fragment.

Spur 2: Kontrolle ohne Matrize.

Likh =
Likh =

B)

Anschliefend wurden mit diesen DNA-Sequenzen Sequenzvergleiche mit DNA-Sequenzen
des GST-Konstrukts pGT1.8TM (DNA-Sequenz des pGT1.8TM-Konstruktes siche
Internetseite von Dr. W. Skarnes: http://socrates.betkeley.edu) und der genomischen WT-

DNA-Sequenz des Nidogen-2 Gens (Abb. 2-5) in dieser Region durchgefiihrt. Die
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flankierenden genomischen Nidogen-2- und GST-Konstrukt-DNA-Sequenzen (Engrailed-2
Intron, neo-Resistenz-Gen und pUC13-Vektor) in der 5- und 3'-Region der Insertion im
mutanten Nidogen-2-Allel sind in Abb. 2-22 ausschnittsweise dargestellt. Die DNA-
Sequenzanalyse bestitigte die erfolgreiche Klonierung der flankierenden Region der

Insertionsstelle und erlaubte die genaue Lokalisation der Insertion im Intron 4 des murinen

Nidogen-2-Gens:

Das Engrailed-2-Intron liegt erwartungsgemil3 in der 5' Region der Insertion, die von dem
Exon 4/Intron 4-Ubergang in 3'-Richtung 414 bp entfernt liegt (Abb. 2-22 A). Durch das
Integrationsereignis wurde die Engrailed-2-Intronsequenz um 0.75 kb am 5-Ende verkurzt.
Weiterhin zeigte die DNA-Sequenzanalyse, dass durch die Insertion der Klonierungsvektor
pUC13 des GST-Konstruktes am 3'-Ende um 0,9 kb deletiert wurde. Das 3'-Ende des GST-
Konstruktes liegt 18 bp 5° der schon im Text beschriebenen ECORI-Schnittstelle des Intron 4
(siche Abb. 2-22 B).
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A)
Exon4 — Intron4
. . . [GAGGACCACGT GGGATCTAAT GATCAAGGTAAGT GCATTGAACAACT TGGCATTTGGGAT 32
33 TTTGTTTAAAGAAAAT GTAGCAGAGT TGACAAACTAGAAATGGTCAATCAACTGTGCTCA 92
92 TTTCTCTACT GGGCAGGCT GAGGCAGGCT GGGGCAGGCT GGGRCAGGCT GGGGCAGECTG 152
153  GGGCAGGCTGGGCAGECT GAGGCAGGCT GGGGCAGECT GGGGTAGGCT GGRGCAGACTCG 212
213  GGTAGGCTGGGCAGGCT GAGGCAGGCT GGGGRCAGECT GGGGCAGGCT GGGECAGECTGRG 272
273  CAGACTGGGGCAGGCT GEGCAGACT GEBGGRCAGRCT GBGGCAGACT CGGGTAGRCTGRGCA 332
333  GGCTGAGGCAGGCT GEGGRCAGRCT GBRCAGRCT GBGGCAGGCT GGRGCAGRCTGAGECTG 392

5 -lInsertionsstelle

Intron 4 ¢ Aengrailed-2 Intronsequenz

393 GAGGATTATCTAGGT TTAAGACaagt aggaccct gacaaagagacccctct . . .
414

B)
neonyci n- Resi st enz- Gen
...tggatatctgcagaattcgcccttatattgct gaagagcttggcggcgaat gggctg
accgcttcctcgtgcetttacggtatcgececgetcccgattcgecagecgecatcgecttctatc
gccttcttgacgagttcttct gagcgggact ct ggggtt cgaaat gaccgaccaagcgac
gcccaacct gccat cacgagatttcgatt ccaccgeecgectt ct at gaaaggtt gggcett
cggaat cgttttccgggacgcggct ggat gat cct ccagcgcggggat ct cat gct ggag
SVv40
ttcttcgecccacccceccggat ct aagct ct agat aagt aat gat cat aat cagccat atc
acatctgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccccct gaacct gaaa
cat aaaat gaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaa
t aaagcaat agcat cacaaattt cacaaat aaagcat ttttttcact gcat tct agt t gt

gott. ...

ApUC13. . . aaaagggaat aagggcgacacggaaat gt t gaat act
cat at gaacctt gt gaccct aaat acattttctaatacattttctaaatacattttctaa

3'-Insertionsstelle

¢415 Intron 4 EcoRl
atacattttct aaat aaat at aTAGCATAGCCTATATAGAGAATTCGCAGGCCAGCCTGG 452
453 ATTATAGAGT GAAACTTCTTCCAAAACAAAACAAAAAATACAGCTGTGGTITTTCTTCTCA 512
513 GTGAATAGGTGAAAAGT TTAGCAAGCAGATTGGAACTGATTTTTCCTCCTTGIGITT. . .

Abb. 2-22 DNA-Sequenz-Ausschnitt der Insertionsstelle der GST-Konstrukt-DNA im mutanten Nidogen-2-Gen
der Maus.

Durch DNA-Sequenzvergleiche mit der entsprechenden WT-DNA-Sequenz in dieser Region und der GST-
Konstrukt-DNA-Sequenz (pGST1.8TM) konnte die Insertionsstelle der GST-Konstrukt-DNA 414 bp 3¢ des Exon
4 des Nidogen-2 Gens lokalisiert werden.

A) Die dargestellte DNA-Teilsequenz des 1,3 kb 5'-PCR-DNA-Fragmentes (Sequenz nicht vollstindig dargestellt)
zeigt den Ubergang von Exon4/Intron 4 DNA-Sequenzen (GroBbuchstaben) des Nidogen-2 Gens zu DNA-
Sequenzen (Kleinbuchstaben), die durch das Insertionsereignis entstanden sind. Die Insertionsstelle ist durch einen
senkrechten Pfeil (57Insertionsstelle) gekennzeichnet. DNA-Sequenzen des engrailed-2-Introns und des GST-
Konstruktes sind unterstrichen. 6 Nukleotide an der 5'-Insertionsstelle zeigen weder DNA-Sequenz-Identitit mit
der GST-Konstrukt-DNA noch mit der Intron 4-Sequenz des Nidogen-2 Gens.

B) DNA-Teilsequenz des 2,5 kb 3'-PCR-DNA-Fragmentes (Sequenz nicht vollstindig dargestellt): DNA-Sequenzen
des neo-Resistenz-Gens, der SV40-Polyadenylierungskassette und des Plasmidvektors pUC13 des GST-Konstruktes
sind nur ausschnittsweise dargestellt (Kleinbuchstaben). Die 3'-Insertionsstelle ist mit einem senkrechten Pfeil
gekennzeichnet (3Insertion). Die flankierende Intron 4-DNA-Sequenz (Grof3buchstaben) wird von der DNA-
Sequenz des Plasmidvektors pUC13 des GST-Konstrukts (Kleinbuchstaben und unterstrichen) durch 68
Nukleotide (nicht unterstrichen) getrennt, die weder zum GST-Konstrukt noch zum Intron 4 eine DNA-
Sequenzidentitit aufweisen. Diese sind wahrscheinlich durch das Integrationsereignis entstanden.
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2.2.5 Genotypisierung der mutanten Nid2-Mauslinie

Zur Genotypisierung der mutanten Nid2-Mauslinie mit molekularbiologischen Mitteln wurde
eine DNA-Hybridisierungssonde ausgearbeitet, die in Southern Blot-Experimenten mit
genomischer DNA das WT-Nid2-Allel (+) und das mutante Nid2-GST-Allel (-) spezifisch
erkennt (Abb. 2-23). Weiterhin wurde eine spezifische PCR-Reaktion etabliert, die erlaubt mit
drei verschiedenen Oligonukleotiden das WT-Allel (+) und das mutante Allel (-) in

genomischer DNA von heterozygoten Miusen im gleichen Reaktionsansatz nachzuweisen.

Fir die Genotypisierung der Nid2 Miuse durch Southern Blot-Analyse wurden ~30 g
genomische DNA (siche 5.2.1.1) mit dem Restriktionsenzym PStI verdaut. Als radioaktive
3'-Probe dient das schon in Kapitel 2.2.4.1 beschriebene 345 bp EC0RI/PstI-Fragment (siche
Abb. 2-19 A). Die hybridisierungspositiven PStI-DNA-Fragmente haben eine GroéBe von 1,5
kb (entspricht dem WT Allel) und 3,5 kb (entspricht dem mutierten Allel; Abb. 2-23 B).

Die spezifische PCR-Reaktion mit den drei Oligonukleotiden P1, ND79 und ND70 wurde
vorrangig zur Bestimmung der Genotypen der Nid2-Mause verwendet (Abb. 2-23 A). Durch
die Oligonukleotide P1 und ND70 wird ein 1.1kb DNA-Fragment amplifiziert, falls ein WT-
Allel in der Matrize vorliegt. Das mutierte Allel kann durch die Oligonukleotide ND79 und
ND70 detektiert werden und ergibt ein 0.7kb DNA-Fragment (siche 5.2.1.7). Die
Reaktionsbedingungen fur eine eindeutige Genotypisierung sind in Kapitel 5.2.1.7.1

beschrieben.
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A) Schematische Darstellung — =R PobS 4 5 kb Pstl-Fragment

Exond
FPsu E FsuU

Wildtyp Allel

Oli kleotid P1 + < NL-s0
'‘gonukieotide — 1,1 kb PCR Fragmant

3.5 kb PstlI-Fragmsnt
GST-Konstrukt -
Pstl E Psll X

|
Mutiertes Allel ————f 7771 Ml Bl
Oligonukleotide Nd79> < ND-70

0.7 kb PCR Fragment

B) Southern Blot C) PC- Analyse
+H- o - - H- A+ - A - [+ -
- A A - A - 4 4 4 -
+ / / - / +H+

35k — N WRYae Shegtue % 0 - H+ H+ H- HE - - H-

Abb. 2-23 Bestimmung der Genotypen der Nid2-Maus

A) Schematische Darstellung einer Region des WT-Allels und der Insertionsregion des Genfallen-Konstruktes
(GST-Konstrukt), Lage der Oligonukleotide, der bei der Southern Blot-Analyse verwendeten Probe, sowie die
durch sie markierte Fragmente.

B) Autoradiographie der Southern Blot-Membran: Als radioaktive Hybridisierungpobe wurde ein PstI/Ec0RI-
Fragment (schwarzes Rechteck in A) verwendet, das 3' von der Insertion des GST Konstruktes liegt. Die
Genotypen lassen sich eindeutig bestimmen. Die Probe etkennt spezifisch ein 3,5 kb Pstl-DNA Fragment
(mutiertes Allel) und ein 1,5 kb Pstl-DNA-Fragment (WT-Allel.)

C) PCR-Analyse: PCR-Reaktionsprodukte wurden in einem 1%- Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid gefirbt. Das Oligonukleotidpaar P1/ND70 amplifiziert ein 1,1 kb DNA-Fragment aus dem
WT-Allel und das Paar ND79/ND70 ein 0,7kb DNA-Fragment aus dem mutierten Allel. Die entsprechenden
Genotypen der einzelnen Miuse wurde durch eine spezifische PCR Reaktion mit den drei Oligonukleotiden P1,
ND79 und ND70 bestimmt.

2.2.6 Genotyp-Verteilung und Fortpflanzungsfahigkeit der Nachkommen
von Nid2 +/- Elterntieren

Durch die oben beschriebene Nachweismethoden konnten Miuse identifiziert werden, die

einen heterozygoten Genotyp (Nid2 +/-) in bezug auf die Genfallenmutation besitzen. Diese

Miuse zeigen keine Unterschiede im Aussehen, GroBe und Fertilitit zu WT-Mausen. Mit

heterozygoten Miusen wurden dann Verpaarungen angesetzt um Miuse zu generieren, die

homozygot-mutante Genotypen haben. Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1) Sind homozygote Miuse lebensfihig?

2) Verteilen sich die zu erwartenden Genotypen nach Mendel im Verhiltnis 1:2:1 (25% +/+;

50% +/-; 25% -/-)?
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Um die Verteilung der Genotypen zu untersuchen, wurden Nid2 +/- Tiere miteinander

verpaart. Die Nachkommen wurden nach 3-4 Wochen von der Mutter getrennt und die

Genotypen eine Southern Blot- oder PCR-Analysen bestimmt (Abb. 2-23).

Geschlechtsverteilung:

Gesamtzahl der Tiere n = 321

Geschlecht N |Prozent
Minnchen 158(48,20%
Weibchen 163|50,80%

Verteilung der Genotypen:

Genotyp n=321 Prozent

WT 67 20,90%
+/- 174 54,20%
-/- 80! 24,90%

Abb. 2-24 Verteilung der Geschlechter und Genotypen. Tabellarisch Darstellung der bestimmten Geschlechter
und der Genotypen von 321 Nachkommen im Alter zwischen 3 und 4 Wochen aus Kreuzungen von Nid2 +/-

Elterntieren.

321 Nachkommen von heterozygoten Elterntieren wurden untersucht (Abb. 2-24). Die

Geschlechtsverteilung entspricht mit 158 (48,2%) Minnchen und 163 (50,8%) Weibchen der

einer normalen WT-Maus Kolonie. Die Verteilung der Genotypen mit 67 (20,9%) WT, 174
(54,2%) Nid2 +/- und 80 (24,9%) Nid2 -/- Miusen zeigt, dass das mutierte Allel sich

ungefihr nach der 2. Mendelschen Regel verteilt und homozygote Tiere lebensfihig sind.

Nid2 -/- Miuse weisen keine duBetliche Auffilligkeiten auf und sind fortpflanzungsfihig. Ein

Mauskolonie aus Nid2 -/- Tieren konnte aufgebaut werden und zeigte weiterhin, dass aus

Verpaarungen von Nid2 -/- Miusen fertile Nachkommen entstehen kénnen. Die

durchschnittlichen WurfgréBen von bisher 11 Wiirfen aus Verpaarungen von Nid2 -/-

Elterntieren (5,742,3 Nachkommen/Wurf) wurde mit einer entsprechenden, zufilligen

Stichprobe von Woiurfen aus Verpaarungen von Nid2 +/- Elterntieren (6,8 * 28

Nachkommen/Wutf) verglichen und zeigten keinen signifikanten Unterschied (Abb. 2-25).

Eine statistisch signifikante Aussage Uber die Fruchtbarkeit von Nid2 -/- im Vergleich zu

Nid2 +/- Elterntieren kann jedoch zu diesem Zeitpunkt noch nicht getroffen werden.

Art der Kreuzung Nid2 +/- x Nid2 +/- Nid2 -/- x Nid2 -/-
Zahl der untersuchten Wiirfe |11 11

Zahl der Nachkommen 75 63
Durchschnittliche Wurfgrolie | 6,8 + 2,8 57+23

Abb. 2-25 Dutchschnittliche WurfgroBen aus Kreuzungen mit Nid2 +/- und Nid2 -/- Mausen
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2.2.7 EXxpressionsanalysen des Nidogen-2 und Nidogen-1 Gens und
anderer BM-Protein-Gene in normalen und mutanten Nid2-Mausen
Die Existenz von homozygot-mutanten Nid2 Mausen konnte eindeutig nachgewiesen werden
(siche 2.2.6). Als nichstes stellte sich die Frage, ob die Mutation zur Abwesenheit des
Nidogen-2 Proteins, d.h. zu einer Nidogen-2-Defizienz fithrt. Um diese Frage zu beantworten,

wurden Expressionsanalysen durchgefiihrt.

Es wurden uv.a. die Nidogen-2-Genaktivitit in bezug auf die Transkriptionsprodukte (RNA) in
Geweben von homozygoten (Nid2 -/-) und normalen Miusen (WT, +/4) untersucht. Durch
die Insertion sollte zwar das Gen noch transkriptionell aktiv sein, aber es wird angenommen,
dass nur die ersten vier Exons und Bgeo-Sequenzen des GST-Konstruktes transkribiert
werden. Die Termination der Transkription erfolgt in der PolyA-Region des GST-
Konstruktes. Die in 3*“Richtung nachfolgenden Nidogen-2-Sequenzen koénnen dann nicht

mehr transkribiert werden.
Zur Uberpriifung dieser Annahmen wurden:

a) Northern Blot-Experimente mit einer Nidogen-2 spezifischen Hybridisierungsprobe aus
der 3° untranslatierten Region des Nidogen-2 Gens und einer lacZ-spezifischen Probe

durchgefiihrt (siche Abb. 2-26 und Abb. 2-27).

b) RT-PCR- Experimente mit spezifischen Oligonukleotiden wurde durchgefiihrt, um selbst
geringste Mengen von Nidogen-2 mRNA-Sequenzen nachzuweisen, die evtl. von der 3*-

Gen-region nach der GST-Insertion stammen (siche Abb. 2-29).

c) Zur Expressionsanalyse auf Proteinebene wurden Proteinextrakte aus verschiedenen
Geweben von WT, heterozygoten (Nid2 +/-) und homozygoten (Nid2 -/-) Miusen in
Western Blot-Experimenten (siche Abb. 2-30) und Radioimmuninhibitionstests (RIA;
siche Abb. 2-31 und Abb. 2-32) eingesetzt.

Nachfolgend werden die Ergebnisse dieser Expressionsanalysen beschrieben.
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2.2.7.1  Northern Blot-Analyse

Durch Northern Blot-Analysen wurden PolyA™-RNA aus verschiedenen WT- und Nid2 -/-
Mausgeweben (Herz, Lunge, Niere und Skelettmuskel) daraufhin untersucht, ob
Nidogen-2 mRNA in den Nid2 -/- Geweben exprimiert wird. Als Hybridisierungsprobe
wurde ein 476bp Sacl/HindIII-Restriktionsfragment aus dem EST3.1-Klon (dieses DNA-
Fragment entspricht mit ~600bp fast der gesamten 3‘UTR der murinen Nidogen-2 mRNA)
mit *P-dCTP radioaktiv markiert. Die Northern Blot-Analysen ergaben fiir die WT-
Nidogen-2 mRNA ein diskretes Signal bei 5.5kb. In den isolierten PolyA™-RNAs aus
Geweben von  homozygoten Miusen konnte kein  Nidogen-2  spezifisches
Hybridisierungssignal nachgewiesen werden (Abb. 2-26). Das war auch bei einer lingeren

Expositionszeit des Autoradiogramms der Fall (Daten nicht gezeigt).

Nach Entfernen der radioaktiven Nidogen-2 Hybridisierungsproben von den Northern Blot-
Membranen, wurden dieselben Northern Blot-Membranen in Experimenten mit Nidogen-1-
und GAPDH-spezifischen Proben benutzt. In allen untersuchten mRNAs konnte ein ~6.0kb
groe mRNA mit einem 1kb BamHI/Ec0RI-Restriktionfragment aus der murinen Nidogen-1
cDNA (Mann et al., 1989) als radioaktive Hybrisdisierungsprobe nachgewiesen werden (Abb.
2-26). Als Positiv-Kontrolle und zur Standardisierung der geladenen mRNA-Mengen diente
ein 1.2 kb DNA-Fragment der murinen GAPDH-cDNA. Diese Probe erkennt die 2.5 kb
gro3e GAPDH-mRNA (Abb. 2-26).
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A) Nidogen-1 Probe 1 kb
ECoRI oTG BamHI Nidogen-1 mRNA
l 3UTR
5'UTR 'r» ] ] ] Ll ] ] L Ll 1l N AR
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 1819 20
Nidogen—Z MRNA Nidogen-2 Probe in der 3' UTR
ATG Sacl HindIll
l 3'UTR l
S L 1 I T Y T O I I 1 O
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1920 21
WT -/-

Nidogen-1

Nidogen-2

. .4 Q..‘ GAPDH

Abb. 2-26 Northern Blot-Analyse von PolyA+-RNA aus verschiedenen Geweben

A) Schematische Darstellung der Lage der Hybridisierungsproben fiir den spezifischen Nachweis der Nidogen-1
und —2 mRNA. GréBenstandard 1 kb.

B) Die Autoradiogramme der hybridisierten Northern Blot-Membranen sind abgebildet. Es wurden je 4pg
PolyA*-RNA aus verschiedenen Geweben auf einem 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die RNA
wurde durch Northern Blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde fir drei
verschiedene Hybridisierungsexperimente mit unterschiedlichen Hybridisierungsproben eingesetzt. Zwischen
jedem Experiment wurde die vorangegangene radioaktive Hybridisierungsprobe von der Membran entfernt
(siehe 5.2.1.5)

Folgende hybridisierungspositive mRNAs konnten nachgewiesen werden.

Nidogen-1: Die Nidogen-1 mRNA hat cine GréBe von ca. 6kb und ist in jedem Gewebe vorhanden. Nidogen-2:
Die Nidogen-2 mRNA hat eine Groe von ca. 5.5kb. In den Spuren mit den PolyA*-RNAs aus den Geweben
der Nid2 -/- Maus konnte diskretes Nidogen-2 Signal beobachtet werden. RNA-GréBenstandard: kb.

Zur Kontrolle wurde eine Probe fiir GAPDH verwendet. (H=Herz, L=Lunge, K=Niere, M=Skelettmuskel).
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Zum Nachweis der schon beschriebenen Chimir-mRNA (siche 2.2.4) wurde eine ~800 bp
grofles BamHI/Clal-DNA-Fragment des E.Coli 1atZ-Gens als radioaktive Hybridisierungrobe
in Northern Blot-Analysen eingesetzt (Abb. 2-27). Die lacZ-Probe erkennt in den PolyA™-
RNAs von verschiedenen Geweben von homozygoten Mausen spezifisch eine distinkte
mRNA mit einer Grée von ca. 6,5 kb (Abb. 2-27). Dieser Wert stimmt gut mit der
errechneten Grofle der mRNA  dberein, wenn zu der kodierenden Region des
Chimirtranskriptes mit 6225 bp (diese theoretische Grof3e ergibt sich, aus den Liangen der
Exons 1 —4 des Nidogen-2 Gens und den entsprechenden Lingen der kodierenden Region
des GST-Konstruktes), noch Sequenzen der 3 und 5° —UTR, sowie Poly-A-Schwanz-
Sequenzen, beriicksichtigt werden. Die PolyA™-RNA von Wild-Typ Geweben hingegen weist
diese Hybridisierungssignale nicht auf (Abb. 2-27).

A)
lacZ-Probe
ATG En2 TM Bgeo Sv40
2 S L1 o _______mq
3
Exon1l 2 4 1 kb
B)
WT -I-
"HLNMHL NM Abb. 2-27 Nachweis der Nidogen-2-Chi-
it 37 mér mRNA durch Northern Blot-Analyse.
A) Schematische Darstellung der Chimir-
mRNA. Lage der latZ-Probe (ein 0.8 kb
9,49 — BamHI/Clal DNA-Fragment des E.Coli
7,46 —

Galaktosidase-Gens)

B) Abbildung des Autoradiogramms der mit
der lacZ-Probe hybridisierter Notthern
Blot-Membran. Es wurden je 4pg PolyA*-
RNA aus verschiedenen Geweben aus WT
und Nid2 -/- Miusen elektrophoretisch in
einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Die
hybridisierungspositive mRNA (aus Nid2 -
/- Geweben) hat eine GroBe von ca. 6.5
kb (Pfeil). In der WT mRNA ist kein lacZ-

o Signal zu erkennen. H=Herz, L=Lunge,

1,35— N=Niere und M=Skelettmuskel.

<65 kb

2,37—
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2.2.7.2 RT-PCR-Analysen

Zum Nachweis von geringsten Mengen an Nidogen-2-spezifischen RNA Sequenzen, die evtl.
von Gensequenzen in 3*“Richtung von der Insertionstelle der GST-Konstrukt-DNA liegen
konnen, wurde die RT-PCR-Methode angewandt. Bei dieser Methode wird zunichst von
RNAs einzelstringige cDNAs durch das Enzym Reverse Transkriptase hergestellt. Diese
cDNA-Stringe dienen dann als Matrizen fir die anschlieBenden PCR-Reaktionen, die nun
entsprechend den gewihlten Oligonukleotiden eine starke Amplifikation von spezifischen

Sequenzen erlauben (Bustin, 2000).

Die RNA aus Nieren adulter heterozygoter und homozygoter Nid2-Mausen wurde daher
durch sehr sensitive RT-PCR-Reaktionen auf die Anwesenheit von Nidogen-2- und
Nidogen-1-spezifischen RNAs untersucht. Dabei diente die Nidogen-1 spezifische Reaktion
als interne Positiv-Kontrolle. Fir die nachfolgenden RT-PCR-Analysen wurden Oligonukleo-
tidpaare und PCR-Reaktionsbedingungen ausgearbeitet, durch die kodierende Regionen, die
von mehreren Exons stammen, amplifiziert werden koénnen. Damit sollte sichergestellt
werden, dass die RT-PCR-DNA-Produkte mit bestimmter Grofle auf eine RNA als Matrize
zurickzufiihren sind. Wohingegen sich PCR-DNA-Produkte, die durch eventuelle
Kontaminationen genomischer DNA als Matrize entstehen, durch die Anwesenheit von

Introns sich von den o.a. RT-PCR-DNA-Produkten durch ihre Gro3e unterscheiden lassen.

Durch die Kombinationen des genomisch-orientierten Oligonukleotids ND45 (Exon 5) mit
den antigenomisch-orientierten Oligonukleotiden ND89 (Exon 8), ND90 (Exonl0) oder
ND91 (Exon 12) konnen jeweils RT-PCR-DNA-Fragmente mit unterschiedlichen Gro3en
aus der Nidogen-2 mRNA amplifiziert werden (Tab. 2-5; Abb. 2-29). Das Oligonukleotidpaar
ND39/ND77 liefert ein kleines RT-PCR-DNA-Fragment am 3° Ende der mRNA (Abb.
2-29). Mit Nid2 +/- RNA als Matrize werden alle RT-PCR-DNA-Fragmente der Nidogen-2
mRNA (N2a-N2d Abb. 2-29) mit den erwarteten Grolen generiert. In den Reaktionen mit
Nid2 -/- RNA als Matrize werden mit den Oligonukleotiden ND39/ND77 und ND45/ND89
RT-PCR-DNA-Fragmente, die von der Grof3e den beiden RT-PCR-DNA-Fragmenten N2a
(230bp) und N2b (334bp) entsprechen koénnten, in sehr geringfiigicen Mengen amplifiziert.
Die Spezifitat der schwach amplifizierten RT-PCR-DNA-Fragmente i3t sich aber mit diesem
Experiment nicht eindeutig bestimmen. Die beiden gro3eren RT-PCR-DNA-Fragmente N2c
und N2d sind nicht detektierbar. Das als interne Positiv-Kontrolle amplifizierte RT-PCR-

DNA-Fragment aus der Nidogen-1 mRNA wird in allen Reaktionen vergleichbar verstarkt.
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RT-PCR-Produkte Lage der Oligonukleotide

Oligonukloetid | Abkirzung/Genspezifitit | Grofe | Genomische Antigenomische

Paar (bp) Orientierung (Exon) Orientierung (Exon)
ND-61/ND-62 | N1/Nidogen-1 * 334 1 2

ND-39/ND77 N2a/Nidgogen-2 230 5 8

ND45/ND89 N2b/Nidogen-2 624 5 10

ND45/ND90 N2¢/Nidogen-2 1007 |5 12

ND45/ND91 N2d/Nidogen-2 1252 |1 20
Abb. 2-28 Ubersichtstabelle der verwendeten Oligonukleotidpaare und theoretisch erwartete RT-PCR-DNA-
Fragmentlingen.
A)

MG ND-45 ND-89 ND-90 ND-91 ND-39 ND-77
Wr SUR [ | | ™Mo Y M |1 Y 3UR o
Exonl 2 3 4 56 7 8 910111213 14 151617181920 21 1—
R e En2 TM  Pgeo Sv40
I e I —_ 1 o
Exonl 2 3 4
Insertion
B)
Abb. 2-29 RT-PCR Analyse.
+- - A) Schematische Darstellung der WT Nidogen-

2kb —

1kb —

0.5kb —
04kb —
03kb —
0,2kb —

it 11

N2d

N2¢

N2b

N1
N2a

2 mRNA (oben) und der chimiren Nid2 -
mRNA (unten). Lage und Orientierung der
Oligonukleotide (Pfeile). GroBenmarker 1 kb
B) In einem 1% Agarosegel aufgetrennte, mit
Ethidiumbromid gefirbte RT-PCR
Reaktionsprodukte.

Eingesetzte Oligonukleotidpaare:

Spuren 1, 5: ND-39/ND-77; ND-61/ND-62
Spuren 2, 6: ND-45/ND-89; ND-61/ND-62
Spuren 3, 7: ND-45/ND-90; ND-61/ND-62
Spuren 4, 8: ND-45/ND-91; ND-61/ND-62
Als RT-Matrize diente Gesamt-RNA aus der
Niere Nid2 +/- (Sputen 1-4), bzw. Nid2 -/-
(Spuren 5-8) Miusen.

RT-PCR-Produkte mit Nid2 +/- RNA als
Matrize: Alle Nidogen-2 RT-PCR-DNA-
Fragmente (N2a-N2d) werden stark und mit der
erwarteten RT-PCR-DNA-Fragmentlinge

amplifiziert. RT-PCR-Produkte mit Nid2 -/- RNA als Matrize: Keine spezifische Amplifizierung der kurzen
Nidogen-2 mRNA RT-PCR-DNA-Fragmente (N2a, N2b; Spuren 5, 6). Sonst sind keine entsprechenden RT-
PCR-DNA-Fragmente detektierbar (Sputen 7 und 8). Das Oligonukleotddpaar ND-61/ND-62 fuhrt
erwartungsgemdl in allen RT-PCR-Reaktionen zu einem Nidogen-1 spezifischen Produkt N1 (Positivkontrolle

Spur 1-8).
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2.2.7.3 Western Blot-Analyse mit Proteinextrakten aus Nid2 -/- und WT
Mausen
Das GST-Konstrukt ist im Intron 4 des murinen Nidogen-2 Gens insertiert (siche 2.2.4) und
kann zu einer Chimidr-mRNA fihren (Abb. 2-27). Diese besteht theoretisch aus den
Sequenzen von Exon 1-4 und den Sequenzen der GST-Konstruktmodule, die unter anderen
fur das Bgeo-Segment kodierenden. Die Exons 1-4 des Nidogen-2 Gens kodieren fur die
globulire G1-Domine und die flexible Verbindungsregion zwischen den G1- und G2-
Dominen (Abb. 2-12). Abberante mRNA-Molekiile und fehlerhaft gespleisste RN As sind oft
von nur sehr kurzer Lebensdauer oder werden in der Regel nicht translatiert, d.h. von diesen
RNA-Molekiilen sollten keine Polypeptide entstehen. Theoretisch koénnen trotzdem
unvollstindige Transkripte oder Chimdr-mRNAs, die Nidogen-2 Sequenzen von dem
mutanten Nid2-Allel beinhalten, in homozygoten Tieren zu verkiirzten Nidogen-2-Sequenzen
enthaltenden Peptiden translatiert werden. Um dies zu uberpriifen, wurden Western-Blot

Analysen mit Proteinextrakten aus Herz, Lunge, Niere und Skelettmuskel von adulten WT-

und Nid2 -/- Miusen durchgefiihrt.

Zum spezifischen Nachweis und zur Unterscheidung von Nidogen-1 und Nidogen-2 wurden
entsprechend spezifische polyklonale Antikorper eingesetzt (sieche 5.1.1.6). Herstellung und
Uberpriifung der Spezifitit dieser polyklonalen Seren erfolgte in der Abteilung fiir
Proteinchemie von Dr. R. Timpl (Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried). Die

Antikoérper wurden Herrn Dr. B.L. Bader freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Das Kaninchen anti-Nidogen-1 Antiserum erkennt das vollstindige Nidogen-1 Protein mit
einem Molekulargewicht (M,) von ca. 150 kDa und die typischen Abbauprodukte, besonders
das 97 kDa, aber auch das 120 kDa Polypeptid-Fragment (Abb. 2-30). Das anti-Nidogen-2
Antiserum erkennt in den Nid2 +/+ Proteinextrakten von Herz, Lunge und Skelettmuskel
das vollstindige Nidogen-2 Protein mit einem M, von 200 kDa. Auflerdem werden die
entsprechenden Abbauprodukte von Nidogen-2 bei 150 kDa und bei 116 kDa, erkannt. In
dem Nid2 +/+ Proteinextrakt aus der Niere wird im Gegensatz zu den ubrigen WT-
Extrakten nur das 116 kDa Abbauprodukt des Nidogen-2-Proteins markiert. In Nid2 -/-
Proteinextrakten konnen diese Nidogen-2-spezifischen Polypeptide nicht nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die beschriebene Mutation im Nidogen-2 Gen die

Expression eines funktionellen Nidogen-2 Produktes verhindert.
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A) Nidogen-1 B) Nidogen-2

H L N M H L N M
kDa +/+ o[- +/+ - [+ - [+ -] +/+ o[- [+ -[- [+ |- +[+ -/ kDa
Q.!' - " B <
: -
4 < -116

Geg: e

Abb. 2-30 Western-Blot-Analyse: Expression von Nidogen-1 und -2 in verschiedenen Geweben

Jeweils 60pg Protein aus Herz (H), Lunge (L), Niete- (N) und Skelettmuskel-(M)-Proteinextrakten von Nid2 -/-
und WT Miusen wurde in ecinem nicht-reduzierenden 7.5% SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western
Blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Nach Antikorperinkubations- und Waschschritten wurden
die Antigen-Antikérper-Komplexe durch das ECL-Reagenz auf den Membranen nachgewiesen.

A) Der polyklonale Antikérper gegen murines Nidogen-1 erkennt das vollstindige Protein mit einer Gréf3e von
ca. 150 kDa und die typischen, proteolytischen Abbauprodukte von ca. 116 kDa und 97 kDa (geschlossene
Pfeile). B) Der polyklonale Antikérper gegen Nidogen-2 erkennt das vollstindige murine Nidogen-2 mit einer
Grofe von ~200 kDa und die typischen Abbauprodukte von 150 kDa und 116 kDa (offene Pfeile). In den
Extrakten von Nid2 -/- Mausgeweben sind keine entsprechenden Signale fiir Nidogen-2 erkennbar. Als Standard
diente ein Gemisch aus Proteinen mit definiertem Molekulargewicht (BioRad).

2.2.7.4  Quantifizierung der Proteine Nidogen-1, -2 und Laminin yl in
Gewebeextrakten aus Nid2 +/-, -/- und WT Mausen durch einen
Radioimmuninhibtionstest
Der Radioimmuninhibitionstest (RIA) wird verwendet, um Proteinmengen im Piko- bis
Nanogrammbereich zu messen (Timpl & Risteli, 1981). Das Prinzip des Test beruht auf einer
kompetetiven Bindung eines radioaktiv markierten und dem gleichen, unmarkierten Protein
mit einem spezifischen Antikérper. Mit radioaktiv markierten und unmarkierten
rekombinanten Protein (Nidogen-1, -2 und Laminin Yyl) wird eine Verdringungs-
Standardkurve, durch die Messung der Radioaktivitit des prazipitierten Antikorper-
Antigenkomplexes, erstellt. Mit Hilfe dieser Protein-spezifischen Standardkurven kénnen die
entsprechende Proteinmengen aus den Extrakten mittels der o.a. Verdringungsreaktionen

bestimmt werden.

Durch einen RIA wurden die Proteinmengen an Nidogen-1, -2 und Laminin Yyl in
Proteinextrakten von Niere und Skelettmuskel von Nid2 -/-, +/- und WT-Miusen bestimmt
werden. Mit Hilfe dieses Tests soll untersucht werden, ob a) sich Nidogen-2 spezifische

Polypeptide in den Extrakten von homozygoten Miusen nachweisen lassen und b) sich die

Mengen an Nidogen-1 bzw. Laminin Yl in den Nid2 -/- Proteinextrakten gegentiber den
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Extrakten von WT und Nid2 +/- Miusen dndern. Fur die Durchfithrung dieser Tests wurden
aus je funf Nid2 -/-, +/- und WT-Miusen Proteinextrakte aus Niere und Skelettmuskel
angefertigt (siche 5.2.2.1). Die Ergebnisse der RIAs sind in Abb. 2-31 zusammengefal3t und in
Abb. 2-32 grafisch dargestellt.

pmol/g Frischgewebe
Niere Skelettmuskel

Genotyp # Nidogen-1 Nidogen-2 Laminin Yyl Nidogen-1 Nidogen-2 Laminin Y1

1 1636 25.2 41 858 17.7 138

2 823 39.4 41 706 16.5 101
WT 3 | 739 39.2 47 700 8.2 83

4 11032 42.7 51 677 12.7 62

5 | 657 34.4 71 719 25.3 92
M+ SD 777 £ 160 36+ 6.7 502+ 124 732+ 72 16+ 6.4 95.2 + 30

6 | 644 23.2 59 832 12.8 105
+/- 7 | 543 15.0 35 691 8.5 96

8 702 25.7 42 870 14.2 120

9 |604 21.2 32 522 7.0 68

10 | 1029 25.8 73 760 10.0 101
M+ SD 703 + 192 222+ 4.4 482+ 174 735 + 137 1053 98+ 19

11 | 632 <0.15 33 634 < 0.5 97

12 | 655 <0.15 57 734 < 0.05 78
-/- 13 |593 <04 42 566 < 0.05 93

14 | 709 <04 48 773 < 0.05 86

15 | 605 <04 43 688 < 0.05 96
M+ SD 639 * 46 <03 446+ 8.8 679 + 82 <01 90 £ 8

Abb. 2-31 Ergebnisse des Radioimmuninhibitionstest (RIA).

Gemessen wurden die Proteinmenge (in pmol/g Gewebe) der Laminin Y1 Kette, Nidogen-1 und -2 in Nieren-
und in Skelettmuskelextrakten aus Nid2 +/-, -/- und WT Miusen. Die Einzelwerte von jeweils 5 Miusen pro
Genotyp und die entsprechenden Mittelwerte mit Standardabweichungen (M+ SD) sind in der Tabelle zu sehen.
Gewebespezifische Unterschiede fir die entsprechenden Proteine zeigen sich in den WT-Geweben: Nidogen-1
(777 pmol/g) ist in der Niere um einen Faktor 20 stirker vorhanden als Nidogen-2 (36 pmol/g) und im
Skelettmuskel um einen Faktor 45. (Nidogen-1:732 pmol/g, Nidogen-2:16 pmol/g)

In den Proteinextrakten von Nid2 +/- Geweben entspricht die Nidogen-2 Menge 61% (Niere), bzw. 65%
(Skelettmuskel) der entsprechenden WT-Menge. Die Werte fiir Nidogen-1 und Laminin unterscheiden sich nicht
signifikant von den Werten der Kontrolltiere.

In der Niete von Nid2 -/- Miusen liegen <0.3 pmol/g und im Skelettmuskel <0.1 pmol/g Nidogen-2 vor. Das
entspricht <0.8% bzw. <0.6% der Nidogen-2 Menge in einer WT-Maus. Die Nidogen-1 und Laminin Y1 Mengen
sind in det Nid2 -/- Maus im Vetgleich zu den Kontrolltieren ungefihr gleich.
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Die ermittelten Werte der RIAs zeigen, dass die Nidogen-2 Menge in der Niere (<0.3 pmol/g)
bzw. in Skelettmuskel (<0.1 pol/g) sehr niedrig sind. Sie entsprechen nur noch <0.8%, bzw.
<0.6% des WT-Proteingehaltes. Diese Werte liegen unter dem Bereich der Nachweisgrenze
des RIAs und koénnen nicht mehr als signifikante Werte betrachtet werden. Die Abwesenheit
von Nidogen-2-spezifischen Polypeptid spricht fiir eine Nidogen-2 Defizienz, d.h. die GST-
Mutation im Nidogen-2 Gen ist eine molekulare Nullmutation. Der Nidogen-2-Gehalt ist in

Nid2 +/- Proteinextrakten reduziert: in der Niere auf 61% und des Skelettmuskels auf 65%

des WT-Proteingehaltes (Abb. 2-32 B). Der Nidogen-1, bzw. Laminin Y1 Gehalt zeigt
hingegen keine signifikanten Anderungen in Gewebeextrakten aus Nid2 +/- oder Nid2 -/-
Miusen im Vergleich zu den WT-Kontrollen (Abb. 2-32 A und C).
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2.2.8 Analysen des Phanotyps der Nid2 -/- Maus

Als Phinotyp bezeichnet man die Gesamtheit der Merkmale (Erscheinungsbild) eines
vollentwickelten Organismus. Hierbei spielt die Wechselwirkung zwischen den erblichen,
genetischen Informationen, und den inneren, bzw. dulleren FEinflissen wihrend der
Entwicklung eine bedeutende Rolle. Die Inaktivierung eines Gens fihrt zur Abwesenheit
(Defizienz) des entsprechende Genprodukts. Wie sich diese Defizienz auf das dullere
Erscheinungsbild und die funktionellen Eigenschaften eines Organismus in Vivo auswirkt, wird

durch Analysen der genetisch verdnderten Tiere im Vergleich zu WT-Tieren untersucht.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine erste Charakterisierung von Nidogen-2
defizienten Mdusen durchgefiihrt. Diese Phinotyp-Analyse beschrinkte sich auf folgende
Aspekte:

1. Allgemeine Beobachtungen der Tiere
2. Bestimmung des Korpergewichts
3. Allgemeine Histologie von ausgewihlten Organen

4. Nachweis von typischen BM-Proteinen in Gewebeschnitten von Organen durch Immun-

fluoreszenzmikroskopie
5. Ultrastrukturelle Darstellung der Basalmembranen in bestimmten Organen

Die unter 5. beschriebene Analyse wurde in einer Kooperation mit Dr. Nicolai Miosge,

(Zentrum Anatomie, Abteilung Histologie, Universitit von Goéttingen) durchgefiihrt.

2.2.8.1 Allgemeine Beobachtungen und Untersuchung des
Korpergewichts und der Kérpergewichtszunahme

Das Korpergewicht ist von vielen inneren und duf3eren Faktoren abhingig, z.B.: KorpergroQe,
Alter, Ernidhrung, verschiedener endokriner Faktoren. Da sich physiologische Stérungen und
Krankheiten oft im Korpergewicht widerspiegeln, kann eine signifikantes Abweichen des
Korpergewichts gegeniiber den Normalwerten ein Hinweis auf eine krankhafte Verinderung

des Organismus sein (fir ein Beispiel siehe Pomp, 1997).

Nidogen-2-defiziente Tiere zeigen keine Auffiligkeiten wihrend der normalen Kifighaltung.
Durch Wiegen wurde untersucht, ob es Unterschiede im Korpergewicht oder in der
Koérpergewichtszunahme zwischen gleichaltrigen Nid2 -/- , +/- und +/+ -Miusen gibt. 42
Nachkommen aus Verpaarungen mit Nid2 +/- Elterntieren wurden im Alter zwischen 3 und

11 Wochen gewogen (Abb. 2-33). Es lassen sich durch diese vorlaufige Untersuchung keine
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signifikanten Unterschiede der Gewichtszunahme entdecken (Abb. 2-33). In stichprobenartig,
zusammengesetzten Gruppen aus adulten (alle dlter als 9 Monate) ménnlichen und weiblichen
Nid2 -/-, +/- und +/+ Miusen (Gesamt n=48) wurde das Korpergewicht durch drei
Wigungen im Abstand von je einem Monat bestimmt. Die Gruppen mit den mannlichen und
weiblichen Nid2 -/- Tieren zeigen keine signifikanten Gewichtsunterschiede zu den

entsprechenden Kontrollgruppen.

A)
A) Geschlecht | Alter Genotyp (Zahl der Miuse, n=42)
(Wochen) | +/+ (5) +/-(5) -/-(6)
Weibchen 3 142 %25 14,5 + 0,4 133+ 1,0
4 179+13 19,0+ 14 17,1 £ 0,6
5 195+ 12 20,2+ 0,7 187+ 12
11 23409 259+ 04 22+16
+/+ (5 +/- (15 -/-(6)
Minnchen 3 16,3 +2,7 16,4+ 1,9 15,1+ 1,3
20,8+ 13 21+15 201+13
5 226+05 226+18 2242
1 289+17 274+23 269+3
B)
Geschlecht Genotyp (Zahl der Miuse n=48)
+/+ +/- _/-
Weibchen 34,1+ 34 g (10) 298+ 1,6g(6) [29,9%06¢g(11)
Minnchen 33,1+£18¢2(8) 36,7+27g(6) |351+27g(7)

Abb. 2-33 Bestimmung des Korpergewichts von Nid2 -/-, +/- und +/+ Mausen

A) Tabellarische Ubersicht des Kérpergewichts von Nachkommen aus Nid2 +/- Elterntieren. n= 42 Miuse aus
sechs Wirfen von Nid2 +/- Elterntiere wurden im Alter von 3 bis 11 Wochen gewogen. Angegeben sind die
bestimmten Gewichte (g) mit den entsprechenden Standardabweichungen.

B) n= 48 iltere, adulte Tiere wurden dreimal im Abstand von einem Monat gewogen. Alle Tiere waren zum
Zeitpunkt des ersten Wiegens ca. 9 Monate alt.

2.2.8.2  Analysen von Nid2 -/- defizienten Geweben

Die normale Ausbildung, Entwicklung (Organogenese) und Funktion von Organen bestimmt
die Vitalitit und den Gesundheitszustand (Phinotyp) eines Organismus. Organe bilden eine
funktionelle Einheit aus Zellen und Geweben, die spezifische Aufgaben erfillen kénnen. Auf
die Beteiligung von BM, bzw. der ECM an der Ausbildung und der Aufrechterhaltung
verschiedener Gewebearten in physiologischen und pathologischen Situationen wurde bereits
in der Einleitung hingewiesen (siche 1.4). Mutationen in verschiedenen ECM-Proteinen
konnen, zB. zu Muskeldystrophien, Hauterkrankungen und Nierenschidigungen fihren.
Diese Krankheitsbilder kénnen durch histologische Untersuchungen der betroffenen Organe
und Darstellungen der Zellen und der BM, durch indirekte Immunfluoreszenz- und

Elektronenmikroskopie genauer beschrieben werden.
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Um einen ersten Einblick zu erhalten, ob eine Schidigung von Geweben oder Organen durch
die Nidogen-2-Defizienz in Nid2 -/- Mdusen votliegt, wurde die makroskopische Anatomie
und die Lage ihrer Organe, wie z.B. Herz, Lunge, Niere, Milz, Leber, Sexual- und
Fortpflanzungsorgane untersucht. Dabei zeigten sich bei den Priparationen von Nid2 -/-

Miusen keine Auffilligkeiten im Vergleich zu Wild-Typ Mausen (Daten nicht gezeigt).

Zur histologischen Untersuchung von Geweben der Nid2 -/- Miuse wurden zunichst
ausgewihlte Organe (Herz, Skelettmuskel, Nieren, Haut, Zunge und Lunge) entnommen und
histologische Priparate angefertigt. Gefrier- und Paraffinschnitte von diesen Organen wurden
dann entsprechend a) fir die Analyse der mikroskopischen Anatomie mit Himatoxylin und
Eosin (H&E) gefirbt (siehe 2.2.8.2.1) und b) fir indirekte Immunfluoreszenzfirbungen
eingesetzt (siche 2.2.8.2.2). Die hier gezeigten Abbildungen wurden zur Dokumentation von
Dr. B.L. Bader zur Verfiigung gestellt. Die Praparate fiir ultrastrukturelle Untersuchungen
wurden durch eine spezielle Priparationsmethode von Dr. N. Miosge, Universitit Gottingen,

hergestellt (Miosge et al., 2000 b).

2.2.8.2.1 Histologische Untersuchung einzelner Organe von
Nid2 -/- Méusen

Fir die Analyse der Gewebeanatomie wurden verschiedene Organe von Nid2 -/- und
Kontrolltieren (nid2 +/- und +/+) im Alter von 3 Monaten pripariert, Gewebeschnitte
angefertict und H&E gefirbte Schnitte unter dem Lichtmikroskop miteinander verglichen.
Die vorlaufigen histologischen Untersuchungen konzentrierten sich zunichst auf Herz,
Skelettmuskel, Niere, Lunge, Zunge, Haut. In den Abbildungen sind exemplarisch Herz und
Skelettmuskel (Abb. 2-34), Niere und Lunge (Abb. 2-35) dargestellt. Es konnten keine

pathologischen Verinderungen in diesen Geweben festgestellt werden.
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Abb. 2-34 Lichtmikroskopische Darstellung von H&HE-gefirbten Paraffinschnitten der quergestreiften
Skelettmuskulatur (A,B) und der Herzmuskulatur (C,D) aus adulten Nid2 -/- (B, D) und Kontrollmiusen (A, C).
Die Querschnitte zeigen die typische, periphere Position der Muskelfaserkerne (Pfeil) in den einzelnen
Skelettmuskelfasern (Stern). Das Endomysium (e) umschlie3t als feines Netz von Bindegewebsfasern die
Muskelzellen (heller Zwischenraum). In diesem Hillgewebe liegen Kapillaren und Nervenfasern, welche bei
dieser VergroBerung kaum zu erkennen sind. Im Herzmuskel haben die Muskelfaserkerne (Pfeil) eine mehr
zentrale Position in den Muskelfasern (Stern). GréBenstandard 50pm.
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Abb. 2-35 Lichtmikroskopische Darstellung von H&HE-gefirbten Paraffinschnitten der Niere (A-D) und der
Lunge (E, F) aus Nid2 -/- (B, D, F) und Kontrollmiusen (A, C, E). Die dargestellten Querschnitte (A,B) zeigen
den Bereich der Nierenrinde (Cortex renalis). Das sogenannte Rindenlabyrinth besteht aus den Nierenkapseln
(Corpusculum renale, rc) und gewundenen Kanilchenabschnitte (Tubuli contorti), die sich in einen proximalen (T.C.
proximalis, cpt) und einen distalen (T.. distalis, dpt) Abschnitt aufteilen. Eine Detailaufnahme der Nierenkapsel
zeigen die Bilder C und D. Eine Nierenkapsel wird aus einem Kapillarkniuel (Rete capillare glomerulare,
Glomerulum, g) gebildet, der in einer sogenannten Bowman Kapsel (Capsula glomerulie. bc) eingefasst ist. Der
Glomerulus wird aus den Endothelzellen der Kapillarwinde, dem Mesangium und den Podozyten aufgebaut. Als
Mesangium wird das Gewebe bezeichnet, das zwischen den Glomerulumkapillaren liegt und aus
Mesangiumzellen und der Mesangiummatrix (Lamella hyalina) besteht. Die Bowman Kapsel wird aus einem
flachen, einschichtigen Plattenepithel gebildet. Vom inneren (viszeralen) Blatt der Kapsel leiten sich die
Podozyten ab, welche die Glomerulus-Kapillaren auBlen abdecken und fur die Bildung des Primirharns von
besonderer Bedeutung sind. Der Primirharn wird in den Bowman-Kapselraum (bs) abgegeben (dieser Raum ist
durch die Gewebefixierung vergroBert) und iiber den T.c. proximalis (pct) abgeleitet. Zwischen den pct und dem
dct liegen Blutgefisse die mit Erythrozyten gefullt sind.

Die dargestellten Querschnitte E und F zeigen einen Ausschnitt der Lunge. Die Endbronchiolen (Bronchioli
terminales, tb)sind bei dieser VergroBerung nur Ausschnittweise zu erkennen. Sie enden in Gingen (Ductus
alveolares, ad) deren Winde vollstindig mit Lungenblischen (Sacculi Alveolares, a) bedeckt sind. Zwischen
benachbarten Alveoli liegt eine Wand (Alveolares Septum), die aus den Epithelien der beiden Alveolaren,
Blutgefilen und einer speziellen, elastischen ECM (mit Kollagen und Elastin als Hauptbestandteil) gebildet wird.
GroBenstandard: 100pum
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2.2.8.2.2  Analysen der Expression und Lokalisation von BM-Proteinen
in Geweben durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung der Expression und Lokalisation von Nidogen-1 und Nidogen-2, sowie der
Hauptkomponenten der BM, die Laminin Yy1-Kette, Kollagen IV und Perlecan in Geweben
von verschiedenen Organen wurden Gewebeschnitte (Gefrier- und Paraffinschnitte) von Nid2

+/+, +/- und -/- Miusen zunichst mit folgenden spezifischen Antikérpern (AK) inkubiert:

1. Monoklonaler Ratten anti-Maus Nidogen-1 AK: AK # BE1/4

2. Polyklonaler Kaninchen anti-Maus Nidogen-2 AK: AK #1130 + E
3. Polyklonaler Kaninchen anti-Maus Laminin Y1 AK: AK #1083 + E
4. Polyklonaler Kaninchen anti-Maus Kollagen IV AK: AK# 1119+ E
5. Polyklonaler Kaninchen anti-Maus Perlecan AK: AK #1056 + E

Fir Fluoreszenzfirbungen wurden Gewebeschnitte aus Nid2 -/- und Kontrollmdusen

untersucht. Gewebeschnitte aus Niere (Abb. 2-36 und Abb. 2-37), Herz- (Abb. 2-40 und Abb.
2-41) und Skelettmuskel (Abb. 2-38 und Abb. 2-39) wurden mit primiren Antikérpern (AK)

gegen Maus Nidgogen-1 und -2, Laminin Y1, Kollagen IV und Perlecan inkubiert. Der
Firbungsnachweis der Lokalisation der primiren Antikérper erfolgte durch entsprechende
sekundare AK, die mit einem roten (CY3), bzw. griinen (CY2) Fluoreszenzfarbstoff konjugiert
waren. Durch Doppelfirbungen mit AK gegen Nidogen-1 und Nidogen-2 konnte die
Gewebelokalisationen der beiden Proteine im gleichen Gewebeschnitt miteinander verglichen
werden (Abb. 2-36, Abb. 2-38 und Abb. 2-40). Um die Expression und die Verteilung anderer
BM-Proteine in derselben Geweberegion zu untersuchen, wurden Einzelfirbungen mit AK
gegen Laminin Y1, Kollagen IV und Perlecan in den entsprechenden, nachfolgenden
Gewebeschnitten angefertigt (alle rot, Abb. 2-37, Abb. 2-39 und Abb. 2-41). Die gezeigten

Abbildungen wurden hier zur Dokumentation von Dr. B.L. Bader zur Verfiigung gestellt.

In der Niere ist kein signifikanter Unterschied zwischen der Nidogen-1 und —2 Lokalisation
erkennbar (Abb. 2-36). Eine unterschiedliche Verteilung der beiden Isoformen zeigt sich aber
in muskulidren Gewebe (Abb. 2-38 und Abb. 2-40). Die Nidogen-1-spezifische Firbung ist fiir
die BM der Muskelfasern (Endomysium) und der Kapillaren gleich stark. Intensive Nidogen-
2-spezifische Firbungen sind hauptsichlich in den BM der Kapillaren zu beobachten,
wohingegen die Firbung des Endomysiums deutlich schwicher ist. Keines der aus Nid2 -/-
Miusen priparierten Gewebe zeigt ein diskretes Signal mit dem AK gegen Nidogen-2. Dies
bestitigt die Nidogen-2 Defizienz. Die Negativkontroll-Farbungen von Schnitten, d.h. ohne

primiren AK, aber mit sekundirem AK, zeigen keine spezifischen Firbungen (Daten nicht
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gezeigt). Die Verteilungen der BM-Proteine Kollagen IV, Laminin Yyl und Perlecan in
Geweben von Nid2 -/- im Vergleich zu WT Miusen waren nicht voneinander zu

unterscheiden (Abb. 2-37, Abb. 2-39 und Abb. 2-41).

A /. { Nidogen-1

Abb. 2-36 Indirekte Immun-Fluoteszenz-Doppelfirbung von transversalen Schnitten der Niere einer Nid2 -/-
(D-F) und einer Kontrollmaus (A-C) mit Nidogen-1-spezifischen AK (griin; A, D) und Nidogen-2-spezifischen
AK (rot; B, E). Die Bilder in C und F zeigen die Uberlagerung (Merge) der jeweiligen Einzelaufnahmen pro
Gewebeschnitt. Die tibereinstimmende Lokalisation der beiden Nidogene in WT Gewebe der Einzelaufnahmen
(A, B) erscheint in (C) durch die Uberlagerung der beiden Einzelaufnahmen als gelbe Firbung. In dem
Gewebeschnitt von der Nid2 -/- Maus ist keine Nidogen-2-spezifische Fiarbung vorhanden (F). GroBenstandard
50pm.

Laminin y1 | B Collagen IV

Perlecan

Abb. 2-37 Indirekte Immun-Fluoreszenzaufnahmen von aufeinanderfolgenden Gewebequerschnitten aus der Region der
Nierentinde von Nid2 -/- (D-F) und Kontrollmiusen (A-C). Als primire AK wurden AK gegen Laminin y1 (A, D), Kol-
lagen IV (B, E) und Petlecan (C, F) eingesetzt. Die sckundiren AK sind mit CY3 konjugiert. Starke Fluoreszenz zeigt sich
in den Basalmembranen der Nierentubuli, der BlutgefiBe und der Nierenkérperchen. Die Signalstirken und Lokalisatio-
nen zeigen keine Unterschiede zwischen WT und Nid2 -/- Gewebe. Groenstandard: 50um.
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Abb. 2-38 Indirekte Immun-Fluoteszenz-Doppelfirbung von Schnitten des Skelettmuskels von Nid2 -/- (D-F)
und Kontrollmiusen- (A-C). mit Nidogen-1-spezifischen AK (grin; A, D) und Nidogen-2-spezifischen AK (rot;
B, E). Die Bilder in C und F zeigen die Uberlagerung (Merge) der jeweiligen Einzelaufnahmen pro
Gewebeschnitt. Die tibereinstimmende Lokalisation der beiden Nidogene in WT Gewebe der Einzelaufnahmen
(A, B) erscheint in (C) durch die Uberlagerung der beiden Einzelaufnahmen als gelbe Firbung. Eine starke
Nidogen-1-spezifische Firbung ist in den BM der Muskelfasern (Stern) und der BM der Kapillaren (Pfeil) der
Nid2 -/- (D) und der Kontrollmaus (A) erkennbar. Die Nidogen-2-spezifische Farbung (B) ist stark in der BM
der Kapillaren (Pfeil) und wesentlich schwicher in der BM der einzelnen Muskelfasern (Stern) vorhanden. Dieser
Aspekt witd in Bild C vetrdeutlicht. In dem Gewebeschnitt aus der Nid2 -/- Maus ist keine Nidogen-2-spezifische
Firbung nachweisbar (F). GroBenstandard: 10um.

Lamininy1 | B Collagen IV

Perlecan

Abb. 2-39 Indirekte Immun-Fluoreszenzaufnahmen von aufeinanderfolgenden Gewebeschnitten aus dem
Skelettmuskel von Nid2 -/- (D-F) und Kontrollméiusen (A-C). Als primire AK wurden AK gegen Laminin Y1
(A, D), Kollagen IV (B, E) und Perlecan (C, F) eingesetzt. Eine starke Fluoreszenz zeigt sich fiir alle drei Proteine
in der BM von Muskelfasern und Kapillaren in Nid2 -/- und Kontrollschnitten. Die Signalstitken und
Lokalisationen zeigen keine Unterschiede zwischen WT und Nid2 -/- Gewebe. Grofienstandard: 100 um.
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Abb. 2-40 Indirekte Immun-Fluotreszenz-Doppelfirbung von Schnitten des Herzmuskels von einer Nid2 -/- (D-
F) und einer Kontrollmaus (A-C), mit Nidogen-1-spezifischen AK (griin; A, D) und Nidogen-2-spezifischen AK
(rot; B, E). Die Bilder in C und F zeigen die Uberlagerung der jeweiligen Einzelaufnahmen pro Gewebeschnitt.
Die tibereinstimmende Lokalisation der beiden Nidogene in WT Gewebe der Finzelaufnahmen (A, B) erscheint
in (C) durch die Uberlagerung der Aufnahmen als gelbe Firbung. Eine starke Nidogen-1-spezifische Firbung ist
in der BM der Herzmuskelfasern (Stern) und der BM der Kapillaren (Pfeil) in dem WT (A) und dem Nid2 -/-
(D) Gewebeschnitten erkennbar. Eine starke Nidogen-2-spezifische (C) Firbung ist in der BM der Kapillaren
(Pfeil) und wesentlich schwicher in der BM der Herzmuskelfasern (Stern) erkennbar. In dem Gewebeschnitt aus
der Nid2 -/- Maus ist keine Nidogen-2-spezifische Farbung nachweisbar (F). GroBenstandard 10um.

Lamininy1 | B Collagen v | C Perlecan

Abb. 2-41 Indirekte Immun-Fluoreszenzaufnahmen von aufeinanderfolgenden Gewebeschnitten des Herzens
von Nid2 -/- (D-F) und Kontrollmiausen (A-C). Als primire AK wurden AK gegen Laminin Yyl (A, D),
Kollagen IV (B, E) und Petlecan (C, IY) verwendet. Fine starke Fluoreszenzfirbung zeigt sich fiir alle drei
Proteine in det BM von Herzmuskelfasern und Kapillaren in Nid2 -/- und Kontrollschnitten. Die Signalstirken
und Lokalisationen zeigen keine Unterschiede zwischen WT und Nid2 -/- Gewebe. Groenstandard 100 pm.
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2.2.8.2.3 Ultrastrukturelle Analysen
Die BM stellt eine besondere Organisationsform der ECM dar. Die gewohnlich 50-100 nm diinne,

schichtartige Struktur ldsst sich nur durch das Transmissionselektronenmikroskop (EM) strukturell
analysieren. Die nachfolgenden EM-Analysen wurden im Rahmen einer Kollaboration im ILabor
von Dr. N. Miosge (Universitit Géttingen Zentrum fiir Anatomie, Abteilung Histologie) durchge-
fihrt und die Abbildungen hier zur Dokumentation zur Verfiigung gestellt.

Ultradiinnschnitte aus verschiedenen Geweben von Nid2 -/- und WI-Miusen wurden mit dem
Transmissionselektronenmikroskop (EM) untersucht. Ausschnitte der Ultrastruktur der Nierenrinde,
des Soleusmuskels und einer Kapillare sind in Abb. 2-42 dargestellt und beschrieben. Auch in ultra-
strukturellen Untersuchungen verschiedener, anderer Gewebe (Herz, Muskel, Testis, Nieren) zeigten
sich keine offensichtlichen Unterschiede zwischen den BM der Nid2 -/- und der Kontrollmaus.

Abb. 242 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Ultradiinnschnitten aus der Nierenrinde (A, B), dem Soleusmuskel
(C, D) und einer Kapillare (E, F), aus Nid2 -/- (A, C, E) und Kontrollméiusen B, D, F). (A, B) Erkennbar ist die dicke BM
eines proximalen Tubulus (Pfeil) und die BM der Endothelzellen (Dreieck). Tumen der Kapillare (). (C, D) Die
Muskelfaser wird von einer BM umschlossen (Pfeil). Muskelsarkomer (Stern). (E, F) BM einer Kapillare aus dem
Soleusmuskel. Erythrozyte (ery), Lumen der Kapillare (I). Grofenstandard (A-D) 0.25um, (E, F) 0.2 um.
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3 Diskussion

3.1 Das Nidogen-2 Gen der Maus

Das extrazellulire Matrix Protein Nidogen ist eine typische BM-Komponente und wird wih-
rend der frihen Embryonalentwicklung exprimiert (Dziadek & Timpl, 1985). Es bindet
Laminine, Kollagen IV, Perlecan, Fibuline und Kalzium. Nidogen wird als eine essentielles
Protein angesehen, um Laminin- und Kollagen-Netzwerke in der BM zu verbinden (Fox et al.,

1991; Aumailley et al., 1993).

Zu Beginn dieser Doktorarbeit waren die murine (Kimura et al., 1998) und die humane (Koh-
feldt et al., 1998) Nidogen-2 cDNA-Sequenz, sowie die daraus abgeleiteten, entsprechenden
Aminosduresequenzen zwar bekannt, es gab jedoch keine Daten tber die DNA-Sequenz,
Genstruktur, chromosomale Lokalisation und in vivo Funktion des murinen Nidogen-2 Gens.

Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit bestimmt.

3.1.1 Genlocus und Gensequenz

Um die Genstruktur des murinen Nidogen-2 Gens charakterisieren zu konnen, wurde der

komplette Genlocus durch tberlappende rekombinante A-Phagen aus Genbibliotheken (siche
2.1.1) und einem genomischen PCR-Reaktionsprodukt (siche 2.1.4.2) isoliert und kloniert. Die
durchgefithrten DNA-Sequenz-Analysen fiithrten zur Aufklirung der DNA-Sequenz der pro-
teinkodierenden Exons und ihrer flankierenden Regionen, sowie der genomischen Struktur
des murinen Nidogen-2 Gens (siche 2.1.4). Die einzelnen Exon/Intron-Grenzen des mutinen
Nidogen-2 Gens konnten identifiziert und analysiert werden (siche Abb. 2-6). Sie erfillen die
GT/AG-Regel, d.h. sie zeigen eine gute Ubereinstimmung mit der Konsensussequenz fiir U2-
Typ GT-AG Introns ( Sharp & Burge, 1997). Das murine Nidogen-2 Gen hat mit 21 Exons
(siche Abb. 2-6) ein Exon mehr als das murine Nidogen-1 (20 Exons; Durkin et al., 1995) und
ein Exon weniger als das humane Nidogen-2 (22 Exons; unverétfentlichte Sequenzen von
Ohno ¢t al., 1998 siche 2.1.7). Dieser Unterschied zwischen den beiden orthologen Nidogen-2
Genen wurde dann auch durch einen DNA-Sequenzvergleich des Exon 4 des murinen Nido-
gen-2 Gens mit den entsprechenden DNA-Sequenzen des humanen Nidogen-2 Gens (Koh-

feldt et al., 1998) weiter untersucht und stellt eine Besonderheit des Exons 4 dar (siche 3.1.4).

Auf der angefertigten physikalischen Karte der isolierten rekombinanten A-Phagen konnten
dann die einzelnen Exons und Introns des murinen Nidogen-2 Gens, deren Grélen bestimmt

wurden (2.1.4.3 und 2.1.6), eindeutig angeordnet werden (Abb. 2-2). Daraus ergab sich, dass in
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der klonierten Genomregion der Genlocus des murinen Nidogen-2 Gens sich auf einer Linge
von ca. 60 kb erstreckt und von mind. 10 kb genomischer DNA flussauf- und abwirts dieser
Region flankiert wird (siche Abb. 2-2 und Kapitel 2.1.7). Der durchgefiihrte Vergleich der
Genstrukturen des murinen und des humanen Nidogen-2 Gens weisen eine gro3e Ahnlichkeit
in der GroBe und in der Verteilung der einzelnen Exons und Introns auf (sieche 2.1.7). Die
beiden orthologen Nidogen-2 Gene sind jedoch ein wenig kleiner als das auf mindestens
65 kb geschitzte murine Nidogen-1 Gen (Durkin et al., 1995) und das auf mindestens 90 kb

geschitzte humane Nidogen-1 Gen (Zimmermann ¢t al., 1995).

Der Leserahmen der 21 kodierenden Exons des Nidogen-2 Gens enthilt 4209 Nukleotide,
kodiert fiir 1403 AS und stimmt in der GroBe mit dem Leserahmen der murinen Nidogen-2
cDNA iberein (Kimura et al., 1998). Dieser ist jedoch 87 Nukleotide linger als der Leserah-
men des humanen Nidogen-2 Gens (4125 Nukleotide; Kohfeldt et al., 1998). Die

3“nichttranslatierte Region hat eine Linge von 575 bp.

Eine Gegentiberstellung der kodierenden Sequenzen des murinen Nidogen-2 Gens und eines
Nidogen-2 EST-Teilklons der Maus mit der publizierten murinen cDNA-Sequenz (Kimura
etal., 1998) zeigte Sequenzunterschiede auf, die wahrscheinlich auf Sequenzfehler in der
publizierten cDNA-Sequenz beruhen, da die genomische Sequenz und die EST-Teilsequenz
groBtenteils ibereinstimmen. Sequenzunterschiede konnten auch auf die unterschiedlichen
Mausstimme aus denen die verschiedenen DNAs isoliert wurden, zurtickzufiithren sein.
Gegen die Uberlegung, dass es mehr als ein funktionelles Nidogen-2 Gen pro haploides
Genom der Maus gibt, sprechen eindeutig die durchgefihrten Southern Blot-Experimente
(sieche Abb. 2-19).

3.1.2 Die Promotorregion des murinen Nidogen-2 Gens

Um den 5-Vorschaltbereich des murinen Nidogen-2 Gens aufgrund von DNA-Sequenzmoti-
ven als Promotorregion zu charakterisieren, wurden durch DNA-Sequenzanalysen 480 bp der
5“Vorschaltregion nach potentiellen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren untersucht,
welche bekannt dafiir sind die Funktion der RN A-Polymerase II regulieren zu kénnen (siehe
2.1.5). Da im Rahmen dieser Arbeit der Transkriptionsstart nicht bestimmt wurde, kann keine
cindeutige Aussage Uber die Initiator-Sequenz getroffen werden. Es lieBen sich in der
untersuchten DNA-Region jedoch DNA-Sequenzabschnitte finden, die eine hohe Identitat
mit den entsprechenden Konsensus-Sequenzen  verschiedener  charakteristischer
Transkriptionsfaktoren zeigten. Gefunden wurden eine CCAAT-Box, eine SP1-Box und zwei

AP1-Boxen (sieche 2.1.5). CCAAT-Boxen, welche in unterschiedlicher Zahl und Orientierung
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hiufig in basalen Promotoren vorkommen, sind normalerweise in einer Region —80/-100 des
Transkriptionstarts lokalisiert (Mantovani, 1998). Nach dieser Box folgt eine typische GC-rei-
che SP1-Box. Sowohl die CCAAT-Box, als auch die SP1-Box kommen hiufig in den
Promotoren von Haushaltsgenen vor, in welchen sich auflerdem haufig keine TATA-Box
befindet (Bucher, 1990). Ein dhnliches Bild zeigt sich in der 5-Vorschaltregion des humanen
Nidogen-2 Gens. Hier konnten zwei CCAAT-Boxen, drei SP1-Motive und keine TATA-Box
in der entsprechenden Region identifiziert werden (sieche 2.1.5). Im murinen Nidogen-2 Gen
wurden im untersuchten Vorschaltbereich zwei AP1-Boxen in antigenomischer Orientierung
gefunden. An diese Konsensus-Sequenz kénnen Hetero-, bzw. Homodimere der Proteine Fos
und Jun, sowie verschiedene andere Transkriptionsfaktoren binden, die einen Einfluss auf
viele biologische Funktionen haben, z.B. auf die Zellproliferation und -differenzierung

(Michael ¢t al., 1997).

Der murine Nidogen-1 Promotor, in welchem jedoch eine TATA-Box-dhnliche Sequenz ge-
funden wurde, zeigt auch Merkmale eines Haushaltsgen-Promotors. So wurden mehrere
Transkriptionsstart-Punkte fiir das murine Nidogen-1 Gen und in der zugehorigen Promotor-
Sequenz zwei CCAAT-Boxen, zwei SP1-, bzw. aber keine AP1-Motive gefunden
(Zimmermann et al., 1995; Durkin et al., 1993). Vergleichbare Bindungsstellen fir AP1- und
AP2-Transkriptionsfaktoren, die sich im Intron 4 des murinen Nidogen-1 Gens befinden
(Durkin et al., 1993), konnten im entsprechenden Intron des murinen Nidogen-2 Gens nicht
gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Da aber Nidogen-1 und Nidogen—2 hauptsichlich in
mesenchymalen Zellen gebildet wird (Miosge et al., 2000; Dziadek, 1995; Mayer & Timpl,
1994), ist anzunehmen, dass eine spezifische Regulation der Transkription stattfindet. In einer
Analyse der Promotorregion des humanen Nidogen-1 Gens konnten u.a. DNA-Regionen
identifiziert werden, die eine Hemmung der Nidogen-Transkription bewirken, z.B. wurde eine
Bindungsstelle fiir einen unbekannten negativen Transkriptionsfaktor in eine Region —1333
bis — 1322 lokalisiert (Zedlacher et al., 2000). Einen Beitrag zur positiven Regulation der
Transkription in vitro konnte fir die Transkriptionsfaktoren Sp1, aber auch Sp3 nachgewiesen
werden (Zedlacher et al., 2000). Eine dhnliche Analyse der Promotorregion des murinen

Nidogen-2 Gen muss jedoch noch durchgefiihrt werden.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit ergaben sich auch Anhaltspunkte fiir regulatorische Elemente
in der Promotorregion des murinen Nidogen-2 Gens durch die Identifizierung von Bin-
dungsmotive fiir weniger hiufig vorkommende Transkriptionsfaktoren (siehe 2.1.5). Uber die
biologisch relevante Funktionen dieser Faktoren ist jedoch noch relativ wenig bekannt. Bei-
spielsweise handelt es sich bei den Proteinen v-ErbA, Gfi-1 und c-Myb um Onkoproteine,

bzw. Proto-Onkogene (Subauste, et al. 1995; Nakagoshi et al., 1990; Zweidler-McKay ¢t al.,
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1996). Fur das Protein Thl aus der Familie der basischen Helix-Schleife-Helix-Proteinen
(bHLH), welches mit dem E47 Protein interagiert, wurde wihrend der Embryonalentwicklung
der Maus ein komplexes, spezifisches Expressionsmuster in verschiedenen Geweben nachge-
wiesen (Hollenberg et al., 1995). Bei dem Faktor deltaEF1 handelt es sich um ein Zinkfinger-
Protein, welchem eine Rolle in der Regulation der embryonalen Muskelentwicklung zugespro-
chen wird (Sekido et al., 1994). Dem Protein Ik-2 wird eine besondere Rolle in der Entwick-

lung von Lymphozyten zugesprochen (Molnar ¢t al., 1994).

3.1.3 Der modulare Aufbau des Nidogen-2 Gens

Von der Nidogen-2 Gen-Sequenz wurde die Aminosiuresequenz mit einer Linge von 1403
AS abgeleitet und ausgewertet. In der Primarstruktur konnten die fur Nidogen-1 (Durkinetal.,
1995) und Nidogen—2 (Kimura ¢t al., 1998) charakteristischen EGF-dhnlichen, Thyroglobulin-
dhnlichen und LDLR-4hnlichen Proteinmodule identifiziert werden (siche Abb. 2-5). Dieser
modulare Aufbau ist charakteristisch fur Proteine der ECM, in denen ca. 50 verschiedene Mo-
dule identifiziert wurden, die in unterschiedlichen Proteinen der ECM vorkommen (Engel,
1991; Doolitle, 1995; Bork ¢t al., 1996; Hutter et al., 2000). Die Analyse zeigte weiterhin, dass
dhnlich wie bei den murinen (Durkin et al., 1995) und humanen Nidogen-1 (Zimmermann et
al., 1995), die einzelnen EGF- und Thyroglobulin-ihnlichen Module (Bork ¢t al., 1996) von
jeweils einem Exon kodiert werden. Einen modularen Aufbau, wenn auch mit unterschiedli-
chen Zusammensetzungen, teilt das murine Nidogen-2 mit bekannten weiteren Nidogenen
aus Invertebraten; der Seescheide Halocynthia roretzi (Nakae et al., 1993), dem Rundwurm Cag-
norhabditis elegans (Kim et al., 2000) und der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (KKumagai et al.,
1999; Adams et al., 2000). Bei diesen Nidogenen wurde aber der Dominenaufbau mit den drei
globuliren G1-, G2- und G3-Dominen sowie den Verbindungsstiicken durch Ultrastruktur-
analysen noch nicht direkt nachgewiesen. DNA-Sequenzanalysen der bekannten globuldren
G2-Domine im Rahmen der Bestimmung der Kiristallstruktur der murinen G2-Domine wei-
sen jedoch auf ein sehr dhnliches Faltungsmuster dieser Domine in den verschiedenen Spezies
hin (Hopf et al., 2001). DNA-Sequenzvergleiche zeigten weiterhin, dass die Regionen, welche
den globuliren Regionen entsprechen, die grolten DNA-Sequenzidentititen aufweisen
(Kimura et al., 1998; Kohfeldt et al., 1998). Weniger konserviert sind die zwischen den globuli-
ren Dominen liegenden Verbindungsregionen (Kim et al., 2000; Nakae et al., 1993). Weitere
Analysen unter besonderer Beriicksichtigung der EGF-dhnlichen und Thyroglobulin-
dhnlichen Module wiesen darauf hin, dass bei der Evolution dieser Proteine, sowie bei den
bekannten Nidogen-1 Proteinen der Vertebraten (Zimmermann et al., 1993; Durkin et al.,

1993), Prozesse der Exon-Duplikation und deren Austausch (Exon shuffling) eine bedeutende
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Rolle spielten. Hinweise hierfiir gibt es neben der modularen Struktur auch fiir das murine

Nidogen-2.

Der Austausch dieser genetischen Module wird als Exon-Shuffling bezeichnet, was die Inser-
tion und Duplikation einzelner Exons beinhaltet. Die Voraussetzung hierfiir ist, dass sich die
flankierenden Introns in der gleichen Phase befinden (Patthy, 1999). 70% der Introns des
Nidogen-2 Gens befinden sich in der Codonphase 1 (Abb. 2-6). Dies sind Hinweise auf eine
Rolle des Exon-Shufflings bei der Evolution von Nidogen-2 aus einer urspringlichen Form.
Ob Nidogen-1 oder Nidogen—2 die urspriinglichere Form darstellt, konnte bisher durch einen
Vergleich der modularen Struktur des Nidogen von C.elegans mit den beiden humanen For-
men, jedoch noch nicht geklirt werden (Kim et al. 2000). Die LDLR-dhnlichen Region, mit
ithren sechs YWTD-Motiven (Springer, 1998), wird durch Exons kodiert, die von Introns in
unterschiedlichen Phasen unterbrochen werden (Abb. 2-13), was einen Austausch einzelner
Module verhindert. Die gesamte LDLR-dhnliche Region wird jedoch von Introns der Phase 1
flankiert, was zu einer Beweglichkeit der gesamten Region fithren kann (Springer, 1998). Fir

die gesamte Domine gibt es eine theoretische Strukturvorhersage fir eine sogenannte sechs-

blittrige [-Propeller-Struktur, die der globuliren G3-Domine des Nidogen-2 entspricht
(Springer, 1998; Jeon ¢t al., 2001).

3.1.4 Das Exon 4 des murinen Nidogen-2 Gens

Wie schon eingangs erwihnt, weist das murineNidogen-2 Gen ein Exon weniger als das hu-
mane Nidogen-2 Gen auf und dieser Unterschied liegt in der Besonderheit der Verteilung der
Exon 4-Sequenzen. Das mit 728 bp relativ grofle Exon 4 des murinen Nidogen-2 Gens ko-
diert fur die flexible Verbindungsdomine zwischen der G1- und der G2-Domine. Auch im
humanen und murinen Nidogen-1 wird diese Domine von nur einem Exon, dem Exon 4
kodiert. Interessanterweise wird diese Domine im humanen Nidogen-2 jedoch von zwei
Exons, den Exons 4 und 5, kodiert. Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das Exon 4
des murinen Nidogen-2 Gens tber die gesamte Linge eine hohe DNA-Sequenzidentitit
(68,8%) mit dem Exon 4, Intron 4 und Exon 5 des humanen Nidogen-2 Gens aufweist (Abb.
2-10). Die veroffentlichte (Kohfeldt et al., 1998) und die unverdffentlichte (Nidogen-2
(Osteonidogen)  cDNA-Sequenz ~ EMBL-Gendatenbank — eingereicht am  9.7.1996,
Registriernummer: D86425; Ohno et al, unveroffentlicht) humane Nidogen-2 ¢DNA
Sequenzen weisen erwartungsgemal3 die 81 Nukleotide des Intron 4 nicht auf (Abb. 2-10), was

auf ein korrektes Spleissen hindeutet. Weiterhin zeigen die DNA-Sequenzen der Spleissdonor-
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und -akzeptorseite des humanen Intron 4 eine relativ hohe DNA-Sequenzidentitit mit der
ermittelten Konsensussequenz fur U2-Typ GT-AG Introns (Sharp & Burge, 1997).
Interessanterweise befindet sich nun im murinen Exon 4 des Nidogen-2 Gens eine Region,
die eine hohe DNA-Sequenzidentitit (62,5%) mit den 81 Nukleotiden des humanen Intron 4
aufweist (Abb. 2-10). Diese Region ist jedoch vollstindig in der veréffentlichten murinen
cDNA-Sequenz vorhanden (Kimura €t al., 1998). In dieser Region des Exon 4 des murinen
Nidogen-2 Gens befindet sich weiterhin eine 66 NT umfassende DNA-Region, die von
Spleiss-Donor- und Akzeptorstellen—ihnlichen Sequenzen eingerahmt wird (Abb. 2-10). Diese
Region konnte als internes Intron betrachtet werden, welches nach alternativen internen
Spleissen auch den Leserahmen nicht verschieben wirde. Aufgrund dieser Besonderheit
wurde begonnen experimentell zu uberprifen, ob die murine Exon 4-Sequenzen intern

alternativ gespleisst werden kénnen.

Das Ergebnis der durchgefiihrten RT-PCR-Experimente mit den untersuchten PolyA"™-RNAs
spricht jedoch gegen ein alternatives, internes Spleissen des Exon 4 des murinen Nidogen-2
Gens (siche 2.1.8). Ob in anderen Geweben oder in anderen Entwicklungsstadien alternative
murine Nidogen-2 Spleissvarianten gebildet werden, kann jedoch formal nicht ausgeschlossen
werden. Allerdings zeigen die DN A-Regionen an der Spleiss-Donor- und -Akzeptorseite des
potentiellen Intron 4, nur eine geringe DNA-Sequenzidentitit mit der Konsensussequenz fur
U2-Typ GT-AG Introns (nach Sharp & Burge, 1997), was weiterhin gegen ein effizientes
alternatives Spleissen spricht. Die experimentelle Kliarung der analogen Frage nach einem
alternativ gespleissten humanen Nidogen-2 (Abb. 2-10) wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht

durchgefiihrt.

3.1.5 Die chromosomale Lokalisation des murinen Nidogen-2 Gens

Gene sind nicht gleichmiBlig im Genom verteilt. In einigen Bereichen befinden sich keine
transkriptionell aktive DN A-Regionen, z.B. in der aus Heterochromatin aufgebauten Zentro-

merregion, wihrend sich in anderen viele Gene befinden. Gelegentlich sind Genfamilien in

Gruppen angeordnet, z.B. die d— und B-Globulin Gene, oder die Homeobox (Hox)- Gene,
welche eine besondere Bedeutung fiir die Embryonalentwicklung haben (Alberts et al., 1994).
Als Genlocus wird ein Ort im Genom bezeichnet, der durch kartierte Genmarker bestimmt
wird. Nach der Analyse der Genstruktur wurde im Verlauf dieser Doktorarbeit auch die
chromosomale Lokalisation des murinen Nidogen-2 Gens (Kooperation mit Dr. David Beier,
Harvard Medical School, Division of Genetics, Brigham and Womans Hospital, Boston, MA,

USA) auf den proximalen Region des Maus-Chromosoms 14 bestimmt. Das Gen befindet
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sich hier in einer Kopplungsgruppe mit dem Marker D14Mit221, das entspricht einer Region
von 6.5 cM. Die chromosomale Lokalisation des Nidogen-2 Gens des Menschen wurde von
Ohno ¢t al. (Ohno et al., aus EMBL-Gendatenbank 1998; unveroffentlicht) ebenfalls auf dem

Chromosom 14 angegeben.

Durch Southern Blot-Analysen mit genomischer DNA verschiedener WT-Mausstimme
konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich nur eine Kopie des murinen Nidogen-2 Gens im
Genom befindet (siche 2.2.4.1). Da das Nidogen-1 Gen der Maus sich auf dem Chromosom
13 befindet (Olsen et al., 1989) liegen die beiden Nidogen-Gene auf verschiedenen Chromoso-
men. Aus genetischer Sicht kann nun eine Maus, die defizient fiir Nidogen-1 und -2 sein soll,
experimentell durch Verpaaren der einzelnen mutanten Mauslinien hergestellt werden. Wiren
beide Gene auf demselben Chromosom anwesend, wire die Herstellung einer doppelt Nido-
gen-1 und 2-defizienten Maus wesentlich aufwendiger. Die Geninaktivierung durch homologe
Rekombination in ES-Zellen beider Nidogen-Gene wire notwendig. Aus diesem Grund ist die
Kenntnis der unterschiedlichen chromosomalen Lokalisation der beiden Nidogen-Gene fiir

den weiteren Verlauf der genetischen Funktionsanalyse von grof3er Bedeutung.

3.2 Die genetische Funktionsanalyse des murinen Nidogen-2 Gens

Die Funktionsanalysen des Nidogen-2 Gens wurde bislang in Vitro anhand von Zellkulturstu-
dien und Bindungsanalysen (Kimura ét al., 1998; Kohfeldt et al., 1998; Sasaki et al., 1999; Hopf
et al., 1999) mit rekombinanten Protein durchgefithrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erst-
mals eine Nidogen-2 mutante Mausmutante (siche Nidogen-2 Genfallenmaus) molekular, ge-
netisch und histologisch untersucht, um die biologische Bedeutung des Nidogen-2 Gens in vivo
aufzukliren. Zu Beginn dieser Doktorarbeit wurde in einem ersten genetischen Versuchsan-
satz eine Nullmutation in das murine Nidogen-2 Gen in embryonalen Stammzellen durch die
Technik der homologen Rekombination einfithrt, um dann in Folgeexperimenten eine Nido-
gen-2 mutante Maus herzustellen (Capecchi, 2001 und die darin enthaltenen Referenzen). Es
konnte in verschiedenen unabhingigen ES-Zellklonen ein Allel des Nidogen-2 Gens gezielt
inaktiviert werden. Da durch diese verinderten ES-Zellklone bisher noch keine mutante
Mauslinie etabliert werden konnte, wurde auf dieses Experiment hier nicht weiter eingegangen

(J. Schymeinsky und B.L. Bader., unverétfentlichte Arbeiten).

Im gleichen Zeitraum eroffnet sich jedoch ein zweiter unabhingiger genetischer Versuchsan-
satz, um die biologische Funktion des Nidogen-2 Gens der Maus studieren zu kénnen. Dieser
beruhte zunichst auf einen experimentellen Hinweis auf eine mogliche Mutation im Nidogen-

2-Gen einer Mauslinie, die im Rahmen eines groB3angelegten Genfallen-Mutageneseprojektes
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mit murinen embryonalen Stammzellen durch die Skarnes et al. hergestellt wurde (Skarnes et
al., 1995). Da es sich bei vielen der generierten mutanten Mauslinien in diesem Mutagenese-
Projektes (Skarnes et al, 1995) um stark hypomorphe oder gar Nullmutationen handelt
(Mitchell et al., 2001), war diese Maus von sehr groem Interesse und wurde Dr. B.L. Bader
von Dr. W.C. Skarnes fur die molekulare und phinotypische Analysen zur Verfiigung gestellt.

3.2.1 Die Nidogen-2 Genfallenmaus

Der Hinweis auf eine Mutation im Nidogen-2 Gen beruhte zunichst auf cDNA-Sequenz-
Daten aus 5’ -RACE-Experimenten (personliche Mitteilung und auf der Internetseite von Dr.
W. C. Skarnes). Aufgrund der in dieser Arbeit ermittelten Nidogen 2 Gen-Sequenz- und
Struktur konnten dann durch DNA-Sequenzvergleiche fiir die 5-RACE-cDNA-Sequenz eine
hohe DNA-Sequenzidentitit mit einer 283 bp grof3e Region des Exon 4 des murinen Nido-
gen-2 Gen festgestellt werden (Abb. 2-18). Die Charakterisierung der Genstruktur des Nido-
gen-2 Gens (siehe 2.1) ermdglichte somit den ersten Hinweis auf die Insertionsstelle der DNA
des GST-Konstruktes im Intron 4 des Nidogen-2 Gens. Fiir die weitere eindeutige molekulare
Charakterisierung der mutanten Mauslinie war anschlieSend eine genaue Lokalisierung der
Genfalllen-Konstrukt-DNA und damit eine Bestitigung der Mutation im Nidogen-2 Genlocus
notwendig. Die in dieser Arbeit gewonnene Kenntnis der Genstruktur (sieche 2.1) und gut cha-
rakterisierte Nidogen-2-spezifische genomische DNA-Hybridisierungsproben, welche auch die
Intron 4-Region beinhalten, stellten dann eine grundlegende Voraussetzung dar, damit die
Insertionsstelle des GST-Konstrukt im Intron 4 des murinen Nidogen-2 Gens lokalisiert, klo-
niert und sequenziert werden konnte (siche 2.2.4). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass
durch das Insertionsereignis kurze Bereiche an den flankierenden Enden der GST-Konstrukt-
DNA deletiert wurden (siche 2.2.4.2). Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die mutagene Wit-
kung der insertierten GST-Konstrukt-DNA (siche unten).

Die durchgefiihrten Southern-Blot Experimente gaben allerdings auch Hinweise auf die In-
sertion einer moglichen weiteren Kopie des GST-Konstruktes. Die daftir durchgefithrten
Southern-Blotanalysen und genetische Ruckkreuzungsexperimente (C57/Bl6-Hintergrund)
schlieBen ihre Existenz im Nidogen-2 Genlocus nicht vollstindig aus und sprechen fir die
Lokalisation auf dem Chromosom 14 (siche Abb. 2-20). Die Insertion mehrerer GST-Kon-
strukte in das Genom konnte bei 20% der selektierten ES-Zellen festgestellt werden, die im
Rahmen eines deutschen Mutagenesprojektes (The Gene Trap Project of the German Human

Genome Project; http://tikus.gsf.de) hergestellt wurden. Die Inaktivierung zweier Gene durch
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diese Mutagenisierungsmethode wird im allgemeinen als sehr unwahrscheinlich angesehen
(Wiles et al., 2000), kann aber formal nicht ausgeschlossen werden. Zwei Ergebnisse sprechen
allerdings gegen eine weitere Genmutation, die durch die Insertion einer weiteren Kopie des
GST-Konstrukts in ein Intron eines anderen beliebigen Gens nach dem in Kapitel 2.2.2 be-
schriebenen Mechanismus entstanden ist:

1) In der transgenen ES-Zelllinie (Skarnes et al., 1995) mit der die Nid2-Mauslinie etabliert
wurde (Mitchell et al., 2001), konnte mittels 5~RACE nur eine Nidogen-2-spezifische cDNA-
Sequenz gefunden werden.

2) Dutrch eine lacZ-DNA-Hybridisierungsprobe konnte in Northern Blot-Analysen nur eine
diskrete mRNA markiert werden (siche 2.2.7.1).

Die Spekulation, ob eine Tandeminsertion zweier GST-Konstrukte im Nidogen-2 Locus vor-
liegt, konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht eindeutig geklirt werden. Die Analysen der
DNA von Nid2 -/- Maus zeigen jedoch eindeutig, dass die DNA eines GST-Konstruktes im

Nidogen-2 Locus insertiert ist.

Aufgrund der genauen Charakterisierung der DNA-Region der Insertionsstelle der GST-Kon-
strukt-DNA im Nidogen-2 Gen konnte sowohl eine Southern-Blot-Analyse mit einer spezifi-
schen 3%“Probe als auch eine spezifische PCR-Reaktion etabliert werden (siche 2.2.5), mit der
die verschiedenen Nidogen-2 Genotypen der Nid2-Mauslinie eindeutig und zuverldssig be-
stimmt wurden. Es zeigte sich nach der Auswertung der Genotypen der Nachkommen aus
Kreuzungen von Nid2 +/- Elterntieren, dass homozygot Nid2 mutante Tiere geboren wer-
den. Die Verteilung des mutierten Allels, entsprach der 2. Mendelschen Regel mit einer Ver-
teilung der Genotypen von nahezu 1:2:1 (sieche Abb. 2-24). Bei den untersuchten Nid2 +/-und
Nid2 -/- Mausen konnten bisher keine auBerlich erkennbaren Unterschiede zu WT-Maiusen
gefunden werden. Homozygote Miuse sind fruchtbar und aus Verpaarungen von Nid2 -/-
Elterntieren entstehen weiterhin fertile Nachkommen, so dass auch eine Nid2 -/- Mauskolo-
nie aufgebaut werden konnte (siche 2.2.6). Diese Ergebnisse waren tiberraschend und fihrten
zur nichsten wichtigen Frage, ob in Nid2 -/- Miusen auch eine Nidogen-2-Defizienz (Null-
mutation) beziiglich des Genprodukts vorliegt. Aus diesem Grund wurden Expressionsstudien
des Nidogen-2 Gens in verschiedenen Geweben von Nid2 -/- Miusen und Kontrolltieren

durchgefiihrt.
3.2.2 Expressionsanalysen des Nidogen-2 Gens und anderer BM-Protein-

Gene

Ein Nachteil bei der Mutagenisierungsmethode durch GST-Konstrukte ist aufgrund ihrer

experimentell bedingten bevorzugten Insertion in Introns (siche 2.2.2), dass in sehr seltenen
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Fillen ein Uberlesen der Transkriptionsterminationssignale des GST-Konstruktes gefolgt von
einem alternativen Spleissen stattfinden kann. Dies konnte dann zu einem sehr niedrigen
Gehalt an WT-Transkripten bzw. funktionellem Genprodukt und somit zu hypomorphen
Mutationen fiihren (Stanford et al., 2001). Daher ist bei einer solchen Mutation der Nachweis,
ob in der homozygoten, transgenen Maus ein WT-Transkript oder ein funktionelles
Genprodukt gebildet wird von essentieller Bedeutung. Zur Klirung dieser Frage wurden in
der vorliegenden Arbeit fur die Nidogen-2 Mutation verschiedene Arten der Ex-
pressionsanalysen angewendet. In den zunichst durchgefithrten Northern Blot-Analysen mit
RNA aus verschiedenen Geweben von Nid2 -/- Miusen und Kontrolltieren konnte gezeigt
werden, dass keine Nidogen-2-spezifische Transkripte in den untersuchten RNAs aus
Nid2 -/- Miusen mit den entsprechenden Proben (flussabwirts gelegen von der Mutation
gelegen) nachzuweisen waren. Dies ist ein sehr starker Hinweis darauf, dass es sich bei der
Mutation um eine Nullmutation handelt. Dieses Ergebnis konnte durch eine RT-PCR-Analyse
bestitigt werden, welche als sensitivste Nachweismethode fur eine spezifische mRNA gilt
(Wang et al., 1999; Bustin, 2000). Mit dieser Methode konnten keinetlei lingere Nidogen-2-
spezifischen PCR-DNA-Fragmente amplifiziert werden (Abb. 2-29). Kurze PCR-DNA-Frag-
mente, die in sehr geringen, unspezifischen Mal3e amplifiziert wurden, kénnten auf fehlerhaf-
tes Spleissen zurlickgefuhrt werden (Chelly et al., 1989), da keine langen Nidogen-2 spezifi-

schen PCR-DNA-Fragmente nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse der besprochenen Northern Blot- und RT-PCR-Analysen weisen sehr stark
darauf hin, dass in den Geweben von Nid2 -/- Miusen keine funktionellen Nidogen-2
mRNAs transkribiert werden. In RN As von Kontrollmausen, z.B. in Nid2 +/- Tieren konnte
erwartungsgemal’ die Nidogen-2 mRNA als ein diskretes Signal auf Northern Blot-Membra-
nen mit einer GréBe von ca. 5,5 kb detektiert werden (siche Abb. 2-26). Diese Grofe stimmt
mit der fir die humane Nidogen-2 mRNA bestimmten GroBe iiberein (Kohfeldt et al., 1998).
Interessanterweise wird durch die in dieser Arbeit klonierten Nidogen-2- spezifische Hybridi-
sierungsprobe (3’-untranslatierte Region) nur eine diskrete 5,5 kb Nidogen-2-spezifische
mRNA erkannt, wihrend in Kimura et al. mit einem proteinkodierenden 1,3 kb Nidogen-2
cDNA-Fragment (Nukleotidpositionen 1-1300), ein 6 kb und ein 4 kb groBe mRNA markiert
wird (Kimura et al., 1998). Hier konnten die proteinkodierenden Sequenzen zu Kreuzreaktio-
nen mit sequenzverwandten RN As gefithrt haben. Mit einer lacZ-Gen-spezifischen Hybridisie-
rungsprobe konnte in den RNAs von transgenen Nid2-Miusen eine 6,5 kb mRNA nachge-
wiesen werden (Abb. 2-27). Diese entspricht der aufgrund der Genfallenkonstruktes zu er-

wartenden Chimar-mRNA.
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AnschlieBend ergab sich die Frage, ob nun funktionelle Nidogen-2 spezifische Polypeptide in
den Geweben nachzuweisen waren. Sie konnte in verschiedenen Gewebe-Proteinextrakten aus
Nid2 +/- und Nid2 -/- Miusen durch Western Blot-Analysen und Radioimmun-Tests (RIA)
gekliart werden. In den durchgefiihrten Western Blot-Analysen konnte mittels eines polyklo-
nalen Nidogen-2-spezifischen AK-Serums kein WT-Nid2 Protein in den untersuchten Pro-
tein-Extrakten von Nid2 -/- Miusen nachgewiesen werden, wohingegen dort erwartungsge-
mif die Anwesenheit von Nidogen-1 bestitigt werden konnte. Die in den Kontroll-Protein-
extrakten ermittelten ProteingroBen fiir das murine Nidogen-1 und Nidogen-2, sowie fir die
durch endogene Proteasen hergestellten Teilfragmente stimmten mit den bekannten Litera-
turwerten Uberein (Kohfeldt et al.,, 1998; Mayer & Timpl, 1994). Die Ergebnisse der Western
Blot-Analysen konnte durch einen duflerst sensitiven Radioimmun-Test (RIA) bestitigt wer-
den (siche 2.2.7.4.). Durch diese Methode konnen Proteinmengen im Piko- bis Nanogramm-
bereich gemessen werden (Timpl & Risteli, 1981). Die ermittelten Nidogen-2 Menge in den
Proteinextrakten von der Niere und dem Skelettmuskel aus Kontrolltieren entsprachen den
normalen Werten, wohingegen die Werte fir die Extrakte aus Geweben von Nid2-/- Miusen
mit weniger als 0,3 pmol/g Frischgewebe (Niete), bzw. sogar weniger als 0,1 pmol/g Frisch-
gewebe (Muskel) an der Nachweisbarkeitsgrenze (ihnlich den Negativ-Kontrollwerten) des
Tests liegen. Diese dullerst geringen Werte fiir Nidogen-2 in den Proteinextrakten von der
Niere und dem Skelettmuskel von Nid2-/- Miusen wirden weniger als 0,8%, bzw. 0,6% detr
Menge aus den Geweben von WT-Miusen entsprechen. Diese Expressionsanalysen belegen,
dass die beschriebene Mutation im Nidogen-2 Gen in homozygot mutanten Mausen zur

Nidogen-2 Defizienz fiihrt.

Signifikante Verinderungen in den Mengen der BM-Proteine Nidogen-1 und Laminin Y1 in
Nieren und Skelettmuskelextrakten von Nid2-defizienten und Kontroll-Tieren konnten in
parallel durchgefithrten RIA-Tests jedoch nicht festgestellt werden (siehe Abb. 2-31 und Abb.
2-32). Dies wire zumindest fiir den Nidogen-1 Gehalt zu erwarten gewesen, falls eine Kom-
pensation fiir das fehlende Nidogen-2 angenommen wird. Vielleicht ist jedoch die in den Ge-
weben vorhandene groe Nidogen-1 Proteinmenge im Vergleich zur Nidogen-2 Menge (in
der Niere um einen Faktor 20 und im Skelettmuskel um einen Faktor 45) fir diesen Zweck
ausreichend. Die Summe der Expressionsanalysen dokumentieren, dass in den Nid2 -/- Miu-
sen keine WT-mRNA und auch keine funktionelle Nidogen-2 spezifische Polypeptide gebildet

werden und somit eine Nidogen-2 Defizienz vorliegt.
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3.2.3 Phéanotypische Funktionsanalyse der Nid2 -/- Maus

Verschiedene Untersuchungen wurden unternommen, um einen Phinotyp aufgrund der Mu-
tation im Nidogen-2 Gen und der daraus resultierenden Nidogen-2-Defizienz zu beschreiben.
Soweit konnten keine Unterschiede im Aussehen, der Vitalitit, des Gewichts (siche 2.2.8.1)
und der makroskopischen Anatomie zwischen Nid2 -/-, Nid2 +/- und WT-Kontrolltieren
festgestellt werden. Diese Ergebnisse gaben keinen Hinweis fur eine essentielle Funktion des
Nidogen-2 Gens in der Maus. Daraufhin wurden histologische Untersuchungen verschiedener
Gewebe der Nid2 -/- Maus dutrchgefihrt, da sie indirekt Information tber den Zustand der
BM geben konnen. Es ist bekannt, dass eine fehlerhafte BM zu schwerwiegenden Defekten in
der Organmorphogenese fihren konnen (Gustafsson & Fissler, 2000; Aszédi et al., 1998). In
dieser Arbeit konnten in den bisher analysierten Gewebeschnitten von Organen, wie bei-
spielsweise Niere, Herz und Skelettmuskel keine Unterschiede zwischen Nid2 -/- und Kon-
trollgeweben gefunden werden (siche 2.2.8.2.1). Dies ist ein Indiz daftr, dass die BM-Struktur
in diesen Geweben nicht schwerwiegend geschadigt sein kann. Auch in den mit dem Trans-
missionselektronenmikroskop durchgefithrte Ultrastrukturanalysen, die einen direkten Hin-
weis auf Verinderungen in der BM ermdglichen, konnten bisher keine Unterschiede zwischen
BM in Gewebeproben aus Nid2 -/- und Kontrollmiusen beobachtet werden (siche 2.2.8.2.3).
Die Ergebnisse der bisherigen anatomischen, histologischen und ultrastrukturellen Untersu-
chungen der Gewebe von Nid2 -/- Miusen ergeben keine Hinweise auf Verinderungen ge-
geniiber von Kontrolltieren. In dieser Hinsicht fihrt die Nidogen-2 Defizienz in der Maus zu
keinem offensichtlichen Phinotyp. Auch Nidogen-1 homozygot mutante Mause sind lebens-
und fortpflanzungsfihig und zeigen in der mikroskopischen Anatomie keine Unterschiede zu

Kontrollmiusen (Murshed et al., 2000; Diskussion siche unten).

Interessanterweise wurde der Phinotyp einer C.elegans Mutante beschrieben, bei der das Feh-
len des einzigen, bekannten Nidogens zu auffallenden Unterschieden in der Lage und
Orientierung bestimmter Nervenfaserbtundel fuhrt (Kim et al., 2000). Das durch Ethylmethan-
sulfat (EMS) mutierte Nidogen Allel urdl ist als Nullmutation beschrieben, die aber keinen
Einfluss auf die Struktur der BM hat. Weiterhin sind die Tiere dullerlich nicht von WT-Kon-
trollen zu unterscheiden (Kim et al., 2000; Kang et al., 2000). In diesem Zusammenhang bietet
eine vergleichbare Untersuchung des zentralen und peripheren Nervensystem der Nid2 -/-
Maus, wie auch der Nid1 -/- Maus weitere, komplexe experimentelle Ansitze fur zukinftige
Analysen. Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass Nidogen-defiziente C.elegans-
Stimme eine verringerte Fruchtbarkeit gegeniiber WT-Stimmen zeigten (Kang et al., 2000).

Nidogen-defiziente Hermaphroditen hatten 32% weniger Nachkommen als WT-Kontrollen.
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Die Ursache dieses Effektes ist noch unklar, da in Untersuchungen die mutanten Tiere im
Vergleich zu WT-Kontrollen die gleiche Spermienzahlen, die gleiche Zahl an befruchteten
Eiern und keine pathologischen Unterschiede in den Spermatheken oder den Uterie aufwiesen
(Kang et al., 2000). Statistische Untersuchungen der Fruchtbarkeit von Nid2 -/- Miusen wurde
begonnen. Es konnten bisher jedoch noch keine signifikanten Unterschiede in den Wurfgro-
Ben von Nid2 -/- und Kontrollteren, gefunden werden (Abb. 2-25). Hier sind jedoch noch

weiterfithrende, statistische Experimente notwendig.

Weiterere Ansitze fur Untersuchungen ergeben sich aus den in vitro Bindungseigenschaften
des Nidogen-2 mit den zwei bekannten Formen des Angiogeneseinhibitors Endostatin (Sasaki
et al., 1999; Sasaki et al., 2000; Miosge et al., 1999) und dem Tropoelastin (Sasaki et al., 1999).
Analysen der Angiogenese in Nid2 -/- Miusen im Zusammenhang mit der Wundheilung
(Bloch ¢t al., 2000) und der Tumorgenese (Read et al., 2001; Joki et al., 2001) wiren hier von
besonderem Interesse. Weitere interessante in Vivo Experimente in C.legans zeigen, dass
Endostatin hier unter anderen eine regulatorische Wirkung auf die Zellwanderung und
Morphogenese, sowie der Zielfindung von Axonen zeigt (Ackley et al., 2001; Kuo et al., 2001).
Da durch die begonnen, histologischen Untersuchungen bisher keine pathologischen
Strukturen in Nid2 -/- Miusen gefunden wurden, gilt es nun auch potentielle physiologische
Funktionen des Nidogen-2 Gens in Viv0 zu analysieren. Messungen des Proteingehalts im Urin
wiren hier beispielsweise als Funktionsanalyse der Nieren bzw. der BM der Nierenglomerulie
denkbar. Das Auftreten von Protein im Urin ist bei erbbedingten Nierenerkrankungen, z.B.
dem Alport-Syndrom (Flinter, 1997), hiufig festzustellen. Von besonderer Bedeutung ist in
diesem Zusammenhang, dass in verschiedenen Geweben unterschiedlich aufgebaute BM vor-
kommen. Manche Mutationen von BM-Proteinen zeigen eine ausgeprigte pathologische Ver-
inderung in bestimmten Geweben, z.B. der Haut (Burgenson & Christiano, 1997), der Niere
(Noakes et al., 1995; Miner et al., 2000) oder des Muskels (Miyagoe €t al., 1997). Daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dass in bestimmten Geweben noch eine Verinderung der BM in

Nid2 -/- Mdusen gefunden witrd.

Im allgemeinen besitzt das Nidogen-2 in Vitro ahnliche Bindungseigenschaften wie das Nido-
gen-1 (Kohfeldt et al., 1998, Sasaki et al., 1999). Daher wurde ihm eine wichtige Rolle in der
Organisation der BM zugesprochen (Kohfeldt et al., 1998). Das Hauptargument fiir die zent-
rale Funktion des Nidogen-1 ist seine Fahigkeit Dreifachkomplexe mit Laminin und Kollagen
IV, bzw. Petlecan zu bilden (Aumailley et al., 1993; Hopf et al., 1999). Um die Frage zu kliren,
ob das Nidogen-2 Protein eine dhnliche Funktion in vivo besitzt, wurde die Verteilung der BM

Proteine Nidogen-1, Nidogen-2, Laminin Y1, Kollagen IV und Perlecan durch indirekte
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Fluoreszenzfirbungen mit spezifischen Antikérpern in verschiedenen Geweben von Nid2 -/-
und Kontrolltieren untersucht. Eine diskrete Nidogen-2-spezifische Firbung war in den
Gewebeschnitten von Nid2-/- Miusen nicht nachweisbar und bestitigte die bisherigen
Ergebnisse, dass hier eine Nidogen-2 Defizienz vorliegt. Diese hat offensichtliche keine Un-
terschiede in der Gewebeverteilung noch in der Intensitit der Fluoreszenzfirbung fiir die BM-
Proteine Kollagen IV, Laminin und Petlecan zwischen den Nid2 -/- und den Kontrollmiusen
zur Folge (siehe 2.2.8.2.2). Eine auBlergewohnliche Parallele zeigt sich auch hier in den oben
erwihnten Nidogen-defizienten C.elegans-Stamm. Da sich keinetlei Unterschiede in der Kolla-
gen IV-Verteilung zwischen Mutanten und WT-Tieren zeigt, kann hier davon ausgegangen
werden, Nidogen-1 nicht essentiell fir den Aufbau der BM ist (Kang et al., 2000). Da die Ni-
dogen-2 defiziente Mauslinie weder Defekte in der Entwicklung noch strukturelle Verdnde-
rungen in der BM zeigt, fithrt zu der Schlussfolgerung, dass Nidogen-2 entweder keine essen-
tielle Funktion in der Organisation und Struktur der BM besitzt, oder die Abwesenheit durch

andere Proteine , wie z.B. durch Nidogen-1 oder Perlecan kompensiert werden kann.

Nidogen-1 erscheint besonders geeigent die Nidogen-2-Defizienz kompensieren zu kénnen,
da es vergleichbare Bindungseigenschaften und eine sehr dhnliche Gewebeverteilung aufweist
(Mayer & Timpl, 1994; Kohfeldt et al., 1998; siche auch 1.5). Diese gemeinsamen Bindungsei-
genschaften konnten durch weiterfiihrende neue Untersuchungen mit rekombinanten muri-
nen Nidogen-2 bestitigt werden (Miosge et al., unveroffentlicht). In diesen Analysen zeigte
sich, das die Laminin Y1-Kette von beiden murinen Nidogenen mit vergleichbaren Dissoziati-
onskonstanten gebunden wird. Weiterhin konnte eine Bindung zu den Fibulinen-1 und -2
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigten eine weitaus héhere Ubereinstimmung der
Bindungseigenschaften zwischen rekombinanten murinen Nidogen-1 und -2, als bisher von
Studien mit humanen Nidogenen angenommen wurde (Kohfeldt et al., 1998; personliche

Mitteilung von Dr. Timpl, Miosge €t al., unveroffentlicht).

Auch wurde fir beide Proteine eine sehr dhnliche Gewebeverteilung nachgewiesen (Kohfeldt
et al., 1998). Unterschiede zeigten sich bisher nur in Herz- und Skelettmuskelgewebe, wobei
Nidogen-2 verglichen mit Nidogen-1 dort mit moderater Intensitit in allen BM vorhanden ist,
aber eine auffillig starke Lokalisation in der BM von Blutkapillaren zeigt. Nidogen-1 hingegen
weist eine eher gleichmifBige und kriftige Expression in weitgehend allen BM auf. Durch
Doppelfluoreszenzfirbungen fur Nidogen-1 und -2, konnte in dieser Arbeit die typische
Verteilung von Nidogen-1 und -2 in Herz- und Skelettmuskel bestitigt werden (siche
2.2.8.2.2). Eine stitkere Nidogen-1-spezifische Firbung war in den Geweben der Nid2 -/-

Maus nicht erkennbar und spricht daher gegen eine kompensationsbedingte verstirkte Einla-
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gerung dieses Proteins in die BM. Im Fall der Nidogen-1-mutanten Maus wurde interessan-
terweise eine deutliche Umverteilung des Nidogen-2 im Skelett- und Herzmuskel beschrieben
(Murshed et al., 2000). In nachfolgenden Experimenten konnte in Herz- und Skelettmuskel-
Proteinextrakten von Nidogen-1-mutanten Miusen eine 3-7 fache Erhchung der Nidogen-2-
Menge im Vergleich zu WT-Extrakten gemessen. Weiterhin wurde in verschiedenen Geweben
eine verstirkte Nidogen-2-spezifische Fluoreszenzfirbung festgestellt (personliche Mitteilung,
Dr. R. Timpl; Miosge et al., unveroffentlicht). Diese Daten sprechen fiir eine Kompensation
des fehlenden Nidogen-1 in der mutanten Nidogen-1-Maus von Murshed ¢t al. (Murshed et al.,
2000) durch Nidogen-2 (personliche Mitteilung, Dr. R. Timpl; Miosge et al., unveroffentlicht;
Murshed et al., 2000). Zusitzlich konnten beide Nidogene auch elektronenmikroskopisch
durch Immungoldfirbungen lokalisiert werden. Sie sind ubiquitire BM-Proteine, die z.B. in
globuliren, tubularen und kapillaren Kompartimenten sowie in den Bowman Kapseln der
Maus Niere gefunden werden. Weiterhin ist ein Grofiteil beider Nidogene mit Laminin-1
assoziiert (Miosge et al., 2000). Diese iibereinstimmende Lokalisation etleichtert natiitlich
einen moglichen kompensatorischen Effekt des Nidogen-1 in der Nidogen-2-defizienten

Maus und umgekehrt.

Es wire aber auch denkbar, dass andere Proteine der BM fiir das fehlende Nidogen-2 teilweise
kompensieren. Ein moglicher Kandidat hierfur wire beispielsweise das Perlecan, dessen He-
paransulfatketten (GAGs) auch mit den BM-Komponenten Laminin-1 und Kollagen I'V inter-
agieren. Perlecan ist an der Kontrolle der glomeruliren Filtration (Timpl, 1993), wie auch der
Bindung und Freisetzung von Zytokinen (FGF-2) beteiligt. Letzteres impliziert eine regulato-
rische Funktion von Perlecan in komplexen biologischen Prozessen wie Angiogenese, Wund-
heilung und Metastatisierung, bzw. Tumortinvasion (Avizier et al., 1994; Olsen, 1999). Die
Protein-Komponente von Perlecan bindet eine Vielzahl an Molekiilen, darunter: Laminin-1,
Fibronectin, Heparin, Integrine, Nidogen-1 und -2 (Olsen, 1999; Hopf ¢t al., 1999). Fur
Perlecan konnte weiterhin gezeigt werden, dass beide Nidogenformen das gleiche Bindungse-
pitop haben (Hopf et al., 2001). Eine Nullmutation des Petlecan-Gens fiihrt allerdings zu ei-
nem prinatal-letalen Phinotyp. Ein hoher Prozentsatz an Embryonen stirbt an Herzdefekten
und zeigt andere pathologische Verinderungen (Costell et al., 1999; Arikawa-Hirasawa et al.,
1999). Es wurde angenommen, dass Perlecan eine essentielle Rolle in der Erhaltung und
Stabilitit der BM einnimmt, da in den Perlecan-mutanten Mausen BM gebildet wurden. Es
wire nun denkbar, dass Nidogen-2 vergleichbare Funktionen in der BM besitzt, diese jedoch
erst in dlteren Tieren eine Rolle spielen. Untersuchungen an ilteren Mausen konnten hier
aufschlussreich sein. Weiterhin ist die Funktion des Nidogen-2 in der BM in pathologischen

Situationen wie z.B. wihrend der Tumorbildung, Invasion und Metastasierung noch vollig
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ungeklirt und kann nun durch die Nidogen-2 defiziente Mauslinie experimentell untersucht

werden.

Ob im Gewebe die beiden Nidogene sich gegenseitig kompensieren kénnen, kann durch die
Analyse einer Mauslinie, die fiir beide Proteine defizient ist, untersucht werden. Zur
Beantwortung dieser Fragestellung durch eine genetische Funktionsanalyse stellen die
charakterisierte Nidogen-1 mutanten Mauslinie (Murshed et al., 2000) und die hier in dieser
Arbeit angefertigte molekulare Charakterisierung des Nidogen-2 Gens und die charakterisierte
Nidogen-2-defiziente Mauslinie eine hervorragende experimentelle Voraussetzung dar. Im
Rahmen einer Zusammenarbeit zwischen den Arbeitsgruppen von Dr. Roswitha Nischt
(Universitit Koln) und der Arbeitsgruppe von Dr. B. L. Bader (Max-Planck-Institut,
Martinsried) konnte durch Kreuzungsexperimente mit den Nidogen-defizienten Mauslinien
Maiuse hergestellt werden, die fiir beide Nidogen-Gene doppelt homozygot mutant sind. Diese
einfache experimentelle genetische Vorgehensweise ist moglich, da sich die beiden Nidogen-
Gene auf verschiedenen Chromosomen befinden, d.h. das Nidogen-1-Gen liegt auf dem
Chromosom 13 und das Nidogen-2-Gen auf dem Chromosom 14 (siche 2.1.10). Eine Verer-
bung der einzelnen Allele ist somit nicht aneinander gekoppelt. Aus entsprechende Kreu-
zungsexperimenten konnten dann Nachkommen identifiziert werden, die doppelt homozygot
mutant fir die Nidogen-1 und Nidogen-2 Gene waren. Die Ergebnisse aus vorlaufigen Unter-
suchungen dieser Mduse zeigen, dass es sich hier um einen perinatal letalen Phinotyp handelt
(personliche Mitteilung Dr. B.L. Bader). Die Ursache der Letalitit der Mause ist jedoch noch
nicht geklirt. Ergebnisse aus der phinotypischen Analyse von Nidogen-1-und 2-
doppeldefizienten-Miusen werden Auskunft tiber die essentielle in vivo-Funktionen dieser Ni-

dogene geben.
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4 Zusammenfassung

Die Basalmembran (BM) stellt eine Sonderform der extrazelluliren Matrix (ECM) dar. Die
supramolekulare Organisation der BM entsteht aus den wielfaltigen Wechselwirkungen unter-
schiedlichster Molekiile. Eine Vielzahl biochemischer und struktureller Daten, sowie In Vitro-
Funktionsstudien deuten daraufhin, dass die BM-Proteine Nidogen-1 (Nid1) und Nidogen-2 (Nid2)
eine zentrale Stellung in der Organisation der BM einnehmen kénnen. Die Klonierung, Ermittlung
der DNA-Sequenz und Genstruktur des Nid2-Gens der Maus und die Uberpriifung der postulierten
Funktion des Nid2 durch genetische Funktionsanalysen im Mausmodell waren das Ziel dieser
Arbeit.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde zunichst das komplette Nid2-Gen der Maus isoliert und
charakterisiert. Nukleinsauresequenzanalysen ermoglichten detaillierte Aussagen sowohl tber die
Genorganisation als auch die primare Proteinstruktur des murinen Nid2. Es konnte gezeigt werden,
dass dieses Gen aus 21 Exons und 20 Introns aufgebaut ist, die sich tiber eine Linge von 60 kb
erstrecken. Die chromosomale Lokalisation des murinen Nid2-Gens, welches im Genom der Maus
als Einzelkopie vorliegt, konnte auf dem proximalen Bereich des Chromosoms 14 ermittelt werden.
Vergleichende Analysen des Nid2-Gens der Maus und des Menschen mit den entsprechenden
Nid1-Genen zeigten eine hohe Erhaltung sowohl der Genorganisation als auch der Proteinstruktur.
Fir das Nid2-Gen konnte eine fiir Nidogene charakteristische, modulare Struktur mit fiinf EGF-
dhnlichen und zwei TY-dhnlichen Modulen, die von einzelnen Exons kodiert und von Introns in der
Codon-Phase I flankiert werden, festgestellt werden. Besonders auffillig war das Exon 4 des Nid2-
Gens der Maus, das fir die komplette flexible Verbindungsregion zwischen den globuliren
Dominen G1 und G2 kodiert. Im Gegensatz dazu wird, im orthologen humanen Nid2-Gen diese
Verbindungsregion jedoch von 2 Exons (Exon 4 und 5) kodiert. Aufgrund dieser Besonderheit und
der signifikanten DNA-Sequenzidentitit des Intron 4 des humanen Nid2-Gens zu murinen Nid2
Exon 4-Sequenzen wurde folgende Annahmen formuliert:

a) Das Intron 4 des humanen Nid2-Gens wird einerseits natiitlicherweise gespleisst, aber kénnte
andererseits auch alternativ ungespleisst komplett als Exon-Region kodieren ohne den bestehenden
Leserahmen zu dndern. Somit wiirde auch in diesem Gen die Verbindungsdomine nur von einem

groflen Exon kodiert.

b) Umgekehrt konnte das murine Exon 4 intern alternativ gespleisst werden ohne den bestehenden
Leserahmen zu dndern. Die expetimentelle Uberpriifung dieser Annahmen wurden zum Teil
durchgefiihrt. Eindeutige Aussagen konnen jedoch nicht getroffen werden.
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Im allgemeinen zeigen die Analysen der Sequenzen des Nid2-Gens und der anderen Nidogen-Gene
andere Spezies, dass die Nidogen-Gene sowohl in ihrer Gen- und Proteinstruktur wiahrend der
Evolution sehr stark erhalten wurden, als auch bestimmte Intron-Sequenzen und Sequenzen des 5-
Vorschaltbereichs (Promotors), was auf einen Signalcharakter und eine Regulationsfunktion dieser
Sequenzelemente  hindeutet. In dem 5“Vorschaltbereich des Nid2-Gens konnte durch
Sequenzvergleiche  charakteristische ~ Konsensussequenzen — fur ~ DNA-Bindungsstellen — fur
Transkriptionsfaktoren wie z.B. CCAAT-Box, SP1-Box und AP1-Box gefunden werden.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde dann die genetische Funktionsanalyse des Nid2-Gens in
der Maus durchgefiihrt. Hierfiir stand eine Mauslinie von Dr. W.C. Skarnes zur Verfligung, die
durch eine Genfallen-Mutagenisierungsmethode hergestellt wurde und eine zu dieser Zeit nicht
niher charakterisierte Mutation im Nid2-Gen aufwies. In dieser Arbeit wurde die Mutation zunachst
molekular im Intron 4 des Nid2-Gens kartiert und die Insertionsstelle kloniert. Die Anfertigung
spezifischer DNA-Proben fiir dieses mutante Nid2 Allel efaubte die genotypische Charakterisierung
von heterozygoten und homozygot mutanten Nid2 Miusen. Es konnte gezeigt werden, dass
homozygot-mutante Nid2 (-/-)-Miuse lebens- und fortpflanzungsfahig sind und die Verteilung der
Genotypen der Fl1-Generation aus Kreuzungen mit heterozygoten Nid2 (+/-)-Tieren der 2.
Mendelschen Regel entsprach. Die durchgefiihrten Gen- und Protein-Expressionsanalysen der
untersuchten Gewebe von homozygoten (-/-) Nid2- und Kontrollmiusen zeigten, dass die
Genfalleninsertion zur Nid2-Defizienz fuhrt, dh. die Abwesenheit eines funktionellen Nid2
Polypeptids. Die Nid2-defizienten Maduse weisen soweit keinen erkennbaren Phinotyp auf. Die
bisherigen histologischen und ultrastrukturellen Analysen von Nid2-defizienten Gewebe belegen,
dass in der Abwesenheit von Nid2 sich BM ausbilden kénnen und es zu keinen erkennbaren
pathologischen Verinderungen kommt. Die Verteilungsmuster anderer BM-Proteine wie z.B.
Kollagen 1V, Laminin Y1, Nidl und Petlecan entsprachen denen von Kontrollgeweben. Insgesamt
fihrten diese Untersuchungen zu der Schlussfolgerung, dass Nid2 nicht essentiell fir die Bildung
und Erhaltung der BM ist. Die Ergebnisse dieser Funktionsstudien fithrt zu der Annahme, dass in
Abwesenheit von Nid2 die andere Nidogen-Isoform Nidl aufgrund der charakteristischen
Kolokalisation beider Nidogene in BM die Funktionen von Nid2 tibernehmen kénnte. Durch die
erstmalige Charakterisierung der beschriebenen Nid2-defizienten Mausmutante in dieser Arbeit und
der Nidl-mutanten Mauslinie von Murshed et al. (Murshed et al, 2000) konnen nun aufgrund der
Lokalisation der beiden Nidogen-Gene auf verschiedenen Chromosomen durch Kreuzungsexpeti-
mente Miuse generiert werden, die fiir beide Nidogene defizient sind. Diese Nidogen-defizienten
Miuse werden Aufschliisse dartiber geben, ob Nidogene tberhaupt eine essentielle Funktion fiir die

BM-Organisation i Vivo haben und wenn ja, welche?
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien, Kits und Enzyme

5.1.1.1  Chemikalien

Alle handelstiblichen Chemikalien wurden, sofemn nicht anders angegeben, von den Firmen
Amersham Buchler GmbH (Braunschweig), In-vitrogen Ltd. (Leek/NL), Merck (Darmstadt), New
England Biolabs GmbH (Schwalbach), Pharmacia Fine Chemicals AG (Freiburg), Roche
(Mannheim), Serva Feinbiochemika (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Stratagene GmbH
(Heidelberg), Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen), Riedel-de Hien (Seelze), Serva (Heidelberg)
sowie Fluka (Buchs, CH) bezogen.

5112 Kits, Materialien:

Produkt Hersteller Ort

[a-32P] —-dCTP Ambhersham Life Braunschweig
(3000Ci/mMol) Science

[y-2P] —~dATP

(5000Ci/mMol)

125] (1mCi/mMol)

Hybond-N*-Membran

Geneclean 111 Kit Bio101 Vista, California, USA
Zeta-Probe GT Bio-RAD Miinchen

Genomic, Tested

Blotting Membranes

Bact Peptone Difco Detroit, Michigan, USA
Sea Plaque GTG FMC Bio Products Rockland, Maine, USA
Agarose

TRIzol, DNA GibcoBRL Karlsruhe
GroBenmarker (1kb

Leiter, 100bp Leiter)

TOPO TA Cloning Invitrogen Leek, NL
Oligonukleotide Metabion Martinsried
ECL-Detection Pharmacia Biotech Freiburg

Reagents

BCA Protein Assay Pierce Rockford, Illinois, USA
Reagent A und B

TransFast Transfection | Promega Mannheim

Kit

Qiagen Maxiprep, Qiagen Hilden

Lambda DNA, RNA

Polytex, One Step RT-

PCR Kit

Random Primed DNA | Roche Mannheim

Labeling Kit

Tri-Reagent Sigma Deisenhofen

Optitran BA-S 85 Schleicher&Schuell Dassel
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Prime-it II, Random Stratagene
Primer Labeling Kit

Heidelberg

Glass Microbibre Filters | Whatman
GF/C
3 MM Chromatopraphy
Paper

Maidshone, UK

5.1.1.3 Lo6sungen und Medien

Standardlésungen wurden nach Sambrook & Russell (Sambrook & Russell, 2001) angefertigt.

Das verwendete Wasser wurde durch ein Milli-QQ Plus Filtersystem (Millipore, Eschborn)

gereinigt. Alle Medien wurden entweder autoklaviert (bzw. sterilfiltriert) oder ihre

Komponenten bereits steril bezogen.

Hiufig verwendete Puffer und
Medien

Zusammensetzung

Coomassie Lsg.

0.25g Coomassie brilliant blue R-250, in 45ml Methanol, 45ml H>O, 10ml
Eisessig

Entfirbelsg.

(11) 475 ml Methanol, 75 ml Eisessig, 450ml H,O

Depurinisierungslosung:
Denaturierungslosung:
Neutralisierungslosung:

0,25 N HC1
1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH
1M Tris-Cl, 1.5M NaClpH=74

DEPC-Wasser

0.1% Diethylpyrocarbamat (DEPC) in HO (unter dem Abzug), i.N.
schiitteln, autoklavieren

FSB 10mM Kaliumacetat pH=7.5, 45mM MnCl,2H,0, 10mM CaCl,2H,O,
100mM KCl, 3mM Hexamminkobaltchlorid, 10% Glycerin
HBS 25mM Hepes, 134 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM Na;PO,, pH=7,1

Luria-Bertani (ILB) Medium

1% (w/v) Trypton (Difco), 0.5% (w/v) Hefeextrakt (Difco), 0.5% (w/v),
NaCl 0.01% 10 M NaOH

LB-Agar Platten

LB-Medium mit 0,75 % (w/v) Agat versetzen, autoklavieren. Optional
Zugabe von Ampicillin (100ug/ml) nach Abkihlen des Mediums auf 50°C.

LB-Agarose (Top-Agarose)

Fir 200ml: 2g Trypton (Difco), 1g Hefeextrakt (Difco), 2g NaCl,
1.4g Agarose

MOPS (10x)

0.2M MOPS, 50mM NaAc, 10mM EDTA pH=5.5-7.0

PBS 1x

137mM NaCl, 2.7mM KCl, 8.1mM NaHPO4, 1.5mM KH,PO4, pH=7,4

Proteinase-K Puffer

Fiir Southern-Blots: 0.2% SDS, 100mM Tris pH8.0, 200mM NaCl, 5mM
EDTA

Far PCR: 0.1% SDS, 20mM Tris pH8.0, 150mM NaCl, ImM EDTA,
jeweils 250ug/ml ProteinaseK (Merck, Darmstadt)

Proteinextraktionspuffer

150mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH=7.4, 1% NP40, 0.5%
Natriumdesoxycholat, 0.05% Triton X-100, 10mM EDTA
Proteaseinhibitoren: 1pug/ml Leupetin, 4ug/ml Pepstatin, 1mM Benzamidin,
2mM PMSF, 5mM N-Ethylmaleimid

SM 100ml: 0.58¢g NaCl, 0.2g MgSO4-7H20, 1M Tris-Cl (pH=7.5)
= sterilfiltriert

SOC-Medium 2% (w/v), Trypton (Difco), 0.5% (w/v) Hefeextrakt (Difco), 10 mM NaCl 10
mM MgCly, 10 mM MgSOy, 2.5 mM KCl, 0,02% (w/v) Glucoselésung

SSC (10x) 1.5 M NaCl, 0.15 M Trinatriumcitrat

SSPE (20x) 3M NaCl, 0,2M NaH,PO4, 0,02 M EDTA, pH=74

TAE (50x) 2 M Tris-HCI, 250 mM Natriumacetat, 50 mM EDTA, pH=8.0

TBS 50 mM Ttis/HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl

TE 10x 10mM Tris-HCl (pH8.0), ImM EDTA

TENS 100mM NaOH, 0.5% SDS in TE Puffer

Denhardts-Lésung (50x)

1 % Rinderserumalbumin, 1 % Polyvinyl-pyrrolidin, 1 % Ficoll 400

(Vor)Hybridsierungspuffer:

Fir Southern-Blot: 0.2 M NaPO4 pH=7.2, 7% SDS, 1mM EDTA
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Fir Northern-Blot: (fiir 100ml) 50 ml deionisiertes Formamid, 20ml
20xSSPE, 10ml 10% SDS, 5ml Lachssperma-DNA (10mg/ml), 10ml
50xDenhards Lsg., 5ml HO (Aliquots bei —20°C)

Probenpuffer Fir DNA (6x): 30%Glycerol, 0.01% Bromphenolblau, 0.01% Xylencyanol
Fir RNA (10x): 50% Glycerol, 0.5mM EDTA, 0.01% Bromphenolblau,
0.01% Xylencyanol

Fir Protein (2x): 100mM Tris-Cl (pH6.8), 4% SDS, 0.2% Bromphenolblau,
20% Glycerol

5.1.14  Enzyme

Restriktionsendonukleasen, New England Biolabs (NEB; Schwalbach), Roche
(Mannheim)

Alkalische Phosphatase der Garnele Roche (Mannheim)

T4 DNA Ligase NEB (Schwalbach)

Taq DNA Polymerase Sigma (Deisenhofen)

Trypsin (EC 3.4.21.4) Worthington (Lakewood, NJ, USA)

ProteinaseK Merck (Darmstadt)

5.1.1.5 Vektoren

Vektor Firma Verwendung Selektions
antibiotikum
Pbluescript Sk- Stratagene Klonierung, Sequenzierung Ampicillin
Pbluescribe Stratagene Klonierung, Sequenzierung «
PCR®2.1-TOPO® | Invitrogen aus TOPO TA Kloning Kit «“
Klonierung von PCR-DNA-
Fragmenten

5.1.1.6  Antikorper

Priméare Antikorper:
Alle primiren Antikérper wurden freundlicherweise von Dr. Rupert Timpl (Abteilung fiir

Proteinchemie am Max-Planck-Institut fiir Biochemie, in Martinsried)zur Verfigung gestellt.

Antigen Name Wirt Verdiinnung | Verdinnung
fur Western | Fir Immun-
Blot-Analyse | fluoreszenz

Nidogen-1, monoklonal anti-Maus BL1/4 Ratte - 1:80
Nidogen-1, polyklonal anti-Maus 1001+E Kaninchen | 1:1000 1:150
Nidogen-2, polyklonal anti-Maus 1130+E Kaninchen |- 1:200
Nidogen-2, polyklonal Anti-Mensch | 1080+E Kaninchen | 1:400 1:100
Laminin Y1, polyklonal anti-Maus 1083+E Kaninchen |- 1:150
Kollagen IV, polyklonal anti-Maus 1119+E Kaninchen |- 1:50

Perlecan, polyklonal anti-Maus 1056+E Kaninchen |- 1:150
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Sekundére Antikorper:

Antigen Konjugat Wirt Verdinnung Firma/Kit
Anti-Kaninchen IgG (H+L) | CY2 Ziege 1:500 Dianova
Anti-Ratten IgG (H+L) CY2 Kaninchen 1:500 Dianova
Anti-Kaninchen IgG (H+L) | CY3 Ziege 1:500 Dianova
Anti-Ratten IgG (H+L) CY3 Kaninchen 1:500 Dianova
Anti-Kaninchen IgG (H+L)* | HRP Ziege 1:2000 NEB

Der Fluoreszenzfarbstoff Cy2™ hat ein Absorptionsmaximum bei A=482nm;

Cy3™ hat ein Absorptionsmaximum bei A=552nm.
Die Farbstoffe sind Produkte der Firma Jackson ImmunoResearch Inc., USA.
*Far Western Blot-Analysen wurde ein mit Meerettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Anti-Kaninchen IgG
Antikorper aus der Ziege verwendet. Alle Antikérper sind gegen die schwere (H) und die leichte (I) IgG-Kette
gerichtet.

5.1.1.7  Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion (Martinsried) oder in der Abteilung
Membranbiochemie, Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried synthetisiert. Alle

Oligonukleotid-DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogramms GCG gewihlt.

Oligonukleotide fur Polymerase Kettenreaktionen (PCR):

Name Sequenz in 5“-3“Richtung

Gl GCA TCG AGC TGG GTA ATA AGC GTT GGC AAT
G2 GAC ACC AGA CCA ACT GGT AAT GGT AGC GAC
G3 AGG ACT GGG TGG CTT CCA ACT CCC AGA CAC
G4 AGC TTC TCA TTG CTG CGC GCC AGG TTC AGG

N6 ATATTGCTGA AGAGCTTGGC G

ND70 CTG CTT GCT AAA CTT TTC ACC
ND100 TGT CCC TCT CAC CTT CTA CC
ND101 TGT GTG TGT GAA AAT GAG ATG G
ND33 TGT CAA TGA GTG TGC CAC TG
ND34 TGC TTC GAT GGC AGT CAC AC

ND36 GAC TGA AGC CCT GTG AAT ACC
ND37 GGA AAG CCT GCT GGA ACACTA C

ND38 AAG GACTTG CCATCG ACC AC
ND39 TTA GAT GGC GAA AAC AGA AGG

ND40 ACA CTA CCC GAT GGA ACT GGA C

ND50 CCT GTT CTC TTT CAG CAA TCC C
ND51 ACT GAG AAG AAT CCA GAG CC

ND54 ATG CTA CAC AGT CCA GCCTC
ND55 GCA AGC AAC ACC CAATAA ACC

ND70 CTG CTT GCT AAA CTT TTC ACC
ND79 CAA CGA TCA AGG CGA GTT AC
ND95 TCCACACACCAACAGAAATCAC

ND96 TTCTGAAGCCTGCTGCCATTG
ND97 GCCACTGTCCTTATTCACTG

P1 AGC TAC ACC GAG GACAGT TTC C
P10 AGG GGG TCA CACAAAGTA G

P11 CGG ATA AAG AAT CAA AGG AG
P8: ACA ATA GGT GGA ACG GTAG

PO: AGA CAGTTC AGCAGGTAA G

Abb. 5-1 Ubersicht der fiir PCR-Reaktionen verwendeten Oligonukleotide.
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Oligonukleotide fur Reverse Transkriptase Reaktionen

Oligo. Sequenzen 5-3“Richtung Kommentar
ND-61 GCT GTA GTT GGG CGA TGT GG Kimura et al., 1998
- (Entactin ENT-1/ENT-2)
ND-62 CAG GCC ATC GGT TGT GTC
CA
ND-39 TTA GAT GGC GAA AAC AGA AGG Lage und Orientierung siche
ND-77 GCC ACT GTC CTT ATT CAC TG Abb. 2-29
ND-45 CAA CCT GGA AAC CTG CGA AC
ND-89 GAA CCA GAA GTG AGA GAG AAA
C
ND-45 CAA CCT GGA AAC CTG CGA AC
ND-90 ACA CAG AAT TAG GGC CAC AG
ND-45 CAA CCT GGA AAC CTG CGA AC
ND-91 TCG GTT TTC CGC ACA TTC
ND-25 CCC AAA GAGTCC TAC AAT GTC C
ND-28 AAATCC AGA ACC'TCT CCC

Abb. 5-2 Oligonukleotide die fiir RT-PCR Experimente verwendet wurden.

Oligonukleotide fiir DNA-Sequenzreaktionen

Oligo. Sequenz in 5-3-Richtung

M13fwd CAT TTT GCT GCC GGT

M13rev AAC AGC TAT GAG CAT G

ND31 CCT ACC ACATTG ACC AGA AC
ND32 TGT TAC GAC GGA AGC CAC AC
ND34 TGC TTC GAT GGC AGT CAC AC
ND35 CAT GAG GCA GCT ATT TGC TAC
ND36 GAC TGA AGC CCT GTG AAT ACC
ND38 AAG GACTTG CCA TCG ACC AC
ND40 ACA CTA CCC GAT GGA ACT GGA C
ND42 TGG GGA TTG ACT ATG ACT GC
ND43 GTG GCC AGT TTA CTG ATG AGT
ND45 CAA CCT GGA AAC CTG CGA AC
Nd46 AGT GAA TGG GAA AGT GAG TGG
ND47 AGA GGA GAG GGT TTG TAT CAC
ND48 GAT TTC ACC ACA GGC AGA AC
ND49 ACT TCA GAA ACG CTA CACAC
ND50 CCT GTT CTC TTT CAG CAATCC C
ND52 CCATTCTGT CCC TTG ACT CC
ND54 ATG CTA CAC AGT CCA GCC TC
ND55 GCA AGC AAC ACC CAA TAA ACC
ND57 AGA AAC AAA ATC ATC CGC AGA G
ND58 GGC ATC ACG TCC ATT TTA CAG
ND92 TGA GAA CTG ATT CCT GAA GCC
ND93 AGC TCT TCT ATG TGC AGC AAC C
ND97 GCCACTGTCCTTATTCACTG

P1 AGC TAC ACC GAG GACAGTTTCC

P10 AGG GGG TCA CAC AAA GTA G

P2 GGT AGG ATG GCC AGT TAC CAT GAG CTG
P4 TTC TGG CAG GCA GTG CTT CC

P8 ACA ATA GGT GGA ACG GTAG

T3 ATT AAC CCT CAC TAA AG

7 TTA TGC TGA GTG ATA TC

Abb. 5-3 Ubersicht der fiir Sequenzreaktionen eingesetzten Oligonukleotide. Fiir Lage und Orientierung siche
Abb. 2-3, bzw. Abb. 7-1 - Abb. 7-4.
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5.1.1.8 Mause und Bakterien

5.1.1.8.1 Mausstamme

Die Miuse wurden unter streng kontrollierten artgerechten und hygienischen Bedingungen
gehalten. Futter und Wasser war den Tieren frei zuginglich. Der Tag-Nacht Rhythmus war

12h/12h. Die Ziichtung der Miuse etfolgte nach Hogan ¢t al., 1994.

WT-Stamme:

Name Urspriinglicher Kommentar Referenz
Inzuchtstamm

C57/Bl6 C57; Little 1921 Schwarze Fellfarbe Rikke et al., 1995

Balb/cJ Balb; Bagg 1913 Albino Potter, 1988
Balb/c; Snell 1932

129/Sv 129; Dunn 1928 Agouti Fellfarbe Festing et al., 1999

129/0la Jackson

Laboratorys

Detailierte Informationen uber die einzelnen Inzuchtstimme konnen auf der Internetseite der
Jackson Laboratorys, USA, gefunden werden (http//www.informatics.jax.org). Ein
Stammbaum der Mause und Referenzen befindet sich auf der Internetseite

http://genetics.nature.com/mouse .
Der transgene Maus Stamm Nid26sFeeTLETMOLISE (NJjd2)

Der transgene Mausstamm mit einem GST-Konstrukt im Nidogen-2 Locus wurde von Dr.
W.C. Skarnes et al. (Department of Molecular and Cell Biology, University of California,
Berkeley, California 94720, USA) im Rahmen eines Mutagenseprojektes hergestellt (Skarnes et
al, 1995, fur weitere Information sieche auch http//socrates.berkeley.edu). Die

Elektroporation der DNA des GST-Konstruktes pGT1.8TM erfolgte in E14 Tg2a ES-Zellen

aus 129/0la Miusen. Selektionierte Zellen wurden in C57/BI6 Blastozysten injiziert, welche
in Ammen transferiert wurden. Chimare, mannliche Nachkommen wurden mit C57/B16 WT-
Weibchen verpaart und agoutifarbige Nachkommen aus dieser Kreuzung wurden ein weiteres
mal mit C57/Bl6 WT-Midusen riickgekreuzt. Das mutierte Allel Nid26sTeCTLETM)O0 1Sk
(Terminologie nach http//www.informatics.jax.org) wird in dieser Arbeit zur Vereinfachung

der Schreibweise mit der Genotyp-Bezeichnung Nid2 (-) abgekiirzt (Mitchell et al., 2001).




Material & Methoden 107

5.1.1.8.2 Bakterien

Fir die Subklonierung von DNA-Fragmente und Praparation von Plasmid-DNA wurde der
Escherichia coli (E.coli) Stamm DH50 (Abkémmling des E.coli Sicherheitsstammes K12)
verwendet. Genotyp: F, recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, sup E 44, A(lac-proAB), [F,
traD36, proAB, laclqZAM15]

Fiur die Vermehrung der rekombinantenA-Phagen wurde der E.coli Stamm PLK-17
(Stratagene, Heidelberg) verwendet.

Genotyp: hsdR-M0, mcrA’, merb’, supE44, LacZ, galK2, galT22, metB1, hsdR2

5.1.1.9 Gen-Bibliotheken

Von Dr. Ernst Poschl (Experimentelle Medizin I, Nikolaus-Fiebiger Zentrum, Molekulare
Medizin, Universitit FErlangen-Nirnberg) wurde eine 129SV] genomische Maus-
Genbiblitothek der Firma Stratagene (Heidelberg) verwendet. Die 15-20 kb langen DNA-
Fragmente eines (SaU3AI)-Teilverdaus von genomischer DNA wurden in die Polylinkerregion
des Vektors Lambda FIXII kloniert. Zur Isolierung von Nidogen-2 spezifischen
rekombinanten Phagen wurden 1.2x10° pfu (plaques forming units) mit einer Mensch-

Nidogen-2-spezifischen Probe unter permissiven Bedingungen untersucht.

Die in dieser Arbeit verwendete Gen-Bibliothek des Mausstammes 129 Sv] enthalt 15-20 kb
lange DNA-Fragmente eines (MboI) Teilverdaus von genomischen DNA, die in die
Polylinkerregion des Vektors Lambda DashlI kloniert wurden. Die Genbibliothek wurde im
Labor von Dr. T. Doetschman (University of Cincinnati, Ohio, USA) hergestellt und von Dr.
Beate Lanske (Max-Planck-Institut fir Biochemie, Molekulare Endokrinologie, Martinsried)
zur Verfugung gestellt. Zur Isolierung von Nidogen-2 spezifischen rekombinanten Phagen
wurde 6.8x10° unabhingige pfu (plaques forming units) mit Nidogen-2-spezifischen Proben

untersucht.

5.1.1.10 Photomaterial, Computerprogramme

5.1.1.10.1.1 Photomaterial

Fir die Dokumentation der Ergebnisse wurden Kodak Ektachrom 64T Dia Filme und

Biomax Autoradiographie Filme verwendet (Eastman Kodak Company, Rochester, New

York, USA).
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5.1.1.10.2 Computerprogramme

Fir Textverarbeitung und Erstellung der Tabellen wurden die Microsoft Programme Word 97
und Excel 97 verwendet (Microsoft Corporation). Graphiken wurden mit dem
Computerprogramm Corel Draw 8 angefertigt (Corel Corporation und Corel Corporation
Limited). Fir die Bildbearbeitung wurde das Computerprogramm Photoshop 5 verwendet
(Adobe  Systems Incorporated). Die Auswertung der Sequenzdaten aus den
Sequenzierungsreaktionen, sowie die Suche nach Oligonukleotiden und die Anfertigung von
Sequenzvergleichen erfolgte mit dem Computerprogramm Packet GCG (Genetics Computer

Group Inc., Madison, Wisconsin, USA).

5.2 Methoden

5.2.1 Molekularbiologische Methoden

Alle  gentechnologischen  Arbeitsschritte ~ wurden  nach  molekularbiologischen
Standardmethoden unter Beachtung entsprechender — Sicherheitsvorschriften  (z.B.
Gentechnikgesetz) durchgefiihrt. Reagenzien und Proben fir die Vorbereitung enzymatischer
Reaktionen wurden grundsitzlich auf Eis gekiithlt. Molekularbiologische Standardmethoden
wie zB. Priparation von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab aus Estherichia coli Bakterien,
Priparation von A-Phagen-DNA, Isolierung von Poly(A)"-RNA, DNA-Agarose-
Gelelektrophorese, ~ Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, DNA-
Restriktionsenzymverdaus, Dephosphorylierungs-, Kinasierungs-, T4-Polymerase, radioaktive
Markierung von DNA-Fragmenten und Klenow-Reaktion erfolgten nach Protokollen von

Sambrook & Russell (Sambrook & Russell, 2001) oder gemil3 den Angaben des Herstellers.

5.2.1.1 Praparation genomischer Maus DNA
Praparation der DNA aus Schwanzbiopsien

Miusen im Alter von 3-6 Wochen, wurden ~0,5 cm der (noch knorpeligen) Schwanzspitze
entnommen und in 300ul ProteinaseK-Puffer 4.N. bei 56 °C inkubiert. Die Lésung wurde
10min bei RT abzentrifugiert und die DNA aus dem Uberstand mit 200ul Isopropanol
ausgefillt, nach einem Waschschritt mit 70% Ethanol in 200ul TE Puffer aufgenommen und

bis zur Analyse bei 4 °C gelagert.
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Praparation der DNA aus Leber

Leberstickchen wurden entnommen, mit Skalpellklingen zerkleinert und 4.N. bei 56°C in
ProteinaseK-Puffer inkubiert. Die DNA wurde mit (ca. 70%-des Volumens) Isopropanol
ausgefillt. Nach einem Waschschritt in 70% Ethanol wurde die DNA kurz getrocknet, in TE
Puffer aufgenommen. Zur Beseitigung verunreinigender Proteine wurden die DNA-
Priparationen nach Sambrook & Russell (Sambrook & Russell, 2001) Phenol-Chloroform
extrahiert und anschlieBend wie oben beschrieben ausgefillt. Die DNA wurde bei 4°C

gelagert.

5.2.1.2 Praparation von RNA aus Mausgewebe

Bei Arbeiten mit RNA ist es besonders wichtig die Kontamination mit RN Asen zu vermeiden.
Deshalb wurden alle Puffer mit 0.1% DEPC Wasser hergestellt. Mit diesem Wasser wurden
die Gelkammer und Kidmme gereinigt. Alle verwendeten Glasgefifle wurden in einem Ofen

bei 180°C u.N. gebacken.

Nach der Organentnahme (Herz, Nieren, Lunge, Skelettmuskel aus der Wade) wurden die
Gewebe zunichst in flissigem Stickstoff eingefroren dann bei —80°C gelagert. Je 100 mg
Gewebe wurde zu 1ml Trizol® (GibcoBRL), bzw. Tri-reagent” (Sigma), in einem stabilen
Polypropylenrohrchen gegeben und durch einen Homogenisator (Ultra-Turax T25)
zerkleinert. Nach 5min. Inkubation wurde zu dem Homogenisat 200ul Chloroform pro 1ml
Trizol hinzupipettiert, kurz geschiittelt und weitere 2min inkubiert. Die Trennung der
wisserigen und der organischen Phase erfolgte durch Zentrifugation. Der klare, wisserige
Uberstand wurde vorsichtig iiberfithrt und die RNA mit 500ul Isopropanol gefillt. Nach dem
Waschen der RN A mit 75% Ethanol wurde sie kurz getrocknet und in 50ul Wasser gel6st. Die
RNA-haltig Lsg. wurde bei —80°C gelagert.

5.2.1.3 Ligation von DNA-Fragmenten in Agarosegelen mit niedrigem
Schmelzpunkt

Fir DNA-Ligationen wurden die entsprechenden DNA-Fragmente und Plasmidvektoren in
einem Agarosegel aufgetrennt, das fir diesen Zweck aus 0.8-1% Agarose mit niedrigem
Schmelzpunkt (GTG-Agarose) hergestellt wurde. Die DNA-Fragmente wurden auf einem
Transilluminator mit niederenergetischer UV-Strahlung (354nm) mit einer Skalpellklinge
ausgeschnitten. Die Vektorkonzentration wurde mit TE-Puffer auf 20ng/pl eingestellt und das
zu klonierende DNA-Fragment mit 20-40ul TE Puffer verdinnt. Die DNA-

Fragmentlosungen wurden bei 70°C fir 10 min inkubiert und bei 37°C bis zur Reaktion
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gehalten. Fir die Ligasereaktion sollte die Agarosekonzentration nicht mehr als 0,2% betragen.
5ul Vektor (L1100 ng DNA) wurden mit der 2-3 fache Kopienzahl des zu klonierenden DNA-
Fragments gemischt. Die Reaktion erfolgte mit 1U T4-DNA-Ligase und 4ul Ligasepuffer
(Gibco, Katlsruhe) in einem Gesamtvolumen von 40ul. Nach 3-4 h wurde der 1/2 Ansatz fur
10min bei 70°C inkubiert. Danach erfolgte die Transformation mit kompetenten E.coli DH50-

Zellen nach einem Standardprotokoll (Sambrook & Russell, 2001).

5.2.1.4  Spezifischer Nachweis von DNA durch Southern Blotting

Fir die Analyse wurden 30pg genomische DNA @.N. mit 100U Restriktionsenzym verdaut.
Bei der Analyse der Phagen und Plasmid DNA wurden jeweils 1-2 pg DNA verwendet. Die

Reaktionsansitze wurden dann in einem 0.8-1%-igem Agarosegel aufgetrennt

Um die Transfereffizienz von langen DNA-Fragmenten (>5kb) zu erhéhen wurden
entsprechende Gele nach der Elektrophorese 10 min mit Depurinsierungspuffer behandelt.
Die Gele wurden dann fiir 30min mit Denaturierungspuffer und schliellich fiir 30min mit
Neutralisationspuffer inkubiert. Der Transfer der DNA auf die Membran (Zeta-Probe,
Biorad, Richmond, USA; Hybond N, Amhersham Life Science, Braunschweig) erfolgte nach
dem Standardprotokoll fiir kapillare Blots nach Sambrook & Russell (Sambrook & Russell,
2001) mit 10xSSC als Transferpuffer. Die transferierte DNA wurde mit einem UV-Stratalinker

(Stratagene, Heidelberg) auf dem Filter fixiert.

Um unspezifische Bindungstellen auf der Membran abzusittigen wurden sie in einem Puffer
nach Church (200mM Na,PO4 pH=7.2, ImM EDTA, 7% SDS) fir mind 2 h, bei 65°C
vorhybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte dann fiir 12-16h bei 65°C, nachdem der Puffer
mit der radioaktiven Probe versetzt wurde. Das Waschen der Filter erfolgte zweimal mit
2xSSC, 1%SDS und zweimal mit 0.5-0.2xSSC, 1%SDS fur je 30 min bei 65°C. Die
Membranen wurden dann mit dem Geigerzihler kontrolliert, mit Haushaltsfolie bedeckt, und
durch Auflegen eines Rontgenfilmes (Kodak Biomax MS, X-Omat) mit einer Kodak Biomax

MS Verstirkerfolie bei —80°C wurde eine Autoradiografie erzeugt.

5.2.1.5  Spezifischer Nachweis von RNA durch Northern Blotting

10-20ug Gesamt-RNA, oder 2-4 Poly(A)+-RNA wurden in einem 1% Formaldehyd-
Agarosegel aufgetrennt (Fur 100ml wurden 1g Agarose, 10ml 10xMOPS und 85ml DEPC-
Wasser, 5,4ml 37% Formaldehyd und 2ul Ethidiumbromid). Die RNA-Proben wurden vorher
lyophyllisiert und dann in 10ul Proben-Puffer gelést (1ml Proben-Puffer: 100ul MOPS, 166ul
37% Formaldehyd, 500ul deionisiertes Formamid, 234ul H,O). Nach der Zugabe von 1ul
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RNA-Ladepuffer wurde die RNA fir 5min auf 65°C erhitzt und dann auf Eis abgekiihlt, um
Sekundirstrukturen zu l6sen. Die RNA wurde dann bei einer Spannung von 60V fir 3-5h

gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1xMOPS.

Vor dem Northern-Transfer wurde das Gel fir 30min in 10xSSC dquilibriert. Der Transfer
auf eine Nitrozellulose-Membran (Optitran) erfolgte mit 10xSSC G.N. nach dem
Standardprotokoll fiir kapillare Blots nach Sambrook & Russell (Sambrook & Russell, 2001).

Die Membran wurde am nichsten Tag fiir 1-2h bei 80°C in einem Vakuumofen gebacken.

Fir die Hybridisierung wurden die Nitrozellulosemembran mind. 2 Stunden bei 42°C in
Hybridisierungspuffer (fur 100ml: 50 ml deionisiertes Formamid, 20ml 20xSSPE, 10ml 10%
SDS, 5ml Lachssperma-DNA (10mg/ml), 10ml 50xDenhards Lsg., 5 ml H,O) vorhybridisiert
und dann nach Zugabe der radioaktiven Probe fir 12-18h, bei 42°C hybridisiert. Das
Waschen der Filter erfolgte zweimal mit 2xSSC, 1%SDS und zweimal mit 0.5-0.2xSSC,
1%SDS fir je 30 min bei 65°C. Die Membranen wurden dann mit dem Geigerzihler
kontrolliert, mit Haushaltsfolie bedeckt und durch Auflegen eines Rontgenfilmes (Kodak
Biomax MS, X-Omat) mit einer Kodak Biomax MS Verstirkerfolie bei —80°C wurde eine

Autoradiografie erzeugt.

Damit die angefertigten Norterhn Blot-Membranen fir ein bis zwei weitere
Hybrisisierungsexperimente wieder benutzt werden konnten, wurden die radioaktiven
Hybridisiernungsproben durch zweimaliges Waschen mit 100°C H,O mit 1%SDS entfernt.
Somit konnte die gleiche Northern Blot-Membran mit unterschiedlichen Proben hybrisiert

werden.

5.2.1.6  Isolierung von rekombinanten A-Phagen aus der Gen-Bibliothek

Eine Genbibliothek (sieche 5.1.1.9) wurde nach der von Sambrook & Russell (Sambrook &

Russel,. 2001) beschtriebenen Methode auf rekombinante A-Phagen untersucht. Es wurden
Rund-Nylon-Membranenfilter (BA 85, Schleicher & Schuell, Dassl) verwendet. Die
Hybridisierung mit der radioaktiv markierten DNA-Probe erfolgte wie unter 5.2.1.4

beschrieben.

Nach der Exposition von Rontgenfilmen wurden die entsprechenden hybridisierungspositiven
Bereiche aus Agarplatten gestochen, die Phagen in SM-Puffer extrahiert, verschiedene
Verdinnungen ausplattiert und Membranreplikas hergestellt, die wie oben beschrieben

prozessiert wurden.
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Diese Experimente wurden so oft wiederholt, bis Einzelplaques isoliert werden konnten, die

in einer weiteren Runde zu 100% positiven Plaques fihrten.

5.2.1.7  Polymerase Kettenreaktionen (PCR)

Mit Hilfe der PCR koénnen in einem zyklischen Prozess, katalysiert von der hitzestabilen Taq-
Polymerase, mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide PCR-DNA-Fragmente von DNA-
Matrizen selektiv amplifiziert werden (Saiki et al., 1988). Die Taq-Polymerase sowie die Puffer
wurden von der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen. Fir Reaktionen wurde ein TRIO-
Thermoblock (BIOmetra, Géttingen) verwendet. Folgende PCR-Reaktionen wurden in dieser

Arbeit durchgefihrt:

521.7.1 Genotypisierung der Nid2- Mause
Reaktionsansatz:

Matrize: 100 ng genomische Maus DNA,
Oligonukleotide: P1 200ng, ND70 100ng, ND79 50ng
dNTPs: Endkonzentration 0,2mM

Puffer: 10X Puffer mit 13 mM MgCl, (Mischung aus 10X Puffer mit 15 mM MgCl, und
10X Puffer ohne MgCl,)

DMSO: Endkonzentration 10%

Polymerase: 0,125 U Taq/Ansatz,

Reaktionsvolumen: mit H,O auf 30ul

Temperaturprogramm zur Amplifikation von DNA-Fragmenten:

Zyklus Temperatur  Schritt Zeit(min) Anzahl
Initiales Schmelzen 94°C Denaturierung 4° 1 Zyklus
Amplifikation 94°C Denaturierung 1
60°C mit 1°C Inkrement/Zyklus 2 10 Zyklen
72°C Anlagerung 4
94°C Denaturierung 1
56°C Anlagerung 2 25 Zyklen
72°C Kettenverlangerung 4
Auffiill-Zyklus 72°C Kettenverlangerung 10° 1 Zyklus

Fir die Analyse der Reaktion wurden die Proben in einem 1.5% Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Das PCR-DNA-Fragment fiir das WT-Allel hat eine Gréfie von 1.2 kb, wihrend
das PCR-DNA-Fragment fiir das mutierte Allel 0.7 kb gro@3 ist (Abb. 2-23).
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52.1.7.2 PCR zur Detektion des B-Galaktosidase Gens
Reaktionsansatz:

Matrize: ~100 ng genomische Maus DNA
Oligonukleotide: G1-G4 je 60 ng

dNTPs: Endkonzentration 0,2mM

Puffer: 10x Standardpuffer (Sigma) mit 15 mM MgCl,
DMSO: Endkonzentration 5%

Polymerase: 0,125 U Taq/Ansatz

Reaktionsvolumen: mit H,O auf 30ul

Temperaturprogramm zur Amplifikation von DNA-Fragmenten:

Zyklus Temperatur  Schritt Zeit(min) Anzahl
Initiales Schmelzen 94°C Denaturierung 4 1 Zyklus
Amplifikation 94°C Denaturierung 1
56°C Anlagerung 2 35 Zyklen
72°C Kettenverlangerung 3
Auffall-Zyklus 72°C Kettenverlangerung 10¢ 1 Zyklus

Fir die Analyse der PCR-Reaktion wurden die Proben in einem 1,5% Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das lacZ-spezifische PCR-DNA-Fragment ist 822bp grof3. Als
Positivkontrolle dient die Amplifizierung des Maus Rap-Syn Gens, das ein 590bp PCR-DNA-
Fragment liefert (Hanley et al., 1991).

52.1.7.3 PCR-DNA-Fragmente fur die chromosomale Lokalisation

Reaktionsansatz:

Matrize: 50, bzw. 5 ng genomische DNA aus der Leber einer 129 Sv Wildtyp-Maus
Oligonukleotide 100 ng P8/P9 bzw. P10/P11

dNTPs: Endkonzentration 0.2mM

Puffer 10x Standardpuffer mit 15 mM MgCl,,

Polymerase 0,125 U Taq/Ansatz,

Reaktionsvolumen mit H,O auf 30ul
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Temperaturprogramm zur Amplifikation von DNA-Fragmenten:

Zyklus Temperatur  Schritt Zeit(min) Anzahl
Initiales Schmelzen 94°C Denaturierung 4° 1 Zyklus
Amplifikation 94°C Denaturierung 1
60°C Anlagerung 2 35 Zyklen
72°C Kettenverlangerung 3
Auffill-Zyklus 72°C Kettenverlangerung 10° 1 Zyklus

5.2.1.7.4 Weitere PCR-Reaktionen

Bei sonstigen PCR-Reaktionen wurde das Temperatur-Programm aus 5.2.1.7.1 verwendet.
100ng genomische DNA diente als Matrize, weiterhin wurden 100ng der entsprechenden
Oligonukleotide, 0,2 mM dNTPs, der 10x Standard-PCR-Puffer mit 15 mM MgCl, (Sigma),
10% DMSO wund 0,125 U Tag-Polymerase/Ansatz Enzym in einem Gesamt-

Reaktionsvolumen von 30ul eingesetzt.

5.2.1.8  Reverse Transkriptase-PCR

Reverse Transkriptase-(RT)-PCR Reaktionen wurden mit 100 ng gesamt RNA aus Niere, bzw.
10ng polyA+-RNA als Matrize und je 100ng Oligonukloetide mit Hilfe des ‘One Step RT-
PCR*“Kit (Qiagen) mit halbierten Reaktionsansitzen nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.

Temperaturprogramm zur Herstellung von RT-PCR-DNA-Fragmenten

Zyklus Temperatur  Schritt Zeit(min) Anzahl
RT-Reaktion

Synthese von

DNA-Ketten 50°C Ketten-Bildung 30° 1 Zyklus

Aktivierung der
Polymerase/

Inaktivierung der RT 95°C Denaturierung/Aktivierung 15° 1 Zyklus
PCR-Reaktion
Amplifikation 94°C Denaturierung 1
58,5°C Anlagerung 1 35 Zyklen
72°C Kettenverlangerung 1
Auffall-Zyklus 72°C Kettenverlangerung 10¢ 1 Zyklus

5.2.1.9 Klonierung von PCR-DNA-Fragmenten

Fiir die Klonierung der PCR DN A-Fragmente wurde das TOPO TA Cloning Kit pCR*2.1-

TOPO" (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwendet.




Material & Methoden 115

5.2.1.10 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Cycle Sequencing nach dem
Kettenabbruchverfahren von Sanger (Sanger et al.,1977). Die Reaktion wurde mit dem ABI
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer) nach
Angaben des Herstellers durchgeftihrt. Fur die einzelnen Reaktionen wurden 100ng Matrize
und 5pmol Oligonukleotide eingesetzt. Ubersichtskizzen der verwendeten Oligonukleotide
und Matrizen sieche Abb. 2-3 bis Abb. 7-4. Die DN A-Sequenzreaktionen wurden anschlieBend
von Herrn M. Boicu (Abteilung Molekulare Strukturbiologie, MPI fiir Biochemie, Martinsried)
auf einem 373A DNA Sequencer (Applied Biosystems) analysiert. Die Auswertung der
Sequenzdaten aus den Sequenzierungsreaktionen erfolgte mit dem Computerprogramm

Packet GCG (Genetics Computer Group Inc., Madison, Wisconsin, USA).

5.2.2 Proteinchemische Methoden

5.2.2.1 Herstellung von Gewebe Gewebeextrakten

Priparierte Gewebe wurden mit 1ml Extraktionspuffer/200mg Frischgewebe in ein stabiles
Polypropylenrohrchen gegeben. Die Zerkleinerung der Gewebbe erfolgte durch einen
Homogenisator (Ultra-Turax T25). Der Zelldebris wurden in einer Beckman TL-100
Ultrazentrifuge (Rotor TLA-100; Palo Alto, Kalifornien, USA) mit 35.000 rpm fiir 45 min
abzentrifugiert. Das Proteinlysat wurde dekantiert und bei —80°C in Portionen gelagert. Die
Messung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem BCA Protein Assay Reagentien A und

B (Pierce) nach Angaben des Herstellers.

5.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Western-Transfer

Fir die Proteinanalysen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Laemmli

et al.,1970) wurden 7.5% Gele (100 x 90 x 0.5 mm) mit 4% Sammelgel verwendet. Die

Proteinproben wurden im Protein-Probenpuffer 5 min gekocht, bei einer konstanten

Spannung von 200 V gelelktroforetisch aufgetrennt. Als Standard diente ein Gemisch aus

Proteinen definierter Molekularmasse (Broad Range-SDS-PAGE Molecular Weight Standards,

BioRad).

10 ml 7.5% Acrylamidgel (Trenngel): 2.5 ml 30% Actrylamid/Bisacrylamidlosung, 4.845 ml

H,0, 2.5ml 1.5M Tris-HCI pH=8.8, 100ul 10% SDS,
50ul 10% APS, 5ul TEMED
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5 ml 4% Acrylamidgel (Sammelgel): 0,7ml 30% Acrylamid/Bisacrylamidlésung,
2,972 ml H,0, 1,25ml 0.5M Tris-HCI pH=6.8, 50ul
10% SDS, 25ul 10% APS, 3ul TEMED

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden entweder mit einer Coomassie-Losung angefirbt
oder mit Hilfe des Nassblotverfahrens in einer 40 mM Natriumtetraborat-Lésung (4 °C, 1
mA/cm’®, 4-16 h) auf eine Optitran-Nitrozellulosemembran (Schleicher&Schuell) iibertragen.
Die Kontrolle der Transfereffizienz erfolgte durch die Anfirbung der Membranen mit

Ponceau-S-Firbelosung (Sigma) fiir 1 min bei Raumtemperatur.

5.2.2.3 Immunblotting

Der Nachweis bestimmter Proteine auf Optitran Nitrozellulosemembranen durch spezifische
Antigen-Antikorper-Reaktionen wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach dem
Western-Transfer wurden die unspezifischen Bindungsstellen 4.N. mit 5% Milchpulver in
TBS bei 4°C geblockt. Nach dem Waschen der Membranen in TBS mit 2%Tween erfolgte
die Inkubation mit den primiren Antikorpern (siche 5.1.1.6) in TBS mit 5% Milchpulver fir

eine h.

Anschliefend wurde die Membran zweimal in TBS mit 2%Tween fiir je 5 min gewaschen.
Dann erfolgte Inkubation mit dem sekundiren Antikérper (HRP-Konjugierter anti-
Kaninchen-IgG-spezifischer Schwein-AK; NEB, Schwalbach) in einer Verdinnung von
1:2000 in TBS mit 5% Milchpulver fiir 1h. Danach wurde die Membran in TBS mit 2% Tween
zweimal fir 5 min. gewaschen. Fir die Anfirbung der spezifische Protein-Detektion wurde

der ECL-Kit (Pharmacia) nach Angaben des Herstellers verwendet.

5.2.2.4 Radioaktive Markierung rekombinanter Proteine

Die "*I-Markierung der rekombinanten Proteine fiir den Radioimminoinhibitionstest (siche
5.2.2.5) wurden von Frau V. van Delden, am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in

Martinsried, nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

10pg der rekombinanten Proteine Nidogen-1 und -2, sowie Laminin Y1 wurden mit 0.1 ml
ChloraminT (1.67 mg/ml PBS; Merck) und 0.5 mCi Na '*I inkubiert. Nach 10min wurde die
Reaktion mit 0.1 ml Natriummetabisulfit (1.67 mg/ml H,O)gestoppt. Das Volumen wurde auf
2.5ml aufgefillt und die tGberschussigen Radioaktivitit durch Dialyse gegen PBS/Tween20
(0.04%) entfernt.
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5.2.2.5 Radioimmuninhibitionstest (RIA)

Die Analyse der Proteinextrakte aus Niere und Skelettmuskel durch den RIA fihrte Frau H.
Reiter, am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried, nach einem Standardprotokoll
(Nischt et al., 1991) mit Antiseren gegen Nidogen-1, -2 und Laminin Y1 durch (siche 5.1.1.6).

Als Epitope wurden die radioaktiv markierten rekombinanten Proteine Nidogen-1 und -2,

sowie Laminin Y1 verwendet (siche 5.2.2.4).

5.2.3 Histologie

5.2.3.1 Fixierung und Einbetten der Gewebe

Entsprechende Gewebe wurden pripatiert und fiir 1h in 4% Paraformaldehyd/PBS pH=74

auf Eis fixiert und dann mehrmals mit PBS gewaschen.

Fir die Anfertigung von Paraffin-Priparaten wurden die fixierten Gewebe in einer Zitadelle
(Shandon Citadel 2000) entwissert und in Paraffin Gberfithrt (Programmschritte: 70% EtOH
>4h, 80% EtOH 1h, 90% EtOH 1h, 3x100% EtOH je 1h, 2xXylol je 1.5h, 2xParafin je 1h).
Danach wurden die Gewebe in Edelstahlf6rmchen mit Paraffin eingebetet. Die Paraffinblécke

wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Fir Gefrierschnitte wurden die Gewebe in einem speziellen Einbettmedium (Shandon;
Cryomatrix frozen Specimen Embedding Medium) mit Isopentan, das durch flassigen

Stickstoff abgekiihlt war, eingefroren. Die Blocke wurden bei —80°C gelagert.

5.2.3.2 Anfertigung histolgischer Schnitte

Paraffin-Gewebeschnitte wurden mit einem Mikrotom (Geritetyp 1130, Leica, Wetzlar)
angefertigt. Die 5-10 um dicken Schnitte wurden auf Super Frost® Objekttrigern (Menzel-

Gliser; Braunschweig) gezogen und bei 37°C i.N. getrocknet.

Gefrierschnitte mit einer Dicke von ca. 5um wurden mit einem Jung CM3000 Cryotom (Leica,
Wetzlar) angefertigt und auf Super Frost® Objekttrigern Objekttrigern (Menzel-Gliser;

Braunschweig) aufgezogen. Die Schnitte wurden bei —20°C gelagert.
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5.2.3.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung (H&E)

Die Schnitte wurden in einer Shandon Linistain GLX Farbemaschine nach folgendem Schema
gefirbt: 6x Xylol, absteigende Alkoholreihe 2x 100%, 1x 95%, 1x 90%, 1x 80%, 1x 70%
EtOH, 2xH,0, 1x Himalaun, 2x H,O, 3x Eosin, 2x H,O, aufsteigende Alkoholreihe 1x 70%,
1x 80%, 1x 90%, 1x 95%, 2x 100% EtOH, 2x Xylol, jeder Schritt entsprach ca. 5 min. Die
Firbelosungen setzten sich aus 3:1 mit H,O verdiinnten Hamalaun (Merck), bzw. mit 1000ml
H,O verdinnten 1g Eosin (Merck), welches nach Filterung mit ca. 30ul Eisessig angesiuert

wurde, zusammen. Die Schnitte wurden in Roti-Histokit (Roth) eingebettet.

5.2.3.4 Immun-Fluoreszenz-Mikroskopie

Gefrier- und Paraffinschnitte wurden zur Immunfluoreszenz-Mikroskopie eingesetzt.
Entparaffinisierte Paraffinschnitte wurden gesondert fir 20 min bei 37°C einer Trypsin-
Behandlung unterzogen (0,1% Trypsin/PBS), um den primiren AK den Zugang zu den
Antigenen zu erleichtern. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte fiir Gefrier-
und Paraffinschnitte in 1% BSA in PBS bei 4°C 4.N. oder bei RT fir 1h. Nach kurzem
Eintauchen in PBT (PBS/0,4% Tween) wurde der entsprechende 1. AK (siche 5.1.1.6) in 1%
BSA/PBS auf die Schnitte aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug mind. 1h in einer
lichtdichten, feuchten Kammer. Nach dreimaligen waschen fiir je 5 min. in PBT erfolgte die
Inkubation mit dem 2.Antikérper fir 1h bei Raumtemperatur (siche 5.1.1.6). Die Schnitte
wurden dann zweimal fiir 5 min und einmal fir 10min in PBS gewaschen und in Evanol
(Hoechst, Frankfurt) eingebettet. Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter dem Mikroskop
Axiophot (Zeiss, Oberkochen). Die verwendetet Filtersitze waren: Fir CY3 (rot)
Anregungsfilter (AF): 546nm; Farbteiler (FT): 580; Sperrfilter (SF): 590; und fir CY2 (griin)
AF: 490nm; FT: 510nm; SF: 515-565nm. Digitale Bilder wurden mit einer 12-bit-CCD-
Kamera (SensiCam; PCO, Kehlheim) unter Verwendung des Computerprogramms

SensiControl 4.03 (PCO, Kehlheim) angefertigt.

5.2.3.5 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Analyse der Nid2 -/- Maus fithrte Dr. Nicolai Miosge, am
Zentrum fur Anatomie, Abteilung Histologie, Universitit Gottingen nach einem

Standardprotokoll durch (Miosge €t al., 2000 b).
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7 Anhang

7.1 DNA-Sequenzierungsstrategie fur das murine Nidogen-2 Gen

Im folgenden sind die Sequenzierungsstrategien zur DNA-Sequenzierung der Exons 3 bis Exon
21 und der flankierenden Introns, sowie der 3‘-nicht-translatierten Region des murinen Nidogen-
2-Gens dargestellt. Die Sequenzierungsstrategien der Exons 1 und 2 mit flankierenden Regionen,
sowie der Promotorregion wurde schon in 2.1.4.1 dargestellt. Die verwendeten Oligonukleotide

und die DNA-Matrizen sind tabellarisch aufgefithrt (Abb. 7-1- Abb. 7-4)

A)
Exons i i
Oligonukleotide FL.

-—

P2
Inserts der Subklone:
BamHlI Notl
ND2-21#14 | |
M13 fwd. —— <+«—— M13rev.
EcoRl EcoRl
ND2-19#25 | [
M13 rev. — <+«—— M13 fwd.
B)
Matrize Oligo. Exon | genomische
Orientierung

ND2-21#14 M13trev 3 _
ND2-19#25 M13trev 3 +
“ M13fwd 4 _
« P1 4 +
“ P2 4

Abb. 7-1 Schematische Darstellung der TLage (A) und tabellarische Ubersicht (B) der verwendeten Oligonukleotide
und Matrizen zur Sequenzierung der Exons 3, 4 und der flankierenden Intronregionen.
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A)

Exons

I I

— — —

Oligonukleotide ND45 46 47

«— — <—

P4 ND57 58 48

Inserts der Subklone:

EcoRI EcoRl
- | |

ND2-16#26 Nofl
3-82#51 -

M13rev.—
B)
Matrize Oligo. Exon | genomische

Orientierung

ND2-16#26 ND45 5 +
« P4 5 -
« ND46 6 +
« ND57 6 -
« ND47 7 +
« ND58 7 -
« ND31 8 +
« ND48 8 -
3-82#51 M13rev 8 +

Abb. 7-2 Schematische Darstellung der Lage (A) und tabellarische Ubersicht (B) der verwendeten Oligonukleotide
und Matrizen zur Sequenzierung der Exons 5, -6, -7, —8 und der flankierenden Intronregionen.
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A)
Exons g 10 11 12 13 14
— — — —
Oligonukleotide Nd3233 34 35 36
<+ —
49 50
Inserts der Subklone: BamH]I
3-82#51 m===---
«—  M13fwd.
Smal
Smal 3,2kb ~777777 —
<«— M13fwd
Smal Smal
Smal 7,0 kb | |
M13fwd. —> <«—— M13rev..
Smal 1,7 kb smal BamHi
7 e EcoRlI EcoRI
M13rev. — +— M13fwd.
4-72#9
M13rev —<>— M13fwd.
B)
Matrize Oligo. Exon | Orientierung
3-82#51 ND32 9 +
Smal-3.2% M13fwd 9 -
Smal-7.0* M13fwd 9+10 |+
3-82#51 ND49 9+10 |-
3-82#51 ND34 11 +
3-82#51 ND50 11 -
Smal-7.0% M13rev 12 -
Smal-1.7* M13rev 12 +
3-82#51 ND35 12 +
« ND36 13 +
« M13fwd 13 _
4-72#9 M13fwd 14 _
« M13rev 14 +

Abb. 7-3 Schematische Darstellung der Lage (A) und tabellarische Ubersicht (B) der verwendeten Oligonukleotide
und Matrizen zur Sequenzierung der Exons 9 — 14 und der flankierenden Intronregionen. Alle Smal-DNA-
Fragmente sind Subfragmente des Notl/BamHI-Restriktionsfragmentes 3-82#51, das aus dem rekombinanten A-
Phagen 3-82 in einen Plasmidvektor subkloniert wurde. Die Oligonukleotide ND33, ND34, ND36, ND37, ND50,
ND51 und ND95 wurden fiir PCR-Reaktionen eingesetzt um die GroBen der Introns 11, 12, 13 und 14 zu

bestimmen (siche 2.1.5).
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A)
TGA AATTAAAA
20
Exons 15 16 17 18 19 21
— —
Oligonukleotide ND42 38 40 43 92
«— «— «— >
52 54 55 - 93
97
Inserts der Subklone:
BamHI BamHl
4-72#40 | l
M13fwd. —> <“— Ml13rev.
BamHI BamHI
_ L |
3-3#11 M13fwd —<—=—M13rev.
PCR#1 I
M13rev.—>  <«— M13fwd.
BamHlI
3-1#57 |
M13rev. —
B)
Matrize Oligo. Exon Orientierung
3-3#11 M13fwd 15 +
3-3#11 M13rev 15 -
4-72#40 ND42 16 +
« ND52 16 -
« ND38 A17 +
« M13trev A7
PCR#1 M13rev 17 +
« M13fwd 18 -
3-1#57 MT13rev 18 +
« ND54 18 _
« ND40 19 +
« ND55 19 _
« ND97 20 _
« ND43 20 +21 +
« ND92 21 +
“ ND93 21 +

Abb. 7-4 Schematische Darstellung der Lage (A) und tabellarische Ubersicht (B) der verwendeten Oligonukleotide
und Matrizen zur Sequenzierung der Exons 15 — 21 und der flankierenden Intronregionen. Das zur Sequenzierung
des Exon 17 verwendete PCR-DNA-Fragment (PCR#1) ist in 2.1.4.2 beschrieben (siche Abb. 2-4). Die
Oligonukleotide ND-96, ND-39, ND55, ND40 und ND97 wurden fiir PCR-Experimente eingesetzt um die Gréfien

der Introns 15, 18 und 19 zu bestimmen (siche 2.1.5)
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Die Exon-Sequenzen mit den flankierenden partialen, bzw. vollstindigen Intron-Sequenzen des
murinen Nidogen-2 Gens wurden der EMBL-Gendatenbank ibermittelt (European
Bioinformatics Institute, Cambridge, UK). Die Zusammensetzung der einzelnen Sequenzen und

die entsprechenden Registriernummern siehe in Abb. 7-5.

Exons (NT.-Pos) Introns Registriernummer

Promotorregion (1-492) AJ428498

Exon 1 (493-720) Intron 1

Exon 2 (1396-1704) Intron 2 part.

Exon3  (308-540) Intron 2 part. AJ428499
Intron 3 part.

Exon4  (334-1061) Intron 3 part. AJ428500
Intron 4 part.

Exon5 (279-428) Intron 4 part. AJ428501

Exon 6 (1022-1265) Intron 5
Intron 6 part.

Exon7  (357-557) Intron 6 part. AJ428502
Intron 7 part

Exon 8 (489-712) Intron 7 part. AJ428503
Intron 8 part.

Exon9 (551-694) Intron 8 part. AJ428504

Exon 10 (1158-1280) Intron 9
Intron 10 part.

Exon 11 (426-569) Intron 10 part. | AJ428505
Intron 11 part.

Exon 12 (570-689) Intron 11 part. | AJ428506
Intron 12 part.

Exon 13 (792-958) Intron 12 part. | AJ428507
Intron 13 part.

Exon 14 (382-603) Intron 13 part. | AJ428508
Intron 14 part.

Exon 15 (459-628) Intron 14 part. | AJ428509
Intron 15.part.

Exon 16 (646-776) Intron 15 part. | AJ428510

Exon 17 (1192-1363) Intron 16
Intron 17 part.

Exon 18 (339-496) Intron 17 part. | AJ428511
Intron 18 part.

Exon 19 (397-520) Intron 18 part | AJ428512

Exon 20 (1371-1483) Intron 19

Exon 21 (1603-1613) Intron 20

+ 3“UTR

Abb. 7-5 Tabellarische Ubersicht der an die EMBI-Gendatenbank iibermittelten murinen Nidogen-2 Gen-
Sequenzen. Die Nukleotid-Position (NT.-Pos) der einzelnen Exons in den entsprechenden tbermittelten DNA-
Sequenzabschnitten sind angegeben.
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7.2 cDNA-Sequenz des EST3.1-Klons

Zur Isolierung von Genomklonen fiir das Nidogen-2 Gen wurde ein DNA-Fragment des
murinen EST-Klon 651352 als Hybridisierungsprobe eingesetzt. Dieser Klon ist der in EMBL-
Genbank mit der Nummer AA215199 registriert und wurde urspringlich aus einer murinen
Krebszelllinie hergestellt (mu75209.r1 mouse carcinoma Stratagene #937317). Er enthilt eine
Nidogen-2 cDNA-Teil-Sequenz, die den proteinkodierenden Nidogen-2 Gensequenzen (siche
2.1.4.3, Abb. 2-5) von Nukleotid-Position (NT-Pos.) 1983 bis zur Anheftungsstelle des PolyA-
(NT.Pos.:4778). Die 28 kb c¢cDNA wurde die
Restriktionsendonuklease-Schnittstellen ECORI (am 5-Ende) und Xhol (am 3-Ende) in den
Plasmidvektor pBlueskript (Stratagene) kloniert. Den EST-Klon stellte Dr. Eddie Kohfeldt (Max-

Schwanzes  entspricht tber

Planck-Institut fiir Biochemie, Abteilung Proteinchemie, Martinsried) freundlicherweise Herrn
Dr. B.L. Bader (Max-Planck-Institut fur Biochemie, Abteilung Proteinchemie, Martinsried) zur
Verfugung. Er wird in der Doktorarbeit mit EST3.1-Klon bezeichnet. Im Rahmen der
Doktorarbeit wurde die Nidogen-2-kodierenden cDNA-Sequenzen (NT-Pos:1983-4209) des
EST3.1-Klons vollstindig, sowie die anschlieBende 3™-nicht-translatierte Region teilweise
sequenziert. Fur die DNA-Sequenzreaktionen wurden die Oligonukleotide M13fwd., M13 rev.,
ND33, ND36, ND38 und ND43 (siche 7.1) und die DNA des EST3.1.-Klons als Matrize

verwendet.

Im folgenden ist die cDNA-Sequenz des EST3.1.-Klons dargestellt:

Nuc. Pos. 34 in EST3. 1-KLon
Pol yl i nker - Sequenzen EcoRI
1 ...TGGATCCCCC GGECTGCAGG AATTCGGCAC GAGAGAAAAC TATCTGAGCA
51 TTAAGACCAA CATTGAAGGC CAGGTGCCCT TCATCCCAGC GAATTTCACA
101 GCCCACATTA CTCCGTACAA AGAGTTTTAT CATTACAGGG ACTCAGICGT
151 GACGTCCTCC AGTTCCCGAA GITTCTCTCT CACTTCTGGT TCTATTAACC
201 AAACGTGGTC CTACCACATT GACCAGAACA TCACTTACCA GGCGTGCAGG
251 CACGCCCCCA GACACCTGGEC CATCCCTGCC ACCCAGCAGC TGACTGTCGA
301 CCGGGCCTTT GCTTTGTACA GTGAGGATGA GGGCGTGCTG AGGTTTCCTG
351 TGACCAATCA GATTGGCCCT GTTGAAGTGG ACTCAGCCCC TGTTGGAGTG
401 AATCCTTGCT ACGACGGAAG CCACACCTGT GACACAACAG CAAGGTGCCA
451 CCCGGGAACA GGTGTAGACT ACACCTGCGA GTGCACGCCT GGGTTCCAAG
501 GTGACGGACG GAGCTGTIGIG GATGTCAATG AGTGTGCCAC TGCGCTTTCAC
551 CGCTGTGECC CTAATTCTGT GTGTGTCAAC TTGGTGGGAA GCTACAGGTG
601 TGAATGCCGC AGTGGCTATG AATTTGCAGA TGACCAGCAC ACTTGTATCT
651 TGATCGCCCC ACCTCCCAAC CCTTGCCTCG ATGGCAGICA CACCTGTGCC
701 CCTGAGGGEGEC AAGCCAGGTG CATTCACCAT GGAGGCAGCT CATTCAGITG
751 TGCCTGCCTG CCAGGCTTCA TTGGCACTGG GCATCAGIGT TCTGATGITG
801 ATGAATGTGC GGAAAACCGA TGTCATGAGG CAGCTATCTG CTACAATACC
851 CCCGGGTCCT TCTCCTGCCG TTGCCAGCCT GGGTATCGAG GGGACGGGTT
901 TCACTGCACC TCTGACACGG TTCCGGAAGA TTCCATCTCA GGACTGAAGC
951 CCTGTGAATA CCAGCAGCGC TATGCTCAGA CACAGCACGC CTACCCTGEG
1001 TCACGGATCC ACATCCCCCA GTGTGATGAC CAGGGAAACT TCGTGCCACT
1051 GCAGIGCCAC GGCAGCACTG GCTTCTGCTG GTGTGTGGAC CGAAATGGECC
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1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351

ACGAAGTCCC
GGACCACCTC
GCGGGAAAGC
ATGIGCCCCA
GGAAAGAGT G
GGGECACGCEC
CTCCACCCGT
GTGGGECACCT
CCTCAATGEC
TGCATGGECTC
GICTACTGERA
GGCAGGAGCC
AAGGACTTCGC
GGCCTGGATA
CCTCTTCCAC
TCCGAGGCAA
GAAACATCAT
TATTGGATTA
GCTGGGECAGA
ACTGGACGAC
CAGCTATGCA
TATCAGTGAA
CAGCGGTICTC
AGGAAGAAAA
TCTTGNCCTA
ATTGGECCTT

TGGCACGCAG
CAGAGCCCAC
CTGCTGGAAC
GTGTGATGAC
ATTTCTGITG
TCACAGCCAG
GGTCCGE0CC
TCCTGCTCTA
AGCAGGCTTC
CATAGTTGTG
CAGACGTTGC
GAACCCGAGA
CATCGACCAC
AGATAGAGCG
ACAGATCTGG
CTTGTACTGG
CTTTAGATGG
COCAATGGAT
TGCAGGAACC
GTGTCATCCA
GATCACTTCT
TAAGGACAGT
ATCTCTATGG
TGAACACTAA
AGAATATTTG
TTTGAGCTCT

ACTCCACCCG
CCAGAGCCCT
ACTACGGAGG
CTGGGECCACT
GIGTGTGGAC
GCACCAGECC
ACACCCCGEC
TGCCCAGGEEC
AGAAGGACGC
GGGATTGACT
TGGTCGGACC
CCATCATTAC
TTCCGTAGAA
GGCCGAACTG
TGAATCCACG
ACAGACTGGA
CGAAAACAGA
TGACCTTTGA
AAAAAACT GG
AAACCACCTC
ACCACACGCA
GGCCAGITTA
GATCACTGCA
ATGTATAGGA
CTACGAANGC
TGGCACACAA

GCTCCACCCC
CGGACTGICT
CACACCCAGG
TCATCCCCCT
AAGGATGGCA
TGCATGCATA
CCGATGTGAC
CAACAGATTG
AGCCCGGACC
ATGACTGCCG
ATCAGCCGTG
CTCAGGITTG
CAATGTACTG
GATGGTTCCG
AGCCATCACT
ATAGAGAAGC
AGGATTCTGA
CCCCTTCTCC
AGTGTACACT
AATTACCCCT
CTGGCCGEGAGG
CTGATGAGTT
GICTACCCGT
GGATTTCAAG
AAAGACAGTG
GITGAGCATTT

GCCCCACTGT
GIGAGCGITG
GATGACCAGT
GCAGTGCCAT
GAGAGCTACA
CCCACCGTCG
TCCTCCATCT
GCCACTTGCC
CTCCTGICAC
GGAGAGGATG
CCAGCTTGERA
ATAAGCCCGG
GACAGATAGT
AGCGGAAAGT
GIGGATCCAA
TCCTAAAATT
TCAACAAAGA
AAACTGCTCT
ACCCGATGGA
TCAGCATCGT
GATGGTGITA
TCTCCCTGAG
ACTGTCCAAC
TTTACAAGAA
GGAAAANGGA
TTCAGIGCAG

GTATATTTTG NGAAATGNAT
ACAAAGGT. . .

2401 ACCNCNATCC TTACTACTGG

2451

TGAGACTCAA
GITTTTAAAA

... TACANAA GTATCCCNCA AAAGTACTCC GGGTAAAACN CCAAANATGC
AGCAGITNTT CAATTTTNTA TATAATTCCA ATAAAATATT TTAAAGCCTTT
Xhol
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAC TCGAGGEEEG
GCCCGGTACC CAATTCGCCC TATAGIGAGT _CGTATACAGT _TC

Abb. 7-6 cDNA-Sequenz des EST3.1.-Klons. Der EST3.1-Klon enthilt die proteinkodierenden Nidogen-2 cDNA-
Sequenzen ab NT-Pos.: 1983 (die entsprechende NT-Pos. 34 in der cDNA-Sequenz des EST3.1-Klons ist mit einem
senkrechten Pfeil gekennzeichnet) bis zum PolyA-Schwanz. Das Translationsstopp-Codon TGA und die
Polyadenylierungssignal-Sequenz  AATAAAA sind fett gedruckt und unterstrichen. Die Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen ECRI und XhoI sind in den wellenformig unterstrichenen Polylinker-Sequenzen des
Blueskript-Plasmidvektors (Stratagene) fett gedruckt.

7.3 DNA-Sequenzunterschiede zwischen der murinen Nidogen-2
Gensequenz und den bekannten Nidogen-2 cDNA-Sequenzen

Fir DNA-Sequenzvergleiche der kodierenden Region zwischen dem murinen Nidogen-2-Gen
und den Nidogen-2 cDNA-Sequenzen der Maus standen die vollstindige Nidogen-2 cDNA
(Kimura et al., 1998) und die unvollstindige Nidogen-2 cDNA-Sequenz des EST3.1.-Klons (siehe
7.2) zur Verfigung. Die DNA-Sequenzunterschiede in den entsprechenden N'T-Pos. bzw. DNA-
Sequenz-Regionen sind in der Abb. 7-8 tabellarisch aufgefiihrt, bzw. als Sequenzvergleich in Abb.
7-9 dargestellt. Alle angegebenen Nukleotid-Positionen (NT-Pos) entsprechen, sofern nicht
ausdricklich erwihnt, den Nukleotid-Positionen der Nidogen-2 Gensequenz (siche 2.1.4.3 und

Abb. 2-5). Die DNA-Sequenzvergleiche und Ergebnisse werden im folgenden zusammengefasst.
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Die proteinkodierende Nukleotidsequenz des Nidogen-2 Gens erstreckt sich tber 4209
Nukleotide (in Abb. 2-5 gezeigt), vom Translationsstartcodon ATG (NT-Pos.:1-3) bis zum
Translationsstopp-Codon TGA (NT.-Pos.:4210-4212), gefolgt von der 3'-nicht-translatierten
Region (ab NT-Pos.: 4213). Die kodierenden Gen-Sequenzen entsprechen in ihrer Linge der
vollstindigen ¢cDNA-Nidogen-2-Sequenz von Kimura ¢t al. (EMBL-Genbankregistriernummer:
AB017202). Die durchgefihrten DNA-Sequenzvergleiche dieser Sequenzen in den kodierender
Region ergaben an insgesamt 35 Nukeotidpositionen des Nidogen-2-Gens Unterschiede zu der
cDNA-Sequenz von Kimura ¢t al. (Kimura et al., 1998). Diese Nukleotidaustausche lassen sich in

5 Typen mit unterschiedlicher Haufigkeit einteilen:

Typ | Nukleotid in | Nukleotid in Zahl

der der cDNA-
Gensequenz | Sequenz
A C T 30
B T C 1
C C G 1
D C A 1
E A G 2

Abb. 7-7 Tabellarische Ubersicht der Hiufigkeit der unterschiedlich sequenzierten Nukletide zwischen der Nidogen-
2 Genssequenz und der Nidogen-2 cDNA Sequenz (Kimura et al., 1998).

Diese Nukleotidaustausche fiihren in 9 Fillen in den entsprechenden Codons zu Unterschieden

in der Aminoséure (siche Abb. 7-8).

Zur Uberpriifung dieser Sequenzunterschiede wurde in einem weiteren DNA-Sequenzvergleich
die Nidogen-2 cDNA-Sequenz des EST3.1.-Klons fiir den Gen-Sequenzbereich (NT.-Pos. 1983
bis NT.-Pos. 4212) mit einbezogen. Dabei zeigte sich jedoch, dass in diesem Bereich in den 17
Positionen, die Nukleotidunterschiede des Typ A zwischen der Gen-Sequenz und der cDNA-
Sequenz von Kimura et al. (Kimura et al.,, 1998) aufweisen, in 16 Positionen die EST3.1.-Klon-
Sequenz mit der Nidogen-2 Gensequenz iibereinstimmen (einzelne N'T-Pos. sieche Abb. 7-8).
Und in nur einer Nukleotid-Position (NT.Pos.:2596; Nukleotidaustausch von Typ A) stimmen
die beiden cDNA-Sequenzen tiberein und weichen von der Nidogen-2 Gen-Sequenz ab. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass es sich in der Nidogen-2 cDNA-Sequenz von Kimura ¢t al. bei den
einzelnen Nukleotidaustauschen von Typ A, méglicherweise um einen systematischen Fehler bei

der DNA-Sequenzierung handelt.

In einer weiteren Nukleotid-Position (NT.-Pos.: 3415; Nukleotidaustausch von Typ D) stimmt
wiederum nur die EST3.1.-Klon cDNA-Sequenz mit der Nidogen-2 Gensequenz tberein. In den
drei restlichen Nukleotid-Positionen (NT-Pos.:2426 Typ E; NT-Pos.:3343 Typ B, NT-Pos.:3919
Typ E) zeigt die Nidogen-2 Gen-Sequenz konservierte Nukleotidaustausche gegentiber den

beiden cDNA-Sequenzen.
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Nidogen-2
Gens-Sequenz

cDNA-Seq.
(Kimura et al.)

Kommentar

AS NT AS NT

471-C
472-C

589-C

684-C

251-S 752-C

|

AS-Austausch

765-C

367-A 882-C AS-Austausch

375-P 1077-C AS-Austausch

2| z|<

386-S 1157-C AS-Austausch

1338-C

496-S 1487-C

g

AS-Austausch

1569-C

1729-C

T e T

651-R [ 1951-C | C AS-Austausch

Nidogen-2 cDNA-Seaq. cDNA-Seq.
Gens-Sequenz (Kimura et al.) EST3.1-Klon

Kommentar

AS NT AS NT AS |NT

1993-C

2329-C

2356-C

810-K |2426-A |E AS-Austausch

2596-C

876-L. 2624-C F AS-Austausch

2785-C

2884-C

2917-C

2984-C

2989-C

3079-C

3136-C

3343-T

3413-C

3415-C

1151-L | 3449-C  |F AS-Austausch

3550-C

3919-A

3946-C

il ol el kel il Ll Ll Ll Ll il I I Lt Ll !
elielvlielielielielielielielielielielielielielizlivlieliell®

4066-C

Abb. 7-8 Sequenzunterschiede zwischen der Nidogen-2 Gen-Sequenz (Abb. 2-5), dem sequenzierten EST3.1-Klon
(siehe 7.2) und der veroffentlichten cDNA-Sequenz von Kimura et al. 1998 (Kimura et al, 1998, EMBL-
Genbankregistriernummer: AB017202).

Der DNA-Sequenzvergleich der 3'-nicht-translatierten Region des Nidogen-2 Gens (unmittelbar
3" nach dem Translationsstopp-Codon, ab N'T.Pos.:4213) mit der Nidogen-2 cDNA-Sequenz von
Kimura et al. (Kimura et al., 1998) zeigt, dass in der cDNA-Sequenz sich die letzten 64 bp der
Protein-kodierenden-Region (einschliesslich des Stopp-Codons TGA; NT.Pos.:4149-4212) als
Duplikat 3' nach dem TGA-Codon wiederholen (NT-.Pos. in der cDNA-Sequenz :4256-4319;
siche Abb. 7-9). Diese 64 bp Sequenzduplikation ist weder in der Nidogen-2-Gensequenz noch
in der cDNA-Sequenz des EST3.1-Klons (7.2) vorhanden.
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4149

A) Gen.Nid2  ATCAGTGAATAAGGACAGTGGCCAGT TTACTGATGAGTTTCTCCCTGAGC 4150
LOLEELEEEE R e e et e et
B) CDNA. Ni d2  ATCAGTGAATAAGGACAGT GBOCAGT TTACTGATGAGT TTCTCCCTGAGC 4194
4193

A) CGen. N d2  AGCGGTCTCATCTCTATGGGATCACTGCAGTCTACCCGTACTGTCCAACA 4200

RN A AR
B) cDNA. Ni d2  AGOGGTCTCATCTCTATGGGATCACT GCAGT CTACCCGTACTGTCCAACA 4244

4212
A)Gen.Nid2  GGAAGAAAATGA. .. ...ttt
LETEEETETT
B) cDNA. Ni d2  GGAAGAAAAT GAGCAGOGGT CTCATCTCTATGGGATCACTGCAGTCTACG
4256

4213
A CGn. NNd2 ... ACACTAAATGTATAGGAGGATTTC 4236

AR
B) cCDNA. Ni d2  [CGTACTGICCAACAGGAAGAAAATGAACACTAAATGTATAGGAGGATTTC 4342

4319

Abb. 7-9 DNA-Sequenzvergleich der Nidogen-2 Gen-Sequenz mit der Nidogen-2 cDNA-Sequenz.
DNA-Sequenzvergleich der Nidogen-2 Gen-Sequenz (A GenNid2) mit der Nidogen-2 cDNA-Sequenz (B
cDNA.Nid2; Kimura et al,1998) in den entsprechenden Beteichen der kodierenden 3'-Region und der folgenden 3'-
nicht-translatierten-Region. Nach dem Translationsstopp-Codon (TGA) NT-Pos.4212 (bzw. NT-Pos.: 4256 in der
murinen cDNA. Die Nummerierungen der NT-Pos. ist unterschiedlich, da das Translations-Startcodon (ATG) in
der Nidogen-2 cDNA-Sequenz die NT-Pos.: 44-46 und in der Nidogen-2 Gen-Sequenz die NT-Pos.: 1-3 hat). In der
murinen cDNA-Sequenz (Kimura et al., 1998) befindet sich eine Duplikation von 64 Nukleotiden (Sequenz in
Kasten). Diese DNA-Sequenz-Duplikation tritt jedoch weder im Nidogen-2-Gen noch in dem Est3.1-Klon auf und
fuhrt somit zu einer Liicke im direkten DNA-Sequenzvergleich. Die duplizierte Nidogen-2 cDNA-Sequenz-Region
ist wellenférmig unterstrichen und entspricht in der Nidogen-2 Gensequenz den NT-Pos. 4149 (mit einem
senkrechten Pfeil gekennzeichnet) bis NT.Pos.:4212 (cDNA NT-Pos.: 4193-4256).

7.4 Intronsequenzen des murinen Nidogen-2 Gens

Neben den einzelnen kodierenden Exons des murinen Nidogen-2 Gens (siche 2.1.4.1, 2.1.4.3
und 7.1), wurden die Introns 1, 5, 9, 19 und 20 vollstindig und die restlichen Introns teilweise
sequenziert. Aus den DNA-Sequenzanalysen konnten die Introngréfen der vollstindig
sequenzierten Introns bestimmt werden (Daten siche Abb. 7-10). Die GréBen der restlichen
Introngréflen wurden duch Restriktions- und PCR-Analysen annidherungsweise bestimmt (siche

2.1.5.)). Im folgenden sind die ermittleten Intron-DNA-Sequenzen dargestellt:
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Intron 1 (IntrongroBe: 675bp):

CT AT AMGI TCARCTO00GGAGET GOB0GGT TABGTGTGBGACT CTTAGCT TCT TAOCAGEGAGT GAACAACCTACATGT TTAACTGTQGT Q00T CTGAAGACCAGRCT TAGCAGIGAG
CTGCAACT TCTTGATCCT TACTGT GGAGGAATAAGATTS TTOAMGEEIGN TG CIE GIICICTACT TTGNCATTCTAGEDAGEY GGG TAAGECTGIGNE G TTAXS
TTAGEE0GEGET Q3333333333 ACT GTGCACGIOEECAGAGCTATCT TAAGEEOGAGCAATACT GGAGAAAGATGEACOEET TAGAGAGCAGIOECACCTGIGEGTOBCAGTGCACTGAGEEIG
AGATAGGAGCT TACTACOCTGRATGT GBCTCAACCT TGAT TGGAGTAGAAATAT T T TCTACAATAGGT GGACEET AGGTGIGT ACGACT GGAGCACGETGECTGIACT TA3CT TGAGIGAACAC
CACTATTTTGACCTTTTAAAAATATTAAMAATG TGEEAT TG E GIACCICET T T ATGMGT G G G CTGATT TTTTCT TAAACTTA G CCTAGYCTCAGEICI GBI TTG

ACRCAAGGTGROOCTTAGCTACTGAACTGTCTCACOR0RaCTTASTCITATAGIASST G5
Intron 2 (IntrongréBe: ~ 14kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

AGAGETAAGT GAGRGATAGCCTGCAGCTGAATAAAT TAAAGRGACGAOCT GAAT TTTGTGI TGGATCT AAGRCT TTGACTAGGAGT TTCT TQOCT TGATCAGEIGT TGAACTGGATGAMACCA
GIGCTTAGECAGCT TGTGAGTGAAGT CTAT TTAT TGT CTCTGE333CAT TCTAAGECTCTACTAAGT GECTAAGT QEECT TAGT GAAATGAGEGACT AAGECTCAGATACCAAGAACCACCTATA
AGTACACAAATAT T TCTAATGATAGST TCAT TGAAGEGAAAAAATGEAAAAT TGAGGAAGT TT TCAAAAGGAACAACCTCT TAT T TTACTACCACTGT TAATTAATTAATTAATTAATTAATTTT
TTTGGTATGAGT TGEE0GT G3CAGCACATGCAT TTAAT TACAGCAGAGECAAGCAGATCTCTGT GAGT TAGAGEICAGICTGGT CTACAAGT GAGT TACAGGACAGTGAGAATACACAGAGAAA
COGTGTCTGGACAAACCAAAAGT ANCCCATAT TTTGTATG ACAT TTGIOAGCTATTGCT TTTAGCATAT TCT TGICAT TAACMTGS GBS TCRCAGTGISCATAATACTG TTOACTT. .

.. . AGTGTAAGI TGATCCT TACTCATCATCTCT TT T TACTGCAGICT TGAAAAGT TTTTAAAGOCAGTGI TTTACT TATACAT TATTTTAACTAT TGAT T TAAAT TGGTAGAAGAGGT TTAAAAT
AATTCATTTATTTTACAAAATTTTATTTTGTAAT T TGAAAAGSGAAT TCTAAAAGAGAT TGTGT TCAAAACCAATGTGE3GAAT TACTAAAAGGAT TTGECT TA333AACT TGICTGIGI TCTG

TTTTTCITCITTTGITTATTTGI TG TTAAGGATGICTAICATTACTTTTTGIAcACAGCT GA
Intron 3 (IntrongroBe: ~ 4,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

ACCAGTAAGT ANTGTGOCTGT GGATGTGOCT GTGI TAGOCACT GGAATGACAT TTAGGAGRGACATGAT CTCAAGT GACCAGAGACTAT TAGATAAGAAGCT TTGGTGRCT TCTAAGAAAGEC

ACTGECTCAAAACCAGGAGCTAAGCTGGACOOCAGAGCT TCAGSCTCTCCAAGATATAAAAGATCCT TTATTTT T TACTGCACTGI CAGT TCAGBCATGGAAAACAGAACCAGCAGTGATTATAT
GIGITTTTTGCAGAACCACTGEECT TACTAGGAAAAACAT TGT TCT TGGAGCTACATAAAAATATOCAGTAATAACTGICTCAATGGAGECT TTTCAGGT TAATGATTTCT TTCAGAGGAGECAT
CATGAATTAGICTTTCAMCAGRCATTTG . .

. . . ACTGAGEEE3GT TCATGGT CTACTCTACTGAGCAAATGAAGATCTGT TABCAGATACTGAGI TTCAGT TTGAT TAATCCAT T TGTATCTCACCOGAGT GACAMAAMATTGI TTTAGACTTG
GACATTAAAAAGT AT TGCTATATCTATCATOCTCTGI CAT TAATAGAT TAGTQCATGT GAATOCACAGT ACAT T TGGAACACAAGT TTTCT TGT TAGCATGAAAT TTGTGCTCTGECTCAACTCT

GATCTTTATAGTCTTTTGGT TTCAGAACAACTCTGAAGGAGAATGAATGCACTACTTACAATCAGCTCTTCTACTTTGITCTTAGECTA

Intron 4(IntrongréBie: ~ 9kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

CAAGETAAGTGOATTGAACAACT TRRCAT TTGRCAT TTTGT TTAAAGAAAAT GTAGCAGAGT TGACAAACT AGAAATGGTCAATCAACTGTGCTCATTTCTCTACTGAACAGACTGAGROAGS

CTGE33CAGECTGIEECAGETGEE3CAGECT G333 CAGECTGE3CAGE T GAGECAGECTGEE3CAAECTGEEET AGECTG33ECACGACTOEEET AGCTGE3CAAECTGAGCAGECTGE33XC
AGECTGEE3CAGECT GEE3CAGECTGEECAGACT GEE3CAGECTGEECACGACT GEE3CAGECTGEE3CAGACTAEEET AGECTGEECAGECTGAGECAGECTGE33CAGECTGE3CAGECTA3EG
CAGECTAEE3CACCTGAGECTGGAGAT TATCTAGET TTAAGACT AGCATAGECTATATAGAGAAT TABCAGEICAGOCTGEAT TATAGAGT GAAACT TCT TCCAAAACAAAACAAAAAATACA
QCTGIGGI TTTCT TCTGAGTGAATAGGT GAAAAGT TTAGCAAGCAGAT TAGAACTGATTTTTCCTCCT TGIGI TT. .

... CATCCTTTAAGCT TG3GT TACATAAGAGT TAGACAGACCT TGGT TNT TAGGT TACTNTCT TT TGACT TACTCTCAAAAGAT TNCTCT TACAT TGAGT CATACAAAAT TAOCAGTATTTG3C
TTTTTTTCTOOOCACCTCACCAAATAGT GAT T TCACAAAT TTCACTNTAATGOGEOACT TACGGT TTGT CTGCAAGECTGCTCTCAGEOCACT CAGCTCACCCTCAT TGTAGTAAGAOCCAGI TGS
QOCCAATGATCTGAGCATCT TAOCAGAACATATAAAGT TAATAOCTCAGSCTGAATGI TAT TAOCATCT TTGTAGSGTCAAATCTATTTGI TTAT TACAGTQCAAGCOGT TTTACGGACGITTTG

TGAQGTCTAR0GAAGCT TAGTAGTAGIGATACTGRAATACTTTRACTTTCTAATACTCTTTACTTTATTCITAGT CT TC

Intron 5 (Introngrofe: 593 bp):

GAAGETGATTGACAGBIIR3RACTACTGOATGTATAT TG TGAQOOCTGICT G TTACAGT TACAGTGTGAGT TCTGCT TGGT GTACT TACATCTCTGATGOCTGAATQOCAGCACCAGTGAC
TTTCAAGSGT TCAGEEGATGACTGAGTGATAAATACGT TTGGACTGST TTAOCAAT T TGAGAGTGACT TGAAACGT TTCTAT TTTGIACTCT TTCTAGCT TGGTAGAGCTAAAGEEGAGEETGAA
GAAGEEGAATGAAGAGAGACAGECAGGACT GEGT CATAAGT GAGGAACOGATCACAGAAGEGACT TGT TAAATGT QECTCTAACT ATGACT GTAACACT GT TGAGACAGGAGAAGCAGEAGEET
TGAGAGT TGAAGECTAGCCTAGAT TTTATCACGAATCCTCAGT TG3IGT CTACAGAGAGCT TAT TGCAAGGAANCCCAAACCAACAGT GAGAACAGCAATAATAGT AMAGAAATGT CTGCAAAGA

GTGAGOATGAGEIGT QBT CAGGAGAGT GRACTCATCTGT GT ACACEST GO AACCCTGAT GG TGAMAGGATTACTTTTGICTTTCAA333CA

Intron 6 (IntrongroéBe: ~1 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt ):

ACAGETGARCAGAACTCAGT TCTGRIAAACOBAGAT TCAGAT GTGGTACCT GAACAGICT CTGOGRATGAT TTTGT TTCTGAGAACGT GCTCAGAT TOCAGECTGI TGGAGGT TTTGAATT
GCAGAGGT TTTGI TGTAQGTGEAAAGCT TTCTGCTCT TACAGAAAGAAACATAATGST TTAATGACTGGT AAAT TACTAT T T TAGACTATCATOOCTCAGCATGAAGTATCAAGT TAGTGTAAT
TTTGGAATGGACTCTGI TAATATGCTAGAT T T TAAAGAGAACEEEGACAAGEEGAAT TGAGAGT CT T TGAGACCT TABEGAGATCAGAGEGT CTGCAGCT TTACAGAACTGAGICTG33GIGXC
ATACTCTCCTTASGTACTS . .

. . . AATCATGOCTCAGCATGGAAAGGTATCAAGST TAGTGTAAT T T TG3GAATGEGACTCTGT TAATATGCTAGAT T T TAAAGAAGAACGEEGACCAAGEEECAAT TGAGAGTCT TTGAGACCT T
QEEGAGATCAGAGEGT CTACAAGCT TTACAGAACTGAGOCTGE3OGT GACATACT CTCCT TAGET ACSGT CTACAGAGGAGACT GEEGAGAGGACACACACACTCCTCT TAGCTAGTGGAACCCA

BOCTCTGATATGATAGRCAAGT T TTATCATCCAAGTOOCAGICAGT CT TCAGAAT GACT TAMACAAGAGT CTTGTCACOCACTTACTRG TTCTGCTacTard S GCT
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Intron 7 (IntrongrofBe: ~ 1,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

TCAGETATGTGTGAGT TTOCACAGCTGT AMAAT GCAGTGATGOCT GOCTCACAAGACAGAGACAAGRGT TAGST TAAGT GAAT AGTCACATGGAAT GOOOCAAACT GCATAGAACACAMATG
ACCTTGATATAATTGTGI TAGT TCTTGT TT T TAGGAGGTATACACAGT TATATT T TACATATGTGTGTATATAAAGT ATACAGET GATCAGAGAGCTGACAAGAATGT CAGAGTACACAAGAATG
TCAATATATTORCACATTATTTTCAGATAGT AATAACOGATAAGATGCTATOCTOCAGECACGEXCTGITT. . .

. . . ATTAACOCTACTAAAGEGAACAAAAGCTGEAGCTCCACOEOGEGET G3IGE00EIGGAAT TAACTCT CACTAAAGEEAACGAAT TABGATCTACCACACIOCAGCTAT TACCTAAAOXCTGIG
GICTCTGCACACBCAGT AAGTGOCTGICT TATGT GACTGT GAGGAGCAAACT AGST GET GTGCATACAGIOCT CAGCACGAGCAGSST TCACACACCAGGACATCATGATGCT TGT TTCTAGTGT
GIGATGAOGACTGCAGCACT TGTAGTAOCT TAXCT TACTCAGOSEETGTGECTCTGTATCCTCTCAGET TACAGGAGGTACTAGEICT TTACT TAICAGCT TACTGTAGAACTGEGAGI TCTCAA

QEGTACTGCTAOCAGAAT GG AGAAAACTGT AGAACGATAC A CATGYON TTTTG TG ATTTTAMG TTTACG TTRCTGAAG TIETAaGl BT G

Intron 8 (Introngrofle: ~3,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

GAAGETATGTATCTCATT T TG TGAGAAAAAAGAAAGAAA AT CAT GAACAAGAGEGAATACACT AAGECATAGT CAAT TAGBGTGCAGRGT TTCT TTTTAGAGT TATGAATGIOCTAGG

ATGICAGSGIGET TGIRCAGT TCTAICTGTGETGARATCACTGAT T TACCT TTCAGT TGAGTGRAT TGTGCATGAGGT AT TACATCTCAACTGAAGGAAACTGEOEGAARCAACTCAGTGGT TCA
QGTCTCACTGEE0CT TAGTOOOEOCTGAOGGATAGGATGGT TCTGT GOCTGROCATCAGCAGT AGRACACAGGAGRACCT TATGTGGAAGRDCAGC. .

... TAGOCAAGGICTGI TTGGATACT TACTGICATGOOCAGT GT TCTAAGCACCAACATGCTAGICT TCTCAGCTATAGCACATAGGAACT CT TGAGCTAGGACTCT TACTAAAATTGAGATTCT
GACTGAGACAAAGT CTGAGAOOCTGTGAGGT GT TAGAT TTAATOCACAGT GAGAT TGAAGT GAGIGACT GACAAACT CAGOCAGAAGT TTGGAGGT TGAGT CTGTGEE0CAACATACTTACTGAC
TCTGGATTTAAGTACTGTATCOCATGI CTCT TGCTARICT T TCTCATGEEAACAGAAGT CTGECACAGAGT CATOCTGAGAGIOCAGEEGATAIGAGAGECT TCT TGOOCTGGAAGCAAACCTA
CTGAAAGICAGAOOCTGCTCTACAGAGCAGECATGAGAAGCTGT TGAAAT TAGCATCAAGATACAAGT GETCCACCT TAGCT TTGAACTCATAGCATAGCAAAGACTCOGICTCCT TACTTTCC

TACACATTCTCTCTGRATAGTICACTCTGACTTTTTCTGITTCTTEACATAGT GGAC

Intron 9 (IntrongroBe: 463 bp) :

GI G E5TGAGAGACATGITCTACAT TTCTGTGRCATAGTQCTGGT TTTCACCT TCTCT T TACTGCAT CAGRCAATGAT TTTAGOCTCTCT TAATCTGRACACCATCATAT GAAGIBGAGEAG

AGTCTGECTAGST TTGEGAAGETAGT TTAGAGGTGEGTAT T TGTGT TAGAGCTATAGAAAGAAATCATCT TACAAAAAAATATAAT TGT TTCACT TTTCTAAAGTAT TCAAAAAT TATCT TGCTA
TAXTTAACTGEAAAGAT TTGAAAATGET TGTCT TTGI TTCTGATGAACTGCAACT TG3GTCT TTCTAIOCAGT GTOCAAAACTCTCAAAT T TCTATGCT TTGCAT T TGOCAACAATTATTTCCA

CTGAAGCATCAGAGTGCTARRACAT TAAGT TCTTGGACCT TTGT TTCTAGAACACTCAGRCTCAGTACTTTCTGIACTCATTTTTTTAICTAGATGI C

Intron 10 (IntrongroBie: ~1,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

AT CT GrGAGTAGCAGAATAOCTCTTAOCTTCAGCT AGGAGRCT GCTRRACOICACCT TGTGCT TCACTGAGGTCTCTACOGT GOCTGI TACAATGAGECT CTGGTGI GTAGIGT TTCTGAAGT
ATGTAGIOCTCTACTGCAGTATGTAGIOCTCTGCTACAGTATATAGIOCT CTACTGCAGT ATATAGOOCTCTGCTGCAGTATATAGIOCT CTACTGCAGT ATGTAGOOCTCTGCTGCAGTATGTA
GOOCTTTACTGCAGTATGTAGCTOCTCTGCTGCAGT ATATAGOOCTCTGCTACAGT ATATAGOOOCTCTGCTACAGTATGT. .

... AATAAATATACTCTCTATGGATGGATCTGAAAGAOCTAGAAT TACAAAT T TATCCAAT TGATGGAGCTGATAATAATACACAT T TCAGT CTCCAGT AAGCTGACAGAGTACCAATGIACTG
GEAACTGTATGE3GT GTGECTATCT G OEGAGET GTGCAGT GCTCTGEEGAGATCCAAGCTGT AACCTGCATCTGI TTTGAGCACT TATTGTCATGT CTAATAT TTTAAACACAACATACACTA
GCACATCTCAACT CTAATAGET ACATGAACCT TGAGCTAGAAAT CT TGCTAAAAT TGAGAT TCTGACT GAGACTOOGT AT TACT TAAGCTGOBCAGGT GTGIGATACTGI TAGICTGIG33035

GAOGATGAAGAGAMAGGT TAEACTCAGCTCTAMCTCTCACTTTCTITTAAGT GATC
Intron 11 (IntrongréBe: ~5,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

TCTGErGAGTACTGTGEGETGACTCT TGAGGACT CTGOATGGTCOCT T TAGGT ATACATCTCAT AGAGACACAGCT TCTGOOCTQCTGTGACTCATGCAGICT TGAGAT TACTGAMGAGAA
CAGECATCT TTAGAGT CAGGAGEEAGIOCAGEEGT G TCT TCAGEIEICAGACT GET GAACAOOCATGSET TGTCT TGGAGT GT TGOCATCAGT TTGGAAACT TTCTGT TACT TGGAGCTAGTGTA
G3CTGGAGEGACTCATACCTACAGT TCTAACTAAAT TCTGOCACCT TCATCATACACCTAGTGAGATG3CTGI TATGI TGGT TAACT TGGT TGST TGGT TGAT TGECTGCTGACTAAGEI T
QCTTGGI TACTACTGGI TAGI TAGT TGAT TGS TAGT TAGT TTGI TTGTGACAGECT TTGGTCTOOCT TTGTAGOCATGECTGECT TAAMACTCAAGAGATOCATTTAOCTCTACT TAAGG
ATCAAAGEEGT ATRICATCAGACCTGRCAGI TTTTATTATGAACT TGTCATGAGCTAGAT TTATCTGEGAAGAGAGAGTICTCAGT TGAGAAACTG A . .

... TTTAGITTTGTCTCAGGTGAGGT TACAAT TACTGT GATGAGACCAAAAGCAGOCT TCAGAGGAAAGAGT TTATCTGRCTCACACT TOCATGTAACAGT TAGT TATCAAAAGCAGTGAGE3CA
GE0CATCATGCAGEEGET GAACCT GGAGECAGGAGCTGATGCAGACOGECT G GEACEEEGACT GCTCACTGOCT TACTGOOCATGACT TACTCAGICTACT TTCT TATAGAACCCAAGGATGRCAC
CACCOOCACCCACGAGEEACT GAGT GCACOCTCACTGATCACTAAGAAAATACOCT ATAGAAGCAT TATGECAGT TGAGIBIBOOOCTAACCT TTATGI CTCTGACTAGTGTCAAGT TGTCATAA
AACTGOCAGTACAQCTTTCTGI TTTGI TTTTTGI TTCTGI TATGCT TAGTGT TAQGACAT TAGCAQGT CTCAGCTCAGACICAGEGATGT TCTAGICAQGTGCACTCTGACCATGTAGTCACACA

QCTGITTGIGGTGAGT CATGAOCT TACTTACT TACTTTACTCAGCTCTCTAACTGTaaCTGACCTCTAAGAT G




Anhang 145

Intron 12 (IntrongroBe: ~2 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

TCT GarAAGTGATAAGAOCT GAGTAAMACTORAGAATCTOOCAGCT QLT TAOCTACTATTT TACTQOCTGIOCAAGAT GGAACCT GCACT GAGBOCTGATGRAAARCACT TTGCAGACTCTG
GATTCT TCTCAGTAGACTGCTGATGI CCACTGAOOGT TAGCTGST TGTGAGCT TCT TAGAGI CTCACCCACOCTGIG3CTGCTCTGST TCACTACOCAAGTGATGTACTTTACTGSGIGI TG T
GEEGACOCAT TGAGEEAAGCT TAT TCAGT AGGAGICTCATGCACT GET GAGIOCAAGT CAGTACTQGTGET GACTGCT T TCATGEE0CT TGICAACATACAGCAACATGECTGCTACTGAOCT
G3CTGCTTAGACT TAAGACT CTGEGTCOCAAGAGT GGATGGEAGT TAACT TGTGCTCTACAGAGT CTAOCAGACEICAGECAGT TTATTCT TCAT TTTGICCAGATATCAACTG3IOACAAGS
CIA ..

. . . CTAGGTAGT TGGTAGCAAAGICCGAATAAGAACTCAGCACT CTAAAATGT GAGT GTCAGBCTG3IGAGATGRCTCAGT GST TAAGAGACTGAGCTCT TCTGAAGGTACTGAGT TCAAATACC
ACCAAOCACATGGETGECTCACAACCACCCT TAATAAGCTCTGACTAOCTCT TCTGGTGCATCTGAAGT CAGT TACAGTGTAT TTATGTATAATAATAAATAAATCT TTG33GTGCACGCAAGTAGS
GACTGAACGAGT GGAGT TGACT GGATAGAGIGAGECT GACAGGAGIGAGCAGAGET CCTAAAAAT TCAAT TACTAACAACCACATGAAGECTCACAACCATCTGTACAGCT TCATTGTACTCACA
TACATAAAATAAATAAAGAAATCT TTAAAATGT TAGTGTCT TACTGI TT T TCAATGTCATAGTAACT T TGGAT TGTATGGAAGAAACACTCAGT ACAGAAGACT TTATGE333CTGGT TAGIGI

ATEET TEAGACCTTTTATTTCTACTTTATGICTACTCAGACACG
Intron 13 (IntrongréBe: ~ 4 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

(AT GARICTOCTGICACAAAGACAT GO0GT ATGIOCACOCTGROCTGRAGT CAAGRGACAGAAT GACT TTGAAQGT GBGTGGT TTATAACOCAGCT CTGACT CTGOAGAGGTGAGTCTGA
CTGECTACTGICT TCTCATGACT TTTCT TACTOCAAAGAACACT TAINTGATATAGACACACOCATGI GCATGT TAATGT CATACGGACATATAGATACAAAGT GACATGCAGGATCCTTTATG
Cc..

. . . GAGTGCATGGTCACGAGT CTCAGAGAGT CTGACAATGCTCTGCACAGAGAGICTGCACATAGCAATGICATGIGCATCTATCTCACTGRCTGIGTGAGIGCATGAATGCTACTTGICTCC
TTGITCT TGICTGATGI G3CTGEE0CTCTGT GOCAGSTACTOCTGICT TAGAGATGEGAGCATCAAGGAACATCAGSETGACT TCT TTTCTG3GT TTACACAGAGAACT TCTGAGAACACATGIG
CTTOCT TGEO0CAGT GTOCAGEEECATGECAAGEICT TGAACAGAGEEAANGEAAGECTAGGAGATCAGGAGT TA3GACCTGEAGCTGTACTGATCT TGATTG3OCATACAAGT TTTTGI TTCT

aoatarTacAGOCC
Intron 14 (IntrongrofBie: ~0,9 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

QAT GrAAGTGTGRCATGRIICAGECACT CCT GAGTGTCACT GAGEGT TTTCT G TGR3GT TTCTGAGGT GBGAATAAAGT CATCTCATCAATATGCTGATCATCAAGGTATCTCAGGATAOC
QOGEECTGCAGGAAT TAGATATCAAGCT TATCGATACOGT CGACCTCGAGEEEE33000CET ACCCAAT TABOOCTATAGTGAGTGGTATA . .

. . . GAOOGCTAATACGACT ACT ATAGEEOGAAT TAEETACCEE3330000CTAGAGET CGACSGTATGGATAAGRCT TGATATCGAAT TACTGCAGICOGE33GATAOCAATCTGGAT TTAACACT
GACTTTAOCACTGI TATAAGAATAGCT TGT CTCAGEOCAGAGT GAGACT AT T T TAIOOO0CAGIOCT GEGT GAAAGEEGACAGT ACCACOCTAGEEOO0CAGEGTACAT TTAACTACTGTACCAC
ATCCTAAAACTGGT TAGAAGECTAGI TATCT TTATCT TT TGAGT AAATGCAGAAATATGAGTAAT TAATCT TCAGGAAAAAACAAAACAAAACAANANNCTCAGAAACCAGGATTTCTTTGAA

ATATGT TOCAGGAACGAACTGAGT AAT TGTGEAGGT TCTTACATACAGAAGT AACT TTOCTOOCTCTGTACACCTTAoCACAAACAd3CATA

Intron 15 (IntrongroéBe: ~2,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

QAT GrAMACTGAGT TTCTOCAGGAGRE TR TACACGAGGAGRGT GAAGT CTRAGAT GAGGAGEGT GA3GT CTAGATGAGAGEGT GRBGTCTARGATGAGGT TAROGOCT TCAGECT TG
TGEECTGAGAACTGAGCT TTGIGGT TT TCAGAGEEAAATGCAGT GCTGT GCAGT GCAGEEACTOCTGECATGCATGICTCTG3ECT TCATCTGCT TTAGTG333CTCAGT TGCTGGAAATCA
TGICTAACOCACTCTAGOORCTATATOCTGAGEECATCATGAAAGTGCAAATAGIGGAAGAAT TTARGAGCTGT TARCTGT TCATG3GAAGATAGAAT TCTTABOCTATAGTGAGIGGTATTA
QE0EE00E0CAC0EIEET GGAGCTACAGCAT TTGT TAOCT TTAGTGAGSEGT TAATTGOGAAOGEEGTGA . .

.. . AAAGATTOCAAGSGT TTTTGAAT TAAGACGEGT CATTCAT TCACGAAAGGAAAGEEGAAGAAACT TACCAAGICAAAGECTGEOGACCACAGT CCTAOCAAAT TGT TAAATCACAGECTCTC
TTGTATACTGCACAACTAAT TACT TATAT TAAGAGECAGEEET GECTACACCT TG3ECTGEAAGEAT TTCATTCTGT TCACOCAGTAGEGAAATCT TGT TGBCATGTGT TAGCAGATTTTAGAA
AGEGTCTTTAAGAAAGT GOCAGGAACACT TAGAAGOGT TCATCT TTTGCACCAT TAAATAT TAAGEECT TACCT AGCEEGATGCTACTCTCATCAGSGAMGECTGGT TTTTCTCATGAAGTGA
QOGTGI TCACAGICAGT GCTAACAGT ACTGEAGGAGCT TACTGT CTGGAGGT AGT CAGT GEEE0OCT TTATAAATGICT TACTGACTGOOGT TTTGGAGAAAATGAAGCATACAGGT TAAOG
CTGAGOCTGAECTCTGATOOGAGEEAGGAGECTOOOOCAGCTOOECACCACCACAGIECAGET TGT TCACAGT AGTGCTGT GTAGIOGT GAACT TAAGGT TA3EGAT TCAGGAATCCTAATACTTC

TEATGraaATTasTacTeasad33CT
Intron 16 (Introngrofe: 415 bp):

TCAGETCARCAGCTOCTAOCATGRATACT TGRIGGTACCT TGTGTGI TACT TAOGT TAACTGT TTGGTAOCAGT TTCTOCACRCT CATCTAMAGEGAAGGT TAAGT TCTCTGCTGGTGACT
TTAGAAAGGTGST TTAGGATAGGATGAATGAACTGICACT CCAAGAGT QST TABCAGT GAGACT GCAGSETCTGECAGT T TAGAT TGOCTGTGOCTAGCACCACSGATGICAGETGOCATCAGSS
CAGCAAGGT CCAGCACAGAAGAGACTGRATATGGT TTAAAAAGT TAGOCT TAGTACTAE T TAAGCT TTTCTGI TCTATGCTCTGGAT TCTGTAAGCTGCTCAGCAGAGGEEGAACT TGATT

TOACTTCTACACAGICAATGCTACTGICTTACTTTTATTTACAAST T T TG
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Intron 17 (IntrongroBe: ~2,5 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

GAGGSITAGCTACTTTCT TSI CTCTCATGCAGATCT G TTTAGAGACOCTGACTCT TATATAT GTCATGRGAAGROCTAGATAGACCAGAATAAMCTCAATACAGTAATTCACCAGA
TATGTAGNOOO3CTGCTG3ETGTCAARCAT TCT TGTAGECAAAATCAGESGT TTTTTTGI TTTTTGI TT TGAGCT TRCATGCAT TGTACAAGECAT TACGAAGT AAGATGACATTCAGTAAAGA
TGITAGI TAGT CTGEAATGEGATGI GT CACAOGGAGAAGICAGAOOOCATCATGEAGAATOCAGAGGATGOCTGEGT CAGACGATCAT TAGECAGEECT TGGAAAAGGATARGTCTACAGAGG
AGITGITTQCT TCAGIOGT TAOCTGAGCAGAAACACCACAGCAGGI TTTTGSGI TTTTTTTT TGS TCTGST TTTTTCTGGATGGAGAGT GTACAAGGT CAAGATAMAATGI TCTCTCTGTGG
CAGTGOCAAGEIOGTCAACTGOGEGET GTOCAGEOCTGEGT CAGAGGTQOCAGGAT TACTGAGCTGCAGOGTCACAAACACAGT TA. . .

. . . GTATAAAATCCAACT TAOOCTGEECAGCAACGAAAAGECACTGEACAGAAGICAAT T TAAAAAAACAAAACAAACAAACAAATAGT GAAAGT GATT T TATGACT TCTAGOGTACCAT TCACCA
GGAGCAAGACACT AAACT CABCCAAAT TCAAGTEGAAT TAAGEIOGAGAATACCAGGAGGAGAOGATCAGICAGT GETGEOCAGT GTGECTGATGCACAGIGT GTGAGECAGEE3IGATACTGAA

GGITTATACATTOGAAACAAGAGIOCTACT ACTAAGCT ATATGOCACAACOOCTGOACAGT TGT TCATAACAATCTTAMATTTATACACAGCAAC
Intron 18 (IntrongroéBe: ~1,7 kb; Intronsequenz wurde nicht vollstindig bestimmt):

QAT AT ACTGGATGT GAGAAGGTATGCT TAOCT TACAGCT AGCAGT GT GAGCACT ATGRGAACAGCACTACAAGICAAATACTGOCCATCT TTATATOCT TTQGT TTAAATTTCAGIC
ACCACAGAATATACCAGATCTGTAAGCT TTAAAAGAACCT TTTACAGTGATTCT TACAGTAAAT T T TCTGE3ECT TAGBGAGGAGECTGGACTGTGTAGCATGT CTGTACTGI3ACTGACICA
CIGIGTAGCATGI CTGI CCTGACOCCTGAICACTGT GTAGCATGT CTGTGCTGACCOCTGACOOCACTGT GTAGCATGT CTGIGCTGACCOCTGACOOCACT GTGTAGIGTGICTGTIACTGC
QOCTGACOOCACTGI GTAGOGT GT CTGT QCTGACOOCTGACOOCACT GTGTAGCATGT CTGT QCTGACOCCTGAOOOCACT GTGTAGCATGI CTGT GCTGACOOCTGACOOCACTGIGTAGCATG
TCTGIOCTGAGOOCTGACOOCACT GT GTAGCATGI CTGT GCTGACGOOCT GACOCCACT GTGTAGCATGI CTGT QCTGACOOCACTGIGTAGCATGT CTGT GCTGACOOCACTGAACACCTGGAAA
CITTGAAGICTGAOGTACTAC. . .

... CACTACCATTATCT TTTTCT TATACCTAGAAT TTATAAATATATATAT TGBOCAATCTGAATGI TATGI TTTCAACT TAGAAAT TTAGACT TAAAATTATAAAAATCCT TATCT TTAATGAC
COO0CT TAAAAGACACTGOCAGAT TTCAATATAT TAGAT TCT TOCACAAAAAAGAT TGAAGT TTGAT TCTCAAAACT AGAGT TCTGCTGT ACCAGGT GGAGAGGAATCGTAGEOCAGGATTTAC
AGATGCTAATGTGGACTGCAATGECT TAAAATGOCACATGT TGAAAT TCTGOCTCTAT TAOCTGGAGAAGGACCTGECAGCTCATTTT TACCAGI GST TTGCTCAGEECATGAAGEEAACTCAT

TITCCITCITG3STGICTTAAMAEGAACC

Intron 19 (Introngrofe: 852 bp):

GGAGETGARIIOCTAoAGCAGICTAREEEAARGT TCTGOAGACAT GCT GTCTGACAGT CAGCAGCT TTGACTGRAAGIOCAGT TGACT CTGTCAGTAGACATGGGT CTTGCAGRACTAT

GACT TGAAATCATOOCTG AT T TCACOOECAGGT TTATTG3GT G TACT TGCAAGCAGCAT T TAAACTGAAGAAAT TTGGTAGT AATTAATAAGAGCATTTATTTAMATATGI TCTTAGAGAAT
GAGITTTAAGCAGTACAAAGT TTTAAGT TGAATTTTCCT TTTTAAAAAGATCAATAAGCAGGACATGETGSTGCACBICT TTAATCOCAGCACTAGAANGECAGAGECAGEETGATATTGGAMA
AACAAATTATAGATAATAATAAATGT TTTCCT TAAAGACTAAAAAATGCTAT T TGACTGO3OGCT AAGAACGCT TCAAAACAGAACATAGGTGLCACSICTGAATCCT TTA3ACATTACTACAG
TTTCACAAGACCTAATGGETAGTACT TGAATAGNOCCCATGEE0CTAGICAGAAT TAGGAACTGAT TTAAL TCACTAGT TACTATGRICACAGAACATAMATACAT TCTGIGIGCTGI TCTAGSEET
TTTGACT TAGAGAATGEOCAGEAGAAGAACAGT QG TTGCAT TTACTGT AAGT ACCT AACT GATACT GGT GGAGEEECTACATOCAGAATCAT TGGTATAGACAAT TGAGTCAMMACACATT

TAGIGGAATTACTTTTTAATGTAT TATGGAAAAGT GOOCAACT GT TATCTACTGAAACT TGACCT TGTGACTGAGCATACATGAATACTTACTTACTTCITTTACTAGSGAT
Intron 20 (IntrongréBe: 119 bp):

ACAGETGAGTCTATCAAGTGOATCATGAGECT TACTTAEACCAGIRGTAGAGAGIXTTGIG
CTAACTGICAGCACTAIGT TACTTAACT ARTGATACACTACTGTACACTAICTCACAGGAAGA

Abb. 7-10 Intronsequenzen des murinen Nidogen-2 Gens. Darstellung der vollstindig (Intron 1, 5, 9, 19 und 20)
und der teilweise (Intron 2-4, Intron 5-8, und Intron 19-18) sequenzierten Introns des murinen Nidogen-2 Gens. Die
Introngrofien wurden durch entsprechende DNA-Sequenz-Analysen (Intron 1, 5, 9, 19 und 20) genau oder durch
Restriktions- (Intron 1-4, 6-8 und 12), bzw. PCR-Analysen (Intron 10, 11, 13, 14, 18 und 19) anniherungsweise
bestimmt (siche 2.1.5). Die flankierenden Exonsequenzen des murinen Nidogen-2 Gens sind fett gedruckt und
unterstrichen.
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