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1 Einleitung

1.1 Die Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren

1987 gelang zwei Gruppen die Isolierung von AP-2 (Activator Protein-2), einem 52 kDa grofien
Protein aus Kernextrakten von HelLa-Zellen mittels Affinitdtschromatographie. Dazu nutzten sie die
Eigenschaft des Proteins an cis-regulatorische Sequenzen des viralen SV40 und des humanen
Metallothionein Ila (hMT lla) Promotors zu binden (Mitchell et al., 1987; Imagawa et al., 1987). Dieses
Protein  verfligte lediglich (iber einige strukturelle  Ahnlichkeiten zur  Prolin-reichen
Transaktivierungsdomane der Transkriptionsfaktoren NF-1 (Mermod et al., 1989) und OTF-2 (Gerster
et al., 1990), wies aber sonst keine Homologie zu bereits bekannten DNA-bindenden Proteinen auf.
Das Screening einer HelLa-cDNA-Bank mit synthetischen Oligonukleotiden, die von der
Peptidsequenz des Proteins abgeleitet wurden, erbrachte ein Jahr spater die komplette cDNA
Sequenz des Proteins (Wiliams et al., 1988). Im Gegensatz zu vielen anderen Familien
entwicklungsbiologisch bedeutsamer Transkriptionsfaktoren wurde zunachst angenommen, dal® es
sich um ein einzelnes Protein handelt, welches auf Chromosom 6p22.3 lokalisiert ist (Gaynor et al.,
1991).

Eine zweite AP-2 Isoform wurde 1995 durch das Screening einer humanen cDNA-Bank mit einem
humanen AP-2a cDNA-Fragment isoliert (Moser et al., 1995). Inzwischen wurden neben AP-2a und
AP-2(3 drei weitere Isoformen in Mensch und Maus charakterisiert: AP-2y (Chazaud et al., 1996;
Oulad-Abdelghani et al., 1996; Williamson et al., 1996), AP-20 (Zhao et al., 2001a; Cheng et al., 2002)
und AP-2¢ (Feng und Williams, 2003; Tummala et al., 2003). Drosophila melanogaster und Xenopus
laevis verfligen bislang Uber jeweils eine Isoform (Bauer et al., 1998; Monge and Mitchell, 1998;
Winning et al., 1991), die im Bereich der DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane weitgehende
Homologien zu humanen und murinen Isoformen aufweisen, was auf eine evolutionare Konservierung

der AP-2 Proteinfamilie hindeutet.

1.1.1 Strukturelle Gemeinsamkeiten der AP-2 Proteine

Footprint-Analysen, anschlieRende DNAse |-Verdaue, sowie spater folgende in vitro Analysen von
Sequenzbereichen im 5°-Bereich des Transkriptionsstarts der SV40- und der hMT IIA-Gene flihrten
zur Identifizierung der AP-2 Bindestelle (Mitchell et al., 1987; Mohibullah et al., 1999). Dabei handelt
es sich um eine konservierte, palindromische und GC-reiche Erkennungssequenz 5-GCCN;GGC-3’,
die in cis-regulatorischen Regionen wie Promotorbereichen und Basal Level Enhancer (BLE)
Elementen zahlreicher eukaryontischer und viraler Gene zu finden ist. Mutationsanalysen haben
gezeigt, dal diese Sequenz fir eine AP-2-vermittelte Aktivierung der Transkription von Zielgenen
unentbehrlich ist (Hyman et al., 1989). Die AP-2-spezifische Bindestelle ist in einer Vielzahl cis-
regulatorischer Sequenzen vorhanden und dient so der Aktivierung der Zielgene: p21"*7“" (zeng et
al., 1997), Tgf-a (Wang et al., 1997), Ostrogen-Rezeptor (McPherson et al., 1997), Keratinozyten-
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spezifische Gene (Keratin K7: Oyama et al., 2002; Keratin K5: Byrne und Fuchs, 1993; Keratin K10:
Maytin et al., 1999; Keratin K74: Sinha et al., 2000), EGF-Rezeptor (Wang et al., 2006), Tyrosin-
Kinase-Rezeptor Gen c¢-KIT (Huang et al., 1998), HIV Typ-1 (Perkins et al., 1994), HTLV-1 (Nyborg
und Dynan, 1990; Muchardt et al., 1992), Typ IV Collagenase (Frisch und Morisaki, 1990), SV40
(Mitchell et al., 1987), hMT Ila (Mitchell et al., 1987), c-erbB2 (Bosher et al., 1995; Bosher et al.,
1996), Insulin-like Growth Factor Binding-5 (Duan und Clemmons, 1995) und Dopamin-B-Hydroxylase
(Greco et al., 1995). Andererseits kdnnen AP-2 Proteine die Transkription der Zielgene auch negativ
regulieren: so reprimieren AP-2 Proteine die Transkription von MCAM/MUC18 (Jean et al., 1998) und
von ¢/EBP-a (Jiang et al., 1998).

Mammalian Promotors . | «——— —— | Viral Promotors :
TGF-a i — R
p21 WAF1ICIP1 HIV-Type |
Keratin 1, 5, 10, 14 HTLV-I
Type IV Collagenase
c-erthB2 -
o-KIT 5-GCC N; GGC - 3
Abb. 1: AP-2-vermittelte Transaktivierung von eukaryontischen und viralen Zielgenen durch Bindung von

AP-2  Transkriptionsfaktoren an  AP-2-spezifische Bindungsstellen in  Promotor- und
Enhancerbereichen.

AP-2  Proteine besitzen neben dem AP-2-spezifischen Bindemotiv eine gemeinsame
Domanenstruktur, bestehend aus einer N-terminalen Transaktivierungsdomane, einer zentralen,
basischen Region, die die Bindung an die DNA vermittelt und zwei C-terminalen a-Helices zur
funktionalen Dimerisierung von AP-2 Proteinen. Mutationsanalysen der N-terminalen, Prolin- und
Glutamin-reichen Transaktivierungsdomane des humanen AP-2 Proteins wiesen einen 65
Aminosauren umfassenden Kernbereich, der sich zwischen den Aminosauren 52 bis 117 des AP-2a
Proteins erstreckt, als essentiell fur die Transaktivierung aus (Williams and Tjian, 1991a; Wankhade et
al,, 2000). Im Gegensatz zur C-terminalen DNA-Bindungs- und Dimerisierungsdomane weist die
Transaktivierungsdomane nur wenige konservierte Reste und Motive auf: so beinhaltet die
Transaktivierungsdomane ein zentrales, konserviertes PY-Motiv, sowie weitere konservierte Reste
z.B. an den Positionen 89 (Glutamin) und 85 (Asparagin), deren Mutation die Aktivitdt des

Transkriptionsfaktors reduziert (Abb. 2).
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Vergleich der Proteinsequenzen der murinen AP-2 Familie. Identische Aminosduren sind in
schwarzen Kastchen, ahnliche Aminosauren in grauen Boxen dargestellt. Konservierte Reste der
Transaktivierungsdomane sind gelb markiert.



Die C-terminale Dimerisierungsdomane besteht aus zwei amphipatischen a-Helices, die durch einen
Bereich von ca. 80 Aminosauren (span) getrennt werden. Entsprechend der Familie der basic helix-
loop-helix Transkriptionsfaktoren, deren amphipatische a-Helices durch 10-20 Aminosauren
umfassende Polypeptidschleifen (loops) getrennt werden, wird diese flir AP-2 Proteine typische DNA-
Bindungs- und Dimerisierungsstruktur als helix-span-helix Motiv bezeichnet.
Kotranslationsexperimente mit wildtyp-AP-2 Proteinen und AP-2 Deletionsmutanten ohne
Transaktivierungsdomane, konnten im Electromobility Shift Assay (EMSA) mit einem radioaktiv
markierten hMt lla-Oligonukleotid durch die Bildung eines intermediar shiftenden Proteinkomplexes
nachweisen, dafl AP-2 Proteine neben Homodimeren auch Heterodimere bilden kénnen. Die Bildung
von Homo- und Heterodimeren ist dariiber hinaus essentiell fiir eine DNA-Bindung (Williams and
Tjian, 1991a; Williams und Tjian, 1991b). Die basische Domane, sowie die erste a-Helix, die durch
das 4., 5. und 6. Exon kodiert werden (Bauer et al., 1994), sind zwischen Drosophila (Bauer et al.,
1998; Monge and Mitchell, 1998), Xenopus (Snape et al., 1991; Winning et al., 1991), Vigeln (Chen et

al., 1997), sowie murinen und humanen AP-2 Isoformen nahezu identisch.

1 20154
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2 Hellx 1 Hellx 1

Transaktivierung Dimerisierung

DNA-Bindung

Abb. 3: Oben: Exon-Intron Struktur des humanen AP-2a Gens und relative Positionen der AP-2a-
kodierenden Exone (gefillte Kastchen mit rémischen Zahlen I-VIl) (modifiziert nach Bauer et al.,
1994). Unten: Doménenstruktur des humanen AP-2a Proteins als Homodimer. Die Nummern der
Aminosauren entsprechen ihrer Position im humanen AP-2a Protein (modifiziert nach Williams and
Tjian, 1991a).
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1.1.2 Regulation der AP-2 Transkriptionsfaktoren auf mRNA-Ebene

AP-2 Transkriptionsfaktoren konnen auf der Ebene der Transkription und ebenso auf Protein-Ebene
reguliert werden. Auf der Ebene der Transkription kann die Expression der AP-2 Gene durch cis-
regulatorische Elemente reguliert werden, die mithilfe von Promotoranalysen identifiziert werden
konnten. Die meisten Studien wurden bislang am AP-2a Promotor durchgefihrt und fihrten somit zur
Charakterisierung einiger cis-regulatorischer Elemente, die die Transkription der AP-2a mRNA

regulieren.

Erste Studien zeigten, dal der AP-2a Promotor Uber keine typischen cis-regulatorischen Motive wie
TATA- oder CCAAT-Boxen verfligt (Creaser et al., 1996). Damit ahnelt der AP-2a Promotor z.B. den
Promotoren von bestandig exprimierten house-keeping Genen, die ebenfalls nicht Giber eine TATA-
Box verfugen (Smale, 1994). Demgegenlber konnte ein Initiator-Element, sowie eine octamer
consensus sequence identifiziert werden, die fir die basale AP-2a Expression verantwortlich sind
(Creaser et al.,, 1996). Das Octamer-bindende Protein Oct-1 kann spezifisch an diese octamer
consensus sequence binden und wird Zelltyp-spezifisch exprimiert (Scholer, 1991; Herr, 1992;
Creaser et al., 1996). Dartiberhinaus konnten weitere cis-regulatorische Elemente, wie z.B. Enhancer-
Elemente im 5. Intron charakterisiert werden, die die Expression von AP-2a im Rickenmark, in der
Epidermis, in den Trigeminalganglien und besonders im Gesicht, sowie in den vorderen Extremitaten
steuern (Zhang und Williams, 2003).

Der Promotorbereich des AP-2a Gens weist zudem drei AP-2 Bindestellen auf, die nicht zur basalen
AP-2 Genexpression beitragen, sondern autoregulatorische Funktion besitzen, indem sie durch AP-2
Proteine, deren Spleilvarianten und AP-2-verwandte Proteine gebunden werden kdnnen (Bauer et al.,
1994; Creaser et al., 1996). So kann z.B. die distale AP-2 Bindestelle (A32, an Position -326) durch
die zwei Transkriptionsfaktoren BTEB-1 und AP-2rep gebunden werden, die hohe Homologien zu
Transkriptionsfaktoren der wt-1/egr-Familie aufweisen (Imhof et al., 1999). Transfektionsstudien
wiesen den Transkriptionsfaktor BTEB-1 als Aktivator des AP-2a Promotors aus (Imataka et al.,
1994), wahrend AP-2rep die Genexpression am AP-2a Promotor reprimiert. Da AP-2rep zu einer
Familie von Repressoren gehdrt, die als Silencer die Expression embryonaler Gene reprimieren,
kénnte AP-2rep eine wichtige Rolle fur die terminale Differenzierung muriner Gewebe wahrend der

Embryogenese spielen (Imhof et al., 1999).

Das Morphogen Retinsaure nimmt bei der Organentwicklung vieler Vertebraten eine zentrale Stellung
ein, da Retinsaure durch die Ausbildung eines Retinsaure-Gradienten die Differenzierung zahlreicher
Organe und Strukturen induziert (Thaller und Eichele, 1987). Friihe Expressionsstudien zeigten, daf}
AP-2 hauptsachlich in Retinsdure-sensitiven Geweben wie der Haut, dem Gesichtsmesenchym und
dem Nervensystem exprimiert wird (Mitchell et al., 1991). Tatsachlich konnte eine erhdhte Expression
von AP-2a und AP-2y in verschiedenen, mit Retinsdure behandelten Zellen nachgewiesen werden
(Williams et al., 1988; Luscher et al., 1989; Mitchell et al., 1991; Oulad-Abdelghani et al., 1996). Da
die AP-2a Expression nach der Inkubation von NT2-Teratocarcinoma-Zellen mit Retinsdure nur

kurzzeitig erhéht war und lediglich voriibergehend anhielt, ist zu vermuten, dafl3 der AP-2a Promotor
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nicht direkt durch eine Retinsaure-aktivierte Signalkaskade induziert wird (LUscher et al., 1989). Da
bislang kein Retinsdure-responsives Element im AP-2a Promotorbereich nachgewiesen werden
konnte, ist unklar, wie die transiente Induktion von AP-2a durch Retinsaure erfolgt. Eine Induktion von
AP-2y durch Retinsaure konnte in P19-Zellen beschrieben werden, die vermutlich durch ein
Retinsaure-responsives Element im AP-2y Promotorbereich vermittelt wird (Oulad-Abdelghani et al.,
1996).

113 Regulation der AP-2 Transkriptionsfaktoren auf Protein-Ebene

Auf Protein-Ebene kann die Aktivitit von AP-2 Proteinen maRgeblich durch die Aktivitat von
sekundaren Botenstoffen (second messenger), durch Abbau-Prozesse, sowie durch Protein-Protein-

Interaktionen reguliert werden.

In in vitro Studien mit verschiedenen Zelllinien wurde der Effekt des Phorbolesters TPA, einem
Diacylglycerol (DAG)-Analog und Forskolin auf die Expression von AP-2 untersucht (Imagawa et al.,
1987; Hyman et al., 1989; Luscher et al., 1989). Nach der Stimulierung der Zellen mit TPA konnte
jedoch keine erhdhte AP-2 Expression nachgewiesen werden. Die Behandlung der Zellen mit TPA
stimulierte lediglich die DNA-Bindung von AP-2 Proteinen an AP-2 Bindestellen in Promotorbereichen
und fiihrte zu einer erhdhten Transaktivierung von AP-2 Zielgenen. Daher lassen diese Experimente
vermuten, dal® die Aktivitdt von AP-2 Proteinen durch posttranslationale Modifikationen reguliert
werden kann. Eine direkte Regulation von AP-2 Proteinen durch einen DAG/TPA-vermittelten Protein
Kinase C-Signalweg konnte dagegen noch nicht beschrieben werden. Demgegeniber kann AP-2 in
vitro und in vivo vermutlich durch die cAMP-abhangige Protein Kinase A reguliert werden (Park und
Kim, 1993). Genauere Analysen haben ergeben, dal diese Regulation auf der Phosphorilierung des
Serins an der Position 239 beruht und zu einer erhohten Aktivitat von AP-2 fihrt (Garcia et al., 1999).

In vielen Tumoren und Tumorzelllinien wurden hohe AP-2 Spiegel detektiert. Eine mdgliche Ursache
kénnte in fehlerhaften Abbauprozessen, wie z.B. der Ubiquitinylierung liegen, die in erhdéhten
Halbwertszeiten von AP-2 Proteinen in Tumorzellen resultieren. Die Regulation von AP-2 durch
Ubiquitinylierung konnte mithilfe von Studien an Brustkrebs-Zelllinien, die AP-2a und AP-2y
Uberexprimieren, nachgewiesen werden: AP-2 Proteine werden in Tumorzellen im Vergleich zu
untransformierten Zellen in geringerem Male ubiquitinyliert (Bosher et al., 1996; Li et al., 2006). Li
und Kollegen vermuteten daher, dal® Tumorzellen Proteine, die fiir den Abbau durch das Proteasom
bestimmt sind, nicht korrekt ubiquitinylieren kénnen (Li et al., 2006).

Bereits zuvor konnte die Interaktion des E2-konjugierenden Enzyms UBC9 mit AP-2a beschrieben
werden (Eloranta und Hurst, 2002). Das E2-konjugierende Enzym Ubernimmt ein aktiviertes SUMO
(Small Ubiquitin-related Modifier)-Protein vom E1-Enzym und Ubertragt es auf die E3-Ligase, die die
Verknupfung von SUMO mit einem speziellen Lysin-Rest des Substrates katalysiert. So konnte fur
AP-2a neben der Interaktion von UBC9 auch die Markierung von AP-2a durch Sumoylierung eines N-
terminalen Lysinrests an der Position 10 beschrieben werden. Diese Sumoylierung setzt die

transkriptionelle Aktivitdt von AP-2a herab, zum einen eventuell durch die Maskierung von
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Bindestellen fiir Coaktivatoren (Eloranta und Hurst, 2002). Infolge der Sumoylierung ist aber auch eine
Lokalisation des sumoylierten AP-2a’s in inaktive subnukledre Kompartimente denkbar, wie es bereits
fur den Transkriptionsfaktor p73 beschrieben wurde (Minty et al., 2000; Eloranta und Hurst, 2002). Da
die Sumoylierung im Gegensatz zur Ubiquitinylierung Proteine nicht fiir den Abbau markiert, sondern
lediglich ihre Stabilitat erhoht (Muller et al., 2001), kénnte die Sumoylierung neben der fehlerhaften
Ubiquitinylierung ein weiterer Grund fir die erhdhte Halbwertszeit von AP-2 Proteinen in Tumoren zu

sein.

Neben der Ubiquitinylierung wurde auch die TNF-a-vermittelte Induktion von apoptotischen Prozessen
in Tumorzellen analysiert (Rath und Aggarwal, 1999; Nyormoi et al., 2001). Erste Beobachtungen
hatten gezeigt, dal® TNF-a zur Reduktion der AP-2a Expression in Brustkrebszellen fihrt. Genauere
Analysen ergaben, dalt AP-2a infolge der TNF-a-vermittelten Induktion der Apoptose durch die

Caspase-6 gespalten und anschlieend durch das Proteasom abgebaut wird (Nyormoi et al., 2001).

Die Aktivitdt von AP-2 Proteinen kann zudem negativ durch Protein-Protein-Wechselwirkungen
reguliert werden, indem AP-2 Proteine von anderen DNA-bindenden Proteinen durch Kompetition von
ihrer spezifischen Bindestelle verdrangt werden (Isreal et al., 1989; Mercurio and Karin, 1989;
Courtois et al., 1990). Durch Untersuchungen der Enhancer-Region des DNA-Tumorvirus SV40
konnten Mitchell und Kollegen Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren AP-2 und AP-3
beschreiben, die nebeneinander angeordnet sind. Weitere Analysen dieser Region ergaben, dal} sich
diese Bindestellen auch teilweise Uberlappen, was zur Verdrangung von AP-2 durch die Bindung von
AP-3 an die AP-3 Bindestelle flihren kann (Mercurio und Karin, 1989). Die DNA-Bindung von AP-2 an
den SV40 Enhancer, sowie an den humanen Metallothionein lla Promotor kann ebenfalls durch die
Interaktion des SV40 T-Antigens mit AP-2 verhindert werden (Mitchell et al., 1987). Ebenso wird AP-2
zum einen durch NFkB vom murinen H-2K® Promotor nach Stimulation mit TNF-a verdrangt (Isreal et
al., 1989), zum anderen kann die DNA-Bindung durch AP-2 im hGH Promotor durch NF-1 verhindert
werden (Courtois et al., 1989).

114 Expressionsmuster der AP-2 Proteine

Die Expression der AP-2 Proteine wahrend der murinen Embryonalentwicklung, sowie in adulten
Mausen wurde mithilfe von in situ Hybridisierungen und RT-PCR-Analysen untersucht. Von den 5 in
der Maus bekannten AP-2 Genen werden AP-2a, AP-23 und AP-2y in einer Vielzahl ektodermaler,
neuroektodermaler und mesodermaler Gewebe exprimiert, wahrend AP-26 und AP-2¢ Giberwiegend in

neuronalen Geweben gebildet werden.

1.1.41 Erste Expression von AP-2 Proteinen in frihen Embyronalstadien

Neuere Studien zur Genexpression an praimplantierten Mausembryonen zeigten, da} maternale
Transkripte der AP-2 Isoformen AP-2[3, AP-2y und AP-2¢ bereits in unbefruchteten Oozyten detektiert
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werden, jedoch nimmt ihre Expression nach der Befruchtung mit der Aktivierung des genetischen
Programms der Zygote ab (Hamatani et al., 2004; Wang et al., 2004a; Zeng et al., 2004; Pan et al.,
2005; Winger et al., 2006). Wahrend die Expression von AP-2B erst wieder mit dem Beginn der
Gastrulation zu beobachten ist, werden AP-2y und AP-2¢ auch im weiteren Verlauf der
Praimplantationsentwicklung exprimiert (Winger et al., 2006). Mit der Einnistung des Embryos in den
Uterus kann erstmalig AP-2a detektiert werden, sodal® AP-2a, AP-2y und AP-2¢ in der Blastula
koexprimiert werden (Winger et al., 2006). Im Zuge der Differenzierung der embryonalen Zellen in
Trophoblastenzellen und Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden alle AP-2 Isoformen bis auf
AP-25 in Zellen des Trophoblasten wie auch in ES-Zellen koexprimiert (Chazaud et al., 1996; Moser
et al.,, 1997b; Winger et al., 2006). Die Expression von AP-25 wahrend der Praimplantationsphase,
wahrend des Blastula- und des Gastrula-Stadiums konnte bisher nicht beobachtet werden und wurde

erstmalig mit der Differenzierung des Nervensystems am Tag E9.5 beschrieben (Zhao et al., 2003).

1.1.4.2 AP-2 Expression in Neuralleistenzellen

Die Neuralleisten sind eine ftransiente Struktur ektodermaler Stammzellen, die wahrend der
Neurulation durch den Verschlul® des Neuralrohrs dorsolateral zu beiden Seiten des Neuralrohres
strangartig angelegt werden. Aufgrund der Expression spezieller Transkriptionsfaktoren in den
Neuralleistenzellen beginnen Zellen diese Epithelschicht zu verlassen und wandern in dorsolateraler
und ventrolateraler Richtung vom Neuralrohr aus (Carl et al., 1999; LaBonne und Bronner-Fraser,
2000; Barembaum and Bronner-Fraser, 2005). Unter dem EinfluR der Zielregion beginnen sich die
Neuralleistenzellen zu differenzieren und tragen so zur Bildung vieler Gewebe- und Organstrukturen
bei. Craniale Neuralleistenzellen des Vorder- und des Mittelhirns wandern dorsolateral und bilden das
cranio-faciale Mesenchym, welches sich in Binde- und Knorpelgewebe, sowie in Knochen des
Gesichts und in Neuronen und Gliazellen des Kopfes differenziert. Craniale Neuralleistenzellen des
Hinterhirns wandern ventrolateral in die Kiemenbdgen ein und tragen zur Bildung des Thymus, der
Odontoblasten der Zahnanlagen, der Gehdrknéchelchen und der Kieferknochen bei. Die
Neuralleistenzellen des Herzens wandern in den Ausflultrakt des Herzens ein und tragen dort unter
anderem zur Bildung des Septums bei, welches die Aorta von der Lungenarterie trennt (Jiang et al.,
2000). Frih migrierende Neuralleistenzellen des Rumpfes wandern ventrolateral durch die anterioren
Halften der Sklerotome und bilden sympathische Ganglien, das Nebennierenmark und das
Nervengeflecht der Aorta. Neuralleistenzellen, die in den Sklerotomen verbleiben, bilden die dorsalen
Wurzelganglien. Demgegeniber wandern die spat-migrierenden Neuralleistenzellen dorsolateral in
das Ektoderm ein und bilden dort die Pigmentzellen der Haut (Gilbert, 2003; Trainor, 2005).

Bereits zum Zeitpunkt E8.0 werden AP-2a, AP-2f3 und AP-2y in pramigratorischen Neuralleistenzellen
exprimiert. Im weiteren Verlauf der Embryogenese werden AP-2a, AP-23 und AP-2y zunachst in
Derivaten cranialer Neuralleistenzellen wie dem Kopfmesenchym, dem Gesichtsmesenchym und dem
Mesenchym des ersten Kiemenbogens exprimiert. Gleichzeitig exprimieren kardiale
Neuralleistenzellen zusatzlich zu den cranialen Neuralleistenzellen ebenfalls AP-2a und AP-2(3
(Brewer et al., 2002). Spater kann die Expression von AP-2a und AP-2f zusatzlich in Derivaten von
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Neuralleistenzellen des Rumpfes wie den dorsalen Wurzelganglien beobachtet werden. Die
Expression von AP-2y beschrankt sich dagegen auf die cranialen Ganglien (Chazaud et al., 1996).
Die Expression von AP-2a und AP-23 beginnt sich indes auszudehnen und zu spezifizieren. So kann
AP-2a exklusiv im Nervus Trigeminus und im unteren Zungen-Rachennerv detektiert werden, wahrend
AP-2[3 ausschlielich in sympathischen und parasympathischen Ganglien exprimiert wird (Mitchell et
al., 1991; Moser et al., 1997b). Die Expression von AP-2 und AP-2y geht ab dem Tag E11.5 in den
peripharen Ganglien zurtck, wahrend AP-2a-spezifisches Transkript auch zu spateren
Embryonalphasen z.B. in der Hornhaut als einem weiteren Derivat der Neuralleistenzellen detektiert
werden kann (Mitchell et al., 1991; Chazaud et al., 1996; Moser et al., 1997b). Obwohl AP-26 und
AP-2¢ ebenfalls in friihen Embryonalstadien exprimiert werden und AP-2¢ dariiberhinaus zwischen
E8.5 und E9.5 in den Neuralfalten exprimiert wird, ist keine Expression von AP-256 und AP-2¢ in

Neuralleistenzellen oder ihren Derivaten zu beobachten.

1.1.4.3 Neuronale Expression von AP-2 Proteinen

Alle AP-2 Proteine werden im embryonalen Gehirn gebildet und eine Koexpression aller AP-2
Isoformen ist in frihen Embryonalphasen im Mittel-Hinterhirnbereich zu beobachten. Im Laufe der
Embryogenese beginnen sich die neuronalen Expressionsmuster der einzelnen Isoformen zu
differenzieren und spezifizieren sich in spateren Entwicklungsstadien in einem fir die jeweilige Isoform

charakteristischen Hauptexpressionsort.

Wahrend AP-2a und AP-2B am Tag E9.5 und E10.5 noch parallel im Mittel- und im Hinterhirn
exprimiert werden, trennen sich die Expressionsmuster beider Isoformen am Tag E11.5. Die
Expression von AP-2a nimmt im Mittelhirn ab und verlagert sich caudal, sodal3 AP-2a verstarkt im
Hinterhirn und in der Anlage des zukulnftigen Cerebellums detektiert werden kann. Demgegenuber
nimmt die Expression von AP-23 im Mittelhirn zu und konzentriert sich im Bereich des Mittelhirndachs
und in der Grenzregion von Mittel- und Hinterhirn (Mitchell et al., 1991, Moser et al., 1997b). Studien
an den Kleinhirnen adulter Mause zeigen eine Koexpression von AP-2a und AP-2(3 in den Purkinje-
Zellen mit einem starkeren Signal fir AP-2a, sowie eine zusatzliche Expression von AP-2(3 in der
Kornerschicht. Beide Isoformen werden ebenfalls in den Pyramidenzellen des Hippocampus
nachgewiesen, im Gegensatz zum Expressionsmuster beider Isoformen im Cerebellum dominiert
jedoch das AP-2B-spezifische Signal (Shimada et al., 1999).

Die Expression von AP-2y wird am Tag E9.5 im Vorderhirn detektiert und fokussiert sich im weiteren
Verlauf der Embryonalentwicklung auf den dorsalen Teil des Vorderhirns, der den zuklnftigen
cerebralen Cortex bildet (Chazaud et al., 1996).

Erste Expressionsstudien mit der AP-23 Isoform zeigen ein diffuses Expressionsmuster zwischen
E9.5 bis E12.5 im Mittelhirn, im Hinterhirn und im Vorderhirn. Im weiteren Verlauf der
Embryonalentwicklung konzentriert sich die Expression von AP-25 auf das Diencephalon und das

Dach des Mittelshirns, nimmt jedoch zum Ende der Embryogenese im Diencephalon ab, sodalt AP-28
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lediglich im Mittelhirndach detektiert werden kann. Zusatzlich zu diesem hauptséchlichen
Expressionsort wird AP-20 ab dem Tag E12.5 der Embryonalentwicklung auch im neopallialen Cortex

exprimiert.

AP-2¢ wird Uber einen weiten Zeitraum der Embryonalentwicklung beginnend mit dem Tag E8.5 im
Mittelhirn exprimiert und zeigt somit ein Expressionsmuster, daf® von E8.5 bis E13.5 mit den
Expressionsmustern von AP-2a, AP-2p und AP-28 im Mittelhirn Uberlappt (Moser et al., 1997b; Zhao
et al.,, 2003; Wang et al., 2004b). Beginnend mit dem Tag E11.5 der Embryogenese wird AP-2¢
zusatzlich zur Expression im Mittelhirn im anterioren Vorderhirn, dem zukinftigen Riechkolben
(Bulbus olfactorius) exprimiert und grenzt sich damit vom Expressionsmuster der AP-2y Isoform im
dorsalen Vorderhirn ab (Feng and Williams, 2003; Wang et al., 2004b).

Ein weiteres Organ der Koexpression von AP-2 Proteinen stellt das Riickenmark dar. AP-2a, AP-2(3
und AP-y werden wahrend der Embryonalentwicklung im dorsalen, sensorischen Teil des
Ruckenmarks exprimiert (Chazaud et al., 1996; Moser et al., 1997b). Demgegeniber konnte AP-28
nicht im Rickenmark nachgewiesen werden (Zhao et al., 2003). AP-2¢ wird nur schwach in rostralen

Regionen des Ruckenmarks exprimiert (Feng and Williams, 2003; Wang et al., 2004b).

1.1.4.4 Expression von AP-2 Proteinen im Auge

Mit Ausnahme von AP-2y und AP-2¢ werden alle in der Maus bekannten AP-2 Isoformen in Strukturen
und Geweben des embyronalen Auges exprimiert. So werden AP-2a und AP-2B bereits wahrend
frGher Phasen der Embryogenese in der Linse koexprimiert (Zhao et al., 2003) und spater ebenfalls in
der Epidermis des Augenlids, sowie in der Hornhaut als der aufieren Epithelschicht (Mitchell et al.,
1991; Moser et al., 1997b; Zhao et al., 2003). Zum gleichen Zeitpunkt wird AP-28 in einer inneren
Schicht der embryonalen Retina detektiert (Zhao et al., 2003). Gegenuber AP-2a und AP-23 kann die
Expression von AP-25 dagegen nicht im embryonalen Linsenvesikel oder in der Hornhaut beobachtet
werden (Zhao et al., 2003).

1.1.4.5 Expression von AP-2 Proteinen im Oberflichenektoderm und in der Haut

Mithilfe von in situ Hybridisierungen konnte eine Koexpression von AP-2a, AP-23 und AP-2y bereits in
frihen Embryonalstadien im Oberflachenektoderm und in der Epidermis nachgewiesen werden
(Moser et al., 1997b). Demgegeniiber konnte AP-25 zwar in sensorischen Epithelien der Retina und
im Neuroektoderm detektiert werden, jedoch nicht im Oberflachenektoderm. Lediglich eine schmale
epidermale Region oberhalb des Brustkorbs exprimiert AP-25 (Zhao et al., 2003). Ergebnisse von
Northern Blots und RT-PCR-Analysen wiesen zudem eine Expression von AP-2¢, von AP-2a und

auch von AP-2y in der Haut adulter Mause nach (Tummala et al., 2003; Wang et al., 2006).
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1.1.4.6 Expression von AP-2 Proteinen im Urogenitaltrakt

Beginnend mit dem Tag E13.5 werden AP-2a und AP-2(3 Uberlappend in tubularen Strukturen der
embryonalen Niere exprimiert, differenzieren sich jedoch wahrend der fortschreitenden
Embryogenese, sodal®? AP-2B in distalen tubuldren Strukturen und im Sammelrohrepithel
nachgewiesen wird. Demgegeniiber beschrankt sich die Expression von AP-2a auf die periphare
nephrogene Zone (Moser et al., 1997b). AP-2y wird in der embryonalen Genitalleiste, im Epithel und
im Mesenchym der Genitalknospe, sowie in Epithelien der Harnréhre und des Rektums exprimiert und
grenzt sich somit stark von den Expressionsmustern der AP-2a und der AP-2B Isoform ab (Chazaud
et al., 1996).

1.1.4.7 Expression von AP-2 Proteinen in den Extremitdtenanlagen

Ebenfalls koexprimiert werden AP-2a, AP-28 und AP-2y wahrend der Embryonalentwicklung im
Mesenchym der Extremitdtenknospen. Das anfangs diffuse Expressionsmuster der drei Isoformen
konzentriert sich spater in der sich direkt distal an das AER (apical ectodermal ridge) anschlieenden
Zone mitotisch-aktiver Zellen (progress zone) (Mitchell et al., 1991; Chazaud et al., 1996). Im weiteren
Verlauf der Embryogenese erstreckt sich die Expression von AP-2a auf den anterioren und
posterioren Bereich der progress zone, wahrend sich die Expression von AP-2B auf den posterioren
Bereich beschrankt. Demgegeniiber ist keine Spezifizierung des Expressionsmusters von AP-2y

innerhalb der progress zone zu beobachten (PD Dr. M. Moser, persénliche Kommunikation).

11.5 Interaktionspartner von AP-2

Fir die AP-2 Transkriptionsfaktoren AP-2a und AP-2y konnten bisher Interaktionen mit verschiedenen
Proteinen, wie z.b. mit Coaktivatoren der Transkription, die AP-2 mit der basalen
Transkriptionsmaschinerie  verbinden, sowie Interaktionen mit Tumorsuppressoren und

Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden.

1.1.51 Coaktivatoren

Mithilfe eines Yeast-Two Hybrid Assays und GST-Pulldown Experimenten konnte die Interaktion der
Coaktivatoren CITED2 und CITED4 der CITED-Familie mit der ersten Helix der
Dimerisierungsdomane von AP-2a nachgewiesen werden (Braganca et al., 2002; Braganca et al.,
2003).

Coaktivatoren der CITED-Familie binden die Coaktivatoren p300 und CBP, die eine intrinsische
Histon-Acetyltransferase Aktivitdt besitzen (Braganca et al., 2003). Histon-Acetyltransferasen

katalysieren die kovalente Bindung einer Acetylgruppe an den N-Term von Histonen. Die Affinitat des
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Histon-Komplexes zur DNA wird durch diese Modifikation verringert und ermoglicht eine
Konformationsanderung des Chromatins, die die Aktivierung der Transkription einleitet.

Die Rolle von CITED Proteinen als Coaktivatoren von AP-2a wird zum einen durch die Analyse von
Zielgenen von AP-2a und zum anderen durch den Phanotyp von CITED2-defizienten Mausen
unterstitzt. Untersuchungen der Expression von AP-2a Zielgenen zeigten, dal} diese Zielgene in
CITED2-defizienten Mausen nicht aktiviert werden kdnnen. Zudem starben CITED2-defiziente Mause
zum Abschlul der Embryogenese und wiesen MiRbildungen des Herzens, Exencephalie, sowie
Mil3bildungen der Neuralleisten und besonders der cranialen Ganglien auf und zeigten damit &hnliche
MiRbildungen wie AP-2a-defiziente Mause (Bamfort et al., 2001).

Humane PA-1 Teratocarcinoma-Zellen, die durch die Transfektion mit N-ras transformiert worden
waren, zeigten eine erhohte AP-2a Expression, die aber nicht zu einer héheren Transaktivierung von
Zielgenen durch AP-2a, sondern zu einer verstarkten Selbstinhibition der AP-2a Aktivitat flhrte
(Kannan et al., 1994). Diese Selbstinhibition entsteht durch die hohe AP-2a Expressionsrate, der eine
limitierte Menge an verfugbaren Coaktivatoren gegeniber steht. Mithilfe eines GST~AP-2 Pulldown
Interaktionsassays in PA1-Zellen konnte der AP-2 Coaktivator PC4 identifiziert werden, der an die
Transaktivierungsdomane von AP-2a binden und die AP-2a-vermittelte Selbstinhibition aufheben kann
(Kannan und Tainsky, 1999; Zhong et al., 2003).

In demselben Interaktionsassay konnte die poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) als ein weiterer
Coaktivator von AP-2a identifiziert werden. Ebenso wie PC4 erganzt PARP den Coaktivator-Pool von
AP-2a und kann somit AP-2a in N-ras-transformierten PA-1 Zellen reaktivieren (Kannan et al., 1999).
PARP spielt eine wichtige Rolle fir die Reparatur beschadigter DNA, indem PARP die Basen-
Exzisionsreparatur stimuliert und zum anderen die Transkription beschadigter Gene reprimiert (Oei et
al.,, 1998). Die Bindung von PARP an den Tumorsuppressor p53 konnte bereits zuvor beschrieben
werden und daher wird eine Beteiligung von PARP am p53-vermittelten G1-Arrest vermutet (Masutani
et al., 1995; Vaziri et al., 1997). AP-2a interagiert auch direkt mit dem Tumorsupressor p53, der durch
die Transaktivierung von Zielgenen wie p21/WAF1/CIP1 und MDM-2 zum einen den Arrest in der G1-
und der G2-Phase induziert und apoptotische Prozesse einleitet (Mc Pherson et al., 2002; Modugno et
al., 2002).

Neben p53 kann PARP auch mit dem Yin Yang Transkriptionsfaktor YY1 interagieren (Oei et al.,
1997), dessen direkte Interaktion mit AP-2a spater ebenfalls beschrieben werden konnte (Wu und
Lee, 2001). YY1 interagiert ebenfalls mit der Histon-Acetyltransferase p300/CBP als einem weiteren
Coaktivator von AP-2a. Die Histon-Acetyltransferase wird durch YY1 zu den Promotoren von YY1-
Zielgenen rekrutiert und erleichtert dort die YY1-vermittelte Transkription von Zielgenen durch
Konformationsanderungen des Chromatins (Lee et al., 1995).

Neben der Transkriptions-aktivierenden Wirkung konnten andere Gruppen auch einen reprimierenden
Effekt von YY1 auf die Transkription von Zielgenen nachweisen. Obwohl der genaue molekulare
Mechanismus noch nicht beschrieben wurde, setzt die YY1-vermittelte Repression die Bindung von
AP-2 Proteinen an benachbarte AP-2 Bindestellen in den Promotorbereichen dieser Zielgene voraus

(Shi et al., 1997; Wu und Lee, 2001), wie es bereits fur die Galactocerebrosidase (Beier und Gorogh,
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2005) und das Hamster H3.2 Histon Gen (Wu und Lee, 2001) nachgewiesen werden konnte. Am
Beispiel der Galactocerebrosidase konnte gezeigt werden, dall die Kooperation von YY1 und AP-2a
die Repression des Galactocerebrosidase Gens verstarkt und somit die Entstehung und den Erhalt
von Tumorzellen férdert (Beier und Gorogh, 2005). Da YY1 mit einer Vielzahl weiterer Coaktivatoren
von AP-2a wie c-Myc (Shrivastava et al., 1996) und RB (Petkova et al., 2001) interagiert und
YY1-heterozygote Mause ahnliche MiRbildungen (Wachstumsretardation, Neurulationsdefekte,
Exenzephalie) wie AP-2a-defiziente Mause zeigen, wird eine Beteiligung beider Proteine an einem

gemeinsamen regulatorischen Mechanismus vermutet (Donohoe et al., 1999).

1.1.5.2 Tumorsuppressoren und Transkriptionsfaktoren

E-Cadherin spielt eine wichtige Rolle fir die Biogenese, die Differenzierung und den Erhalt des
Epithels wahrend der Embryogenese. Die Expression von E-Cadherin in Tumorzellen senkt deren
Invasivitat, weshalb E-Cadherin auch als Tumorsuppressor gilt. Studien mit verschiedenen Zelltypen
zeigten, dall das Retinoblastoma Genprodukt RB, sowie das Proto-Onkogen c-Myc die Transkription
von E-Cadherin spezifisch in Epithelzellen aktivieren kdnnen (Batsche et al., 1998). Als erforderlich fur
die RB- und c-Myc-vermittelte Transaktivierung von E-Cadherin erwies sich die Interaktion der beiden
Proteine mit AP-2a (Decary et al., 2002).

Im Gegensatz zur beobachteten Aktivierung der Transkription von E-Cadherin infolge der Bindung von
c-Myc an AP-2a in Epithelzellen konnten Gaubatz und Kollegen eine Inhibierung von c-Myc durch
Interaktion mit AP-2a in HeLa-Zellen beschreiben (Gaubatz et al., 1995). So konnte gezeigt werden,
dal® AP-2a an das c-Myc-Max Heterodimer bindet, welches anschlieBend nicht mehr an c-Myc
Bindestellen, sogenannte E-Box-Elemente in Promotorbereichen binden und so die Transkription von

c-Myc Zielgenen aktivieren kann.

Expressionsstudien am embryonalen Auge zeigten, dall AP-2a und der paired box-
Transkriptionsfaktor Pax6 Uberlappend im Linsenepithel, im Epithel der Hornhaut, der Iris, im
Ziliarkdérper und in der Retina exprimiert werden (Nottoli et al., 1998; West-Mays et al., 1999). Pax6
spielt eine wichtige Rolle fur die Augenentwicklung und wird zusatzlich wahrend der Wundheilung
verstarkt im Epithel der Hornhaut exprimiert (Sivak et al., 2000). Die Expression der zur Familie der
Matrix-Metalloproteinasen gehérende Gelatinase B (gelB) wird ebenfalls wahrend der Wundheilung
zur Erneuerung des Hornhautepithels in der Hornhaut exprimiert und eine deregulierte Expression von
gelB resultiert in einer defekten Wundheilung der Hornhaut. Transfektionsstudien zeigten, dal® Pax6
den gelB Promotor zum einen durch die direkte Bindung an eine Pax6 Bindestelle regulieren kann.
Zum anderen wurde auch eine indirekte Regulation des gelB Promotors durch Pax6 nachgewiesen,
die durch die Interaktion von Pax6 mit AP-2a infolge der Bindung von AP-2a an eine benachbarte
AP-2 Bindestelle im gelB Promotors vermittelt wird (Sivak et al., 2004).
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1.1.6 Funktionen von AP-2

Da die AP-2 Transkriptionsfaktoren nicht direkt mit der basalen Transkriptionsmaschinerie interagieren
kénnen, Uben AP-2 Transkriptionsfaktoren ihre Funktion durch die Interaktion mit Coaktivatoren, sowie
durch die von ihnen regulierten Zielgene aus. So bindet AP-2a an die Coaktivatoren CITED2 und
CITED4, die ihrerseits die Histon-Acetyltransferasen p300/CBP binden. In Tumorzellen konnte
ebenfalls die Interaktion des AP-2a Coaktivators YY1 mit den Histon-Acetyltransferasen p300/CBP
beschrieben werden. Ebenso konnte die poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) in Tumorzellen als
Coaktivator von AP-2a identifiziert werden, die auch mit YY1 interagiert und somit die daraus
resultierenden Veranderungen der Chromatinstruktur weiter verstarkt. Somit konnen AP-2
Transkriptionsfaktoren durch die Interaktion mit verschiedenen Coaktivatoren EinfluR auf die

Veranderung der Chromatinstruktur nehmen.

1.1.6.1 Regulation von Zellproliferation und Apoptose durch AP-2

Das Proto-Onkogen c-Myc ist ein nukleares Phosphoprotein der helix-loop-helix Proteinfamilie und
kann sowohl Zellproliferation als auch Apoptose induzieren (Evan et al., 1992; Evan und Littlewood,
1993). Hinweise auf eine Funktion von AP-2a als negativem Regulator von c-Myc lieferten die
Promotorstudien der Ornithin-Decarboxylase und von Prothymosin-a (Gaubatz et al., 1995). Das
c-Myc Protein bindet und transaktiviert die Expression von Genen uber E-Box-Elemente. Das E-Box-
Element im 3’-Bereich der Promotoren der beiden Gene Uberlappt mit einer AP-2 Bindestelle, sodal}
die Bindung eines AP-2 Dimers an AP-2 Bindestellen zur Maskierung der benachbarten E-Box-
Elemente fihrt und die gleichzeitige Bindung des Myc-Max- oder Max-Max-Dimers an die E-Box
Elemente verhindert wird. C-Myc-vermittelte Transaktivierung wird zudem auf Proteinebene durch
Anlagerung von AP-2 Proteinen an die Myc-Max- oder Max-Max-Dimere inhibiert (Gaubatz et al.,
1995). Somit stellt AP-2a einen negativen Regulator fir die Transkription von cMyc Zielgenen dar.
Daruberhinaus reguliert c-Myc die Zellproliferation und kann den Eintritt in die G1-Phase des
Zellzyklus induzieren (Eilers et al., 1991). Mitotische Signale stimulieren den Ubergang einer Zelle in
die G1-Phase und induzieren die Expression von D-Cyclinen (Matsushime et al.,, 1991).
Untersuchungen des CyclinD2 Promotors zeigten, dal® die Expression von CyclinD2 durch die
Bindung von c-Myc an ein kombiniertes E-Box/AP-2 Element aktiviert wird (Bouchard et al., 1999),
wahrend AP-2a die CyclinD2 Expression reprimiert (Jun et al., 1997). Die Repression von CyclinD2
als einem wichtigen Zielgen von c-Myc zeigt, da® AP-2a einen wichtigen Regulator der c-Myc-
vermittelten Proliferation darstellt.

Neben der Proliferation spielt AP-2a auch eine wichtige Rolle fir die Regulation apoptotischer
Prozesse. In vielen Tumoren konnte eine Uberexpression von c-Myc nachgewiesen werden. Die
deregulierte c-Myc Expression resultiert in DNA-Schaden, die zur Aktivierung des Tumorsupressors
p53 fluhren. Der Tumorsupressor p53 induziert den Arrest in der G1- und der G2-Phase und leitet
apoptotische Prozesse ein, indem p53 die Zielgenen p21/Waf1/Cip1 und Mdm2 aktiviert und c-Myc
reprimiert (Mc Pherson et al., 2002; Ho et al., 2005). AP-2a kann mit p53 interagieren und ebenfalls
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die Transkription von p21/Waf1/Cip1 aktivieren und damit den Arrest in der G1-Phase einleiten (Zeng
et al., 1997; McPherson et al., 2002; Modugno et al., 2002).

Im Gegensatz zu Tumorzellen, in denen AP-2a durch die Interaktion mit p53 den Arrest der Zellen in
der G1-Phase einleitet, der zum Tod der Zellen flihrt, konnte in Epithelzellen eine anti-apoptotische
Wirkung von AP-2 nachgewiesen werden. AP-2a bindet in Epithelzellen zusammen mit RB an ein
gemeinsames Element im Promotorbereich des Bcl-2 Gens und aktiviert so die Transkription des
Bcel-2 Gens (Decary et al, 2002). Somit unterstitzt AP-2a indirekt RB-vermittelte
Differenzierungsprozesse und sichert das Uberleben der Epithelzellen.

Wird AP-2 in Zellen z.B. durch eine virale Infektion iberexprimiert und erreicht die deregulierte AP-2
Expression eine fiir die Zellen toxische Konzentration, so wird in diesen Zellen eine AP-2-vermittelte
Apoptose induziert. Diese erfolgt zunachst durch die Repression von Bcl-2 und durch die
anschlieRende Permeabilisierung der dufleren Mitochondrienmembran im Zuge eines Bax/Cytochrom
C/Apaf1/Caspase9-abhangigen Mechanismus” (Wajapeyee et al., 2006).

1.1.6.2 Funktionen von AP-2 Proteinen in Tumoren

In in vitro Studien an Tumorzelllinien mit einer stark erhéhten AP-2a Expression erwies sich AP-2a
durch die Induktion von Apoptose und der Blockade des Zellzyklus™ als potentieller Tumorsuppressor
(Wajapeyee und Somasundaram, 2003). Dies wurde unterstiitzt durch Analysen humaner maligner
Melanome. AP-2a reguliert die Expression des Proto-Onkogens c-Kit und des Adhasionsmolekiils
MCAM/MUC18, die eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung und in der Tumorprogression spielen
(Huang et al., 1998; Jean et al., 1998). Kennzeichnend flir metastasierende Melanomzellen ist der
Verlust der AP-2a Expression und der daraus resultierende Verlust der c-Kit Expression. Die
Transfektion von Melanomzellen mit AP-2a konnte jedoch die Expression von c-Kit induzieren und
fuhrte zur unmittelbaren Induktion von SCF-vermittelter Apoptose (Huang et al., 1996). Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dal} die verminderte Expression von c-Kit aufgrund fehlender
Transaktivierung durch AP-2a die Einleitung apoptotischer Prozesse in den Melanomzellen verhindert.
Gegeniiber c-Kit wird MCAM/MUC18, das invasive Prozesse und somit die Bildung von Metastasen
durch die Vermittlung von Zell/Zell- oder Zell/Matrix-Kontakten férdert, aufgrund der fehlenden
Regulation durch AP-2a in metastasierenden Melanomzellen Uberexprimiert (Jean et al., 1998).
Ebenso wirkt AP-2a in Prostata-Tumorzellen als Tumorsupressor, indem AP-2a die Expression von
VEGF (vascular endothelial growth factor) reprimiert. Die Repression erfolgt durch Kompetition mit
dem Transkriptionsfaktor Sp3 an GC-reiche Bindungsstellen im VEGF Promotor. In AP-2a-defizienten
Zellen konnte so die Bindung von Sp3 an den VEGF Promotor erfolgen, die zur Expression von VEGF

fihrt und somit zur Entstehung von Prostata-Tumoren beitragt (Ruiz et al., 2004).

Eine gegenteilige Rolle spielt AP-2a in Brustkrebszellen, in denen sich die Expression von AP-2
Proteinen forderlich auf die Entstehung und die Progression von Tumoren auswirkt. Dabei korrelieren

hohe Expressionsspiegel der AP-2 Isoformen AP-2a und AP-2y mit der Uberexpression des Proto-
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Onkogens ErbB2, da beide Isoformen die ErbB2 Transkription durch Bindung an AP-2 Bindestellen im
ErbB2 Promotor aktivieren (Bosher et al., 1996; Grooteclaes et al., 1999; Vernimmen et al., 2003).
Neuere Studien zeigen, dal eine fehlerhafte Ubiquitinylierung ursachlich fir eine verlangerte
Halbwertszeit von AP-2a in den Tumorzellen ist und daher zu einer vermehrten Transaktivierung des
ErbB2 Promotors flhrt (Li et al., 2006).

1.1.7 In vivo Funktionen von AP-2 Proteinen

11.71 Mausmodelle

| AP-2a

Die Generierung AP-2a-defizienter Mausstamme gelang 1996 zwei Gruppen unabhangig voneinander
durch gezielte Mutationen des 5. bzw. 6. Exons (Schorle et al., 1996; Zhang et al., 1996). Erste
Mif3bildungen in Form verschiedener VerschluRdefekte traten am Tag E9.5 der Embryonalentwicklung
auf. So war die Ausbildung einer cranio-facialen Spalte durch VerschlulRdefekte der cranialen
Neuralfalten zu beobachten (Cranioschisis). Bei dieser Exenzephalie Uberwachsen die Neuralwilste
die frontonasale Region und die medial angelegten Strukturen der Nase, des Ober- und des
Unterkiefers entwickeln sich seitlich des Kopfes. Untersuchungen an wandernden cranialen
Neuralleistenzellen, die normalerweise hohe Expressionsspiegel an AP-2a aufweisen, belegten, dafl
diese Zellen zwar ihre Zielgewebe im Gesichtsmesenchym finden, dann jedoch in den apoptotischen
Zelltod Ubergehen. Das Schlie3en der anterioren Neuralfalten ist ein komplexer Prozess und wird von
einer konzertierten Aktion des Neuroepithels, des Oberflachenektoderms und des Kopfmesenchyms
gesteuert (Smith und Schoenwolf, 1997). Der apoptotische Zelltod im Neuroepithel und in den
Gesichtsstrukturen beeinflufdt diese morphogenetischen Differenzierungsprozesse und mag ursachlich
fir die schweren cranialen Defekte sein. Zusatzlich zu den VerschluRdefekten der cranialen
Neuralfalten wiesen AP-2a-defiziente Mause VerschluRdefekte des Rumpfes auf, da das laterale
Ektoderm des Thorax und des Abdomens die inneren Organe nicht vollstandig umwachst. Die inneren

Organe entwickelten sich daher auf3erhalb des Embryos (Abdominoschisis).

Untersuchungen an chimaren Mausen, die durch Injektionen von AP-2a-defizienten ES-Zellen in
wildtyp-Blastozysten generiert wurden, zeigten, dall die an AP-2a-defizienten Mausen beobachteten
Defekte des Gesichts, der Augen, der Gliedmallen und des Neuralrohrs auch unabhéangig
voneinander in den chimaren Mausen auftraten. Diese Beobachtungen unterstreichen damit die
essentielle Bedeutung von AP-2a fiir die Entwicklung dieser Strukturen (Nottoli et al., 1998).

Wahrend der Embryogenese wird AP-2a auch in kardialen Neuralleistenzellen exprimiert und um die
Beteiligung von AP-2a an der Entwicklung des Herzens zu analysieren, generierten Brewer und
Kollegen AP-2a-defiziente Mause durch die Insertion einer IRES-LacZ-Kasette in das 7. Exon des
AP-2a Gens (AP-2a:LacZ Kl) (Brewer et al., 2002). Die AP-2o0-defizienten Mause zeigten die
entsprechenden Defekte, die schon zuvor bei den AP-2a-defizienten Mausstdmmen von Schorle und

Zhang beobachtet worden waren, sowie zwei mafigebliche Entwicklungsdefekte des AusfluBtraktes,
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einen offenen Truncus Arteriosus und eine Fehlanlage der Aorta, die aus dem rechten Ventrikel
austritt. Damit spielt AP-2a in kardialen Neuralleistenzellen eine essentielle Rolle fiir die Entwicklung
des Ausfluftraktes (Brewer et al., 2002).

Um die Funktion von AP-2a in weiteren Derivaten der Neuralleistenzellen zu analysieren, generierten
Brewer und Kollegen ,gefloxte® AP-2a Mause durch die Flankierung des 5. und des 6. Exons mit
LoxP-Sequenzen (Brewer et al., 2004a). Die konditionalen AP-2a-defizienten Mause, die aus der
Verpaarung der homozygot gefloxten Tiere (AP-20(””') mit heterozygoten Wnt1-Cre/AP-2a:LacZ Ki
Mausen hervorgegingen (Danielian et al., 1998; Brewer et al., 2002), zeigten Neuralleisten-assoziierte
Defekte. Mutanten mit schweren VerschluRdefekten des Neuralrohrs und des Gaumens starben
perinatal. Mutanten mit einem milderen Phanotyp dagegen Uberlebten mit skeletalen Defekten der
Gesichtsknochen und der Gehdrknéchelchen, sowie mit Pigmentierungsstérungen. Die beobachteten
Defekte unterstreichen, dal® die spezifische Expression von AP-2a in Neuralleistenzellen fir die
Entwicklung des Gesichts, des Innenohrs und der Melanozyten von grofier Bedeutung ist (Brewer et
al.,, 2004a) und bestatigten die nachgewiesenen skeletalen Mi3bildungen im Kopfbereich und des
axialen Skeletts der initial beschriebenen AP-2a-defizienten Mause (Schorle et al., 1996; Zhang et al.,
1996). Die Rolle von AP-2a wahrend Retinsdure-vermittelter = morphogenetischer
Entwicklungsprozesse wird durch die schweren Defekte im Gesichtsmesenchym und der vorderen
Gliedmalen bestatigt (Schorle et al., 1996; Nottoli et al., 1998). Vitamin A-defiziente Mause und
Doppelmutanten der Retinsdure-Rezeptoren RARa und RARYy zeigten ahnliche Gesichtsdefekte und
Fehlbildungen der vorderen GlieBmalien (Lohnes et al., 1994). Die Beobachtung einer Induktion der
AP-2a Expression nach Behandlung der Zellen mit Retinsdure und der Expression von AP-2a in
Retinsdure-sensitiven Geweben wie dem Gesichtsmesenchym und den Extremitatenanlagen |af3t
vermuten, dal® AP-2a in die transkriptionelle Regulation Retinsdure-vermittelter morphogenetischer

Prozesse involviert ist.

Ebenso konnten Brewer und Kollegen mithilfe der AP-2a-defizienten Mauslinie (Brewer et al., 2002)
zeigen, dall die beobachteten VerschluRdefekte des Rumpfes auf Migrations- und
Differenzierungsdefekten des embryonalen Mesoderms beruhen (Brewer et al., 2004b). Die daraus
resultierende Fehlentwicklung des Mesoderms wurde von apoptotischem Zelltod im stark
vergrolRerten Bereich des Nabelrings begleitet. Die Expression von AP-2a konnte nur im
Oberflachenektoderm, jedoch nicht in mesodermalen Strukturen nachgewiesen werden. Aufgrund des
beobachteten Phanotyps folgerten Brewer und Kollegen daher, dafl das im Oberflachenektoderm
exprimierte AP-2a fur die Vermittlung epithelial-mesodermaler Interaktionen mit dem

darunterliegenden Mesoderm erforderlich ist (Brewer et al., 2004b).

I AP-28

Obwohl das friihe embryonale Expressionsmuster von AP-2a und AP-23 Uberlappt (Mitchell et al.,
1991; Moser et al., 1997b), konnte keiner der in den AP-2a-defizienten Mauslinien beschriebenen

Defekte in AP-23-defizienten Mausen nachgewiesen werden (Moser et al., 1997a). Die Mutanten

23



entwickelten sich zunadchst unauffallig, bis am Tag E16.5 der Embryonalentwicklung zystische
Veranderungen der Nierentubuli und der Sammelrohre zu beobachten waren. Obwohl AP-2a und
AP-2B3 bereits sehr frih in der Nierenentwicklung im einwachsenden und sich verzweigenden
Nierenepithel koexprimiert werden, traten die Defekte der AP-2[3-defizienten Mause erst sehr spat auf.
Eine mogliche Erklarung fir das spate Einsetzen der Defekte kénnte in der gegenseitigen
Kompensation beider Gene in frihen Phasen der Embryonalentwicklung bestehen. In spateren
Entwicklungsphasen geht diese Kompensation aufgrund der sich differenzierenden
Expressionsmuster verloren. So wird AP-2a verstarkt in der Nierenrinde und in der peripharen
nephrogenen Zone exprimiert, wahrend AP-2B hauptsachlich im Epithel des Sammelrohrs und im
distalen Tubulussystem nachweisbar ist. Aufgrund der speziellen Expressionsmuster der beiden
Isoformen ist eine Kompensation nicht mehr méglich und der Phanotyp der AP-2p-defizienten Tiere
manifestiert sich. Die Analyse der frilhen Markergene Wt1, Wnt4, Pax2 und Pax8 unterstiitzt diese
Theorie und belegt, daR alle frihen Induktions- und Konversionsprozesse in AP-23-defizienten Nieren

normal ablaufen (Moser et al., 1997a).

Untersuchungen dieser polyzystischen Niereninsuffizienz zeigten eine erhéhte Apoptoserate im
Nierenepithel bei gleichzeitig verminderter Expressionsrate des anti-apoptotischen Bcl-2 Gens. Moser
und Kollegen konnten anhand von in vitro Daten mit Expressionsstudien an PA-1 Zellen zeigen, daf}
die Apoptose in den Nieren AP-2B-defizienter Mause vermutlich aus der deregulierten c-Myc
Expression resultierte. Diese Annahme wird unterstitzt durch Ergebnisse mit c-Myc transgenen und
Bcl-2 knockout Mausen, in denen ebenfalls polyzystische Nieren nachgewiesen werden konnten
(Trudel et al., 1991; Veis et al., 1993). Somit scheint die Entstehung von Zysten die Folge
fehlregulierter Gene zu sein, die den kontrollierten Zelltod im Nierenepithel steuern (Moser et al.,
1997a).

m AP-2y

AP-2y wird in allen Zelltypen des praimplantieten Embryos exprimiert, mit der Einnistung des
Embryos in den Uterus spezifiziert sich die Expression von AP-2y jedoch in extraembryonalen
Geweben. Im weiteren Verlauf der Embryogenese wird AP-2y hauptsachlich in Derivaten des
Trophoblasten, wie den sekundaren Riesenzellen, den Zellen des Spongiotrophoblasten und der
Labyrinthzone exprimiert (Shi und Kellems, 1998; Sapin et al., 2000). Die Funktion von AP-2y fir die
Entwicklung der Plazenta konnte mithilfe AP-2y-defizienter Mauslinien genauer analysiert werden,
deren Generation 2002 zwei Gruppen unabhangig voneinander durch gezielte Mutationen der AP-2y-
kodierenden Region gelang (Auman et al., 2002; Werling et al., 2002). In beiden AP-2y-defizienten
Mauslinien waren bereits zu Beginn der Gastrulation am Tag E6.0 erste Veranderungen erkennbar. In
dieser frihen Embryonalphase waren AP-2y-defiziente Embryonen im Vergleich zu wildtyp-
Embryonen bereits um 50% kleiner. Zudem konnten Werling und Kollegen zeigen, dal} AP-2y
Mutanten die Gastrulation mit der Ausbildung des mesodermalen Keimblattes zwar initiieren, aber
nicht fortfliihren konnten, was auf eine wichtige Rolle fiir AP-2y fir die postimplantive Entwicklung
schlielRen 1aRt (Werling et al., 2002). Im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung zeigten sich
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schwere Defekte des extraembryonalen Ektoderms mit Mi3bildungen des ektoplazentalen Kegels und
einer reduzierten Population der Riesenzellen des Trophoblasten. Zudem konnten AP-2y-defiziente
Embryonen keine Labyrinthzone ausbilden. Aufgrund der zahlreichen Defekte des extraembryonalen
Ektoderms kénnen AP-2y-defiziente Embryonen nicht ausreichend zur Ausbildung einer funktionalen

Plazenta beitragen, sterben und ihre Resorption war ab dem Tag E9.0 zu beobachten.

Untersuchungen an Trophoblastenzellen kultivierter, AP-2y-defizienter Blastozysten wiesen zudem
morphologische und apoptotische Veranderungen, sowie eine reduzierte Expression der Adenosin-
Deaminase (ADA) auf (Werling et al., 2002). Die ADA spielt eine wichtige Rolle fur den Purin-
Metabolismus und wird u.a. in den Riesenzellen des Trophoblasten exprimiert (Blackburn et al., 1996).
Da AP-2 Bindestellen in der Promotorregion der ADA identifiziert werden konnten, wurde eine
Regulation der ADA durch AP-2 Transkriptionsfaktoren bereits friher postuliert (Shi und Kellems,
1998). Werling und Kollegen vermuteten daher, dall die Deletion des AP-2y Gens fiir die Reduktion
des ADA Expressionsspiegels ursachlich ist. Somit kénnte die verbundene Anhaufung toxischer
Stoffwechselprodukte in morphologischen Veranderungen und schlielBlich im apoptotischen Zelltod

der Trophoblastenzellen von AP-2y Mutanten resultieren.

11.7.2 AP-2 Mutationen in der humanen Keimbahn (Char Syndrom)

Das Char Syndrom wurde erstmalig 1978 durch Florence Char als eine autosomal dominante humane
Erkrankung beschrieben, die durch verschieden stark ausgepragte MiRRbildungen im Gesicht und an
den Handen, sowie einem angeborenem Herzfehler, dem offenen Ductus arteriosus (persistent ductus
arteriosus, PDA) gekennzeichnet ist (Char, 1978). Um die genetische Ursache fir die Entstehung des
PDAs zu klaren, wurden die Genome zweier unabhangiger Familien auf den Lokus des Char
Syndrom-verursachenden Gens gescreent (Satoda et al.,, 1999). Mithilfe von positionellen
Klonierungen und Haplotyp-Analysen konnte dieses Gen auf dem Chromosom 6p12-p21 identifiziert
werden - einer Region, die ebenso flr das humane AP-23 Homolog TFAP2B kodiert. PCR Analysen
der kodierenden Region erkrankter Individuen ergaben, daR einzelne Punktmutationen im 5. Exon
zum Austausch von Aminosauren fihrten. Diese Aminosauresubstitutionen (A264D, R289C) betrafen
konservierte Reste in der Aminosauresequenz des humanen AP-23 Proteins und identifizierten das
humane AP-2B Gen TFAP2B somit als Kandidaten-Gen fir das Char Syndrom (Satoda et al., 2000).
Weitere Analysen der Aminosauresubstitutionen im 5. Exon ergaben, dal} mutierte, dominant-negative
Proteine entstehen, die funktionale Dimere ausbilden, aber nicht mehr an die DNA binden kdnnen
(Satoda et al., 2000). Daf} eins dieser dominant-negativen Proteine in einem AP-2 Dimer ausreicht,
um die DNA-Bindung zu inhibieren, erklart die Dominanz der Erkrankung. Somit unterscheiden sich
die Mechanismen, die zur Auspragung des Char Syndroms beim Menschen und zum Phanotyp der
durch Nullmutationen generierten AP-2[3 knockout Mause fiihrt.
Da AP-2 Proteine auch Heterodimere bilden kénnen, kann ein mutiertes AP-23 Protein auch
Auswirkungen auf die Funktionalitat anderer AP-2 Isoformen haben. Diese Veranderungen in der
Zusammensetzung funktionaler Homo- und Heterodimere kann ursachlich fur die beobachteten
Variationen in der individuellen Auspragung des Char Syndroms sein. Geringe Mengen an
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funktionalen AP-23 Homodimeren, die durch das zweite, intakte Allel gebildet werden, scheinen
offensichtlich ausreichend fiir eine normale Nierenentwicklung bei den Char Syndrom Patienten zu
sein, da keine Nierendefekte analog zum AP-2(3 Mausmodel bekannt sind.

Die Entstehung des PDA ist wahrscheinlich auf Entwicklungsdefekte der kardialen Neuralleistenzellen
zurtckzufihren. In den kardialen Neuralleistenzellen, die AP-2a und AP-2B koexprimieren, bilden
Char Patienten neben AP-2a auch das mutierte AP-2B3, welches mit AP-2a heterodimerisiert. Der
dominant-negative Effekt des mutierten AP-2 auf AP-2a flhrt vermutlich zum Funktionsverlust von
AP-2a und somit zur Entstehung der PDA-Symptomatik. In AP-28 Mausmutanten wurde bislang noch
keine PDA-Symptomatik nachgewiesen. Jedoch wurde die Bedeutung von AP-2§ fiir eine korrekte
Herzentwicklung aufgrund der friihen Letalitéat von AP-23 Mutanten noch nicht naher untersucht. Sollte
ebenfalls AP-28 in den kardialen Neuralleistenzellen eine Funktion ausliben, ist daher nicht
auszuschlieften, dall der Verlust von AP-2B in den Mausmutanten zur Entstehung eines Char-
typischen Herzphanotyps fuhrt.

Daruberhinaus ist die Bedeutung von AP-2 Genen fir die Entwicklung der Extremitatenknospen und
und der Gesichtsstrukturen evolutiondr konserviert. Bereits Invertebraten wie die Fruchtfliege
Drosophila melanogaster zeigen eine starke AP-2 Expression im Bereich des Kopfes (Bauer et al.,
1998; Monge und Mitchell, 1998). Da die Gesichtsanomalien selbst beim Menschen differieren und
keine schweren skeletalen Defekte sichtbar sind, ist es nicht Uberraschend, dall bei den AP-23-
defizienten Mausen keine offensichtlichen Gesichtsdefekte auftreten. Interessanterweise besitzen
AP-2B Mausmutanten eine postaxiale Polydaktylie des 5. Fingers. Ahnlich der AP-2B-defizienten
Mause besitzen Char Syndrom Patienten oftmals Handanomalien, die den 5. Finger betreffen. Hierbei
handelt es sich meist um eine Brachydaktylie, die mit einer Verschmelzung zweier Fingerglieder
einhergeht und seltener um eine Polydaktylie (Slavotinek et al., 1997; Satoda et al., 1999).

2001 konnte neben den bisher bekannten TFAB2B Mutantionen in der basischen Doméane auch eine
Mutation in der N-terminalen Transaktivierungsdomane von AP-2(3 identifiziert werden (P62R; Zhao et
al., 2001b). Diese missense-Mutation betrifft ein konserviertes, fir die Transaktivierung wichtiges PY-
Motiv, das die Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren vermittelt (Yagi et al.,
1999). Das entstehende mutierte AP-2B Protein kann als Homodimer die Transkription nicht mehr
aktivieren und hemmt die Transaktivierung im heterodimeren Zustand. Die Patienten zeigten neben
einer stark ausgepragten PDA-Symptomatik wesentlich mildere Gesichtsanomalien. Im Gegensatz zu
den Mutationen, die die basische Domane betreffen, zeigten diese Patienten keine Handanomalien.
Eine mdogliche Ursache fiir diese Symptomatik kénnte in der Zelltyp-spezifischen Verteilung von
Coaktivatoren liegen: die Effekte der N-terminalen AP-23 Mutation kénnten somit in denjenigen
Geweben starker sein, in denen Coaktivatoren mit einem groRen Einfluf auf die Transaktivierung von
Zielgenen mit dem PY-Motiv interagieren. Insgesamt wirft die Identifizierung von AP-23 Mutationen
beim Char Syndrom die interessante Frage auf, ob noch weitere erblich mutierte AP-2 Allele oder
Veranderungen im Expressionsmuster von AP-2 Genen beim Menschen existieren, die in

angeborenen Gesicht-, Nieren- oder Gliedmaliendefekten resultieren.

26



1.2 Ziel der Arbeit

Genomische Studien des Char-Syndroms am humanen AP-23 Genlokus fiuhrten 2001 zur
Identifizierung der AP-28 Isoform, die somit das 4. Gen innerhalb der in Maus und Mensch
charakterisierten AP-2 Familie darstellt (Zhao et al., 2001a). Das orthologe Maus-Gen wurde aus einer
fetalen murinen cDNA-Bank, bestehend aus Gewebe des Kopfes isoliert. Das AP-25 Protein wird im
Gegensatz zu den bisher bekannten AP-2 Isoformen von 8 Exons kodiert und umfat 452
Aminosauren mit einer molekularen Masse von ca. 50 kDa. Erste Expressionsstudien zeigten, dal}
AP-26 neben anderen AP-2 Isoformen wie AP-2a und AP-2B im embryonalen Mittelhirn koexprimiert
wird (Moser et al., 1997b; Zhao et al., 2003).

| Um die raumliche und zeitliche Dynamik des Expressionsmusters von AP-25 im
Nervensystem genauer zu analysieren, ist ein Ziel der vorliegenden Arbeit, weitere
Expressionsanalysen durchzufiihren, mithilfe derer das AP-25 Expressionsmuster von den
Expressionsmustern anderer AP-2 Proteine abgegrenzt werden soll. Diese
Untersuchungen sind wesentliche Voraussetzungen fir die Analysen an den AP-20

Mausmutanten, die in dieser Arbeit generiert werden sollen.

Il Um die in vivo Funktion von AP-25 genauer zu analysieren, soll eine konstitutiv AP-25-
defiziente Mauslinie mithilfe des gene targetings generiert und deren Phanotyp
charakterisiert werden. Aufgrund der Hirn-spezifischen Expression von AP-28 ist keine
embryonale Letalitdt der Mause zu erwarten und daher soll auf einen konditionalen,

induzierbaren AP-26 knockout verzichtet werden.

]l Die innerhalb der AP-2 Familie wenig konservierte N-terminale Transaktivierungsdoméane
verfugt nur Uber wenige charakteristische Reste und Motive, die als entscheidend fur die
transaktivierenden Eigenschaften der AP-2 Proteine beschrieben wurden (Wankhade et
al., 2000). Obwohl einige dieser Reste, wie z.B. das PY-Motiv in der
Transaktivierungsdomane der AP-25 Isoform fehlen, resultiert dies nicht in einer
verringerten Transaktivierungseffizienz von AP-25 gegenulber anderen AP-2 Isoformen.
Eine effektive Transkription von AP-25 Zielgenen kann trotz dieser Veranderungen
wichtiger Motive moglicherweise durch die Mitwirkung anderer, AP-256-spezifischer
Coaktivatoren bei der AP-28-vermittelten Transkriptionsinitiation erfolgen. Daher besteht
ein weiteres Ziel der Arbeit in der Identifizierung und Charaktierisierung von AP-25
Interaktionspartnern durch ein Interaktions-Screening einer murinen, Hirn-spezifischen

Expressions-Bibliothek in Saccharomyces cerevisiae (Yeast-Two Hybrid).

27



2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Gerate und Materialien

Alle Gerate und Materialien wurden von den Firmen Corning (Verbrauchsmaterial; Kaiserslautern),
Schott (Glaswaren; Zwiesel), Schleicher&Schuell (3MM-Whatman-Papier, Rundfilter; Dassel) und
Eppendorf (Kleingerate wie Thermomixer und Tischzentrifugen; Hamburg) bezogen.

211 Material und Chemikalien fiir tierbiologische Experimente

Ohrmarken sowie die entsprechenden Zangen zum Setzen der Ohrmarken wurden von der Firma
Hauptner&Herberholz (Solingen), die Superovulationshormone PMSG (Intergonan, 1337) und HCG
(Ovogest, 89219) von der Firma Intervet (Unterschleissheim), Injektionsmaterial (Einmalspritzen und
-kanulen) von den Firmen Braun (Melsungen) und Terumo (Leuven, Belgien) bezogen.

21.2 Material, Gerdate und Chemikalien fiir die Zellkultur

Alle Materialien, Gerate und Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (DMSO, DAPI, all-trans-
Retinsaure (R2625), PBS-Tabletten; Deisenhofen), Gibco-BRL/Invitrogen (10x Trypsin/EDTA,
Zellkulturmedium DMEM mit 4.5g/L D-Glucose, Na-Pyruvat und L-Glutamin (GlutaMAX™), (G418,
FKS, LIF, 100x nicht-essentielle Aminosauren, Lipofectamine®; Karlsruhe), Falcon/Becton Dickinson
(Verbrauchsmaterial wie Petrischalen und Flaschen zur Kultivierung von Zellen; Basel, Schweiz), PAA
Laboratories (100x Penicillin/Streptomycin; Pasching, Osterreich) und Biorad (Biorad Gene Pulser,
Elektroporationsklvetten fir eukaryontische Zellen; Miinchen) bezogen.

213 Material, Gerate und Chemikalien fir die Molekularbiologie

Alle Materialien, Gerate und Chemikalien stammten von den Firmen Roche (Shrimp Alkaline
Phosphatase, 10x Digoxigenin Nukleotid-Mix; Penzberg), Invitrogen (Formamid (redestiliert), Agarose,
1kb DNA-Standard, Salmon Testes DNA, Trizol, Superscript || cDNA Synthese Kit, Tag-Polymerase,
TOPO TA Cloning Kits; Karlsruhe), Stratagene (RNA-Polymerasen (Sp6, T3, T7); La Jolla, USA), New
England Biolabs (DNA Polymerase 1 (Klenow Fragment), Restriktionsenzyme und Puffer, T4
Polynukleotidkinase, Vent-Polymerase; Frankfurt am Main), Sigma (Chemikalien fur Puffer und
Lésungen, Aminosauren, Maleinsdure, tRNA; Deisenhofen), Amersham Pharmacia (32P/33P-
Nukleotide, Redivue™ L-[**S] methionine (in vitro translation grade), Micro Spin G50 Columns, pDN6
random primer, Rediprime Il Labeling Kit; Buckinghamshire, England), Metabion (Oligonukleotide und
Primer; Martinsried) und Qiagen (Kits fiir die Molekularbiologie : RNA- und DNA-Praparation, DNA-
Aufreinigung; Hilden).

214 Material und Chemikalien fir das Yeast-two Hybrid System

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Deisenhofen) und Merck (Darmstadt) bezogen.
Materialien fur den Yeast-two Hybrid Screen stammen von der Firma Q-Biogene (Dropout Agar Base
for synthetic dropout (SD) media (DOBA), Complete Supplement Mixture (CSM without Ade, His, Leu,
Trp), YPD; Heidelberg).
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21.5 Material und Chemikalien fiir die Biochemie und die Zellbiologie

Alle Materialien und Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Ponceau S (P 7170), APS, TEMED,
B-Mercaptoethanol, Titermax Gold Adjuvant (T 2684); Deisenhofen), Biorad (Biorad Protein Assay,
Coomassie brilliant blue G-250, Precision Plus Protein Standard; Minchen), Pierce (BCA Protein
Assay Kit, Imject® Maleimide Activated mc KLH, Sulfo Link® Kit; Rockford, USA) und Amersham
Pharmacia (ECL plus, PVDF Membran, Glutathion Sepharose 4 Fast Flow beads, Amplify™
Fluorographic Reagent, Hyperfilmw ECL"™; Buckinghamshire, England) bezogen.

21.6 Material und Chemikalien fiir die Histologie

Alle Materialien und Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Diaminobenzidin, DAPI,
K4Fe(CN)gx3H,0, 25% Glutaraldehyd, Levamisole, Parablast Embedding Medium; Deisenhofen),
Merck (K3[Fe(CN)s], Entellan, H,O,; Darmstadt), Kodak (Entwickler D19, Fixierer, Fotoemulsion NBT-
2; Stuttgart), Menzel (Deckglaser, Superfrosts Objekttrager; Braunschweig), Roche (Blocking
Reagent, In situ Cell Death Detection Kit, anti-BrdU-POD, BM Purple; Penzberg) und Roth

(Einbettkasetten, Hellendahl-Farbekasten; Karlsruhe) bezogen.

21.7 Mikroskopische Systeme

Die verwendeten Mikroskope stammten von den Firmen Zeiss (Modelle : Axioskop, Axiophot,
Axiovert; Jena) und Leica (Modelle : MZFL Ill, CTR MIC; Wetzlar). Die phototechnische
Dokumentation der Experimente erfolgte mit Kameras der Firmen Leica (Modell DC 500; Wetzlar) und
Hamamatsu (Herrsching) und die erhaltenen Daten wurden mithilfe der Software folgender Firmen
ausgewertet : Leica (Modell IM 1000; Wetzlar), Jenoptik (Modell Camera Prog Res C14; Jena),
Compix_Inc. (Modell Simple PCI; Cranberry Township, USA) und PCO (Modell Camware;
Kelheim/Altmuhltal).

21.8 Medien, Puffer und Lésungen

2.1.8.1 Tierbiologische Experimente

Avertin Stock-Lésung 5.6 M 2,2,2 Tribromoethanol in tertiarem Amylalkohol bei 65°C
I6sen
Avertin (final) 67 mM Avertin-Stock-Lésung in 0.9% NaCl

2.1.8.2 Zellkultur

Standard-Medium DMEM mit 4.5 g/L D-Glucose, 110 mg/L Na-Pyruvat, 2 mM
L-Glutamin (GlutaMAX™)
10% FKS
1x Penicillin/Streptomycin (1 U/mL Penicillin, 10 pg/ml
Streptomycin)

ES-Zell-Medium DMEM mit 4.5 g/L D-Glucose, 110 mg/L Na-Pyruvat, 2 mM
L-Glutamin (GlutaMAX™)
20% FKS
1x nicht-essentielle Aminosauren,
100 mM 2-Mercaptoethanol
1000 U/mL LIF
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Flush-Medium

PC12-Medium

Retinsaure

1x Trypsin/EDTA

21.8.3 Molekularbiologie

Anzucht von E.coli - Kulturen

LB-Medium

LB-Platten

LB*-Medium

TFB 1

TFB 2

Ampicillin-Stocklésung

Kanamycin-Stockldsung

94.66 mM NaCl

23.28 mM Na-Laktat
20.85 mM Hepes

5.56 mM Glucose

4.78 mM KCI

4.15 mM NaHCO;
1.19 mM MgSQO4x7H,0
1.17 mM CaCl,x2H,0
0.33 mM Na-Pyruvat

DMEM mit 4.5 g/L D-Glucose, 110 mg/L Na-Pyruvat, 2 mM
L-Glutamin (GlutaMAX™)

10% Pferdeserum

5% FKS

10 mM all-trans Retinsaure in 95% Ethanol

500 mg/L Trypsin, 200 mg/L EDTA in 1x PBS

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

H,O dest. auf 1 L ergénzen

15 g Bacto Agar

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

H,O dest. auf 1 L erganzen

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

20 mM MgSO,

10 mM KCI

H>O dest. auf 1 L ergénzen

100 mM RbCl,

50 mM MnCl,

25 mM KAc

10 mM CaCl,

15% Glycerin

pH 5.8 mit 5% Essigsaure einstellen, sterilfiltrieren, Glycerin
hinzugeben

10 mM MOPS pH 7.0
75 mM CacCl,

10 mM RbCI

15% Glycerin

50 mg /mL in H,O dest.

10 mg/mL in H,O dest.
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Tetracyclin-Stocklésung 5 mg/mL in 100% Ethanol

Isolierung, Reinigung und Analyse von DNA

DNA-Lysepuffer 100 mM Tris-Cl pH 8.0
5mM EDTA pH 8.0
0.2% SDS
20 mM NaCl
100 pug/mL Proteinase K (frisch dazugeben)

Puffer P1 50 mM Tris-Cl pH 8.0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

Puffer P2 200 mM NaOH
1% SDS (w/v)

6x Probenauftragspuffer 0.2% Orange G
60.0%Glycerin
60 mM EDTA pH 8.0

50x TAE 2 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan
50 mM EDTA
pH 8.5 mit Essigsaure

1xTE 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
1 mM EDTA pH 8.0

Southern Blot und Hybridisierung

Denaturierungslésung 500 mM NaOH

1.5 M NaCl
Neutralisierungslésung 500 mM Tris-Cl pH 7.0

1.5 M NaCl
20x SSC 3 M NaCl

300 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
NaPi 500 mM Na;HPO4x2H,0

0.34% H3PO4
Church-Puffer 500 mM NaPi

7% SDS

1% BSA Fraktion V
100 pyg/mL Lachs Spermien DNA
bei 70°C I6sen

Church-Wash 40 mM NaPi
1% SDS

Isolierung, Reinigung und Analyse von RNA

20x MOPS Laufpuffer pH7.0 800 mM MOPS
200 mM Natrium-Acetat

20 mM EDTA
PCI Phenol (25) : Chloroform (24) : Isoamylalkohol (1)
10x RNA-Probenpuffer 50% Glycerin

10 mM EDTA pH 8.0
0.25% Xylencyanol



21.84 Hefemedien und Lé6sungen

PTL

TLS

Lyse-Puffer

Overlay Lésung 1

Overlay Losung 2

Overlay Lésung final

X-Gal Stock-Lésung

Z-Puffer

40% PEG
1Xx TE
100 mM Litium-Acetat

1 M Sorbitol
1Xx TE
100 mM Litium-Acetat

100 mM NacCl

1 mM EDTA
2% TritonX-100
1% SDS

50 mL 500 mM NaPi pH 7.0

1 mL 10% SDS

1 mL 1M KCI

100 uL 1 M MgCl,

Unter Rihren auf 40°C erwarmen

600 mg LM-Agarose in 30 mL H,O dest. aufkochen, auf 5°C
abkuihlen

Overlay Lésung 1 (52.1 mL, s.0.) und Overlay Lésung 2 (30 mL,
s.0.) mischen, auf 100 mL erganzen, 400 pg/mL X-Gal hinzugeben

25 mL Z-Puffer
68 uL B-Mercaptoethanol
400 pL 20 mg/mL X-Gal in DMF

60 mM Na,HPO4x7H,0
40 mM NaH2P04xH20
10 mM KCI

1TmM MgSO4X7H20
pH 7.0, autoklavieren

2.1.8.5 Biochemie und Zellbiologie

SDS-PAGE und Immunoblotting

RIPA-Puffer

10x Laufpuffer

Kernextrakt-Lysispuffer 1

0.1% SDS

1% Natrium-Desoxycholat

1% TritonX-100

50 mM Tris-Cl pH 8.0

150 mM NaCl

10 mM EDTA

1 Tablette Complete Mini EDTA free Proteinase Inhibitor Cocktail
(Roche, Penzberg)/10 mL RIPA-Puffer

250 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
2 M Glycin
1% SDS

10 mM Hepes-KOH pH 7.9
10 mM KCI

100 mM EDTA

10 MM EGTA

1mMDTT
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Kernextrakt-Lysispuffer 2

SDS-Polyacrylamid-Gele

6x Laemmli-Probenpuffer

Coomassie-Farbeldsung

Transfer-Puffer

1x TBS pH 7.4

Ponceau S

TBST

Stripping-Buffer

GST-Pulldown

Puffer A

Puffer A"

20 mM Hepes-KOH pH 7.9
400 mM NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1mMDTT

Trenngel-Komponenten

10% 12.5%

30% Acrylamid, 0.8% Bis-Acrylamid
1.5 M Tris-Cl pH 8.8

3.8 mL 416 mL
5.0mL 25 mL

TEMED 8 uL 10 L
10% APS 80 pL 100 pL
H,O dest. 1.2mL 3.22 mL
Sammelgel-Komponenten 3.4%

30% Acrylamid, 0.8% bis-Acrylamid 577 pL

0.5 M Tris-Cl pH 6.8 25mL
TEMED 7 pL

10% APS 67 uL

H,0 dest. 1.96 mL

375 mM Tris-Cl pH 6.8
2% SDS

30% B-Mercaptoethanol
60% Glycerin

0.012% Bromphenolblau

40% Methanol
10% Essisaure
0.1% Coomassie brilliant blue G-250

25 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan

200 mM Gilycin
20% Methanol

150 mM NacCl
50 mM Tris-Cl

0.1% (w/v) Ponceau S
5% (v/v) Essigsaure

0.05% Tween-20 in 1x TBS

62.5 mM Tris-Cl pH 6.7
2% (w/v) SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

50 mM Tris-Cl, pH7.4
5 mM MgCl,
50 mM NaCl

PufferA
1 mM PMSF
1mMDTT

1 Tablette Complete Mini EDTA free Proteinase Inhibitor Cocktail

(Roche, Penzberg)/10 mL Puffer A*



HBB-Puffer

HBB"-Puffer

HBB*300-Puffer

ELISA-Assay
0.1 M Phosphat-Puffer pH 6.8

Substrat-Lésung

2.1.8.6 Histologie

20 mM Hepes pH 7.8
100 mM KCI
5 mM MgCl,

20 mM Hepes pH 7.8
100 mM KCI
5 mM MgCl,
500 nM DTT
0.5% NP-40

20 mM Hepes pH 7.8
300 mM KCI
5 mM MgCl,
500 nM DTT
0.5% NP-40

51 mM NaH,PO4xH,0
49 mM Na,HPO4x2H,0

1 mg/mL 5-Aminosalycyl-Saure
20 mM Phosphat-Puffer pH 6.8

Nachweis des LacZ-Reportergens in situ

100 mM Phosphat-Puffer pH 7.3

Fixierungslésung

Wasch-Puffer

X-Gal Farbelésung

Immunfarbungen
10x PBS

10x Citratpuffer pH 6.0

ABC-L6sung

11.5 mM NaH,;PO,
38.5 mM Na,HPO,

0.2% Glutaraldehyd

5mM EGTApH 7.3

2 mM MgCl,

in 100 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7.3

2 mM MgCl,
0.02 % NP-40
in 100 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7.3

1 mg/mL X-Gal

5 mM K4Fe(CN)6X3H20
5 mM Ks[Fe(CN)g]

in Wasch-Puffer

1.37 M NaCl

27 mM KCI

43 mM Na,HPO4x7H,0
14 mM KH,PO,

pH 7.4 mit HCI

100 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
100 mM Citronensaure-Monohydrat

1 Tropfen Lésung A, 1 Tropfen Lésung B in 2.5 mL 1x PBS
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DAB-Farbelésung

DAB-Stock 1
DAB-Stock 2
DAPI-Stock

Evanol

500 mM Tris-Cl pH 7.6
750 uM DAB-Stock 1
0.006% DAB-Stock 2

15 mM 3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
5% H202 in H20 dest.
3 mM 4',6-Diamidino-2-Phenylindol Dihydrochlorid in DMSO

* 12g Mowiol (Hoechst) in 30 mL H,0 lésen

* 60 mL 200 mM Tris-Cl pH 8.5 und 30 g Glycerin hinzugeben,
10 min bei 56°C I6sen

* 15 min bei 5.000xg pelletieren

+ Uberstand mit 2 g DABCO (Sigma) versetzen

* In 500 pL Aliquots bei -20°C lagern

Radioaktive in situ Hybridisierung

Hybridisierungs-Mix

50% redestiliertes Formamid

10% Dextran Sulfat (Natrium-Salz)

10 mM Tris-Cl pH 8.0

2x SSC

5 mM EDTA

150 pg/mL tRNA

150 pg/mL Lachsspermien DNA

10 MM DTT

10 mM B-Mercaptoethanol

* Formamid mit Dextran Sulfat mischen, vortexen und bei 50°C
I6sen

« restliche Bestandteile hinzugeben, in 1 mL Aliquots bei 20°C
lagern

Digoxigenin in situ Hybridisierung auf Paraffin-Schnitten

Hybridisierungs-Mix

Blockierungslosung

2x SSC

10% Dextran-Sulfat (Natrium-Salz)
0.01% Lachsspermien DNA
0.02% SDS

50% Formamid

2% Blocking Reagenz

10% normales Schaf-Serum
0.1% Tween-20

in 1x TBS-DEPC

Whole mount Digoxigenin in situ Hybridisierung

Hybridisierungs-Mix

Wasch-Lésung 1

Wasch-Ldésung 2

50% (v/v) redestilliertes Formamid
5x SSC pH 4.5

50 yg/ml tRNA

1% SDS

50 ug/mL Heparin

50% (v/v) Formamid
4x SSC pH 4.5
1% SDS

500 mM NaCl
10 mM Tris pH 7.5
0.1% Tween-20

35



Wasch-Lésung 1 + Lésung 2

Wasch-Lésung 3

Maleinsaure- (MAB) Puffer

NTMT pH 7.5

2.1.9

50% Loésung 1
50% L6sung 2

50% (v/v) Formamid
2x SSCpH 4.5

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl

0.1% Tween-20

2 mM Levamisole

100 mM NacCl

100 mM Tris-Cl pH 9.5
50 mM MgCl,

0.1% Tween-20

Vektoren und Konstrukte

Vektor

Insert

Referenz

Klonierungs- und Shuttle-Vektoren

pBSIISK
pBSIIKS
pGEM3
pCMX-PL1
pWH9

pCR®II-TOPO
pCR®-Blunt II-TOPO
pCMV-Tag2b

NTR-B-Gal-polyA-neo

Stratagene, La Jolla, USA
Stratagene, La Jolla, USA
Promega, Mannheim
Umesono et al., 1991

M. Moser, Max-Planck-Institut
fir Biochemie, Martinsried

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Stratagene, La Jolla, USA

AP-25-Konstrukte
pSP64-mAP-26

pCMX-PL1-mAP-20
pBSIISK-mAP-25 spec

pBSIIKS-mAP-25 spec

pBSIISK-mAP-25-Genlokus :
pBSIISK (ASpel/Xbal/Xhol)-
mAP-28 Stul Fragment

Externe Probe :
pBSIISK-Stul-EcoRV

»rargeting Vector*:
pBSIISK (ASpel/Xbal/Xhol)-

mAP-28 Stul (Xhol in Spel)- Sall

in Xhol NTR-B3-Gal-polyA-neo
Fragment

mMAP-25 cDNA

mAP-25 cDNA
mAP-26 cDNA Fragment des
1./2. Exons

mAP-26 cDNA Fragment des
1./2. Exon

7.3 kb Stul-Stul genomisches
DNA Fragment des mAP-26-
Lokus

Stul-EcoRV genomisches DNA

Fragment des mAP-28-Lokus

7.3 kb Stul-Stul genomisches
DNA Fragment des mAP-26-
Lokus mit NTR-B-Gal-polyA-

neo Insert

M. Moser, Max-Planck-Institut
fur Biochemie, Martinsried

Diese Arbeit

M. Moser, Max-Planck-Institut
fur Biochemie, Martinsried

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Vektor Insert Referenz

Vektoren und Konstrukte fiir das Yeast-two Hybrid-System

pGBKT7 GAL4 DBD Clontech’
pGBKT7-mAP-25 TA GAL4 DBD-mAP-25 TA (nt: 4-  Diese Arbeit

628)
pACT-2 GAL4 TA Clontech’
pACT-2-cDNA library (adult GAL4 TA-cDNA Hirn Bank Diese Arbeit
mouse brain) adulter BALB/c-Mause
pCL-1 GAL4 Protein Clontech’
pGEX-3x - Amersham?
pGEX-3x-mAP-25 TA mAP-256 TA Diese Arbeit
pGEX-3x-mAP-26 DBD mAP-25 DBD (nt: 598-1359) Diese Arbeit
pGEX-3x-hAP-2a TA hAP-2a TA Diese Arbeit
pHA-hCyclinC hCyclinC E. Keidel, Max-Planck-Institut

fur Biochemie, Martinsried

pCR®II-TOPO-mNFAT1-D spex ~ mNFAT-1D 3’ISH probe Diese Arbeit
pCMV-Tag2b-NFAT1-D MNFAT-1D full length cDNA Diese Arbeit
pCMX-PL1-NFAT-1D MNFAT-1D 700 bp cDNA Diese Arbeit

fragment
pCMX-PL1-FoxG1 mFoxG1 880 bp cDNA Diese Arbeit

fragment

'Clontech, Palo Alto, USA; “Amersham Pharmacia, Buckingshamshire, England

2.1.10 Primer und Oligonukleotide

Genotypisierungsprimer

mAP251 sense
AP25-ko-as1
PGK PolyA down

5-AAT GCATCG TAAGCT TTT GGA G-3°
5-GGA GGA GAG TTG CCC TCC CTG CG-3°
5-CTGCTCTTT ACT GAAGGC TCT TT-3’

Sequenzierprimer
AP-28seq-s
AP28seqg-as

pGBKT7 seq rev
pcDNA 1.1/Amp fw seq
Gal4 AD seq sense
pGEX-3x seq fw
pGEX-3x seq rev

5-TTATTA ACC TGC ACA ATG CGC G-3°
5-GGC GAG ATG CTC TCC CAC TGC C-3°
5-TAA GAG TCA CTT TAA AAT TTG TAT-3’
5°-TCT CTG GCT AAC TAG AGA AC-3’
5°-TAC CAC TAC AAT GGA TG-3’

5-CCT TTG CAG GGC TGG CAA GC-3°
5-CGC TTA CAG ACA AGC TGT GAC C-3°

T7 seq fw 5-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG-3°
RT-PCR-Primer

mMAP2aRT s 5°-ACC AGC AAC GGG ACG GCA CGG-3°
MAP2aRT as 5°-TGG CGG AGA CAG CAT TGC TGT TG-3’
mAP2BRT s 5-GAA GTG GGC TCA GAA GCC GGC T-3°
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RT-PCR-Primer

MAP2BRT as 5°-AAT GAC TGA CTG GTC CAATAG G-3°

mAP2yRT s 5°-CCT GGATTT AAC TGG CGA CT-3°

mAP2yRT as 5-CCT CCA GCC CTG AAA TAT GG-3°

mAP-25 sense 5-TGG AGA AAC CCATCA TGT CAA C-3°

mAP-25 anti 5-GGC AGG AGT CTT TGA TCT GGG-3’

mMAP-2¢ spec sense 5-CAA GCA TCG GAA GTA ACT GGC-3’

mAP-2¢ spec anti 5-CAC CTC TGA TGT GTT ATC AGC-3’

GAPDH sense 5°-AGC CAC ATC GCT CAG AAC AC-3°

GAPDH anti 5-GTT CTA GTA GTC GTT ACG GAG-3’

B-Actin sense 5°-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AA-3°

B-Actin anti 5°-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G-3°

Primer fir das Yeast-two Hybrid System

AP-25 TA EcoRI 5-CAT GAATTC TCAACT ACCTTT CCC GGA CTA GTC-3’
AP-25 TA BamHI 5-GAT GGA TCC AGT CTG TGG GGT TGA CTA CAC AGG-3’
AP-25 DBD Smal fw 5°-CAT CCC GGG GGT GGC ACC TGT GTA GTC AAC CCC-3
AP-25 DBD EcoRlI rev 5-CAT GAATTC CTAGTC TGTCTT TTC TGT TTT GCC-3’
hAP2a TA fw g '-??AT GAA TTC AAT GCT TTG GAA ATT GAC GGA TAA TAT
hAP2a TA rev 5-CAT GAATTC GTT GGG GTT CAC CAC GCC GCC-3’
NFAT1-D fw 5"-GGA CCT GCA GGG ACC TGT GAG-3°

NFAT1-D rev 5"-AGG GCA GAA TGT TAC AGA GAA-3’

Linker

BamHI in EcoRI 5°-AAT TGG ATC C-3°

BamHI in Ncol 5°-CAT GCG GAT CCG-3’

EcoRYV in Spel 5-CTA GGA TAT C-3°

Sall in EcoRl 5°-AAT TGT CGA C-3°

Xhol in Spel 5°-CTA GCT CGA G-3°

21.11 Organismen

l. Verwendete Labor-Mausstamme

Mause der Linien SV129, C57BI/6 und CD-1 stammen aus der Zucht des Tierstalls des Max-Planck-
Instituts fur Biochemie, Martinsried unter der Leitung von Dr. H. Brandstetter.
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Adhérente eukaryontische Zelllinien

P19 McBurney and Rogers, 1982

HelLa Scherer et al., 1953

HepG2 Morris et al., 1982

NIH/3T3 Jainchill et al., 1969; Copeland et al., 1979
PC12 Greene and Tischler, 1976

Die Zelllinien P19 und PC12 wurden von der Abteilung Molekularbiologie (Prof. Dr. A. Ullrich) des
Max-Planck-Instituts flr Biochemie, Martinsried zur Verfligung gestellt.

E.coli-Stdmme
XL1-blue Stratagene, La Jolla, USA

Genotyp: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1,
Lac [F’, proAB, laclZ.M15, Tn10 (Tet")]

BL21 Stratagene, La Jolla, USA
Genotyp: F, ompT, hsdSg (rg” mg"), gal, dcm

Hefestamm AH109

Clontech, Palo Alto, USA
Genotyp MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4 A, gal80 A

Reportergene LYS2::GAL1yas-GAL17aTA-HIS3
GAL2as -GAL27aTA-ADE2
URAS3::MELA1 UAS—MEL1 TATA-laCZ

Auxotrophe Marker TRP1, LEU2

21.12 Antikorper

Antikoérper wurden von den Firmen Geneka (AP-2a; Montreal, Kanada), Chemicon (B-TSH, NeuN,
LHRH, ACTH, GH; Temecula, USA), Dako (GFAP; Hamburg), Roche (BrdU, DIG-AP; Penzberg), Cell
Signaling/New England Biolabs (Influenza Hemagglutinin, human Cleaved Caspase3 (Asp175);
Frankfurt am Main), Abcam (Tubulin YL1/2; Cambridge, UK), Biorad (HRP-gekoppelte
Sekundarantikérper; Miuinchen), Molecular Probes/Invitrogen (Alexa Fluor-Sekundarantikorper;
Karlsruhe), Vector Laboratories (Biotin-gekoppelte Sekundarantikérper; Burlingame, USA) oder vom
NIDDK (LH, FSH; UCLA, Los Angeles, USA) bezogen. Die polyklonalen Peptidantikrper gegen die
AP-2 Isoformen B, y und & wurden in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Markus Moser in der Abteilung
Molekulare Medizin am Max-Planck-Institut fir Biochemie (Martinsried) generiert.

Primarantikorper fiir die Immunhistologie

Antikorper Verdiinnung Vorbehandlung

Kaninchen anti hAP-2a 1:200 5x 5 min 10 mM Citratpuffer pH 6.0 (Mikrowelle),
Blockieren: 6 Stunden in 10%Ziegenserum/1%BSA/
0.1% TritonX-100

Kaninchen anti mAP-23 1:2.500
Kaninchen anti mAP-2y 1:2.500
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Primarantikorper fir die Immunhistologie

Antikorper Verdiinnung Vorbehandlung

Kaninchen anti mAP-25 1:2.500 ¢

Kaninchen anti mNeuN 1:500

Maus anti hGFAP 1:50 “

Kaninchen anti rLH 1:500 Blockieren: 60 min in 10% Ziegenserum/1%BSA/
0.1% TritonX-100

Kaninchen anti rFSH 1:500 “

Kaninchen anti 3-TSH 1:1000 “

Kaninchen anti ACTH 1:1000 “

Kaninchen anti GH 1:1000 “

Kaninchen anti LHRH 1:1000 “

Maus anti BrdU~POD 1:30 20 min 4 N HCI, 20 min 0.1% Trypsin/0.1% CaCl,, 3x
5 min blockieren in 0.5% BSA/0.1% Tween-20

Kaninchen anti human 1:200 10 min 0.2% TritonX-100, 3x 5 min 10 mM

Cleaved Caspase-3

Citratpuffer pH 6.0 (Mikrowelle), Blockieren: 60 min
in 5% Ziegenserum/0.1% Tween-20

Primarantikorper fir Immunoblots

Antikorper Verdiinnung
Kaninchen anti mAP-2a 1:1.000
Kaninchen anti mAP-25 1:5.000
Maus anti HA 1:1.000
Ratte anti Tubulin YL1/2 tyrosinated 1:10.000
Sekundarantikorper
Antikorper Verdiinnung Anwendung
Ziege anti Maus~Alexa Fluor 568
Ziege anti Kaninchen~Alexa Fluor 488 1500 Immurjfluoregzenz auf Zellen oder
Ziege anti Kaninchen~Alexa Fluor 568 Paraffinschnitten
Ziege anti Ratte~Alexa Fluor 633
Ziege anti Maus~Biotin .

1:200 DAB-Farbung
Ziege anti Kaninchen~Biotin
Ziege anti Maus~HRP )

1:10.000 Immunoblotting

Ziege anti Kaninchen~HRP
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2.2 Methoden

221 Tierbiologische Experimente und Techniken

2211 Tierhaltung

Zucht und Haltung der fiir tierbiologische Experimente vorgesehenen Mause erfolgte unter SPF-
(spezifiziert Pathogen-frei) Bedingungen in der Tierhaltungsanlage des Max-Planck-Instituts fur
Biochemie in Martinsried. Ein Tag/Nacht-Rhythmus wurde durch 12-stiindige Licht/Dunkel-Perioden
simuliert. Jungmause wurden im Alter von 4 Wochen von den Elterntieren getrennt, durch Ohrmarken
gekennzeichnet und in Kafigen getrennt nach Geschlecht gehalten. Zur genotypischen Analyse wurde
ihnen gleichzeitig zum Setzen der Ohrmarke die Schwanzspitze entfernt. Zur Zucht wurden
geschlechtsreife Tiere im Alter von mindestens 8 Wochen verwendet.

221.2 Superovulation

Studien ergaben, daR die Gonadotropin-vermittelte Stimulation fertiler Mauseweibchen zu einer
erhdéhten Anzahl ovulierter Eizellen fiihrt (Hogan et al., 1994). C57BL/6-Weibchen reagieren im Alter
von 25 Tagen am effizientesten auf eine hormonelle Stimulation durch PMSG und hCG. PMSG wurde
am ersten Tag intraperitoneal injiziert und stimuliert als FSH-Ersatz die Follikelreifung. Im Abstand von
46 bis 48 Stunden wurde hCG injiziert, welches identisch zum Hypophysen-LH den Eisprung auslést.
Der Eisprung erfolgte 10 bis 13 Stunden nach der hCG-Injektion. Die so hormonell stimulierten
Weibchen wurden am Abend der hCG-Injektion mit fertilen Mannchen im Verhaltnis 1:1 verpaart. Eine
erfolgreiche Verpaarung wurde am nachsten Morgen anhand eines Vaginalpfropfes festgestellt. Am
Tag 3.5 post coitum wurden die Weibchen durch zervikale Dislokation getdtet, der Uterus wurde
herausprapariert und vom Mesometrium getrennt. Die beiden Enden des Uterus wurden
angeschnitten und mithilfe einer Kandle, die durch die Zervix in den freien Uterus-Arm geschoben
wurde, wurden die enthaltenen Blastozysten mit einer Spullésung (PBS oder Flush-Medium) aus dem
Uterus hinausgespdlt.

2213 Bestimmung der Zyklus-Phase

Mithilfe der Analyse des Vaginalsekrets wurde die Zyklus-Phase anhand der Zusammensetzung der
Zellpopulationen im Sekret bestimmt. Dazu wurden jeweils am Morgen eines jeden Tages zu einer
festgelegten Uhrzeit Abstriche der Vagina von 8 Wochen alten AP-28-defizienten und von
Kontrollweibchen genommen. Gruppen von 4-6 Kontroll- oder AP-20-defizienten Weibchen wurden
mit einem geschlechtsreifen Mannchen in einem Kafig durch ein Trenngitter separiert gehalten.
Dieses Trenngitter verhinderte den Koérperkontakt zwischen den Weibchen und dem Mannchen,
ermoglicht jedoch eine visuelle, auditorische und vor allem olfaktorische Wahrnehmung des
Mannchens. Diese spezielle Kafigvorrichtung war notwendig, da frihe Studien mit in Gruppen
gehaltenen Mauseweibchen zeigten, dal} sich die Zyklusdauer verlangern kann (Lee-Boot-Effekt; van
der Lee und Boot, 1955; van der Lee und Boot, 1956). Dieser Effekt kann durch den Zusatz eines
geschlechtsreifen Mannchens verhindert werden, da der Geruch des Mannchens den Eintritt in die
Estrus-Phase induzieren und den Zyklus der Weibchen synchronisieren kann (Whitten-Effekt; Whitten,
1956; Whitten, 1958). Die Abstriche wurden zur Fixierung der Zellen kurz in Methanol getaucht und
anschlieRend mit Hamalaun und Eosin gefarbt. Die zellulare Zusammensetzung des Abstrichs wurde
unter einem Mikroskop untersucht.

2214 Retrobulbare Blutentnahme zur Serumgewinnung

Zur Blutentnahme aus dem Auge (retrobulbar) wurde ein Becherglas mit Isoflo® (Abbott Laboratories,
Kent, UK) getranktem Zellstoff ausgelegt. Die Mause wurden in diesem Becherglas so lange
narkotisiert, bis die Atmung stoRBweise erfolgte. Die narkotisierte Maus wurde entnommen, eine
Kapillare (Mikro-Hamatokrit-Kapillare; Brand, Wertheim) wurde in den Augenwinkel eingefiihrt und
drehend in das Venengeflecht im Inneren der Augenhdhle eingestochen. Das in der Kapillare
aufsteigende Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus wurde in einem Reaktionsgefall aufgefangen,
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eine Stunde bei 37°C inkubiert, 5 min bei 2.500 rpm abzentrifugiert und das den Uberstand bildende
Serum wurde bei -80°C fir die folgenden Untersuchungen aufbewahrt.

2.21.5 Perfusion

Vor der Perfusion wurden die Tiere durch die intraperitoneale Injektion mit einer letalen Dosis Avertin
betdubt. Die Dosierung des Avertins richtete sich nach dem Kdérpergewicht des Tieres; dabei galt die
Formel: 25 pyL der finalen Avertin-Konzentration/g Korpergewicht. Dabei muRte die Dosis
erfahrungsgemaf um den Faktor 1.3 erh6ht werden, um die Tiere terminal zu betduben. Sobald das
Tier nach der Betdubung keine Reaktion auf einen Beriihrungsreiz erwiderte, wurde es in Riickenlage
auf dem Perfusionstisch fixiert. Das Bauchfell wurde auf beiden Seiten bis zum Hals gedffnet und vom
darunterliegenden Bindegewebe getrennt. Der Brustkorb wurde mit einer am Sternum angesetzten
Pinzette etwas in die Richtung des Kopfes gezogen, das Zwerchfell mit einem Skalpell eingeschnitten
und vom Brustkorb abgetrennt. Durch zwei seitliche Scherenschnitte wurde der Brustkorb vollstandig
geodffnet, in Richtung des Kopfes aufgeklappt und mit zwei Klammern fixiert. Die Lunge durfte bei der
Offnung des Brustkorbs nicht verletzt werden. AnschlieBend wurde der Herzbeutel mit einer Pinzette
gedffnet und abgezogen. Zu diesem Zeitpunkt sollte das Herz noch sichtbar schlagen, um eine
moglichst gute Fixierung des Gewebes zu erreichen. Um das Gewebe vor der Fixierung von
Blutbestandteilen zu sdubern, wurde zunachst eine Spillésung (1x PBS) durch den Kérper des Tieres
geleitet. Bei laufender Pumpe (Peristaltische Pumpe LKB 1; Pharmacia LKB, Freiburg), wurde der
linke Ventrikel punktiert, indem das Herz mit einer stumpfen Pinzette gehalten wurde und eine Kaniile
in den linken Ventrikel eingefiihrt wurde. Unmittelbar danach wurde der rechte Vorhof durch einen
Schnitt gedffnet, damit das Blut, bzw. die Spilldsung nach der Zirkulation wieder aus dem Korper
austreten kann und der entstehende Druck nicht zum Platzen von GefaRen fihrt. Die Perfusion
verlauft erfolgreich, wenn sich die Leber wahrend der Perfusion entfarbt, da der grof3e Kérperkreislauf
vollstdndig durchstromt wird. Tritt nur noch klare Flussigkeit aus dem Tier aus, wurde die
Fixierungslésung (4% PFA) eingeleitet. Ein weiterer Hinweis auf eine erfolgreiche Perfusion stellt das
Verkrampfen des Tieres beim Einstrdbmen der Fixierungslésung dar. Eine vollstadndige Perfusion
wurde erreicht, wenn der Tierkdrper véllig versteift ist. Das perfundierte Tier kann anschlielRend fur
weitere Praparationen verwendet werden.

2.21.6 Entkalken von Knochen

Um Paraffinschnitte von Knochen anzufertigen, wurden diese vorher entkalkt. Dazu wurden die
Hinterldufe zuvor getdteter Mause mdglichst bis zum Ansatz des Femurs in der Huftregion extrahiert,
die Haut wurde entfernt und die extrahierten Hinterldufe wurden GN in 4% PFA fixiert. Beginnend mit
dem nachsten Tag wurden die Knochen fir 5 Tage in 10% EDTA entkalkt. Um ein Ausfallen des
EDTAs durch Ethanol zu vermeiden, wurden die Knochen zunachst in 1x PBS gespililt, anschlielend
in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und so fir die Anfertigung von Paraffinschnitten
vorbereitet.

222 Zellkultur adharenter Saugerzellen

Falls nicht anders aufgefihrt, wurden alle verwendeten Zelllinien in Standard-Medium bei 37°C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 85% und 5% CO, kultiviert. Zur Passage der Zellen wurden diese
nach zweimaligem Waschen mit 1x PBS durch 1 mL 1x Trypsin/EDTA pro 10 cm-Schale trypsiniert.
Die abgeldsten Zellen wurden in 7 mL Medium aufgenommen und 5 min bei 900 rpm sedimentiert.
Das Zellpellet wurde in Medium aufgenommen, im Verhaltnis 1:5 oder 1:10 in vorgelegtem Medium
verdinnt und auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

2221 Kryokonservierung

Um adhérente Zellen einzufrieren, wurden die Zellen wie gewohnt trypsiniert, in Medium
aufgenommen und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium mit 10% DMSO aufgenommen,
erneut resuspendiert und auf bereitgestellte, gekiihlte 1.5 mL Cryo-Rohrchen verteilt. Die Zellen
wurden zunachst bei -80°C eingefroren und bei langerer Lagerung in flissigem Stickstoff aufbewahrt.
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2222 Revitalisierung kryokonservierter Zellen

Werden die eingefrorenen Zellen bendtigt, so wurde das jeweilige Rohrchen schnell im Wasserbad bei
37°C aufgetaut, die Zellen wurden mit 7 mL frischem Medium versetzt, in ein Réhrchen Gberfihrt und
5 min bei 900 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen wurden in einem
geeigneten Volumen mit frischem Medium resuspendiert und in ein neues Kulturgefald tberfihrt.

2223 Transiente Transfektion mittels Lipofectamine® Reagens

Zellen (NIH/3T3, HeLA oder HepG2) wurden transient mit 1 bis 10 pg Plasmid-DNA mithilfe des
Lipofectamine® Reagens transfiziert. Die Zellen waren am Tag zuvor mit einem Neubauer-
Hamatocytometer (Merck, Darmstadt) gezahlt und in einer bestimmten Dichte in geeigneten
Zellkulturschalen ausgesat worden. Die Transfektion erfolgte anhand des Hersteller-Protokolls in
Serum-freiem Medium. Drei bis 6 Stunden nach der Transfektion erhielten die Zellen frisches, Serum-
haltiges Medium.

2224 Induktion von P19-Zellen durch Retinsaure

Die P19-Teratocarcinoma-Zelllinie stammt aus einem embryonalen Karzinom von C3H/He-Mausen
(McBurney and Rogers, 1982). Die Zellen sind pluripotent und kénnen durch die Zugabe von
Retinsdure in neuronale und Gliazellen differenziert werden (Jones-Villeneuve et al., 1982). Dazu
wurden P19-Zellen in einer Dichte von 2.5x10° Zellen/10 cm Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten
Tag begann die Induktion der Zellen durch die Zugabe von 1 uM Retinsaure ins Kulturmedium.
Parallel dazu wurden Kontrollplatten ohne Retinsaure kultiviert. Nach 0, 0.5, 2, 6, 12 und 24 Stunden
wurden die Zellen photographiert, mit 1x PBS gewaschen und durch Abschaben geerntet.

2.2.25 Induktion von PC12-Zellen durch NGF

Die PC12-Zelllinie wurde aus einem Tumor der Nebenniere (Pheochromocytoma) der Ratte generiert
und kann durch NGF in neuronale Zellen differenziert werden (Greene and Tischler, 1976). Die Zellen
wurden in speziellem PC12-Medium auf 10 cm Zellkulturschalen kultiviert, die 2-3 Stunden zuvor mit
1mg/mL Collagen | beschichtetet worden waren. Das Passagieren der Zellen erfolgte durch Abspllen
der Zellen von der Collagen-Beschichtung. Zur Induktion der Zellen mit NGF wurden die Zellen in
einer Dichte von 2.5 bis 10x10* Zellen auf einer 10 cm Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten Tag
wurde den Zellen NGF (Mouse NGF 2.5S, Grade Il; Alomone Labs, Jerusalem, lsrael) in einer
Konzentration von 50 ng/ml in frischem Kulturmedium zugesetzt. Parallel dazu wurden Kontrollplatten
ohne NGF kultiviert. Nach 0, 1, 2, 4 und 8 Tagen wurden die Zellen photographiert, mit 1x PBS
gewaschen und durch Abschaben geerntet.

223 Kultur muriner embryonaler Stammzellen

Murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen) stammen aus der inneren Zellmasse von Blastozysten.
Die Pluripotenz der ES-Zellen wird durch den Zusatz des leukemia inhibitory factors (LIF) im Medium
aufrechterhalten. Fur die Erzeugung der hier beschriebenen Mauslinie wurde die 15. Passage der
murinen R1 ES-Zelllinie (Nagy et al., 1993) genutzt. Die Kultivierung der ES-Zellen erfolgte auf
murinen embryonalen Fibroblasten (Feederzellen) in ES-Zell-Medium. Die ES-Zellen wurden jeden
zweiten Tag passagiert und das Medium wurde téglich erneuert.

2231 Praparation von murinen embryonalen Fibroblasten (Feederzellen)

Embryonale Feederzellen stellen eine Mischpopulation aus Zellen des Rumpfes 13 bis 14 Tage alter
Mausembryonen dar. Der Hauptanteil der Zellen sind somit embryonale Fibroblasten. Sie dienen der
Versorgung der ES-Zellen mit wichtigen Wachstumsfaktoren und helfen, einen undifferenzierten
Zustand der Zellen aufrecht zu erhalten. Da bei der Kultivierung der ES-Zellen zur Selektion der
homolog rekombinierten Stammzellen Neomycin, bzw. G418 als Selektionsmarker verwendet wird,
mussen die Feederzellen ebenfalls eine Resistenz gegeniiber diesem Antibiotikum besitzen. Um dies
zu erreichen, wurden Collagen 9-defiziente Mannchen, die auf beiden Allelen ein Neomycin-
Resistenzgen tragen, mit C57BI/6 Weibchen verpaart (Fassler et al., 1994). Nach 13 bis 14 Tagen
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wurden die trachtigen Weibchen durch Genickbruch getétet, der Bauchraum wurde geéffnet und der
Uterus mit den Embryonen in PBS gelegt. Die folgenden Schritte wurden aus Griinden der Sterilitat
unter einem Laminair mit sterilen Instrumenten durchgefihrt. Nach der Entfernung der Uteruswand
und der Embryonalhillen wurden der Kopf, sowie samtliche inneren Organe entfernt. In kleinere
Stlicke zerteilt, wurden die Embryonen fiir 10 min bei 37°C in Trypsin/EDTA (1 mL/Embryo) inkubiert.
Die angedauten Gewebestlicke wurden schrittweise mit immer kleineren Pipetten durch mehrmaliges
Resuspendieren zerkleinert. Der Verdau wurde durch Serum-haltiges Medium gestoppt und die
groBeren Gewebestlicke wurden durch Gravitation von der homogenen Zellsuspension getrennt.
SchlieRlich wurden die Zellen 5 min bei 1.000 rpm pelletiert, das Zellpellet wurde in frischem DMEM
mit 10% FKS aufgenommen und pro Embryo auf je zwei T175-Zellkulturflaschen verteilt. Nach etwa
3-4 Tagen war ein konfluenter Zellrasen entstanden. Nach weiteren 3 Tagen wurden die Zellen mit 1x
PBS gewaschen und trypsiniert. Die Zellsuspension wurde in DMEM mit 10% FKS aufgenommen, bei
500xg fur 10 min pelletiert, in 50 mL 1x PBS resuspendiert und einer y-Strahlung von 40 Gray
ausgesetzt, um die Zellteilung der Zellen zu unterbinden. Die bestrahlten Zellen wurden pelletiert, in
DMEM mit 10% DMSO und 20% FKS aufgenommen, aliquotiert und eingefroren. Pro T175 Flasche
wurden drei Aliquots eingefroren.

2.2.3.2 Elektroporation embryonaler Stammzellen

100 pg des ,Targeting Vectors® wurden durch einen Restriktionsverdau linearisiert, mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion von Proteinen befreit und in einer Konzentration von 100 pg/mL in PBS
gel6st. Die ES-Zellen wurden wie beschrieben kultiviert und trypsiniert. Die abgeldsten Zellen wurden
in ES-Zell-Medium aufgenommen, abzentrifugiert, in frischem ES-Zell-Medium resuspendiert und
gezahlt. Damit statistisch etwa jede Zelle eine Kopie der Plasmid-DNA erhélt, wurden 15 pg DNA/10’
Zellen eingesetzt. Nach mehreren Waschschritten in 1x PBS wurden die Zellen schlieRlich in der
DNA-PBS-Ldsung aufgenommen, resuspendiert und luftblasenfrei in eine Elektroporationskivette
gegeben. Die Elektroporation der ES-Zellen erfolgte bei 800 V und 3 uF. Die elektroporierten Zellen
wurden in 7 mL ES-Zell-Medium resuspendiert und auf sieben 10 cm-Schalen mit Feeder-Zellen
verteilt.

2233 Selektion Neomycin-resistenter ES-Zell-Klone, DNA-Praparation von ES-Zellen und

Analyse rekombinanter Klone

Die Selektion Neomycin-resistenter ES-Zell-Klone begann 24 Stunden nach der Elektroporation mit
500 yg/mL Neomycin (G418) im ES-Zell-Medium und wurde fur etwa 7 Tage bei taglichem
Mediumwechsel fortgefuhrt, bis sichtbare ES-Zell-Klone entstanden waren. Einen Tag vor der
Selektion von Einzelklonen wurden 15 Platten mit jeweils 24 Einzelschalen (,24 well®) mit
Feederzellen beschichtet. Die einzelnen ES-Zell-Klone wurden mit einer Pipette gepickt, in eine
Mikrotiterplatte mit jeweils 96 Einzelschalen (,96 well“) Gberfiihrt und dort durch eine Inkubation in
150 yL Trypsin/EDTA bei 37°C fir 5 min vereinzelt. Danach wurde die Zellsuspension in ES-Zell-
Medium aufgenommen und jeder Einzelklon wurde in eins der 24 wells Uberfihrt. Nach 24 Stunden
erfolgte ein Mediumwechsel. 3-4 Tage nach erfolgter Vereinzelung wurden die ES-Zell-Klone erneut
trypsiniert, in 1 mL Einfriermedium (ES-Zell-Medium mit 10% DMSQO) aufgenommen und 700 pL
dieser Zellsuspension wurden eingefroren. Um die verbleibenden Zellen der ES-Zell-Klone nach dem
Einfrieren fur eine anschlieRende DNA-Analyse nutzen zu kdnnen, wurde den 24 well-Platten frisches
ES-Zell-Medium zugesetzt. Dieses Medium wurde am nachsten Tag durch frisches ES-Zell-Medium
ersetzt, um toxische Spuren des DMSO zu beseitigen. Nach einem weiteren 3-4 tdgigen Wachstum
der ES-Zellen wurde das verbrauchte, gelbliche Medium entfernt und die Zellen wurden N mit 500 pL
DNA-Lyse-Puffer bei 37°C inkubiert. Die ES-Zell-DNA wurde mit 500 uL Isopropanol gefallt, auf eine
Pipettenspitze gezogen und in 200 yL TE bei 55°C und 900 rpm UN gel6st. 26 yL der gelosten DNA
wurden mit 40 U Restriktionsenzym geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Southern Blot auf eine Nylonmembran transferiert. ES-Zell-Klone, bei denen der ,Targeting Vector*
homolog rekombiniert hatte, wurden mithilfe der externen Probe detektiert.

2234 Injektion und Transfer von ES-Zellen in murine Blastozysten

Am Morgen des Tages 3.5 post coitum wurden die Uteri von trachtigen C57BL/6-Weibchen nach
Genickbruch prapariert und die Blastozysten wurden mit Flush-Medium herausgesplilt. Befanden sich
einige Embryonen noch im Morula-Stadium, so wurde bis zur Injektion noch etwa 3 Stunden gewartet.
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ES-Zell-Klone, bei denen im Southern Blot das rekombinante Allel nachgewiesen wurde, wurden
selektiert, aufgetaut und zum Zweck der Mikroinjektion kultiviert. Kurz vor der Injektion wurden sie
trypsiniert und in ES-Zell-Medium aufgenommen. Die Injektion der ES-Zell-Klone in die gewonnenen
Blastozysten wurde durch PD Dr. Markus Moser vorgenommen: Die ES-Zellen wurden unter einem
Mikroskop mittels einer feinen Kapillare in das Blastozoel der Blastozysten injiziert. Kurz nach der
Injektion kollabierten die injizierten Blastozysten und die ES-Zellen vermischten sich mit den
Embryonalzellen der Blastozyste. Einige Stunden spater erfolgte der Transfer der chimaren
Embryonen in scheintrdchtige CD-1 Empfanger-Weibchen. Zu diesem Zweck wurden die Weibchen
UN mit vasektomierten Mannchen verpaart, der Erfolg der Verpaarung wurde anhand des
Vaginalpfropfes (Plug) uberprift und die erfolgreich verpaarten, ,gepluggten® Weibchen wurden
gesondert gehalten. Nach 3 Tagen wurden die Weibchen betdubt, ein kleiner Schnitt am Ricken
zwischen Rippen und Hufte in der H6he der Ovarien durchgefuhrt und der Uterus am Fettpolster des
Ovars leicht herausgezogen. Mit einer Nadel wurde ein Loch in die Uteruswand gestochen und die
Blastozysten wurden mit einer Glaskapillare in den Uterus transferiert. Der Schnitt wurde mit einer
Klammer versorgt. Etwa 18 Tage nach dem Uterustransfer wurden die chimaren Mause geboren.
Nach ca. einer Woche konnte der Chimarismus anhand des Verhaltnisses von agouti-farbiger,
brauner (SV129) und schwarzer (C57BI/6) Fellfarbe geschatzt werden. Um die Weitergabe des ES-
Zell-Erbgutes durch die Keimbahn zu prifen, wurden hoch-chimare Mannchen mit C57BI/6-Weibchen
verpaart. Agouti-farbige Nachkommen (F1-Generation) wurden mittels Southern Blot Analyse analog
zu den ES-Zellen auf den veranderten AP-28 Genlokus untersucht. Homozygote Mutanten wurden
schlieRlich durch Verpaarung von heterozygoten Tieren der F1 Generation erzeugt.

224 Molekularbiologie

2241 Generation chemisch kompetenter Bakterien

Eine einzelne Kolonie des E.coli Stammes XL-1 blue wurde von einer Tetracyclin-haltigen LB-Platte
gepickt und 5 mL LB*-Medium wurden mit der gepickten E.coli-Kolonie beimpft. Am folgenden Tag
wurden mit 1 mL dieser Vorkultur 150 mL vorgewarmtes LB*-Medium inokuliert und bis zu einer Dichte
von ODgoonm= 0.3 — 0.4 bei 37°C geschiittelt. Die Kultur wurde 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend 10 min bei 6.000 rpm und 4°C sedimentiert. Das Pellet wurde in 75 mL gekihltem
TFB 1 resuspendiert, erneut 10 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in
6 mL TFB 2 aufgenommen, resuspendiert und in 50 pL Aliquots bei -80°C gelagert.

2242 Transformation chemisch kompetenter Bakterien des E.coli-Stammes XL-1 blue

Kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, der Ligationsansatz wurde hinzupipettiert und 15-25 min
auf Eis inkubiert. Es erfolgte ein Hitzeschock fir 90 sec bei 42°C, an den sich eine 90-sekundige
Abkuhlung auf Eis anschlof3. Nach Zugabe von 800 uL LB-Medium wurde der Transformationsansatz
bei 37°C fur 45 min bei 700 rpm geschittelt. Je nach Antibiotika-Resistenz des transformierten
Konstruktes wurde der Ansatz auf der entsprechenden LB-Platte ausgestrichen und 12-16 Stunden
bei 37°C inkubiert.

2243 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolation von Plasmid-DNA im Mini- wie auch im Maxi-Maf3stab erfolgte mit einem Kit der Firma
Qiagen (Hilden, Deutschland) unter Verwendung der mitgelieferten Puffer. AnschlieRend wurde die
Konzentration der erhaltenen DNA photometrisch bestimmt. Dabei entspricht 1 OD gemessen bei
260 nm einer Konzentration von 50 ug/mL doppelstrangiger DNA.

2244 Isolation genomischer DNA aus murinen Schwanz- und Zehenbiopsien

Das Gewebe wurde 0N in 500 pL frischem DNA-Lyse-Puffer schittelnd oder rotierend bei 55°C lysiert,
unlysierte Bestandteile (Haare, Knochen) wurden tber Zentrifugation (5 min, 14.000 rpm) abgetrennt
und aus dem Uberstand wurde genomische DNA zum einen mittels Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol- (PCI) Extraktion oder mithilfe der Isopropanol-Fallung gewonnen. Durch die PCI-
Extraktion wird die DNA von Proteinen gereinigt und kann fiir eine Genotypisierung durch Southern
Blot verwendet werden. Hierzu wurde der erhaltene Uberstand mit 500 uL PCI versetzt, gevortext und

45



abzentrifugiert (5 min, 14.000 rpm). Dieser zweite Uberstand wurde mit 500 uL Chloroform versetzt,
erneut gevortext und abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde nach Zugabe von 500 ul Isopropanol
die prazipitierte DNA durch kurzes Zentrifugieren pelletiert. Schlie3t sich eine Genotypisierung mit gut
etablierten Primern an, so kann auf die PCI-Extraktion und anschlieBende Chloroform-Extraktion
verzichtet werden, sodall die DNA lediglich mit Isopropanol gefallt wird. Abschlielend wurde das
DNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50-200 pL H,0 dest. aufgenommen.

2245 Isolation von PAC-DNA

PAC-Vektoren (P1 artifical chromosome; I.M.A.G.E-Konsortium, Livermore, USA), die 1994 erstmals
als Banken fur genomische DNA beschrieben wurden (loannou et al., 1994), wurden zur Klonierung
des AP-20 ,Targeting Vectors“ verwendet. Dazu wurde die murine genomische SV129-PAC-Bank
RPCI21 (Osoegawa et al., 2000) mit einer AP-256-spezifischen Sonde hybridisiert und die DNA des
positiven Klons wurde wie folgt aufgereinigt: zwei Erlenmeyerkolben mit jeweils 300 mL LB-Medium
wurden mit einer Vorkultur des gewlinschten PAC-Klons im Verhaltnis 1:1.000 inokuliert und UN bei
37°C im Schiuttler inkubiert. Die Ernte der Bakterien erfolgte durch Zentrifugation bei 6.000 rpm flr
15 min bei 4°C. Das erhaltene Pellet wurde in 10 mL Puffer P1 resuspendiert und in 10 mL Puffer P2
fur 5 min lysiert. Die Lyse wurde durch die Zugabe von 10 mL 3 M KAc pH 5.5 gestoppt, das
Bakterienlysat fir 20 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (10.000 rpm, 30 min, 4°C). Der
Uberstand wurde mit 0.7 Volumen Isopropanol versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die gefallte DNA
wurde nach erfolgter Zentrifugation getrocknet und anschlie®end in 3 mL TE gel6st. Durch die Zugabe
von 3 mL 5 M LiCl und einer 30-minttigen Inkubation auf Eis prazipitierte vorhandene RNA. Diese
wurde durch Zentrifugation pelletiert und die im Uberstand vorhandene DNA wurde mit 6 mL
Isopropanol versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die prazipitierte DNA wurde abzentrifugiert, das
erhaltene Pellet wurde getrocknet, in 700 yL TE mit 100 ug RNAse A aufgenommen und fur 60 min
bei 37°C inkubiert. Anschlieflend erfolgten zwei Phenol/Chloroform-Extraktionen und eine Chloroform-
Extraktion. Der Uberstand wurde mit 70 ul 3 M Natriumacetat pH 5.2 und 500 uL Isopropanol versetzt
und geschiittelt. Die prazipitierte DNA wurde mit einer Pipettenspitze aufgenommen, mit 70% Ethanol
gewaschen, getrocknet und in einem finalen Volumen von 100 uL TE gelst.

2.2.4.6 Restriktionsverdau von DNA

Plasmid-DNA wurde in einem Volumen von 30 uL verdaut und ein Ansatz setzte sich aus 1-3 pg zu
spaltender DNA, 5- 10 U des bendtigten Restriktionsenzyms, dem vom Hersteller angegebenen Puffer
und gegebenenfalls BSA zusammen. Der Ansatz wurde mindestens 60 min, héchstens UGN bei der fur
das Enzym empfohlenen Temperatur inkubiert und anschlieBend analytisch durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Genomische DNA wurde ebenfalls in einem Volumen von 30 pL
verdaut und ein Ansatz bestand aus 26 pL genomischer DNA, 10-100 U des bendtigten
Restriktionsenzyms, dem vom Hersteller empfohlenen Puffer und gegebenenfalls BSA. Der Ansatz
wurde UN bei der fir das Enzym empfohlenen Temperatur inkubiert, analytisch durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und die DNA-Fragmente wurden aus den Agarosegelen mittels
Kapillarblot auf Nylonmembranen (bertragen.

2247 Agarose-Gelelektrophorese

Gespaltene genomische DNA, Plasmid-DNA und PCR-Produkte wurden je nach erwarteter
FragmentgroRe in 0.7-2%igen Ethidiumbromid-haltigen Agarosegelen aufgetrennt. Als Laufpuffer
diente TAE-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 10 V/cm je nach
FragmentgréRe fir 20 min bis zu mehreren Stunden. Das Bandenmuster wurde durch Auflegen des
Gels auf einen UV-Transilluminator (Biometra, Goéttingen) mithilfe von UV-Licht (A=245 nm) sichtbar
gemacht.

22438 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolation von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde die entsprechende Bande in der
gewunschten Grofle mit einem Skalpell unter ernergiearmem UV-Licht (A= 365 nm) ausgeschnitten,
gewogen und entsprechend des Protokolls des Qiagen Gelextraction Kits (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt.
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2249 Southern Blot und Hybridisierung von Nylon-Membranen

DNA, die bereits mit Restriktionsendonukleasen gespalten wurde, wurde nach der Auftrennung Uber
Agarose-Gelelektrophorese mittels Kapillarblottings auf eine Nylonmembran transferiert (Southern et
al., 1975). Zunachst wurde das Agarosegel 20 min in Denaturierungslosung geschwenkt und
anschlielfend 20 min neutralisiert. So behandelt wurde das Gel in einem Sandwich-Aufbau zwischen
Whatman-Papier und der Nylonmembran arrangiert und der Nukleinsduretransfer erfolgte UN bei RT
in 10x SSC auf die Nylonmembran. Die Membran wurde kurz in 40 mM NaPi geschwenkt, die DNA
wurde durch UV-Crosslinking (Funktion ,Auto-Crosslink” 1.2 kJ/cm?; UV Stratalinker 2400; Stratagene,
La Jolla, USA) kovalent an die Membran gebunden und weitere 2 Stunden bei 80°C gebacken. Die
gecrosslinkten, gebackenen Membranen wurden 60 min bei 65°C in vorgewarmtem Church-Puffer
praequilibriert. Die radioaktive Probe wurde bei 95°C fir 5 min denaturiert, 1-2 min auf Eis abgekihlt
und zu der Membran gegeben. Die Hybridisierung erfolgte N bei 65°C im Wasserbad unter leichtem
Schitteln. Die Membranen wurde 2x jeweils 30 min mit Church-Waschpuffer bei 65°C gewaschen,
ehe sie in Frischhaltefolie gewickelt und gegenlber einem Réntgenfilm (BioMax MS-1, Kodak,
Stuttgart) exponiert wurden.

2.2.410 Radioaktive DNA-Markierung durch Random Primed Labeling

Die Markierung doppelstrangiger DNA erfolgte nach Feinberg und Vogelstein (1984) unter
Verwendung des Rediprime Il Labeling Kits: 25 ng DNA wurden in 45 yL TE 5 min bei 95°C
denaturiert, auf Eis 1 min abgekuhlt und zum lyophilisierten Rediprime |l Labeling Mix gegeben. Nach
Zugabe von 5 pL a-*P-dCTP wurde der Reaktionsansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Das
Reaktionsvolumen wurde auf 200 yL mit TE erganzt und die nicht eingebauten Nukleotide wurden
durch eine mit Sepharose G50-beladene Saule abgetrennt. Die Aktivitadt von 1 pl des Eluats wurde mit
einem Szintillationszahler ermittelt-

2.2.411 Auffiillen von 5°-Uberhingen

Die grofe Untereinheit der DNA-Polymerase 1, das Klenow-Fragment, besitzt in Anwesenheit von
dNTPs die Eigenschaft einer 5°—3" DNA-Polymerase. Diese Eigenschaft der DNA-Polymerase wird
zum Auffiillen von 5°-Uberhangen genutzt. Dazu wurden 1-3 pg Plasmid-DNA mit einem geeigneten
Enzym geschnitten, aufgereinigt und 0.3-1 ug der gereinigten DNA wurden mit dem geeigneten Puffer,
300 uM dNTPs und 10 U des Klenow-Fragments 30 min bei RT inkubiert.

2.2.412 Dephosporilierung des 5°-Phosphats restriktionsverdauter Vektor-DNA

Die 5°-Phosphat-Enden von Vektor-DNA wurden mithilfe Alkalischer Phosphatase (Shrimp Alkaline
Phosphatase) dephosphoriliert. Dazu wurden 1-3 upg Plasmid-DNA mit einem geeigneten
Restriktionsenzym geschnitten, aufgereinigt und 0.3-1 pg der gereinigten DNA wurden mit
Dephosphorilierungspuffer und 1 U Alkalischer Phosphatase fiir 10 (liberhangende Enden) bis 60 min
(glatte Enden) bei 37°C inkubiert.

2.2.413 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor wird durch die T4 DNA-Ligase katalysiert. Die
Ligationsreaktion wurde analog zum Protokoll des Fast-Link™ DNA Ligation Kits (Epicentre, Madison,
USA) bei einem molaren Verhaltnis von 1 (Vektor) : 3 (Insert) durchgefiihrt.

2.2.414 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Cycle-Sequenzierung (Chadwick et al., 1996) ist eine Kombination zweier Methoden, der Dideoxy-
Kettenabbruch-Sequenzierung (Sanger et al., 1977) und der Thermal Cycling-Methode, wie sie bei der
PCR-Technik verwendet wird. Die von Sanger 1977 beschriebene Dideoxy-Methode beruht auf dem
Einsatz spezifischer Terminatoren der DNA-Kettenverlangerung (dideoxy-Nukleosid-Triphosphate,
ddNTPs). Diese ddNTPs sind dNTP-Analoga, denen aber fir den Einbau weiterer dNTPs die 3'-
Hydroxylgruppe fehlt. Zehn uL einer Sequenzreaktion setzten sich aus 700 ng Plasmid-DNA, 10 pmol
Primer und 3 pL des BigDye® Terminator v3.1 Mixes (enthalt AmpIiTaq® FS DNA Polymerase, dNTPs,
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Big-Dye-markierte ddNTPs und Puffer) zusammen. Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgenden
Programm durchgefiihrt:

PCR-Programm fiir

Cycle-Sequencing: 95°C  30sec
50°C 15sec 24x
60°C 4 min

Die anschlieRende Kapillarelektrophorese erfolgte durch die Firma Medigenomix (Martinsried).

2.2.415 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Mullis et al., 1986) dient der spezifischen Amplifikation von
DNA-Fragmenten. Ein PCR-Ansatz setzte sich aus 200 ng Template-DNA, 200 uM dNTPs, je
100 pmol Primer, 2 mM MgSQO,, 1x Vent-PCR-Puffer und 1 U Vent-Polymerase zusammen. Ebenso
wurden die Genotypen der Mause mittels PCR bestimmt. Dabei setzte sich ein PCR-Ansatz aus 2 yL
genomischer DNA, 200 uM dNTPs, je 10 pmol Primer, 2 mM MgCl,, 1x PCR-Puffer und 2.5 U Tag-
Polymerase zusammen. Die Reaktion erfolgte nach folgendem Programm:

PCR-Programm : 95°C 3 min
95°C 30 sec
63°C 30 sec (-1°C/Zyklus) ) 9x
72°C 30 sec
95°C 30 sec
53°C 30sec 34x
72°C 30 sec
72°C 5 min

2.2.416 Kinasierung von DNA-Fragmenten am 5°-Terminus

Die eingesetzte T4 Polynukleotidkinase transferiert das y-Phosphat des ATPs auf das 5-OH-Ende
von einzel- oder doppelstrangiger DNA, sodal® diese Reaktion neben der Modifizierung synthetischer
Linker auch fir die Klonierung von PCR-Produkten in dephosphorilierte Vektoren mit glatten Enden
benbtigt wird. Zum Zweck der Klonierung von synthetischen Linkern wurde 1 pg des Linkers mit 1 mM
rATP, 10 U T4 Polynukleotidkinase und dem entsprechenden Puffer fir 60 min bei 37°C und
darauffolgend fir 5 min bei 95°C inkubiert. Das anschliellende Abschalten des Heizblocks fiihrte zur
Abkihlung des Reaktionsansatzes und ermoglichte so bei einer Temperatur von ca. 55°C die
komplementare Anlagerung zweier Linker-Molekile Uber die palindromische Sequenz der
einzufigenden Restriktionsschnittstelle (,0ligo Annealing®).

2.2.417 Isolation von RNA

Adharente Saugerzellen, die zu 80-90% konfluent sind, wurden zweimal mit 1x PBS gewaschen, mit
einem sterilen Zellschaber (Roth, Karlsruhe) abgeschabt und bei 900 rpm fiir 5 min pelletiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde in 1 mL gekihltem Trizol/10 cm Petrischale
aufgenommen und mehrfach resuspendiert. Gewebe adulter Mause oder Embryonen wurden
moglichst steril entnommen, wenn nétig kurz in 1x DEPC-PBS gewaschen und auf Trockeneis
eingefroren. Das Gewebe wurde in flissigem Stickstoff mit einem Morser zerrieben und nach der
Ermittlung des Gewichtes wurden 1 mL Trizol/50 mg Gewebe hinzugegeben. Die Trizol-Suspension
wurde 10x durch eine sterile 26-gauge Kanule gezogen. Danach wurden 200 yL Chloroform/mL Trizol
hinzugegeben, vermischt und bei 4°C fir 15 min bei 12.000 rpm abzentrifugiert. Die obere, walrige
Phase wurde abgenommen und zur Prazipitation mit 500 pL Isopropanol/mL fir 10 min bei RT
inkubiert. Danach wurde der Ansatz erneut bei 4°C fiir 10 min bei 12.000 rpm pelletiert. Das erhaltene
RNA-Pellet wurde mit 75% Ethanol gewaschen und in 50-200 yL DEPC-H,0 aufgenommen. Handelte
es sich um Gewebe mit einem Gewicht unter 50 mg, so erfolgten die Aufreinigung und die RNA-
Gewinnung mithilfe des RNeasy Kits (Qiagen, Hilden). Die Bestimmung der Konzentration erfolgte
gegen DEPC-H,O, wobei 1 OD, gemessen bei 260 nm einer Konzentration von 40 pug/mL
einzelstrangiger RNA entsprechen.
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22418 RNA-Gelelektrophorese

Da RNA unter physiologischen Salzkonzentrationen starke Sekundarstrukturen aufweist, erfolgt die
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen, um eine genaue Auftrennung nach GroRe zu
erreichen. Falls die ermittelte RNA-Konzentration unter 1.6 pg/pL lag, wurden 10-15 ug RNA mit 1/10
RNA-Volumen 4 M LiCl und 2.5x RNA-Volumen 100% Ethanol fir 60 min bei -20°C gefallt. Die
prazipitierte RNA wurde durch eine 20-minltige Zentrifugation bei 14.000 rpm pelletiert, getrocknet
und in 6 L DEPC-H,0 aufgenommen. Der gelésten DNA wurden 1 yL 20x MOPS Laufpuffer, 3.5 pL
37% Formaldehyd und 10 uL Formamid zugesetzt, der Ansatz wurde 10 min bei 70°C inkubiert, kurz
auf Eis abgekuhlt und mit 2.5 yL Ethidiumbromid-Lésung (0.5 pL Ethidiumbromid, 2 yL 10x RNA-
Auftragspuffer) versetzt. Die Gelelektrophorese erfolgte in einem 1.2%igen RNA-Gel mit 6.7%
Formamid bei 40 V.

2.2.4.19 Northern Blot

RNA-Gele wurden ohne vorherige Denaturierung fiir einen Kapillartransfer verwendet. Der
Nukleinsauretransfer erfolgte analog zum Southern Blot GN auf eine Nylonmembran. Nach erfolgtem
Transfer wurde die Membran flir 2 Stunden bei 80°C gebacken.

2.2.4.20 Reverse Transkription und RT-PCR

Die RT-PCR wird neben dem Northern Blot zur Analyse der Genexpression eines einzelnen Gens auf
der Ebene der mRNA verwendet, hat aber gegeniiber dem Northern Blot den Vorteil hochsensitiv
geringe Mengen mRNA nachweisen zu kénnen. Ausgehend von 500 ng RNA wurde mithilfe des
Superscript™ || RNAseH Reverse Transcriptase Kits in einem ersten Schritt der komplementare
cDNA-Strang synthetisiert. In einem zweiten Schritt erfolgte die PCR, die hochsensitiv und effizient
das zuvor generierte cDNA-Template amplifiziert. Die PCR-Reaktion wurde mit 10-25 ng der
generierten cDNA, jeweils 100 pmol Primer, 200 uM dNTPs, 2 mM MgCl,, 10x PCR-Puffer und 2.5 U
Tag-Polymerase durchgefihrt (95°C 1 min, 55-67°C 1 min, 72°C 1 min; 25 bis 35 Zyklen). Die
Auswertung erfolgte durch gelelektrophoretische Analyse in einem 2%igen Agarosegel.

2.2.4.21 Generierung von radioaktiv- und Digoxigenin-markierten Sonden fiir in situ
Hybridisierungen

Fir die Synthese von sense- und antisense-RNA-Proben wurden jeweils 20 ug des cDNA-Konstruktes
UN mit 100 U des geeigneten Restriktionsenzyms und dem passenden Puffer in 200 pL
Gesamtvolumen linearisiert. Um die vollstdndige Linearisierung des Ansatzes zu Uberpriufen, wurde
1 uL des Ansatzes durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Der verbleibende Ansatz wurde
durch Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion und eine weitere Chloroform-Extraktion von
Proteinen gereinigt. AnschlieRend wurde die DNA durch die Zugabe von 1/10 DNA-Volumen 3 M
Natriumacetat pH 5.2 und 2.5 DNA-Volumen 100% Ethanol bei -80°C prazipitiert, abzentrifugiert, mit
70%igem Ethanol gewaschen und durch Zugabe von 18 yL DEPC-H,0O auf eine Konzentration von ca.
1 ug/uL eingestellit.

Fir die in vitro Transkription mit ¥p_dUTP wurde 1 Mg der linearisierten DNA mit Transkriptionspuffer,
40 U RNAse Inhibitor, jeweils 1 mM ATP/CTP/GTP, 80 uCi **P-dUTP und 40 U der geeigneten RNA-
Polymerase versetzt und fur 60 min bei 37°C inkubiert. Die in vitro Transkription wurde durch die
Zugabe von 2 U RNAse-freier DNAse | abgestoppt und der Ansatz wurde fir weitere 15 min bei 37°C
inkubiert. Zwischenzeitlich wurde eine Sepharose-geflllte Micro Spin G50-Sdule mit DEPC-TE
aquilibriert. Das Volumen des Transkriptionsansatzes wurde mit H,O dest. auf 100 pL aufgefillt, auf
die Saule gegeben und abzentrifugiert. Das von freien ®¥p_dUTPs gereinigte Transkript wurde 30 min
bei -80°C mit 100 pg/mL tRNA, 1/10 Volumen 4 M LiCl und 3 Volumen 100% Ethanol gefallt. Das
gefallte Transkript wurde nach einem Zentrifugationsschritt getrocknet und in 21 yL DEPC-TE gel6st.
Die Aktivitat von 1pl der Sonde wurde mit einem Szintillationszahler bestimmt. Die Probe wurde in
einer Aktivitat von 40.000 cpm im Hybridisierungsmix zur in situ Hybridisierung eingesetzt.

Zur Digoxigenin-Markierung von RNA wurde 1ug linearisierte DNA mit Transkriptions-Puffer, 20 U
RNAse Inhibitor, 1x Digoxigenin-NTP-Mix (3.5 mM Digoxigenin-11-dUTP, 6.5 mM dUTP, jeweils
10 mM ATP/CTP/GTP) und 40 U der entsprechenden Polymerase in einem Gesamtvolumen von
20 pyL fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Erfolg der in vitro Transkription
anhand von 1 pL des Ansatzes durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Die DNA-Matrize im
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verbleibenden Reaktionsansatz wurde durch die Zugabe von 2 U RNAse-freier DNAse | bei 37°C fur
15 min abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde durch DEPC-H,O auf 200 pyL erganzt, mit
200 pg/mL tRNA, 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5.2 und 3 Volumen 100% Ethanol fiir 30 min
bei -80°C gefallt, nach einem Zentrifugationsschritt getrocknet und in 40 yL DEPC-TE geldst. Die
Digoxigenin-markierte Probe wurde im Hybridisierungs-Mix 1:100 verdiinnt zur in situ Hybridisierung
eingesetzt.

2.2.4.22 In vitro Translation

Proteine und Protein-Fragmente wurden durch das gekoppelte Transkriptions- und
Translationssystem TNT T7 Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Mannheim) in einem Zell-
freien System in vitro translatiert. Dazu wurden 1 ug Plasmid-DNA in einem 50 pyL umfassenden
Reaktionsansatz mit 25 pL Reticulozyten-Lysat, 2 uL Puffer, 1 yL T7 RNA-Polymerase, 20 uM
Aminosaure-Lésung ohne Methionin, 20 pCi [358]—markiertem Methionin fur in vitro Translationen
(Redivue L—[358] methionine, in vitro translation grade, 10 mCi/mL) und 40 U RNAse Inhibitor flr
90 min bei 30°C inkubiert. Nach einer kurzen Inkubation auf Eis, um die in vitro Translationsreaktion
zu stoppen, wurden die Ansatze bei -80°C gelagert.

225 Das Yeast-Two Hybrid System

2251 Grundlagen des Yeast Two-Hybrid Systems

Das Yeast-Two Hybrid System ermdglicht eine in vivo Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen
in der Hefezelle mithilfe eines genetischen Assays (Fields und Song, 1989; Fields und Sternglanz,
1994) und ist besonders fur den Nachweis transienter und schwacher Wechselwirkungen geeignet.
Der entscheidende Vorteil dieser Methode gegeniber in vitro Systemen besteht darin, dal die
Proteine in einem eukaryontischen Modelsystem exprimiert und auf ihre Interaktion hin getestet
werden. Ein weiterer Vorzug des Yeast-Two Hybrid Systems ist, da} Proteine in Hefe- wie auch in
Saugerzellen dieselben posttranslationalen Modifikationen tragen, die das Bindungsverhalten eines
Proteins mafigeblich beeinflussen kdnnen. Die Entwicklung des Yeast-Two Hybrid Systems basiert
auf der Beobachtung, daf viele eukaryontische Transkriptionsfaktoren, wie GAL4, aus zwei funktionell
unabhangigen, physikalisch trennbaren Domanen bestehen (Brent und Ptashne, 1985): einer DNA-
Bindedomane (DBD) und einer Transaktivierungsdomane (TAD). Dabei bindet die DBD spezifisch an
die zugehdrige upstream activating sequence (UAS; Heslot und Gaillardin, 1992). Vermittelt durch die
TAD wird daraufhin die Transkription der unter dem Einflull dieser UAS stehenden Gene durch den
RNA-Polymerase IlI-Komplex initiiert (Keegan et al., 1986; Ma und Ptashne, 1987) (Abb. 3, a). Werden
DBD und TAD physikalisch getrennt in derselben Zelle koexprimiert, bindet die DBD zwar an ihre
Zielsequenz, die TAD kann die Genexpression aufgrund fehlender Interaktion zwischen der TAD und
der DBD nicht initiieren (Abb. 3, b). Das Prinzip des Yeast-Two Hybrid Systems beruht auf der
gleichzeitigen Expression eines zu testenden Hybridproteins fusioniert mit der DNA-Bindedoméne
(Koderprotein/bait) und einer cDNA-Bank, die mit der Transaktivierungsdomane verknipft wurde
(Beuteprotein/prey). Die Interaktion des Kdderproteins mit einem cDNA-kodierten Polypeptid bringt die
DNA-Bindedomane in die Nahe der Transaktivierungsdomane und fuhrt so zur Aktivierung der
Reportergene (Abb. 3, c).

a) matives GAL 4 Abb 4:
ULEL LD L Modell der Transkriptions-Aktivierung
it _ I > durch Wiederherstellung der GAL4
| GaL1 uas | Minimal Promoter | lac Z HIS 3 | Aktivitat tiber interagierende
Hybridproteine, bestehend aus der DNA-
b} nicht interagierende Hybride Bindedomane  fusioniert mit dem
@D Koderprotein (DNA-BD, blau) und der
@ Transaktivierungsdomane fusioniert mit
[[GAL 1 UAS | Minimal Fremaier | lag £ HIS 3 ] einem cDNA-Fragment einer

Expressions-Bank (AD, rot). Modifiziert
nach Fields und Song, 1989

¢} interagierende Hybride

Transkription
DNA-BD I—F'

| GaL1 uas | Minimal Fromoter | lagc L HIS 3 |
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225.2 Das MatchMaker3 Yeast-Two Hybrid System

Fir den Yeast-Two Hybrid Screen wurde das GAL4-basierende System MatchMaker3 der Firma
Clontech (Palo Alto, USA) verwendet. Zur Transformation von Hefezellen mit dem Kdderprotein (bait,
DNA-Bindedomane fusioniert mit der AP-25 Transaktivierungsdomane in pGBKT7) und der cDNA-
Expressionsbibliothek aus adulten Maushirnen (prey in pACT2) wurde der Saccharomyces cerevisiae-
Stamm AH109 (Clontech, Palo Alto, USA) verwendet, der als ein Derivat des Stammes PJ69-2A
(James et al., 1996) neben dem endogenen mel1 Uber die drei Reportergene his3, ade2 und lacZ
verfiugt, die jeweils von 3 heterologen, GAL4-responsiven Promotorelementen (GAL1, GAL2 und
MEL1) kontrolliert werden. Der Hefestamm AH109 besitzt diverse Gendeletionen, sodal} dieser
Stamm Histidin, Tryptophan, Leucin und Adenin nicht de novo synthetisieren kann. Die Gendeletion
entsprechender Proteine der Tryptophan- und Leucin-Synthese (trp1-901, leu2-3) wird durch die
beiden Vektoren pGBKT7 (bait-Vektor mit Tryptophan-Synthesegen) und pACT2 (prey-Vektor mit
Leucin-Synthesegen) komplementiert. Die zur Adenin- und Histidinsynthese bendtigten Reportergene
ade2 und his3 werden bei Interaktion der GAL4-DBD- und GAL4-TAD-Fusionsproteine exprimiert,
sodall Hefezellen mit interagierenden Fusionsproteinen auf -His/-Ade Mangelmedium wachsen
kénnen.

2253 Generierung und Transformation kompetenter AH109-Hefezellen

100 mL YPD-Medium wurden mit einer Vorkultur der AH109-Hefezellen inokuliert und UGN bei 30°C im
Schiittler inkubiert. 500 mL YPD wurden mit der Ubernachtkultur beimpft und die Hefesuspension
wurde bis zu einer ODggonm= 0.1-0.2 bei 30°C im Schiittler inkubiert. Die Hefezellen wurden bei einer
ODggonm= 0.4-0.6 abzentrifugiert (5 min, 2.500 rpm), zuerst in 20 mL H,O dest. und nach wiederholter
Zentrifugation in 20 mL TLS aufgenommen und resuspendiert. Das finale Hefepellet wurde in 3 mL
TLS pro 500 mL YPD aufgenommen.

Die Transformation der kompetenten Hefezellen erfolgte mithilfe der Lithiumacetat-Methode (Ito et al.,
1983). Dazu wurden pro Transformationsansatz 1 pg Plasmid-DNA, 200 ug Hitze-denaturierter
Lachsspermien-DNA, 860 puL PTL und 140 pL der kompetenten Zellen fiir 30 min bei 30°C auf einem
Drehrad inkubiert. Nach Zugabe von 100 yL DMSO wurde der Ansatz durch luftblasenfreies
Resuspendieren gemischt und 8 min bei 42°C inkubiert. Der Ansatz wurde pelletiert und, um DMSO-
Reste zu entfernen mehrmals in H,O dest. resuspendiert, erneut pelletiert und in einem finalen
Volumen H,O dest. aufgenommen. Die Hefezellen wurden auf Agarplatten mit den entsprechenden
Selektionsbedingungen ausplattiert und bei 30°C inkubiert.

2254 Praparation von Plasmid-DNA aus Hefezellen

Einzelne Hefeklone wurden von der Platte gepickt und in 5 mL SD-Medium flr 1-2 Tage bei 30°C
inkubiert. Zwei mL der Hefesuspension wurden 5 min bei 2.500 rpm pelletiert und mit 250 uL Lyse-
Puffer versetzt. Um die Hefezellen aufzubrechen, wurden 250 pyL Glassperlen (212-300 microns;
Sigma, Deisenhofen) zugesetzt. Zur Abtrennung der frei werdenden Nukleinsduren von der
umgebenden Protein-haltigen Losung wurden 300 yL PCI hinzugegeben und der Ansatz aus Lyse-
Puffer, Glasperlen und PCl wurde 2 Stunden bei 4°C stark geschittelt. Nach anschlieRender
Zentrifugation (10 min, 14.000 rpm) wurde die obere, DNA-haltige Phase abgenommen und die DNA
wurde durch 1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5.2 und 2.5 Volumen 100% Ethanol fir 20 min bei
-80°C gefallt. Die pelletierte DNA wurde 3x mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 yL TE
mit 10 U RNAse A aufgenommen. Der Ansatz wurde 10 min bei 68°C inkubiert und die DNA wurde bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2255 a-Galaktosidase in vivo Assay

Das mel1 Reportergen kodiert fir die sekretierte a-Galaktosidase, die durch die Hydrolyse des X-Gals
die charakteristische blaue Farbung positiver Kolonien hervorruft (Liljestrom, 1985; Aho et al., 1997).
Daher ist es moglich, die Hefezellen in vivo durch einen X-Gal Overlay Assay auf die Expression der
Reportergene zu testen.

Die X-Gal-haltige Agarose wurde wie unter 2.1.8.4 (Hefemedien und Lésungen; Overlay Lésung final)
beschrieben, hergestellt. Eine mit Hefekolonien bewachsene Platte wurde mit 8-10 mL der X-Gal-
haltigen Agarose Uberschichtet. Die Platte wurde nach dem Erstarren der Agarose bei 30°C inkubiert.
Die Intensitat der Blaufarbung der Kolonien korreliert mit der Stérke der Expression der Reportergene
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und diente somit als Indikator fur die Starke der ausgebildeten Interaktion zwischen prey und bait. Um
daher schwache von starken Interaktionen unterscheiden zu kdnnen, wurde die Entwicklung der
Blaufarbung in zeitlichen Abstanden photographisch festgehalten.

2256 B-Galaktosidase filter lift Assay

Die Interaktion des bait- und des prey-Vektors kann in der Hefezelle auch durch einen in vitro -
Galaktosidase filter lift Assay nachgewiesen werden (Breeden und Nasmyth, 1985). Dazu wurden
autoklavierte, am Rand markierte Whatman-Rundfilter auf eine mit Hefekolonien bewachsene Platte
gelegt. Die Markierung wurde auf den Boden der Platte Gbertragen, der Rundfilter wurde vorsichtig
abgenommen und mit den Kolonien nach oben in eine Aluminiumschale gelegt. Die Hefezellen, die
sich als Kopie der Platte nun auf dem Rundfilter befinden, wurden durch das Bad der
Aluminiumschale in flissigem Stickstoff aufgebrochen. Nach ca. 30 sec wurde die Aluminiumschale
dem Stickstoff-Bad entnommen, sodal} die Hefezellen auftauten. Dieser Prozel3 wurde ein weiteres
Mal wiederholt. AnschlieRend wurde der Filter auf einen weiteren autoklavierten Rundfilter gelegt, der
zuvor mit 2.5 mL der X-Gal Stock-Lésung getrankt worden war. Der Filter wurde bei RT in einer
dunklen Kammer aufbewahrt. Die Blaufarbung der Kolonien wurde mit der Positivkontrolle pCL-1
verglichen und stiindlich durch ein Photo der Platte dokumentiert.

2.2.6 Biochemie und Zellbiologie

2.2.6.1 Immunfluoreszenz

NIH 3T3-Zellen wurden am Tag vor dem Experiment in einer Dichte von 1x10* Zellen pro 24 well auf
Deckglaschen ausgesat und mit 1-0.1 yg DNA und 1.25 pL Lipofectamine in einem Gesamtvolumen
von 20 pL mit Serum-freiem Medium nach Anleitung des Herstellers transfiziert. Zwolf bis 16 Stunden
nach der Transfektion wurde das Medium durch Serum-haltiges Medium ersetzt. Maximal 24 Stunden
nach dem Medium-Wechsel wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen, in 3% PFA/4% Sucrose fur 15
min fixiert, erneut gewaschen und fur 10 min in 0.2% TritonX-100 permeabilisiert. Nach wiederholtem
Waschen wurden unspezifische Bindungsstellen durch eine 60-mindtige Inkubation in
Blockierungslésung (10% Ziegenserum/3% BSA) abgesattigt und die Zellen wurden UGN bei 4°C mit
dem in Blockierungslosung verdiinnten Primarantikdrper inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 3% BSA gewaschen, mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérper (1:10.000 in 3%
BSA) fur 60 min bei RT inkubiert und abschlieffend 3x 5 min gewaschen (3% BSA/3% BSA/1x PBS).
Die Visualisierung der Zellkerne erfolgte durch eine 10-minltige DAPI-Farbung (1:10.000 in 1x PBS).
Nach einem abschlieBenden Waschschritt wurden die Deckgldschen mit Evanol eingedeckelt.

2.2.6.2 Praparation von Zell- und Gewebeextrakten

Extrakte wurden zum einen aus Hela- und aus HepG2-Zellen, sowie aus murinem Gewebe
gewonnen. Die Zellen wurden in kaltem PBS gewaschen, abgeschabt und bei 4°C fir 5 min bei
3.500 rpm abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in einem geeigneten Volumen RIPA-Puffer
aufgenommen (500 puL RIPA-Puffer pro konfluenter 10 cm Zellkulturschale). Von murinem Gewebe
wurde zunachst das Gewicht bestimmt, es wurde manuell zerkleinert und mit RIPA-Puffer auf eine
Konzentration von 50-100 mg/mL eingestellt. AnschlieBend wurden die Zellsuspension und das
zerkleinerte Gewebe durch eine 26-gauge Nadel aspiriert, um eine nahezu vollstdndige Lyse der
Zellen zu erreichen. Die Zellsuspension wurde bei 4°C fir 10 min bei 14.000 rpm sedimentiert, der
Uberstand wurde abgenommen und bei -80°C gelagert. Die anschlieRende Bestimmung des
Proteingehalts erfolgte durch den BCA Protein Assay Kit (Smith et al., 1985). Der Assay wurde durch
die Messung der Extinktion bei 562 nm gegen einen BSA-Kalibrationsstandard mithilfe eines ELISA-
Readers (Dynatech, Guernsey, England) ausgewertet.

2.2.6.3 Praparation von Kernextrakten

Um die im Zellkern vorhandenen DNA-bindenden Proteine, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, zu
analysieren, wurden die Zellkerne aus den Zellen isoliert (Dignam et al., 1983; Schreiber et al., 1989)
und anschlieRend aufgeschlossen. Dies erfolgte anhand eines Protokolls des Instituts flir Molekulare
Pathologie des Universitatsklinikums Regensburg (Prof. Dr. A. Bosserhoff). Dazu wurden Hela- oder
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HepG2-Zellen in kaltem PBS gewaschen, abgeschabt und bei 4°C fir 5 min bei 3.500 rpm
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 400 pL Kernextrakt-Lysispuffer 1 pro konfluenter T75-
Zellkulturschale (75 cm?) aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 25 pL 10%
NP-40 wurde der Ansatz kraftig geschittelt, 2 min bei 4°C und 10.000 rpm abzentrifugiert und das
erhaltene Pellet wurde in 50 yL Kernextrakt-Lysispuffer 2 fir 15 min kraftig geschuttelt. Nach einer
erneuten Zentrifugation fir 10 min bei 4°C und 10.000 rpm wurde der Uberstand mit den enthaltenen
Kernproteinen in 25 uL Aliquots bei -80°C eingefroren. Die anschliefende Bestimmung des
Proteingehalts erfolgte durch den BCA Protein Assay Kit (Smith et al., 1985). Der Assay wurde durch
die Messung der Extinktion bei 562 nm gegen einen BSA-Kalibrationsstandard mithilfe eines ELISA-
Readers (Dynatech, Guernsey, England) ausgewertet.

2264 Expression rekombinanter GST-Fusionsproteine in E.coli BL21

Chemisch kompetente E.coli Bakterien des Stammes BL21 wurden mit einem Konstrukt transformiert,
das ein Fusionsprotein aus der N-terminalen Glutathion-S-Transferase und einem C-terminalen,
Protein-codierenden DNA-Fragment enthalt. Von den transformierten Bakterien wurde ein Abstrich
zum Beimpfen einer Ubernachtkultur genommen. 100 mL LB-Medium wurden im Verhaltnis 1:50 mit
der Ubernachtkultur inokuliert und anschlieRend schiittelnd bei 37°C inkubiert, bis die Kultur bei
600 nm eine Dichte von 0.5 bis 0.6 erreicht hatte. Zur Kontrolle wurde ein 100 pl Aliquot der Kultur
genommen. Die Expression des GST-Fusionsproteins wurde durch den Zusatz von 1 mM Isopropyl-1-
thio-B-D-Galaktopyranosid (IPTG) induziert. Anschliefiend wurde die Kultur weiterhin schittelnd bei
37°C inkubiert, bis die GST-Fusionsproteine geerntet und aufgereinigt wurden. Innerhalb dieses
Induktionszeitraums wurde die Proteinexpression stiindlich durch ein 100 uyL Aliquot der Kultur
kontrolliert.

2.2.6.5 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine

Nach Ablauf der Induktionszeit wurde die Bakteriensuspension bei 4.000 rpm fir 10 min bei 5°C in
50 mL-Falconréhrchen abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 20 mL kaltem Puffer A resuspendiert und
vereinigt. Um die Zellen aufzubrechen, wurde die Suspension 5 min auf Trockeneis/Methanol
eingefroren, bei 37°C aufgetaut und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 mL Puffer A" resuspendiert
und 4x 5 min fur jeweils ca. 30 sec sonifiziert. AnschlieBend wurde die Suspension mit 1%
TritonX-100 versetzt und 20 min auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert. Nach der Zugabe von 10%
Glycerol wurde die Suspension auf Reaktionsgefalie verteilt und bei 13.000 rpm fur 15 min bei 4°C
abzentrifugiert. 20 ul des Uberstands wurden zur Kontrolle der Aufreinigung entnommen. Die
verbleibenden Uberstande wurden in 500 pL Aliquots zun&chst auf Trockeneis eingefroren und spéter
bei -80°C gelagert. Die Effizienz der Expression und der Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurde
durch die Auftrennung der gesammelten Kontrollen in einem SDS-Polyacrylamid-Gel Uberprift.

2.2.6.6 GST-Pulldown

Fir den GST-Pulldown wurden jeweils 40 pyL Glutathion Sepharose 4 Fast Flow Suspension pro
Ansatz durch ein zweimaliges Waschen mit 5 Volumen HBB-Puffer &quilibriert. Nach einer
2-minitigen Zentrifugation bei 500xg und 4°C wurde der Uberstand mit einer 26-gauge Kanlile
abgenommen, die Glutathion Sepharose wurde mit 50 pl der aufgereinigten GST-Fusionsproteine,
bzw. mit 20 pL unfusionierten GST-Proteinen (Negativkontrolle) versetzt und 20 min bei 4°C auf dem
Drehrad inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit jeweils 500 yL HBB*-Puffer wurde die Glutathion
Sepharose mit 40 yL HBB-Puffer und 9 L in vitro Translatat (IVT) versetzt. Zur Bindung der in vitro
translatierten Proteine an die bereits immobilisierten GST-Fusionsproteine wurden die Ansatze
2 Stunden bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurde die Glutathion Sepharose 4x mit
jeweils 500 pyL HBB'300-Puffer gewaschen, die Suspension wurde bei 500xg fiir 2 min bei 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand wurde mit einer 26-gauge Kaniile abgenommen. Das Pellet wurde
mit 20 yL 2-fach konzentriertem Laemmli-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C erhitzt, kurz
abzentrifugiert und der Uberstand wurde auf ein 12.5 %iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen.
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2.2.6.7 SDS-PAGE

Die eindimensionale, diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970) dient zur Auftrennung von
Proteingemischen. Dabei werden Proteine durch SDS mit einer negativen Nettoladung versehen und
wandern in einem elektrischen Feld durch die Gelmatrix und werden im Sinne einer Gelfiltration in
Abhangigkeit von ihrer GroRe getrennt. Dazu wurden die Proben 5 min bei 95°C in Probenpuffer
aufgekocht, kurz auf Eis inkubiert und in die Probentaschen des Sammelgels geladen. Die
Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstarke von 10 mA (Schichtdicke des Gels: 0.75 mm)
gestartet. Der Lauf des Gels wurde beim Einlaufen der Proben ins Trenngel auf 15 mA erhoht.

2.2.6.8 Coomassie-Farbung

Nach Abschluf} des Laufes wurde das SDS-Polyacrylamid-Gel kurz in einer Methanol-Essigsaure-
Lésung (50:10:40, Methanol:Essigsaure:H,0) fixiert und UGN in einer Coomassie-Farbelésung gefarbt.
Nach ausreichender Farbung wurde das Gel in einer Entfarber-Losung (40% Isopropanol, 10%
Essigsaure) entfarbt, mehrmals in H,0 dest. gewassert und in H,O dest. bei RT gelagert.

2.2.6.9 Immunoblotting

Nach erfolgter SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proben
mithilfe des Elektro-Tank-Blottings auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Dazu wurde das Gel 20 min
in Transfer-Puffer aquilibriert. Eine PVDF-Membran in der GréRe des Trenngels wurde in Methanol
geschwenkt und anschlieBend ebenfalls in Transfer-Puffer aquilibriert. Gel und Membran wurden
luftblasenfrei in einem Sandwich-Aufbau arrangiert. Der Transfer erfolgte in Transfer-Puffer bei 25 V
UN bei 4°C. Die Membran wurde anschlieend mit 1x TBS gespult und der Erfolg des Transfers wurde
durch Inkubation der Membran in Ponceau S-Lésung sichtbar. Nachdem die Probentaschen markiert
worden waren, wurde die Membran durch Schwenken in H,O dest. und in TBST wieder entfarbt.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch 5% Milchpulver in TBST fur 60 min bei RT abgesattigt
und die Membran wurde UGN bei 4°C mit dem Primarantikdrper inkubiert. Ungebundener
Primarantikdrper wurde durch mehrere Waschschritte mit TBST entfernt, bevor die Inkubation mit dem
HRP-gekoppelten Sekundarantikérper fir 60 min bei RT erfolgte. Nach wiederholten Waschschritten
mit TBST wurde die Membran in 1x TBS geschwenkt und anschlieBend 1 min in ECL-Lésung (50%
Lésung 1, 50% Losung 2) inkubiert. Die Visualisierung des Signals erfolgte durch Exponierung der
Membran gegeniiber einem Hyperfilm™ ECL"-Réntgenfilm.

2.2.6.10 ,, Stripping“ von PVDF-Membranen

Der Vorgang des ,Strippings® dient der kompletten Entfernung des Primar- und des
Sekundarantikorpers, um dieselbe Membran erneut mit einem anderen Primarantikdrper zu
inkubieren. Dazu wurde die bereits verwendete Membran analog zum Protokoll des Herstellers
(Hybond-P, PVDF-Membran; Amersham Pharmacia, Buckingshamshire, England) bei 50°C in
Stripping-Buffer inkubiert und wie beschrieben, mit dem Primar- und Sekundarantikérper inkubiert.

2.2.6.11 Generation eines polyklonalen AP-25 spezifischen Antikorpers

Mithilfe verschiedener Algorithmen werden Aussagen Uber die Eignung bestimmter Sequenzen
innerhalb des Proteins als Antigen (Jameson-Wolf-Algorithmus; Jameson and Wolf, 1988), Uber
hydrophobe Bereiche des Proteins (Kyte-Doolittle-Algorithmus; Kyte and Doolittle, 1982), die Lage
amphipatischer Regionen (Eisenberg-Algorithmus; Eisenberg et al., 1984), Uber flexible Regionen
innerhalb des Proteins (Karplus-Schulz-Algorithmus; Karplus and Schulz, 1985), sowie Uber die
Wahrscheinlichkeit gemacht, mit der eine bestimmte Proteinsequenz des Proteins nach aufien
exponiert wird (Emini et al., 1985). Die Anwendung dieser Algorithmen auf die Proteinsequenz des
murinen AP-25 Proteins, sowie ihre anschlieBende Analyse erfolgte mit dem Programm ,Lasergene7*
(DNAstar, Madison, USA).

Die Polypeptide, die aufgrund der Algorithmen-basierten Sequenzanalyse selektiert werden konnten,
wurden anschlieBend in der Abteilung fir Bioorganische Chemie des Max-Planck-Institutes fiir
Biochemie (Martinsried) synthetisiert. Da Peptide aufgrund ihrer geringen GroRe keine starke
Immunantwort auslésen, wurden 2 mg des Peptids mithilfe des ,Imject™ Maleimide Activated mc KLH*
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Kits an ein Tragermolekul gekoppelt. Ein solches Tragermolekil stellt das Sauerstoff-Ubertragende
Protein KLH (keyhole limpet haemocyanin) dar, das aus der Schnecke Megathura crenulata
gewonnen wird.

Vor der initialen Immunisierung wurde den Kaninchen Blut abgenommen, aus dem Praimmunserum
gewonnen wurde. Dieses Serum wurde im Immunoblot auf seine Reaktivitdt gegentiber murinen
Antigenen getestet. Zur initialen Immunisierung wurden 500 pL des KLH-gekoppelten Peptids mit
500 yL des Adjuvans Titer Max (Sigma, Deisenhofen) versetzt und beide Phasen wurden wiederholt
zwischen zwei mit einem Dreiwegehahn verbundenen 5 ml-Spritzen hin- und hergedrickt, bis eine
stabile Wasser-in-Ol Emulsion entstanden war. Die Emulsion wurde im unmittelbaren Anschluf
subkutan in ein Kaninchen injiziert. Die entstehende Immunantwort wurde durch wiederholte
Injektionen in Abstdnden von 4 Wochen verstarkt (boost). Dabei wurde als Adjuvans nun Freund’s
Incomplete Adjuvans (Sigma, Deisenhofen) verwendet. Zwei Wochen nach den jeweiligen boosts
wurde den Kaninchen Testblut fir ELISA und Immunoblot Analysen abgenommen. Zwei Wochen
nach dem dritten boost wurden die Kaninchen ausgeblutet. Das final erhaltene Serum wurde mithilfe
des SulfoLink® Kits affinitatsgereinigt. Dazu wurde 1 mg des jeweiligen Peptids durch Reaktion seiner
Sulfhydrylgruppe mit den lodacetylgruppen des SulfoLink® Coupling Gels durch Bildung einer
Thioesterbindung kovalent an die Gelmatrix gebunden. Nachdem unspezifische Bindungsstellen der
Gelmatrix durch 50 mM L-Cystein-HCI abgesattigt worden waren, wurde das in 1.5 mL 1x PBS 1:6
verdinnte Antiserum auf die Saule gegeben. Nach der sauren Elution durch 8 mL 100 mM Glycin
pH 3.0 wurde der affinitatsgereinigte Antikérper in 250 uL Aliquots portioniert. Die Effizienz der Elution
wurde durch die Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt und die Fraktionen mit dem
effizientesten Elutionsprofil wurden bei -80°C gelagert.

2.2.6.12 ELISA Assay

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA Assay) diente wahrend der gesamten
Immunisierung als Indikator fur die Antikdrperantwort. Zum anderen diente der ELISA-Assay dem
Nachweis, dal® das gewonnene Antiserum spezifisch an die AP-28 Peptide binden kann, mit denen
die Kaninchen immunisiert wurden. Zusatzlich wurden neben den zu analysierenden Serumproben
auch Kontrollen, wie zum einen mit Praimmunserum, mit dem Sekundarantikdrper und nur mit dem
Peptid in denselben Verdiinnungen durchgefihrt.

Dazu wurde eine 96-well-Platte mit dem jeweiligen Peptid (1ug Peptid/well in 1% BSA in PBS) UN bei
4°C beschichtet. Ungebundendes Peptid wurde durch Waschen mit PBST (0.05% Tween-20 in 1x
PBS) entfernt und unspezifische Bindungen wurden durch 1% BSA in 1x PBS blockiert (60 min, RT).
Die Platte wurde 3x mit PBST gewaschen, das AP-28-spezifische Antiserum wurde in verschiedenen
Konzentrationen (1:100.000 — 1:10) in Blockierungslésung appliziert und 60 min inkubiert. Die Platte
wurde erneut 3x 10 min mit PBST gewaschen, 60 min bei RT mit dem Sekundarantikdrper Ziege anti
Kaninchen~HRP inkubiert und 3x 10 min mit PBST gewaschen. Die Farbreaktion erfolgte durch
Zugabe von 100 pL 5-Aminosalicyl-Saure pro well (Ellens and Gielkens, 1980). Die Reaktion wurde
nach Ablauf von 10 min durch die Zugabe von 100 pL 1 N NaOH gestoppt. Der Assay wurde durch die
Messung der Extinktion bei 490 nm mithilfe eines ELISA-Readers (Dynatech, Guernsey, England)
ausgewertet.

227 Histologische Untersuchungsmethoden

2271 Nachweis des LacZ-Reportergens in situ

Frisch praparierte Organe oder Embryonen wurden kurz in 100 mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 7.3
geschwenkt und danach fir 15-30 min je nach GréRRe des Praparates in Fixierungsldésung inkubiert.
Das Gewebe wurde 3x fur 5 min mit Wasch-Puffer gewaschen und anschlieend in frischer, gefilterter
X-Gal Farbeldsung fir 4 Stunden bis UN bei 37°C in einem dunklen Gefal} inkubiert. In Abhangigkeit
von der Starke des LacZ-Signals wurde die Farbereaktion durch Wasch-Puffer abgestoppt, das
Gewebe wurde durch 4% PFA nachfixiert und bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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2272 Histologische Nachweismethoden an Paraffinschnitten

| Vorbereitung von murinem Gewebe fiir Paraffinschnitte

Gewebe und komplette Embryonen wurden nach der Entnahme kurz in 1x PBS gespluilt, in 4% PFA
UN bei 4°C fixiert und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (UN 4°C 70%, 4 Stunden 4°C 80%,
2 Stunden RT 90%, 60 min RT 100%, 3x 20 min RT Xylol) dehydriert. Die einzelnen Inkubationszeiten
wurden je nach Grofle des Praparates variiert. AbschlieRend wurden die Praparate in
Einbettkassetten Uberfihrt, im ersten Paraffin-Bad GN und in zwei weiteren Paraffin-Badern jeweils
1-2 Stunden inkubiert, bevor sie in Metallformen eingebettet wurden. Die Paraffinschnitte wurden auf
einem Mikrotom HM 355 S der Firma Microm (Walldorf) mit einer Schnittdicke von 6-7 um angefertigt
(verwendete Messer: Mikrotom-Messer Sec35, Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, USA) und GN bei
37°C getrocknet.

Il Hamalaun-Eosin-Farbung (H&E-Farbung)

Nach erfolgter Deparaffinierung in Xylol und absteigender Alkoholreihe wurden die Schnitte zunachst
in Mayer’s Hamalaun (1:5 mit H,O dest. verdinnt) gefarbt und anschlieBend in Leitungswasser
flieRend geblaut. Die Gegenfarbung erfolgte in einer 0.1%igen Eosinldsung. An ein erneutes Blauen in
Leitungswasser schlossen sich eine aufsteigende Alkoholreihe, sowie zwei Inkubationen der Objekte
in Xylol an. Die Schnitte wurden mit Entellan beschichtet und mit einem Deckglas luftblasenfrei
abgedeckt.

2273 Immunhistologische Farbungen an Paraffinschnitten

Paraffinschnitte von Geweben oder murinen Embryonen wurden mittels Xylol (2x 5 min) und
absteigender Ethanolreihe (2x 100%, 96%, 80%, 70%, jeweils 3 min) vom Paraffin befreit und
rehydriert. Zwischen den Inkubationen in 100% und 96% Ethanol wurde die Aktivitdt endogener
Peroxidasen durch eine 15-mindtige Inkubation in 1% (v/v) H,O, in Methanol inhibiert. Nach Waschen
in 1x PBS erfolgte je nach Antikorper und Epitopzuganglichkeit eine entsprechende Vorbehandlung.

Nachweis von ... Verdiinnung Vorbehandlung

hAP-2a 1:200 5x 5 min 10 mM Citratpuffer pH 6.0 (Mikrowelle),
Blockieren: 6 Stunden in 10% Ziegenserum/1%BSA/
0.1% TritonX-100

mAP-2(3 1:2.500 “

mAP-2y 1:2.500 “

mAP-25 1:2.500 “

mNeuN 1:500

hGFAP 1:50 5x 5 min 10 mM Citratpuffer pH 6.0 (Mikrowelle),
Blockieren: 6 Stunden in 10% Ziegenserum/1%BSA/
0.1% TritonX-100

rLH 1:500 Blockieren: 10% Ziegenserum/1% BSA/0.1%TritonX-100

rFSH 1:500 “

B-TSH 1:1000

ACTH 1:1000

GH 1:1000 “

LHRH 1:1000 “

BrdU~POD 1:30 20 min 12.3% HCI, 20 min 0.1% Trypsin/0.1% CaCl,, 3x 5

min blockieren in 0.5% BSA/0.1% Tween-20
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Nachweis von ... Verdiinnung

human Cleaved 1:200
Caspase3

Vorbehandlung

10 min 0.2% TritonX-100, 3x 5 min 10 mM Citratpuffer pH
6.0 (Mikrowelle), Blockieren: 60 min in 5% Ziegenserum/

0.1% Tween-20

Diaminobenzidin-Farbung Immunfluoreszenz
Nachweis von ... Sekundarantikorper Nachweis von ... Sekundarantikorper
(1:200 in (1:500 in
Blockierungslésung) Blockierungslésung)
hAP-2a anti Kaninchen~Biotin hAP-2a anti Kaninchen~Alexa Fluor
488 oder 568
mAP-23 “ mAP-2f3 “
mAP-2y “ mAP-2y “
mAP-25 mAP-25
mAP-2¢ mAP-2¢
ratLH “ ratLH
ratFSH “ ratFSH “
B-TSH " B-TSH “
ACTH “ ACTH «
GH “ GH
LHRH LHRH
human Cleaved “ human Cleaved “
Caspase3 Caspase3
mNeuN anti Maus~Biotin mNeuN anti Maus~Alexa Fluor 568
hGFAP hGFAP

| Diaminobenzidin- (DAB) Farbung an Paraffinschnitten

Nach erfolgter Inkubation mit dem Antigen-spezifischen Primarantikdrper UGN in einer feuchten
Kammer bei 4°C wurden die Schnitte mit 1x PBS gewaschen und 60 min mit einem biotinylierten
Sekundérantikdrper des Vectastain ABC Kits (Vector Laboratories, Burlingame, USA) 1:200 in
Blockierungslosung inkubiert. Die Farbung erfolgte durch die Umsetzung des Diaminobenzidins auf
dem Schnitt. Anschlieliend wurden die Schnitte gewassert und mit einer 10%igen Methylgrin-Lésung
gegengefarbt, in 100% Ethanol und in Xylol dehydriert und mit Entellan eingedeckelt.

1l Immunfluoreszenz auf Paraffinschnitten

Nach erfolgter Inkubation mit dem Antigen-spezifischen Primarantikbrper UGN in einer feuchten
Kammer bei 4°C wurden die Schnitte mit 1x PBS gewaschen und 60 min mit einem Fluorophor-
gekoppelten Sekundarantikdrper 1:500 in Blockierungsldsung bei RT inkubiert. Anschlieflend wurden
die Schnitte in 1x PBS gespult, 10 min mit DAPI (1:10.000 in 1x PBS) inkubiert, erneut mit 1x PBS
gespdlt und in Evanol eingedeckelt.

2274 Analyse der Zellproliferation durch BrdU-Inkorporation

Mithilfe eines immunhistochemischen Nachweises ist es moglich, sich replizierende DNA in einzelnen
mitotisch aktiven Zellen sichtbar zu machen (Gratzner, 1982; Gonchoroff et al., 1986). Dieser
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Nachweis basiert auf dem Einbau des Basenanalogons BrdU in die DNA von Zellen in der S-Phase an
Stelle der Base Thymidin (Gonchoroff et al., 1986).

Dazu wurde Mausen zwei Stunden vor dem Experiment BrdU (BD Biosciences, Heidelberg) in einer
Konzentration von 50 pg/g Koérpergewicht intraperitoneal injiziert. Nach Ablauf der Inkorporationszeit
wurden die Mause durch zervikale Dislokation getétet, die bendtigten Gewebe wurden prapariert und
UN in 4% PFA in 1x PBS fixiert. Beginnend mit dem nachsten Tag wurden die Gewebe in einer
aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und so fiir die Anfertigung von Paraffinschnitten vorbereitet. Die
Paraffinschnitte wurden wie beschrieben deparaffiniert, rehydriert und vorbehandelt. Anschlief’end
wurden die Schnitte mit dem Peroxidase-gekoppelten BrdU-Antikorper (1:30 in BSA-Tween) bei 4°C
UN in einer feuchten Kammer inkubiert, mit 1x PBS gewaschen und der Antikérper-Nachweis erfolgte
durch eine DAB-Farbung. Das Gewebe wurde durch Mayer's Hamalaun (1:5 in Leitungswasser
verdinnt) gegengefarbt, unter Leitungswasser flieRend geblaut, Gber eine aufsteigende Ethanolreihe
dehydriert und mit Entellan eingedeckelt. Zellen, die sich wahrend der zweistindigen BrdU-
Inkorporation geteilt haben, zeigten eine braune Kernfarbung.

2.2.7.5 Analyse apoptotischer Prozesse

| Farbung aktivierter Caspase3

Apoptose wird von einer Kaskade von Enzymen schrittweise initiiert. Die wichtigsten dieser Enzyme
sind Caspasen, die als Proteasen in ihrem aktiven Zentrum Cystein enthalten und Proteine nach der
Aminosaure Aspartat spalten (Cysteinyl-Aspartasen). Extrazellulare Signale leiten die Aktivierung der
Caspasen ein, die eine zum Zelltod flihrende Signalkaskade auslésen.

Paraffinschnitte wurden wie beschrieben Uiber Xylol und eine absteigende Ethanolreihe deparaffiniert
und rehydriert. Anschliefend wurden die Praparate in 0.2% TritonX-100 in 1x PBS permeabilisiert, in
10 mM Citratpuffer pH 6.0 gekocht, abgekihlt und 5 min in 1x PBS inkubiert. Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch eine 60-minttige Inkubation in 5% Ziegenserum und 0.1% Tween-20 in
1x PBS abgesattigt. Die Bindung des Primarantikérpers human Cleaved Caspase3 erfolgte im
Verhaltnis 1:200, verdinnt in 0.1% Tween-20 in 1x PBS UN bei 4°C in einer feuchten Kammer. Es
folgten mehrere Waschschritte (2x 10 min 1x PBS, 2x 10 min 0.1% Tween-20 in 1x PBS, 2x 10 min 1x
PBS), an die sich die Inkubation des Sekundarantikdrpers analog zur DAB-Farbung anschlof3.

Il TUNEL-Assay

Um Zelltod im Gewebe nachzuweisen, wurde neben der Farbung der aktivierten Caspase-3 der
TUNEL-Assay (TdT-FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit; Oncogene, Boston, USA)
verwendet. Der Zelltod aufgrund von Apoptose I0st eine Vielzahl zellularer Prozesse aus, so auch die
Fragmentierung der DNA durch Endonucleasen. Der TUNEL-Assay basiert auf der Bindung der
Terminalen deoxynuceotidyl-Transferase (TdT) an die freien 3'-Hydroxylgruppen fragmentierter DNA.
In einer Cobalt-abhéngigen Reaktion katalysiert die TdT nun die Anlagerung Biotin-markierter dNTPs
an die doppelstrangige DNA (Roychoudhury et al., 1976). Die so markierten dNTPs wurden durch ein
Peroxidase-Streptavidin-Konjugat detektiert und mittels DAB-Farbung nachgewiesen.

22.7.6 In situ Hybridisierungen

| Whole mount in situ Hybridisierungen an Embryonen

Embryonen bis zum Tag 12 der Embryogenese wurden nach der Enthahme kurz in 1x PBS gespililt, in
4% PFA UN bei 4°C fixiert, 2x 5 min in PBT (0.1% Tween-20 in 1x PBS) gewaschen und durch eine
aufsteigende Methanolreihe dehydriert (25%, 50%, 75% Methanol in PBT, je 5 min). Die Embryonen
wurden in 100% Methanol bei -20°C gelagert. Fir die whole mount in situ Hybridisierung wurden die
gelagerten Embryonen durch eine absteigende Methanolreihe rehydriert (75%, 50%, 25% Methanol in
PBT, je 5 min), 2x 15 min in PBT inkubiert und mit Proteinase K (10ug/mL in PBT) angedaut. Dabei ist
die Inkubationsdauer abhangig vom Alter der Embryonen:
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Alter der Embryonen Inkubationszeit [min] Temperatur

E7.5 3 RT
E 8.5 5 RT
E9.5 10-12 37°C
E10.5 13-15 37°C
E11.5 13-15 37°C
E125 15 37°C
E 14.5 15-17 37°C
E17.5 20 37°C

Anschliel3end wurde die Proteinase K-Behandlung durch eine 10-minitige Inkubation in einer Glycin-
Lésung (2 mg/mL Glycin in PBT) abgestoppt, die Embryonen wurden 2x in PBT gewaschen und
20 min in 0.2% Glutaraldehyd/4% PFA nachfixiert, erneut zweimal gewaschen und in 500 pL
vorgewarmter Hybridisierungslosung fir 60 min prahybridisiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde
wurde 2 min bei 80°C inkubiert, in 1 mL frischer Hybridisierungsldsung verdiinnt und die Embryonen
wurden UN bei 70°C in jeweils 500 uL der Probe-enthaltenden Hybridisierungslosung inkubiert. Am
zweiten Tag wurden die Embryonen 2x fur 30 min bei 70°C mit Lésung 1 gewaschen, 10 min bei 70°C
in einem 1:1-Gemisch aus Wasch-Lésung 1 und Wasch-Lésung 2 inkubiert, gefolgt von
3 Waschschritten @ 5 min in Wasch-Ldsung 2 bei RT. AnschlieRend wurden die nicht-hybridisierten
RNA-Molekile durch eine RNAse-Behandlung (100 pg/mL in Wasch-Lésung 2) fir 30 min bei 37°C
abgebaut. Danach erfolgten mehrere Waschschritte: Wasch-Lésung 2 (5 min, RT), Wasch-Lésung 3
(5 min, RT), Wasch-Lésung 3 (2x 30 min, 65°C) und MAB (3x 5 min, RT). Die Embryonen wurden
3 Stunden in MAB mit 2% Blocking-Reagenz und 10% normalem Schaf-Serum inkubiert. 60 min vor
Ablauf der Inkubationszeit wurden 2 pL des Alkalische Phosphatase-gekoppelten Digoxigenin-
Antikorpers in 500 yL MAB, 2% Blocking Reagenz und 5 pL normalem Schaf-Serum bei 4°C inkubiert,
um unspezifische Bindungen abzusattigen. Der Ansatz wurde abzentrifugiert, der Uberstand wurde
mit 6 mL MAB, 2% Blocking-Reagenz und 1% normalem Schaf-Serum versetzt und die Embryonen
wurden UN bei 4°C in 1 mL der Antikdrperlésung inkubiert. Am dritten Tag wurden die Embryonen in
15 mL Falcon-Réhrchen uberfihrt und stiindlich mit MAB-Puffer gewaschen. Am vierten Tag erfolgte
die Farbung der Embryonen nach 3 Waschschritten in NTMT a 10 min bei RT. Dazu wurden die
Embryonen in 12- bis 24-well-Platten tberflhrt und in 1 mL Farbelésung (0.5 mg Levamisole/1ml BM
Purple (Roche, Penzberg)) fur 4 bis 24 Stunden bei RT oder zur Inkubation UGN bei 4°C inkubiert. Die
Embryonen wurden 3x in PBT gewaschen, UN in 4% PFA fixiert, erneut in PBT gewaschen und in
PBT bei 4°C gelagert. Die Auswertung und Dokumentation der in situ Hybridisierung erfolgte in einer
Agarose-beschichteten Petrischale mithilfe eines Binokulars.

]l Radioaktive in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol deparaffiniert, durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert und
2x in H,O dest. gewassert. Die Objekte wurden durch eine Proteinase K-Behandlung (10 pg/mL
Proteinase K in 100 mM Tris-CI/50 mM EDTA pH 8.0) fir 30 min bei 37°C angedaut, 5 min mit 4%
PFA auf Eis nachfixiert und 2x in H,O dest. gewassert. Um eine unspezifische Hybridisierung der
Sonde mit geladenen Gruppen auf dem Schnitt zu vermeiden, wurden diese 5 min in 100 mM
Triethanolamin pH 8.0 und anschlieBend 10 min 0.25% Essigsdureanhydrid in 100 mM Triethanolamin
pH 8.0 acetyliert. Die Schnitte wurden gewassert und infolge einer aufsteigenden Alkoholreihe
getrocknet. Die **P-markierte Probe wurde 5 min bei 95°C denaturiert, kurz auf Eis abgekiihlt und auf
40.000 Zerfalle mit vorgewarmtem Hybridisierungs-Mix verdinnt. AnschlieBend wurde die Probe auf
den Schnitt pipettiert, die Schnitte wurden mit Parafilm luftblasenfrei abgedeckt und UGN bei 52°C in
einer feuchten Kammer inkubiert. Infolge mehrmaligen Waschens (5 min 5x SSC, 2x 30 min Wasch-
Puffer bei 52°C, 2x 5 min 2x SSC-Puffer bei RT) wurden RNA-Molekiile, die nicht als RNA-RNA-
Hybrid vorliegen, durch eine 30-minttige RNAse A-Behandlung bei 37°C abgebaut. Nach wiederholt
stringenten Waschschritten (2x 30 min Wasch-Puffer bei 52°C, 2x 5 min 2x SSC-Puffer bei RT)
wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Ethanolreihe dehydriert und getrocknet. Zunachst
wurden die Schnitte UN einem Roéntgenfilm gegeniber exponiert, um in etwa die Expositionszeit
abzuschatzen. Schliel3lich wurden die Schnitte in eine Fotoemulsion (Kodak NTB2) getaucht und in
Abhangigkeit von der Signalstarke fir 3-20 Tage bei 4°C in einer lichtdichten Kammer exponiert und
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mit Kodak D19-Entwickler und Fixierer entwickelt. Die Schnitte wurden danach mit Hamalaun
gegengefarbt (1 min Mayer’s Hamalaun 1:5), durch die aufsteigende Ethanolreihe dehydriert und mit
Entellan eingedeckelt. Die durch die radioaktive Strahlung zum metallischen Silber reduzierten
Silberionen wurden im Dunkelfeld als weife Punkte erkannt.

v Digoxigenin in situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden durch Xylol von Paraffin befreit, durch eine absteigende Alkoholreihe (2x
100%, 96%, 80%, 70%) rehydriert und 20 min mit 4% PFA in 1x PBS pH 9.5 nachfixiert. Anschlielend
wurden die Schnitte 10 min in 200 mM HCI inkubiert, in 1x TBS gewaschen und 20 bis 30 min mit
Proteinase K (10 pg/mL Proteinase K/2 mM CaCl,) angedaut und erneut in 1x TBS inkubiert, davon
zuletzt 5 min auf Eis. Die Vorbereitung der Schnitte zur in situ Hybridisierung wurde durch Ethanol-
Bader und anschlieBendes Trocknen der Schnitte abgeschlossen. 1 pL der vorbereiteten Probe wurde
zu 100 pL des vorgewarmten Hybridisierungs-Mix gegeben, 5 min bei 95°C erhitzt und auf Eis
abgekuhlt. Nachdem 10 bis 20 pL der verdiinnten Probe auf die Schnitte gegeben worden waren,
wurden die Schnitte mit Parafilm abgedeckt und UGN bei 55°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die
Schnitte wurden anschliefend in 2x SSC inkubiert, 3x 20 min bei 55°C in Waschpuffer (50%
Formamid/1x SSC) und 3x 20 min bei RT in 1x SSC gewaschen. Nach kurzem Schwenken der
Schnitte in 1x TBS wurden die Schnitte 15 min in Blockierungslésung inkubiert. Daran schlof sich die
Inkubation der Praparate mit dem Alkalische Phosphatase-gekoppelten Digoxigenin-Antikérper (1:500
in Blockierungsldsung) fur 60 min bei RT an. Die Schnitte wurden in 1x TBS gewaschen und mit
NBT/BCIP-Lésung (Roche, Penzberg) mehrere Stunden bis UGN bei 4°C inkubiert. Die Farbung wurde
durch die Zugabe von TE gestoppt und die Schnitte wurden in Aquatex (Merck, Darmstadt)
eingedeckelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expressionsanalysen von AP-25

Vorraussetzung fir eine gezielte und effiziente Analyse der AP-26 Mausmutanten ist eine detaillierte
Analyse des Expressionsmusters wahrend der Embryonalentwicklung und in adulten Geweben. Dies
wurde auf RNA-Ebene zum einen mit der Methode der RT-PCR untersucht. Dazu wurde die Gesamt-
RNA aus Mausembryonen unterschiedlicher Embryonalstadien von Tag E8.5 bis Tag E17.5 bzw. aus
verschiedenen adulten Geweben isoliert. Fur die RT-PCR wurde die RNA zunachst in cDNA
umgeschrieben ehe ein AP-2&-spezifisches Produkt durch PCR mit AP-2&-spezifischen Primern
amplifiziert wurde. Das AP-28-spezifische Produkt umfalite einen Bereich von 505 bp, der das erste
Exon und 14 bp der angrenzenden 5-UTR, sowie das zweite Exon einschlof3 und spater ebenfalls als
AP-28-spezifische Sonde fir in situ Hybridisierungen verwendet wurde. Nach erfolgter
Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung konnte bereits am Tag E9.5 ein sehr schwaches

Produkt im UV-Licht detektiert werden (Abb. 5).
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Abb. 5: Nachweis der AP-25 Expression wahrend der murinen Embryonalentwicklung, sowie im Gewebe
adulter Mause durch RT-PCR mit AP-256-spezifischen Primern (oben) und nach Southern
Hybridisierung mit einer AP-23-spezifischen Sonde (Mitte). Die Normalisierung jeder cDNA erfolgte
durch eine RT-PCR mit B-Actin-spezifischen Primern (unten).

Anschlieftendes Blotten des Gels und Hybridisierung der Nylonmembran mit der gesamten AP-20
cDNA zeigte, dall AP-2d bereits am Tag E8.5 in embryonalem Geweben exprimiert wird. Insgesamt
erstreckt sich die Expression der AP-25 Isoform Uber den untersuchten Zeitrahmen der murinen
Embryogenese und erreicht ein Maximum zwischen E11.5 und E14.5. In adultem Gewebe konnte mit
dieser Methode ein starkes Signal im Gehirn, sowie schwache Signale AP-28-spezifischer Produkte
im Skelettmuskel und in der Blase detektiert werden. In allen anderen untersuchten Organen konnte

dagegen keine AP-28 Expression nachgewiesen werden.

Da die Methode der RT-PCR nur grobe Informationen hinsichtlich der Expressionsverteilung eines
Gens liefert und keine Aussagen uber die spezifischen Zelltypen und Areale macht, in denen AP-25
exprimiert wird, wurden whole mount in situ Hybridisierungen an Embryonen mit einer Digoxigenin-

markierten AP-25-spezifischen Probe, sowie in situ Hybridisierungen auf Paraffin-Schnitten mit einer
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radioaktiv-markierten AP-28-spezifischen Sonde durchgefiihrt. Als AP-28-spezifische Sonde wurde
das 505 bp umfassende Produkt der RT-PCR verwendet.

Abb. 6: Nachweis der AP-25-Expression im Dach des Mesencephalons (A-G), im dorsalen Thalamus (A-B)
sowie im Vorderhirn (F, G) wahrend der murinen Embryonalentwicklung durch whole mount in situ
Hybridisierungen an 12-13 Tage alten Embryonen mit einer Digoxigenin-markierten AP-25-
spezifischen Probe (Me12-Me13; A-C) und auf Paraffinschnitten mit einer radioaktiv-markierten
AP-23-spezifischen Probe (D transversal; E-G sagittal).

Whole mount in situ Hybridisierungen mit einer Digoxigenin-markierten AP-28-spezifischen Sonde
zeigten, dal® AP-25 bereits im embryonalen Gehirn exprimiert wird und erganzen somit die Ergebnisse
der RT-PCR. Die Expression von AP-20 wurde zwischen dem 12. und dem 13. Tag der
Embryogenese spezifisch im Mittelhirn und im Zwischenhirn nachgewiesen (Abb. 6, A-C). In situ
Hybridisierungen mit einer radioaktiv-markierten AP-20-spezifischen Probe an transversalen und
sagittalen Schnitten von Mausembryonen bestéatigen die spezifische Expression von AP-26 im Gehirn
und lokalisieren AP-25 zwischen E10 Bis E16 im Mittelhirndach und im dorsalen Zwischenhirn (Abb.
6, D-G). Ab dem Tag E14 der Embryonalentwicklung kann AP-20-spezifisches Transkript zusatzlich

im neopallialen Cortex nachgewiesen werden (Abb. 6, F, G).

Im Folgenden wurde die Expression von AP-25 im Gehirn mithilfe radioaktiver in situ Hybridisierungen
an sagittalen Schnitten von Mausembryonen und isolierten Gehirnen neugeborener und 3 Monate

alter Mause genauer untersucht. Sagittale Schnitte 12, 14 und 16 Tage alter Mausembryonen zeigten
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eine Verschiebung des Expressionsmusters von AP-25 im Laufe der Embryonalentwicklung in
Richtung des posterioren Mittelhirns. Demgegeniiber wird die Expression von AP-28 zum Ende der
Embryogenese im anterioren Mittelhirn immer schwacher (Abb. 7, C, D). SchlieBlich konzentriert sich
die Expression von AP-20 zum Ende der Embryonalentwicklung in der Grenzregion zum Hinterhirn
(Abb. 7, C, D). Sagittale Schnitte adulter Gehirne weisen AP-25 vor allem im posterioren Part des
Mittelhirns, dem Colliculus Inferior nach (Abb. 7; E, F). Zuséatzlich zur Expression im posterioren
Mittelhirn wird AP-26 sowohl wahrend der Embryogenese, als auch im adulten Gehirn sehr schwach
im anterioren Mittelhirn und im Zwischenhirn - dort besonders im dorsalen Thalamus -, exprimiert
(Abb. 6; Abb. 7 weilde Pfeile).

Abb. 7: Radioaktive in situ Hybridisierungen an sagittalen Paraffinschnitten ganzer Embryonen (E12-E16, A-
C) und isolierter Hirne (D-F) neugeborener (NB; D) und 3 Monate alter Mause (3 mo; E, F) mit einer
AP-256 spezifischen Probe. Konzentration der AP-25 Expression im posterioren Mesencephalon (A-
F), Expression von AP-28 im dorsalen Thalamus (A-D; weilRe Pfeile in B-D).
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3.2 Expression von AP-25 in Neuronen des Mittelhirns

Abb. 8: Doppel-Immunfluoreszenzen an sagittalen Paraffinschnitten von 15 Tage alten Maushirnen mit
AP-28 und NeuN.

Erste Hinweise auf eine mogliche Expression von AP-2 Proteinen in differenzierten Neuronen lieferten
die immunhistologischen Untersuchungen von Coelho und Kollegen, die AP-2a in NeuN-positiven,
differenzierten Neuronen in verschiedenen Gehirnarealen detektierten (Coelho et al., 2005). NeuN
(neuron-specific nuclear protein) wird vorwiegend in den Zellkernen postmitotischer Neurone des
zentralen und des peripharen Nervensystems exprimiert (Mullen et al., 1992). Um AP-26-
exprimierende Zellen im posterioren Mittelhirn zu identifizieren, wurden Doppel-Immunfluoreszenzen
mit AP-28 und NeuN auf sagittalen Paraffinschnitten von 15 Tagen alten Mausembryonen angefertigt.
Die Doppel-immunfluoreszenz zeigte, dall AP-20 Uberwiegend in nicht differenzierten Neuroblasten
exprimiert wird. Jedoch exprimieren einige differenzierte, NeuN-positive Neurone ebenfalls AP-25
(Abb. 8).

3.3 Zellkultur-basierte neuronale Modelle zur Analyse der AP-26

Expression

Da AP-25 nahezu ausschlief3lich in neuronalen Geweben exprimiert wird, wurde die Funktion von
AP-238 in neuronalen Zellen untersucht. Dazu wurde eine neuronale Zelllinie gesucht, die AP-25
entweder endogen exprimiert oder in der die Expression von AP-20 durch geeignete Stimulation

induziert werden kann.

AP-2 Proteine werden wahrend der Embryonalentwicklung in einigen Retinsaure-sensitiven Geweben
wie der Haut und den Neuralleistenzellen exprimiert und die Induktion von AP-2 Proteinen durch das
Morphogen Retinsdure war bereits durch einige Gruppen beschrieben worden (Williams et al., 1988;
Ldscher et al., 1989; Mitchell et al., 1991; Oulad-Abdelghani et al., 1996). Nach der Induktion der P19-
Zellen mit Retinsaure, wurde die gesamte RNA der Zellen prapariert und anschlieRend in cDNA
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umgeschrieben. Die so erhaltene cDNA wurde in einer RT-PCR eingesetzt, die zur Amplifikation eines
AP-2y- (439 bp), bzw. eines AP-20-spezifischen Produkts (505 bp) mithilfe von spezifischen Primern
fur AP-2y und AP-20 fiihrte. Da die Retinsaure-vermittelte Induktion von AP-2y bereits beschrieben
werden konnte, diente AP-2y in diesem Experiment als Positivkontrolle. So zeigte sich, dal die
Expression von AP-2y durch Retinsaure in den P19-Zellen induziert werden konnte, was anhand der
starkeren Bande in den jeweils mit Retinsdure behandelten Proben ersichtlich ist. Demgegeniber wird
AP-25 nicht in P19-Zellen exprimiert und eine AP-26-spezifische Expression konnte in P19-Zellen

nicht durch Retinsaure induziert werden.

Inkubationsdauer [h] 0 05 2 6 12 24 cDNA [ng]
Retinsdure [1 uM] s - + = + S + s + = + |10 25 A

AP-2y | e s i wwe e won wmw e = w0

AP-25 “

GAPDH | wes s S0 B0 SN B0 B0 B 00 0

Abb. 9: Induktion der AP-2y und AP-28 Expression durch Stimulation von P19-Teratocarcinomazellen durch
Retinsaure (RA) in einem Zeitraum von 24 Stunden. RT-PCR mit AP-2y- und AP-2&-spezifischen
Primern (oben). Die RT-PCR mit GAPDH-spezifischen Primern diente als Referenz und dem
Abgleich der aufgetragenen Probenmengen (unten).

Als zweites Zellkultursystem wurden PC12-Zellen verwendet, die infolge der Stimulation der Zellen mit
NGF (nerve growth factor) neuronal differenzieren und die Genexpression verschiedener Gene
induzieren (Vaudry et al., 2002; Marek et al., 2004; Suzuki et al., 2004). Um den Effekt der Stimulation
der PC12-Zellen mit NGF auf die Expression von AP-25 zu untersuchen, wurden PC12-Zellen bis zu 8
Tagen mit NGF stimuliert. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationsdauer wurde die gesamte RNA der
PC12-Zellen analog zu den P19-Zellen prapariert und in cDNA umgeschrieben. Ein AP-26-
spezifisches Produkt (505 bp) wurde durch RT-PCR mit AP-28-spezifischen Primern amplifiziert,
konnte aber nur fir die Positivkontrolle (AP-20 cDNA) nachgewiesen werden. Dieses Experiment
zeigt, dal® AP-28 nicht in PC12-Zellen exprimiert wird und die Expression von AP-25 in PC12-Zellen
nicht durch NGF induziert werden kann.

Inkubationsdauer [T] +/- NGF [50 ng/mL]

GAPDH

Abb. 10:  Induktion der AP-25 Expression durch Stimulation von PC12-Zellen mit NGF in einem Zeitraum von 8
Tagen. RT-PCR mit AP-28-spezifischen Primern (oben). Die RT-PCR mit GAPDH-spezifischen
Primern diente als Referenz und dem Abgleich der aufgetragenen Probenmengen (unten).
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3.4 Generierung eines AP-28-spezifischen, polyklonalen

Antikorpers

Um die Expression und Funktion von AP-28 nicht nur auf der Ebene der mRNA mittels in situ
Hybridisierungen, sondern zusatzlich auf Proteinebene analysieren zu kénnen, wurde ein polyklonaler
AP-28-spezifischer Antikdrper in Kaninchen generiert.

Die Proteinsequenz des AP-25 Proteins (Genbank NP_694794) wurde mithilfe verschiedener
Algorithmen untersucht, die Aussagen Uber die Eignung bestimmter Sequenzen innerhalb des
Proteins als Antigen (Jameson-Wolf-Algorithmus; Jameson and Wolf, 1988), Uber hydrophobe
Bereiche des Proteins (Kyte-Doolittle-Algorithmus; Kyte and Doolittle, 1982), die Lage amphipatischer
Regionen (Eisenberg-Algorithmus; Eisenberg et al., 1984), Uber flexible Regionen innerhalb des
Proteins (Karplus-Schulz-Algorithmus; Karplus and Schulz, 1985), sowie Uiber die Wahrscheinlichkeit
machen, mit der eine bestimmte Region des Proteins nach auflen exponiert wird (Emini et al., 1985).
Weiterhin sollten Peptide ausgewahlt werden, die mdglichst geringe Homologien zu anderen AP-2
Isoformen aufwiesen. Dazu wurde die Proteinsequenz der murinen AP-25 Isoform mit den
Proteinsequenzen der anderen murinen AP-2 Isoformen in einem multiplen Alignment verglichen
(siehe Einleitung, Abb. 2). Nach Analyse der Daten erwiesen sich hauptsachlich zwei Regionen der
murinen AP-28 Proteinsequenz aufgrund ihres antigenen Potentials als besonders geeignet, um deren
Peptidsequenzen als Antigene zur Synthese eines AP-208-spezifischen polyklonalen Antikérpers in

Kaninchen zu nutzen.
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AP-20 C-Term, Peptid P-1184
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Abb. 11:  Bestimmung geeigneter Peptide des AP-25 Proteins zur Generierung eines polyklonalen Antikérpers.
Oben: N-terminales Peptid P-1191 (Aminosauren 151 bis 165), unten: C-terminales Peptid P-1184
(Aminosauren 412 bis 426). Dargestellt ist jeweils der Sequenzkontext des jeweiligen Peptids (oben)
und die Analyse der Aminosauresequenz hinsichtlich mdéglicher Sekundarstrukturen, hydrophober
oder hydrophiler Regionen, der Oberflachenwahrscheinlichkeit und des antigenen Index (unten,
ermittelt mit der Sequenzanalyse Software Lasergene™ (DNAstar, Madison, USA)). Die beiden
ausgewahlten Peptide sind in beiden Darstellungen jeweils gelb hinterlegt.

Diese jeweils 15 Aminosauren langen Peptide wurden nach ihrer Synthese an das Tragermolekil KLH
gekoppelt. Zur initialen Immunisierung wurde das KLH-gekoppelte Peptids mit dem Adjuvans Titer

Max zu einer Emulsion verbunden und subkutan in ein Kaninchen injiziert.

Immunisierung mit dem AP-25-spezifischen Immunisierung mit dem AP-26-spezifischen
Peptid P-1191 Peptid P-1184
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Abb. 12: Ermittlung der Immunantwort nach der Immunisierung mit den beiden AP-23-spezifischen Peptiden.
PIS Praimmunserum

Die entstandene Immunantwort wurde durch wiederholte Injektionen mit einer Emulsion aus KLH-
gekoppeltem Peptid und Freund’s Incomplete Adjuvans in Abstanden von 4 Wochen verstarkt (Boost).
Zwei Wochen nach den jeweiligen Boosts wurde den Kaninchen Testblut fur ELISA und Immunoblot
Analysen abgenommen. Die Auswertung des ELISA-Assays zeigte, dald nach der ersten Auffrischung
keine Steigerung der Immunantwort durch eine zweite Immunisierung eintrat (Abb. 12). Zwei Wochen

nach dem dritten Boost wurden die Kaninchen ausgeblutet.
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A: Antiserum o Peptid P-1191 B: Antiserum ~ Peptid P-1184 C: Priimmunserum o Peptid P-1191
HepG2 AP-25 AP-25
A AP-25 A AP-28 HeLa HepG2 HelLa HepG2
I :
-80kDa  B0kDa -60KDa
_60 kDa 60 KDa -48 KDa
e 0 48 KDa ey -36 kDa
-25kDa
_36KDa 36 kDa
L
v _ 25 kDa - 25 kDa
TE NE

Abb. 13: Analyse der Antiseren durch Immunoblotting. In 10% (A, B) bzw. 12.5% (C) SDS-Gelen wurden jeweils
20 ug Totale (A,B,C) und 10 pug Nukleare (A) Extrakte gelelektrophoretisch aufgetrennt, die aus Hela-
oder HepG2-Zellen nach der Transfektion mit dem ,leeren® pCMX-PL1 Vektor (A) oder AP-25 in pCMX-
PL1 (AP-28) gewonnen wurden. Nach anschlieRendem Transfer wurden die Membranen mit Antiseren
gegen die jeweiligen Peptide (A, B) oder mit Praimmunserum (C) inkubiert. Der Pfeil in (A) verweist auf
ein AP-28-spezifisches Degradationsprodukt (siehe auch Abb. 12). NE Nukledrer Extrakt, TE Totaler
Extrakt.

Das Antiserum der Kaninchen wurde mithilfe des Immunoblottings analysiert. Dazu wurde die cDNA,
die das gesamte AP-20 Protein enthalt, in den Vektor pCMX-PL1 kloniert, der AP-25 unter der
Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert. Mit diesem Konstrukt, sowie dem leeren Vektor als
Negativkontrolle wurden HelLa- und HepG2-Zellen transfiziert. Ein Teil der Zellen diente zur
Praparation Totaler Extrakte (TE), wahrend aus dem verbliebenen Anteil Kern- oder Nukleare Extrakte
(NE) gewonnen wurden. 20 ug der Totalen Extrakte, bzw. 10 ug der Kernextrakte wurde mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, anschlieRend auf eine PVDF-Membran Ubertragen und
mit den entsprechenden Seren (Antiserum oder Praimmunserum) inkubiert. Dabei zeigte sich, daf}
lediglich das Antiserum gegen das Peptid P-1191 ein Protein in einer GréRe von ca. 50 kDa erkennen
konnte, bei dem es sich vermutlich um AP-25 handelt (Abb. 13, A). Da die Membran mit Extrakten der
Negativkontrolle bei 48 kDa ebenfalls eine Bande aufweist, l1alt sich vermuten, dal® das Antiserum
neben AP-25 ein weiteres Protein ahnlicher Groflie erkennt, da in HeLa- wie auch HepG2-Zellen keine
AP-28 Expression nachzuweisen ist. Im Gegensatz dazu erkennt das Antiserum, das gegen das C-
terminale AP-20 Peptid (P-1184) gerichtet ist, in AP-28-transfizierten HepG2- wie auch in AP-25-
transfizierten HeLa-Zellen kein Protein von ca. 50 kDa (Abb. 13, B). Um auszuschlieen, dal’ das Blut
der Kaninchen vor der Immunisierung bereits eine Kreuzreaktion mit anderen Proteinen aufweist,
wurde aus dem Blut der Kaninchen vor der Immunisierung Prdimmunserum gewonnen. Dieses
Praimmunserum, das aus dem Kaninchen gewonnen wurde, das spater mit dem Peptid P-1191
immunisiert wurde, detektierte im Immunoblot von Totalen Extrakten transfizierter HeLa und HepG2-
Zellen kein Protein mit der Grofie von ca. 50 kDa (Abb. 13, C).

Um die Spezifitdt des Antikdrpers zu erhdéhen, wurde eine Affinitatsreinigung des Kaninchenserums
gegen das gekoppelte Peptid P-1191 mithilfe des Sulfo Link® Kits durchgefiihrt. Die Affinitatsreinigung
ergab einen hochspezifischen Antikérper gegen AP-28 (Abb. 14).
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Abb. 14 :

10% SDS-Gel mit jeweils 20ug Totalem Extrakt
aus transfizierten HepG2-Zellen und
anschlieRendes Immunoblotting mit  dem
affinitatsgereinigten AP-28-spezifischen Antiserum
gegen das N-terminale Peptid P-1191. Die
HepG2-Zellen wurden mit Konstrukten transfiziert,
die die kompletten cDNAs der murinen AP-2
Proteine enthalten. Der Vektor pCMX-PL1 diente
als Negativkontrolle (A). Ein anschlieflender
Immunoblot mit Tubulin als Referenzprotein diente
dem Abgleich der aufgetragenen Proteinmengen.

Lediglich die Bande zwischen 37 und 25 kDa, die bereits mit dem ungereinigten Antiserum detektiert

wurde (siehe Abb. 13, Pfeil), blieb erhalten und laRt vermuten, dal® es sich hierbei um ein

Degradationsprodukt von AP-25 handelt. Desweiteren ist keine Kreuzreaktion des Antikdrpers mit den

anderen AP-2 Isoformen festzustellen. Darliberhinaus hatte die Affinitatsreinigung zur Folge, dalk das

Protein, welches mit ca. 48 kDa eine ahnliche molekulare Masse wie AP-20 aufweist, nicht mehr

detektiert wurde.

Die Spezifitat des AP-20 Antiserums wurde ebenfalls durch einen Elektromobility Shift Assay (EMSA)

bestatigt, der im Institut fir Molekulare Pathologie des Universitatsklinikums Regensburg (Prof. Dr.

Bosserhoff) durchgefiihrt wurde.
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EMSA (electromobility shift assay) mit Protein-DNA-Komplexen aus in vitro translatierten AP-2

Proteinen, die an das radioaktiv markierte, optimierte AP-26 Bindemotiv gebunden haben.
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Dazu wurden die vollstandigen cDNAs der 5 AP-2 Proteine in vitro translatiert und mit einem kurzen,
doppelstrangigen 2P_markierten synthetischen Oligonukleotid inkubiert, das die optimierte AP-25
Bindungsstelle (5'-GCCTGAGGC-3") enthalt. DNA-Protein-Komplexe laufen im Gel langsamer als
freie Oligos, sodall es zu einem ,Mobilitdts-“ oder ,,Gel-Shift” kommt. Die anschlieRende Inkubation
der DNA-Protein-Komplexe mit dem AP-2&-spezifischen Antikérper flhrte lediglich im Falle des
AP-256-DNA-Komplexes zu einer weiteren Retardation des Komplexes im Gel (super-shift), was die

spezifische Interaktion des AP-28-Antiserums mit der AP-26 Isoform beweist.

Eine Identifikation von AP-286 war daruberhinaus auch auf subzelluldrer Ebene mithilfe von
Immunfluoreszenzen mdoglich. Dazu wurden NIH-3T3-Zellen parallel mit einem AP-20
Expressionsplasmid und einem EGFP-Vektor (pEGFP-N1) kotransfiziert, der eine Identifizierung
transfizierter Zellen ermoglichte. EGFP-positive Zellen zeigten nach der Analyse der

Immunfluoreszenz mit dem AP-28-spezifischen Antikdrper eine nukleare Farbung (Abb. 16).

Abb. 16:
Doppel-Immunfluoreszenz an NIH-3T3-Zellen, kotransfiziert mit
pEGFP-N1 (GFP) und AP-25
«?
AP-25

£ &
merge DAPI

Um zu Uberprufen, ob das affinitdtsgereinigte Antiserum gegen AP-28 auch in immunhistologischen

Farbungen einsetzbar ist, wurde das Antiserum auch an Paraffinschnitten von Mausembryonen
getestet. Eine immunhistologische Farbung an sagittalen Paraffinschnitten von Embryonen am Tag
E12.5 zeigte, dall der Antikdrper dasselbe Expressionsmuster fiir AP-26 im Dach des Mittelhirns und
im dorsalen Thalamus auf Paraffinschnitten nachweist wie eine AP-2&-spezifische Sonde in einer

whole mount in situ Hybridisierung am Tag E12.5 der Embryonalentwicklung (Abb. 17, B).
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Abb. 17:  Immunhistochemischer Nachweis von AP-25 durch DAB-Farbung an Paraffinschnitten (A) und
Digoxigenin-whole mount in situ Hybridisierung (B) an E12.5 Embryonen

3.5 Generierung AP-25-defizienter Mause

Zur Generierung AP-26-defizienter Mause wurde die Strategie eines konventionellen oder
konstitutiven knockout’s gewahlt, da aufgrund des Hirn-spezifischen und somit eingeschrankten
Expressionsspektrums der AP-25 Isoform keine friihe embryonale Letalitat AP-20-defizienter Mause

zu erwarten ist, was eine phanotypische Analyse des Mausmodels deutlich erschweren kdnnte.

Das gene targeting stellt eine Form einer in vivo Mutagenese dar, mit deren Hilfe Gene gezielt
verandert werden kénnen. Um die Funktion eines Gens zu zerstdren, ist es zum einen mdglich, das
gesamte Gen oder die vollstandige Protein-kodierende Sequenz zu deletieren. Ebenso kdnnen
genregulatorische Bereiche wie z.B. der Promotorbereich oder der Translationsstart, sowie einzelne
Exons deletiert werden. Auch die Insertion eines Stop-Codons oder die Insertion von DNA-Sequenzen
in funktional wichtige Bereiche kdnnen zur Inaktivierung eines Gens flihren. So wurde die Expression
des murinen AP-20 Gens blockiert, indem eine NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette (PD Dr. M. Moser,
unveroffentlicht) im ersten Exon 22 bp C-terminal des Translationsstarts inseriert wurde. Diese
Strategie sollte zur vollstandigen Inaktivierung des AP-25 Gens flihren, da fiir das murine AP-25 Gen
keine alternative mRNA als Spleillprodukt beschrieben wurde und ebenfalls kein zusatzlicher
Transkriptionsstart bekannt ist (Abb. 18). Diese Mutation wurde durch homologe Rekombination in
ES-Zellen eingefiihrt (Thomas and Capecchi, 1986; Galli-Taliadoros, et al., 1995).
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Abb. 18:

Northern-blot Analyse von RNA aus dem Gehirn 17 Tage alter Embryonen. Die
Hybridisierung mit einer AP-25 spezifischen Sonde ergab ein einzelnes ca. 4.5 kb
grofRes AP-25-spezifisches Transkript (oben). Agarosegel mit 18- und 28S rRNA
zur Kontrolle der RNA-Qualitat (unten).

3.5.1 Klonierungsstrategie

Da die ES-Zellen, die zur homologen Rekombination mit dem AP-28 ,Targeting Vector® verwendet
wurden, aus dem Mausstamm SV129 isoliert wurden, mufite die genomische DNA des ,Targeting
Vectors® Teile des genomischen AP-26-Lokus aus einer SV129-Bank enthalten. Zu diesem Zweck
wurde eine SV129-PAC-Bank (RPCI21 PAC-Bank, MRC Gene Service) mit der kompletten AP-25
mRNA (1788 bp, Genbank NM_153154) gescreent. Mehrere positive PAC-Klone konnten identifiziert
werden und wurden zur lIsolierung der PAC-DNA vermehrt. Ein 10.2 kb grolRes genomisches
Fragment des PAC-Klons RP21-587B18 wurde nach einem Restriktionsverdau mit EcoRV in den
Vektor pBSIISK subkloniert (Abb. 19, B). Der Vektor pBSIISK diente als Grundgerust fir den AP-25
»1argeting Vector® und wurde bereits so prapariert, dafd die Schnittstellen Xhol, Xbal und Spel in der
multiple cloning site fehlen (pBSIISK Spel@/Xbald/Xhold, Abb. 19, A). Aus diesem subklonierten
10.2 kb EcoRV-Fragment konnte nach einem Restriktionsverdau mit Stul ein 7.3 kb umfassendes
Fragment gewonnen werden, was ebenfalls in die EcoRV-Schnittstelle des Vektors pBSIISK
Speldi/Xbald/XholZ subkloniert wurde (Abb. 19, C). In die Spel-Schnittstelle, die sich 22 bp hinter
dem Translationsstart befindet, wurde mithilfe eines ,Xhol in Spel-Linkers“ eine Xhol-Schnittstelle
eingefligt (Abb. 19, C). Diese neue Schnittstelle trennt nun einen Bereich von 3.0 bzw. 4.3 kb
genomischer DNA voneinander, die die homologe Rekombination vermitteln. Zudem diente diese
neue Xhol-Schnittstelle als Insertionspunkt fir die NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette (Abb. 19, D), die
durch einen Xhol/Sall-Restriktionsverdau aus dem Vektor pWwH9 (PD Dr. M. Moser, unveréffentlicht)
isoliert wurde. Die Insertion der NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette fulhrte zur Unterbrechung des offenen
Leserahmens des AP-25 Gens und sollte eine vollstandige Inaktivierung des AP-25 Gens zur Folge
haben. Die NTR-Sequenz enthalt eine IRES-Sequenz, die die Initiation der Translation des
nachgeschalteten LacZ Gens am Ribosom gewahrleistet. Die Expression des LacZ Gens wird nach
der Insertion der NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette durch den endogenen AP-25 Promotor kontrolliert.
Die Aktivitat des AP-26 Promotors flihrt zu Expression der LacZ-kodierten (3-Galaktosidase, die nach
der Umsetzung des X-Gals das umgebende Gewebe blau anfarbt. Somit weist das LacZ Gen als
Reportergen die Aktivitat des AP-256 Promotors nach. Das Neomycin-Gen dient der Selektion von ES-

Zellen, die den ,Targeting Vector® aufgenommen und in ihr Genom integriert haben. Die korrekte
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Orientierung der Selektionskassette wurde mithilfe verschiedener Restriktionsverdaue (Xhol/Notl,

Xhol/Sall), sowie durch Sequenzierung Uberpruift.
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Abb. 19:  Klonierungsstrategie des AP-256 ,Targeting Vectors®“. Der Pfeil vor der NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette
zeigt den Translationsstart an. Ex1-3 Exons 1-3, kb kilo Basenpaare, MCS multiple cloning site, neo
Neomycin-Resistenzgen, NTR non-translated region.
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Abb. 20: Partielle Struktur des AP-28 Genlokus. Der AP-26 ,Targeting Vector” enthélt die NTR-B-Gal-neo-
Kassette im 1. Exon, 22 bp C-terminal des Translationsstarts. Die genomische Sonde (externe
Probe) zur Identifizierung homolog rekombinierter Klone umfafdt einen Bereich von 2 kb, der das
3. Exon enthalt und ist als schwarzer Balken dargestellt. Nach erfolgter homologer Rekombination
und Restriktionsverdau der ES-Zell-DNA mit EcoRV detektiert die externe Probe das 10.0 kb
Fragment des wildtyp-Allels (wt), sowie das rekombinante ko-Allel (6.3 kb). Die roten Pfeile markieren
die Bindungsstellen der Genotypisierungsprimer.
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3.5.2 Generierung der externen Probe

Um homolog rekombinierte ES-Zell-Klone zu identifizieren, wurde die ES-Zell-DNA fir eine Southern
Blot Analyse mit einem Restriktionsenzym  geschnitten, dessen  Anordnung der
Restriktionsschnittstellen sich infolge der homologen Rekombination im AP-26 Genlokus verandert
hat. Dazu wurde die ES-Zel-DNA mit dem Enzym EcoRV geschnitten, gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die durch die homologe Rekombination veranderten Fragmentgréf3en waren durch
Southern Hybridisierung mit der externen Probe nachweisbar. Zur Generierung der externen Probe
wurde der bereits praparierte Vektor pBSIISK Spel@/Xbald/Xhold verwendet, in den das 10.2 kb
groRe genomische Fragment (Abb.19,B) des PAC-Klons RP21-587B18 nach einem
Restriktionsverdau mit EcoRV subkloniert worden war. Dieser Vektor wurde mit Smal und Stul
geschnitten und religiert. Das enthaltene 2 kb grof3e genomische Stul/EcoRV-Fragment wurde durch
einen Smal/EcoRV-Doppelverdau aus dem Vektor isoliert und diente als externe Probe. Um
auszuschliel®en, dafd das als externe Probe verwendete genomische Fragment repetitive Sequenzen
enthalt, wurde die Probe in einem Southern Blot mit EcoRV-geschnittener SV129-DNA getestet
(Abb. 21, A).

3.5.3 Homologe Rekombination des , Targeting Vectors“ in embryonale

Stammzellen

Der ,Targeting Vector wurde durch einen Restriktionsverdau mit Notl linearisiert und wie beschrieben
in ES-Zellen der Linie R1, die aus Sv129-Blastozysten isoliert wurden, elektroporiert und anschlieRend
fur 7 Tage mit Neomycin auf die Integration des ,Targeting Constructs” selektioniert. 360 Neomycin-
resistente ES-Zell-Klone wurden nach einwoéchiger Selektion gepickt und vereinzelt. Nach einer
mehrtagigen Kultivierung wurden die Zellen nach einer Trypsinierung zum Teil weggefroren. Nach
einer weiteren Kultivierung wurde der verbleibende Rest der ES-Zell-Klone zur Praparation
genomischer DNA verwendet. Die genomische DNA wurde nach einem Restriktionsverdau mit EcoRV
gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Kapillarblotting auf eine Nylonmembran transferiert. Nach
der Southern Hybridisierung der genomischen DNA mit der externen Probe wiesen 18 der 360 ES-
Zell-Klone das rekombinante Allel von 6.3 kb neben dem Wildtyp-Allel auf, was einer Effizienz der

homologen Rekombination von 5% entspricht.
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Abb. 21:  (A) Test der externen Probe im Southern Blot mit SV129 genomischer DNA nach EcoRV-Verdau; (B)
Southern Blot Neomycin-resistenter ES-Zell-Klone nach EcoRV-Verdau und Hybridisierung mit der
externen Probe. 10 kb markieren das wildtyp (wt)-Allel und 6.3 kb markieren das rekombinante (ko)-
Allel

3.5.4 Injektion und Transfer der homolog rekombinierten ES-Zellen in

Blastozysten

Drei der 18 homolog rekombinierten Stammzellklone wurden in Kultur genommen und in das
Blastozoel von C57BI/6-Blastozysten injiziert. Die chimaren Blastozysten wurden einige Stunden bei
37°C inkubiert und anschlieRend in den Uterus scheintrachtiger CD-1 Weibchen implantiert. Nach
zweieinhalb Wochen wurden die chimaren Mausen geboren, deren Grad an Chimarismus von nahezu
vollstandig agouti bis schwarz variierte. Im geschlechtsreifen Alter von 8 Wochen wurden je zwei
hoch-chimare Mannchen pro Klon mit jeweils zwei C57BL/6-Weibchen verpaart. Nur die chiméren
Mannchen des Klons #249 konnten das rekombinante Allel Gber die Keimbahn weitergeben und
erzeugten braune Nachkommen (F1 Generation). Braune Nachkommen wurden mittels Southern
Hybridisierung und PCR genotypisiert. Dazu waren zuvor geeignete Primer auf ES-Zell-DNA von
rekombinierten und wildtyp- und ES-Zell-Klonen etabliert worden. Zwei Primer flankieren in sense-
und antisense-Orientierung die Insertionsstelle der NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette. Ist keine
homologe Rekombination erfolgt, so wird lediglich das wildtyp-Allel von 290 bp amplifiziert. Zuséatzlich
zu diesem Primerpaar wird ein dritter Primer eingesetzt, der ebenfalls in sense-Orientierung im polyA
Signal des Neomycin-Resistenzgens bindet. Nach erfolgter homologer Rekombination und
ortsspezifischer Integration der NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette wird neben dem PCR-Produkt des
wildtyp-Allels ebenfalls das PCR-Produkt des rekombinanten Allels (500 bp) gebildet (Abb. 20, 22).

75



F1 Generation

PCR

Southern Blot

Abb. 22: Nachkommen aus der Verpaarung chimarer Mannchen mit C57BI/6-Weibchen (F1-Generation)
ergaben neben schwarzen Tieren auch agouti-farbige Nachkommen. Genotypisierung von agouti-
farbigen Nachkommen zum einen durch PCR mit speziellen Genotypisierungsprimern (Lokalisation
der Primer: Abb. 20) als auch durch Southern Hybridisierung mit der externen Probe.

3.5.5 Generierung homozygot defizienter AP-25 Mause

Heterozygote Mause der F1-Generation, die im Southern Blot und in der Genotypisierungs-PCR
neben dem wildtyp-Allel auch Uber das rekombinante Allel verfliigen, wurden im geschlechtsreifen
Alter miteinander verpaart. Die Nachkommen dieser Inzuchtverpaarung (F2-Generation) wurden

ebenfalls mittels Southern Blot wie auch durch PCR genotypisiert.

e 4 A Abb. 23:
- 500 bp Genotypisierung der F2-Generation aus
PCR 200 b Verpaarungen heterozygoter Individuen
) p der F1-Generation durch genomische
PCR (oben) und Southern
Hybridisierung mit der externen Probe
(unten).
ko - | - 10 kb
Southern Blot
wit - - 6.3 kb
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3.6 Analyse AP-25-defizienter Mause
3.6.1 Nachweis der Defizienz des AP-28 Gens

Die vollstéandige Deletion des AP-25 Gens wurde zum einen durch eine RT-PCR Analyse mit RNA
Uberprift, die aus dem Gewebe des posterioren Mittelhirnbereichs 17 Tage alter Embryonen (E17)
extrahiert wurde. Nach der reversen Transkription der gewonnenen RNA in cDNA wurde ein 505 bp
umfassendes Fragment mit AP-28-spezifischen Primern amplifiziert. Die fehlende Bande zeigt, daR in
den Mittelhirnen AP-25-defizienter Embryonen kein AP-20-spezifisches Transkript gebildet wird (Abb.
24).

Weiterhin wurde die Deletion des AP-26 Gens mithilfe einer LacZ-Farbung an Gehirnen neugeborener
Mause nachgewiesen. Dazu wurden die Gehirne nach einer kurzen Fixierung mehrere Stunden mit X-
Gal-Lésung gefarbt. Durch die Expression der p-Galaktosidase als dem Genprodukt des LacZ
Reportergens wird das Substrat umgesetzt und die Aktivitdt des endogenen AP-256 Promotors ist
anhand der blauen Farbung zu beobachten. So kann die Aktivitdit des AP-256 Promotors in
heterozygoten Tieren, die neben dem funktionalen AP-25 Gen lediglich eine Kopie des LacZ Gens in
der NTR-B-Gal-polyA-neo Kassette besitzen, im posterioren Mittelhirn angrenzend an das Cerebellum
beobachtet werden. Zudem ist eine schwache B-Galaktosidase Farbung im Zwischenhirn zu
detektieren (Abb. 20; Pfeilspitzen). Demgegenuber ist die Aktivitdt des AP-286 Promotors in den
Mittelhirnen AP-26-defizienter Tiere, die das LacZ Gen auf beiden Chromosomen im AP-26 Genlokus
integriert haben, jedoch nicht mehr lokal begrenzt. Statt dessen ist eine diffuse Verteilung der blauen

LacZ Farbung Uber den gesamten Bereich des Mittelhirns zu beobachten.
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Abb. 24: Nachweis der Deletion des AP-20 Gens durch RT-PCR mit AP-26-spezifischen Primern auf cDNA
der posterioren Mittelhirne 17 Tage alter Mause (links) und X-Gal-Féarbung an Gehirnen
Neugeborener (rechts). Die Pfeilspitzen markieren eine schwache Expression im Zwischenhirn.
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3.6.2 AP-25-defiziente Mause vollenden die Embryogenese

Die Nachkommen der F2-Generation aus der Verpaarung heterozygoter Tiere der F1-Generation sind
alle lebensfahig. Die Analyse der Genotypen mehrerer Wirfe mit insgesamt 354 Tieren zeigte, dal}
die Verteilung der Genotypen mit 25.1% wildtyp-Tieren, 50.6% heterozygoten Tieren und 24.3%
homozygoten Mutanten dem Verhaltnis 1 (wildtyp-Tiere) : 2 (heterozygote Tiere) : 1 (homozygote
Mutanten) entspricht und deutet daraufhin, dal alle Mutanten die Embryonalentwicklung vollenden
(Tab. 1). Somit zeigen AP-2&6-defiziente Mause im Gegensatz zu den bisher etablierten AP-2
Mausmutanten AP-2a, AP-2[3 und AP-2y keinen letalen Phanotyp.

Genotypen Anzahl genotypisierter AP-25-Mduse (N=354) Prozentuales Verhaltnis
++ 89 251%
+/- 179 50.6%
-/- 86 24.3%
Tab. 1: Verteilung der Genotypen innerhalb von Wiurfen aus der Verpaarung heterozygoter Tiere der F1-
Generation. Die Genotypen wurden nach dem Absetzen der Mause im Alter von 3-4 Wochen
ermittelt.

3.6.3 Gewichts- und Wachstumsanalysen AP-28-defizienter Mause

Kurz nach der Geburt der ersten AP-26-defizienten Tiere fiel auf, dall die AP-26 Mutanten gegenuiber
den wildtyp-Tieren kleiner und auch im Gewicht reduziert waren. Um diesen ersten Eindruck durch
eine statistische Analyse zu untermauern und, um zu klaren, ob der Verlust von AP-28 die postnatale
Entwicklung AP-256-defizienter Mause beeinflut, wurde das Gewicht von Nachkommen aus
heterozygoten Verpaarungen bis zum Alter von 4-5 Wochen untersucht. In den ersten zwei Wochen
nach der Geburt wurde das Gewicht jeden zweiten Tag, spater nur noch einmal in der Woche
bestimmt. Die Auswertung der Statistik ergab, dall die AP-25-defizienten Mause besonders in den
ersten drei Lebenswochen gegenuber ihren heterozygoten und wildtyp-Geschwistern stark im Gewicht

reduziert waren.
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Abb. 25:  Zwei Wochen alte AP-25 Mause (links), Genotypen-abhangige Gewichtsanalyse (rechts)
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Da die AP-26-defizienten neugeborenen Tiere ebenso wie ihre Geschwister von den Muttertieren
angenommen und gesaugt wurden, schien die Brutpflege durch die Muttertiere nicht ursachlich fur die
Gewichtsreduktion zu sein. Da die AP-25 Neugeborenen auch im Wachstum retardiert waren, wurde
zunachst die Proliferation der Extremitatenknochen wie Tibia und Femur untersucht. Dazu wurde
neugeborenen sowie 5 Tage alten Mausen zwei Stunden vor dem Experiment BrdU intraperitoneal
injiziert. AnschlieRend wurden die Hinterldufe der Mause extrahiert und fir Paraffinschnitte vorbereitet.
Sagittale Paraffinschnitte der Hinterldufe wurden zunachst fur eine BrdU-Farbung genutzt und

anschlieBend mit Hdmalaun-Eosin gegengefarbt.

Die distalen Enden der Ro&hrenknochen (Epiphysen), zu denen auch die Extremitatenknochen
gehoren, bestehen aus 4 Zonen von Knorpelzellen (Chondrozyten) (Abb. 26). Die flachen,
saulenférmig angeordneten Zellen der proliferativen Zone kénnen aufgrund ihrer Morphologie von den
eher runden Zellen der umgebenden Schichten der hypertrophen und der ruhenden Zone
unterschieden werden. Darlberhinaus zeichnen sich die Chondrozyten der proliferativen Zone durch
eine hohe mitotische Aktivitdt aus. Diese hohe Proliferationsrate in der Wachstumszone des
Knochens tragt mafligeblich zum Langenwachstum der Knochen bei. Zellen, die sich innerhalb der
proliferativen Zone wahrend der zweistiindigen BrdU-Inkorporation geteilt haben, zeigen eine braune
Kernfarbung und werden als BrdU-positive Zellen mit der Gesamtzellzahl der proliferativen Zone
verglichen (Abb. 26).

Resting Cartilage
Zone

Proliferative
(Pancake) Zone

Calcified Zone

Abb. 26:  Zonierung der Epiphyse des Ro&hrenknochens (links) und proliferative Zone mit braunen, BrdU-
positiven Zellen (rechts).

Die BrdU-positiven Knorpelzellen in jeweils einer proliferativen Zone der hinteren
Extremitatenknochen von jeweils 4 neugeborenen und jeweils 8 finf Tage alten wildtyp- und AP-26-
defizienten Mausen wurden gezahlt und das prozentuale Verhaltnis der BrdU-positiven Zellen zur
Gesamtzellzahl wurde ermittelt. Im Vergleich mit den wildtyp-Mausen konnten in den proliferativen

Zonen der AP-20-defizienten Mause signifikant weniger teilungsaktive Chondrozyten identifiziert

79



werden. Ebenso verfugten 5 Tage alte AP-23-defiziente Mause Uber eine reduzierte Anzahl

proliferierender Chondrozyten in den hinteren Extremitatenknochen (Abb. 27).
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Abb. 27:  Anteil BrdU-positiver Chondrozyten in der proliferativen Zone der hinteren Extremitatenknochen in
neugeborenen und 5 Tage alten wildtyp- und AP-256-defizienten Mausen. Die Signifikanz wurde durch

einen ungepaarten, zweiseitigen Student’s T-Test mit einem Signifikanzlevel von 5% (P>0.05)
ermittelt.

Um zu klaren, ob die verringerte Proliferation der Chondrozyten einen unmittelbar durch AP-25-
vermittelten Effekt darstellt, wurden die Epiphysen der hinteren Extremitatenknochen von zwei 5 Tage
alten C57BI/6 Mausen prapariert. Die daraus gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben und zur
Amplifikation von AP-2a-, AP-23- und AP-26-spezifischen Produkten mithilfe spezifischer Primer in
einer RT-PCR eingesetzt (Abb. 28). Da alle AP-2 Proteine im Gehirn exprimiert werden, diente eine

aus dem Gehirn gewonnene cDNA als Positivkontrolle der Expression.
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© .
q,‘:.” Abb. 28:
NS
,$' {E-“ Expression der AP-2 Isoformen AP-2a, AP-2 und AP-20 in Knorpelzellen 5 Tage alter
Q@ Mause. RT-PCR mit cDNA, die aus Knorpelzellen der Epiphysen der hinteren
T Extremitatenknochen und aus dem Gehirn 5 Tage alter Mause gewonnen wurde.
AP-20c. W
AP-2p
- -
AP-25 W=
|GAPDH s s

Die Analyse der RT-PCR ergab eine schwache Expression fir AP-2a und AP-2B in den
Chondrozyten, wahrend AP-28 nicht in Knorpelzellen 5 Tage alter Mause gebildet wird. Somit scheint
das beobachtete Wachstumsdefizit keine direkte Folge der AP-20 Deletion in Chondrozyten zu sein,

sondern vielmehr ein sekundarer Effekt.

Das Wachstumshormon, welches vom Hypophysen-Vorderlappen sezerniert wird, hat entscheidenden
Einflud auf das Knochenwachstum wahrend der Entwicklung (Ohlsson et al., 1998). Courtois und
Kollegen konnten in einem HelLa-basierten Assay zeigen, da® das humane Wachstumshormon-Gen
durch AP-2a reguliert wird (Courtois et al., 1990). Um den Einflud von AP-256 auf das
Wachstumshormon und das Knochenwachstum zu analysieren, wurden immunhistologische
Untersuchungen an Paraffinschnitten neugeborener Mause durchgefiihrt. Dazu wurde der Kopf
neugeborener Mause prapariert und der Unterkiefer wurde entfernt. Nach einer zweitdgigen Fixierung
in Paraformaldehyd wurden sagittale Paraffinschnitte durch die Hypophyse angefertigt und mit einem
Wachstumshormon-spezifischen Antikdrper inkubiert (Abb. 40). Da keine offensichtliche Veranderung
in der Expression des Wachstumshormons zwischen wildtyp- und AP-2&-defizienten Hypophysen
detektiert werden konnte, scheinen die beobachteten Wachstumsdefekte der AP-25-defizienten

Mause nicht auf einer Fehlregulation der Expression des Wachstumshormons zu basieren.

3.6.4 Hirnspezifische Analysen AP-25-defizienter Mause

Immunhistochemische Analysen an Paraffinschnitten mit AP-2a- und AP-26-spezifischen Antikérpern
zeigten, dal® AP-256 hauptsachlich im posterioren Teil des Mittelhirns, dem Colliculus inferior exprimiert
wird. Eine schwachere AP-26-spezifische Expression ist zusatzlich im dorsalen Thalamus und im
anterioren Mittelhirn, dem Colliculus superior zu beobachten, wahrend AP-2a dagegen stark im
anterioren Colliculus superior und im Cerebellum detektiert werden kann. Morphologische
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Untersuchungen an Hirnschnitten von AP-28 Mutanten und ein Vergleich mit Hirnschnitten von
wildtyp-Tieren zeigten, dal® den Hirnen AP-25-defizienter Mause offensichtlich der Colliculus inferior
fehlt. Dies wurde durch die immunhistochemischen Farbungen mit dem AP-2a Antikérper bestatigt,
dessen Farbung sich im Wildtypschnitt auf den Bereich des Colliculus superior beschrankte, sich aber

im Hirnschnitt des AP-28-defizienten Hirns auf den gesamten Bereich des Mittelhirns erstreckte.

/-

Abb. 29:  Histologische Analysen des Mittelhirns durch Hamalaun-Eosin-Farbung an Paraffinschnitten 1.5
Monate alter Mause (oben). Immunhistologische Untersuchungen an Paraffinschnitten mit AP-2a und
AP-26-spezifischen Antikdrpern 3 Wochen alter Mause (Mitten und unten). Der Pfeil markiert eine
schwache AP-20 Expression im dorsalen Thalamus. C Cortex, Cb Cerebellum, Ci Colliculus inferior,
Colliculus superior, dT dorsaler Thalamus
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Aus diesen Beobachtungen ergaben sich zwingend folgende Fragestellungen:

1.  Wird das posteriore Mittelhirn wahrend der Embryogenese AP-208-defizienter Mause angelegt?
ODER
2. FuUhrt der Verlust von AP-25 im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung zur Degradation

dieser Hirnregion?

3.6.4.1 Das posteriore Mittelhirn wird wéahrend der Embryogenese angelegt

Das Mittelhirn wird unter dem EinfluR eines genetischen Netzwerkes des Mittel-Hinterhirn-
Organisators (MHO) wahrend der Embryogenese angelegt. Zu diesen Markergenen zahlen
Transkriptionsfaktoren der Paired Box-Familie (Pax2 und Pax5) und der Engrailed-Familie (En1 und
En2), sowie sekretierte Signalmolekiile wie Fgf8 und Wnt1. Zur Analyse des posterioren Mittelhirns
wurden whole mount in situ Hybridisierungen an 10 Tage alten wildtyp- und AP-20-defizienten
Embryonen (E10) mit Digoxigenin-markierten Sonden dieser Markergene durchgefiihrt. Da sich in den
AP-258-defizienten Embryonen kein abweichendes Expressionsmuster dieser Markergene beobachten

lieB, kann angenommen werden, daf} kein Defekt in der friihen Anlage des Mittel-/Hinterhirn Bereichs

vorliegt.
+/+ - / - Abb. 30:
Whole mount in situ Hybridisierungen an 10 Tage alten wildtyp- und
- AP-25-defizienten Embryonen mit spezifischen Digoxigenin-
’, ) markierten Sonden von Markergenen des MHOs.
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3.6.4.2 Zelltodanalysen im Gehirn AP-25-defizienter Mause

Andere AP-2 Mausmodelle, wie die der AP-2a, AP-23 und AP-2y Deletionsmutanten, wiesen in dem
Gewebe, das die jeweilige AP-2 Isoform malfigeblich exprimiert, massiv apoptotische Prozesse auf.
Da angenommen wird, daR eine wesentliche Funktion von AP-2 Transkriptionsfaktoren in der
Unterdruckung apoptotischer Prozesse wahrend der Embryogenese besteht, wurde Apoptose als eine
mogliche Ursache fiir das Fehlen des posterioren Mittehirns an coronalen Hirnschnitten verschiedener

Embryonalstadien angenommen.
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Abb. 31:  Immunhistologischer Nachweis apoptotischer Prozesse durch eine Farbung mit einem Antikorper

gegen die aktivierte Form der Caspase3 an coronalen Paraffinschnitten von embryonalen Hirnen
verschiedener Stadien (E13 bis E17) und an den Hirnen neugeborener Mause (PO) (B, C, E, F, H, |,
K, L). Immunhistologische Analyse der AP-26 Expression an coronalen Paraffinschnitten
embryonaler Hirne verschiedener Stadien (E13 bis E17) und an Hirnschnitten neugeborener Mause
(PO) (A, D, G, J). Rechts: Markierung der Schnittebene durch das Gehirn (roter Balken).
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Daher wurden im Folgenden Zelltodanalysen zu verschiedenen Zeitpunkten der Embryogenese an
Hirnschnitten durchgefiihrt. Immunhistologische Analysen an Hirnschnitten AP-28-defizienter Mause
zeigten nach der Inkubation mit einem Antikérper gegen die aktivierte Form der Caspase3 bereits am
Tag E15 der Embryonalentwicklung vereinzelt apoptotische Zellen (Abb. 31, F). Zwei Tage spater
haben sich die apoptotischen Prozesse ausgeweitet und verstarkt (Abb. 31, 1), sodal am Tag E17 ein
massiver Zelltod im posterioren Mittelhirn beobachtet werden konnte. Der Vergleich der Caspase3
Immunfarbung (Abb. 31, I) mit dem AP-256 Expressionsmuster (Abb. 31, G) zeigte, dal die Region des
apoptotischen Zelltods mit der Expression von AP-2d im posterioren Mittelhirn Gberlappt. Somit zeigt
dieses Ergebnis, daR AP-25 offensichtlich eine essentielle Rolle fir das Uberleben der Zellen im
posterioren Mittelhirn spielt.

Auch in den Hirnen neugeborener Mause konnten noch apoptotische Prozesse mithilfe der aktivierten
Caspase3 und eines TUNEL Assays nachgewiesen werden (Abb. 31, 32). Dieser enzymatische Assay
dient dem Nachweis fragmentierter DNA und bestatigte die Ergebnisse der immunhistologischen

Farbungen mit dem Caspase3-Antikorper.

PO

+/+ -/~

Abb. 32: TUNEL Assay an coronalen Hirnschnitten neugeborener wildtyp- und AP-28-defizienter Mause zum
Nachweis apoptotischer Zellen im posterioren Mittelhirn

An diese Ergebnisse schlof® sich die Frage an, ob die im posterioren Mittelhirm am Tag E17
beobachteten apoptotischen Prozesse in demselben Entwicklungsstadium ebenfalls in anderen,
AP-28-exprimierenden Hirnregionen wie dem dorsalen Thalamus und dem Cortex nachgewiesen
werden konnen. Dies konnte darauf hindeuten, dal AP-25 nicht nur im posterioren Mittelhirn, sondern
auch in anderen Hirnbereichen eine &hnliche Uberlebens-Funktion ausiibt. Dazu wurden coronale
Paraffinschnitte dieser Hirnregionen ebenfalls mit einem Antikdrper gegen die aktivierte Caspase3
inkubiert.
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Abb. 33:

Immunhistologischer Nachweis apoptotischer Prozesse in verschiedenen Hirnregionen durch eine
Farbung mit einem Antikérper gegen die aktivierte Caspase3 (Cas3) an coronalen Paraffinschnitten
von 17 Tage alten embryonalen Hirnen (B, C, E, F, H, I). Immunhistologische Analyse der AP-25
Expression in verschiedenen Hirnregionen an coronalen Paraffinschnitten 17 Tage alter embryonaler
Hirne (A, D, G).

Die Inkubation mit einem Antikérper gegen die aktivierte Caspase3 zeigte, dall apoptotische Prozesse

nahezu ausschlieBlich im posterioren Mittelhirn AP-28-defizienter Mause nachgewiesen werden

konnten (Abb. 33, C). Im dorsalen Thalamus (Epithalamus) kdnnen nur wenige positive Zellkerne
identifiziert werden (Abb. 33, F; Pfeilspitzen). Im Cortex kann AP-25 ebenfalls detektiert werden (Abb.
33, G), jedoch sind im Cortex AP-20-defizienter Mause keine apoptotischen, Caspase3-positiven

Zellen nachweisbar (Abb. 33, I).
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3.6.4.3 Expression anderer AP-2 Proteine im posterioren Mittelhirn, im dorsalen Thalamus
und im Cortex

Fur die weitere Analyse war es zwingend erforderlich, die Expressionsmuster anderer AP-2 Proteine
zu diesem Zeitpunkt der Embryonalentwicklung im dorsalen Thalamus und im Cortex zu untersuchen,
um eventuelle Koexpressionen mit AP-20 zu identifizieren. Die daraus resultierenden
Kompensationen durch andere AP-2 Isoformen kénnten den ausbleibenden Zelltod in diesen

Hirnregionen erklaren.

AP-25 AP-2¢ AP-28 AP-2y

++ -/- +/+ -I- [+ -I- +H+ -I-

posteriores
Mittelhim

dorsaler
Thalamus

Cortex

Abb. 34:  Nachweis der Expression anderer AP-2 Proteine im posterioren Mittelhirn, im dorsalen Thalamus und
im Cortex durch immunhistologische Analysen mithilfe von AP-2a-, AP-2B3-, AP-2y- und AP-2&-
spezifischen Antikdrpern auf coronalen Paraffinschnitten 17 Tage alter Embryonen.

Posteriores Mittelhirn:

Immunhistologische Analysen mit AP-2-spezifischen Antikérpern zeigten, dal AP-2a, AP-23 und
AP-25 im Mittelhirn 17 Tage alter Embryonen koexprimiert werden. Diese Farbungen zeigten jedoch
auch, dafl® AP-2a und AP-2[3 im Gegensatz zu AP-2& nicht im Colliculus inferior, sondern dorsaler im
Tectum exprimiert werden. Somit ist AP-28 die einzige AP-2 Isoform, die am Tag E17 im Colliculus

inferior exprimiert wird.

Dorsaler Thalamus:

Parallel zu AP-256 wird ebenfalls AP-2a am Tag E17 im Thalamus exprimiert, aber dorsaler als AP-20
in einem als Habenula bezeichneten Bereich des Epithalamus. Auch AP-2f wird &hnlich wie AP-2a in
der Habenula exprimiert, wenn auch deutlich schwacher. Da im dorsalen Thalamus AP-28-defizienter
Hirne nur einzelne apoptotische Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 33, F), scheint AP-25 in

dieser Hirnregion nicht fiir das Uberleben von Zellen verantwortlich zu sein.
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Cortex:

Die AP-2y Isoform, die weder im posterioren Mittelhirn, noch im dorsalen Thalamus exprimiert wird,
konnte dagegen im Cortex nachgewiesen werden. Im Cortex werden AP-2y und AP-25 koexprimiert,
was eine mogliche Erklarung fir ausbleibende Defekte der AP-25-defizienten Mause im Cortex sein

konnte.

3.6.5 Fertilitatsstudien an AP-25-defizienten Weibchen

Bei ersten Verpaarungen geschlechtsreifer, AP-28-defizienter Weibchen mit geschlechtsreifen,
heterozygoten AP-286- oder wildtyp-Mannchen fiel auf, dal aus diesen Verpaarungen keine
Nachkommen hervorgingen. Demgegeniber konnten AP-286-defiziente Mannchen, die mit
heterozygoten Weibchen verpaart wurden, Nachwuchs erzeugen.

Diese ersten Hinweise wurden durch gezielte Verpaarungen von 8 Wochen alten wildtyp- und AP-26-
defizienten Weibchen mit wildtyp- oder AP-28-heterozygoten Mannchen untermauert. Die
Verpaarungen wurden am Abend im Verhaltnis 1:1 angesetzt und der Erfolg der Verpaarung wurde
am Morgen des nachsten Tages anhand des Vaginalpfropfs (plug) tGberprift. Die Weibchen, die am
nachsten Morgen einen Vaginalpropf aufwiesen, wurden von den ubrigen Weibchen getrennt
gehalten. 54.4% der 57 ,gepluggten Kontroll-Weibchen waren trachtig, wahrend keins der 16 AP-25-
defizienten, ,gepluggten“ Weibchen trachtig wurde (Tab. 2).

Genotyp +/+ -/-
»Plugs® 57 16
Trachtigkeit 31/57 (54,4%) 0/16 (0%)

Tab. 2: Trachtigkeitsraten nach gezielter Verpaarung von wildtyp- und AP-256-defizienten Weibchen.

Anschliefend wurde ermittelt, ob die Akzeptanz der AP-28-defizienten Weibchen gegeniber den
Wildtyp-Weibchen als Sexualpartnerinnen abwich. Dazu wurde die Anzahl der verpaarten Weibchen

mit der Anzahl der ,Plugs” verglichen.

Genotyp +/+ -/-

Verpaarungen 46 36

»Plugs® 25 25
54,3% 69,4%

Tab. 3: Vergleich der ,Plug“-Raten von wildtyp- und AP-28-defizienten Mausen.

Da diese Untersuchungen sogar eine etwas hdhere ,Plugrate® bei AP-26-defiziente Weibchen
nachwies, konnte angenommen werden, dall AP-25-defiziente Weibchen von geschlechtsreifen
Mannchen offensichtlich als paarungsbereit erkannt wurden. Dies setzt einen Hormonzyklus voraus,

der geschlechtsreifen Mannchen in einer bestimmten Zyklus-Phase die Paarungsbereitschaft der
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Weibchen signalisiert. Innerhalb eines 5-6 tagigen Zyklus kdnnen 4 Zyklus-Phasen, die Proestrus-, die
Estrus-, die Metestrus- und die Diestrus-Phase unterschieden werden. In Abhangigkeit von der
jeweiligen Zyklus-Phase verandern sich die Uterusschleimhaut, die Zusammensetzung der

Follikelstadien im Ovar, sowie die Zusammensetzung des Vaginalsekrets (Champlin et al., 1973;

3.6.5.1 Analysen des Hormonzyklus AP-25-defizienter Weibchen
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Abb. 35: Die 4 Zyklus-Phasen des weiblichen Zyklus

In der Proestrus-Phase sind im Abstrich runde nukledre Epithelzellen entweder vereinzelt oder in
Zellverbanden, jedoch keine Leukozyten zu finden. Diese Phase ist durch eine hohe mitotische
Aktivitat in den inneren Zellschichten des Epithels gekennzeichnet. Dadurch verdickt sich das Epithel,
sodal} Leukozyten nicht mehr hindurch wandern kénnen. Zellen der duReren Epithelschicht 16sen sich
ab. In den Ovarien setzt ein verstarktes Follikelwachstum ein. Zudem werden Weibchen in der spaten
Proestrus-Phase bis zur friihen Estrus-Phase begattet, falls eine Verpaarung schon Uber einen
langeren Zeitraum besteht.

Die &dullere Epithelschicht der Vagina verhornt zunehmend und I8st sich vermehrt ab, sodal® der
Abstrich der Estrus-Phase verhornte, schuppenartige Zellen mit degenerierten Zellkernen aufweist.
Das Ende der Estrus-Phase ist am schleimigen Sekret aufgrund der Abldsung der Zellen und am

volligen Fehlen der Zellkerne erkennbar. In den Ovarien setzt der Eisprung ein.
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Nachdem sich die auReren Epithelschichten abgeldst haben und sich die mitotische Aktivitat in den
inneren Schichten reduziert hat, kbnnen Leukozyten wieder durch das Epithel wandern, sodafl} im
Abstrich der Metestrus-Phase neben restlichen verhornten Zellen auch Leukozyten nachgewiesen
werden kénnen. Nach dem Eisprung sekretieren die Restfollikel (Corpora lutea) flr eine kurze Zeit
Progesteron und in den Ovarien bilden sich kleine Primarfollikel. Die Metestrus-Phase stellt zudem
den Wendepunkt im Zyklus dar: bei erfolgter Befruchtung wird die Metestrus-Phase fortgesetzt. Ist
jedoch keine Befruchtung erfolgt, setzt die Diestrus-Phase ein.

Aufgrund der dunnen Epithelschicht sind vermehrt Leukozyten im Abstrich der Diestrus-Phase
nachweisbar. Da die Proliferation im Epithel wieder einsetzt, befinden sich zusatzlich auch runde

nukledre Epithelzellen im Vaginalsekret.

Taglich wurden Abstriche des Vaginalsekrets von geschlechtsreifen wildtyp- und AP-28-defizienten
Mausen genommen und die Zyklus-Phase wurde anhand der Zellmorphologie nach einer Hamalaun-

Eosin Farbung bestimmt.
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Abb. 36: Beispiele zweier Hormonzyklen von wildtyp (wt)- und AP-28-defizienten (ko). Die Zyklus-Phasen von
jeweils 6 Kontroll- und AP-28-defizienten Weibchen wurden in einem Zeitrahmen von 3 Wochen
taglich ermittelt. D Diestrus, M Metestrus, E Estrus, P Proestrus

Bei der Analyse der ermittelten Zyklus-Phasen AP-28-defizienter Mause fielen bei allen untersuchten
Mausen Abweichungen vom normalen Zyklus auf. Einige der untersuchten Weibchen zeigten keinen
Phasenwechsel und blieben Uber die gesamte Untersuchgungsperiode in einer Phase. Bei den

meisten untersuchten M&ausen konnte eine verzdgerte Progression des Zyklus und damit eine
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verlangerte Zyklusdauer von durchschnittlich 10 Tagen, sowie Ruckfélle in vorherige Phasen
beobachtet werden (Abb. 36).

3.6.5.2 Analysen der Blastozysten und der Ovarien AP-28-defizienter Weibchen

Da AP-20-defiziente Weibchen Uber einen — wenn auch unregelmafigen — Hormonzyklus verfligen,
der alle Zyklusphasen, besonders die Ovulationsphase aufweist, sollten Oocyten gebildet werden, die
die Eierstocke verlassen und in den Uterus uUbertreten. Zudem werden die AP-28-defizienten
Weibchen zwar gepluggt, eine Trachtigkeit konnte bisher aber nicht beobachtet werden. Aus diesen
Grunden wurde zum einen untersucht, ob AP-26-defiziente Weibchen ovulieren und, ob diese
Ovulation durch einen externen Hormonstimulus ausgelost werden kann. Zum anderen sollte

beobachtet werden, ob aus befruchteten Oocyten Blastozysten entstehen.

Dazu wurden zum einen wildtyp- und AP-206-defiziente Weibchen im Alter von 4 Wochen durch
Stimulation mit PMSG und hCG im Abstand von 48 Stunden superovuliert und am Abend der hCG-
Injektion mit fertlen Mannchen im Verhaltnis 1:1 verpaart. Als Kontrollen dienten Verpaarungen
geschlechtsreifer wildtyp- und AP-28-defizienter Weibchen mit fertilen Mannchen im Verhaltnis 1:1.
Erfolgreich ,gepluggten® Weibchen wurde nach 3.5 Tagen der Uterus entnommen und die enthalten
Blastozysten wurden gesammelt.

flush nach der Superovulation flush ohne Superovulation
durchschnittliche srachtige” Tiere/ durchschnittliche strachtige” Tiere/
Blastozystenanzahl Gesamttierzahl Blastozystenanzahl Gesamttierzahl

++ 15,43 6/7 6,6 5/6

-I- 30,67 6/6 6,75 4/13

Tab. 3: Gezahlte Blastozysten nach Spilung der Uteri (flush) von AP-26-defizienten und wildtyp-Mausen
ohne (flush ohne Superovulation, rechts) und mit vorangegangener hormoneller Stimulation (flush
nach der Superovulation, links). Der Begriff ,trachtig® bezeichnet jene Tiere, bei denen Blastozysten
im Uterus nachgewiesen werden konnten.

Die Analyse der Blastozysten zeigte, dall auch AP-28-defiziente Weibchen befruchtungsféhige
Oocyten bilden, die nach der Befruchtung zu Blastozysten heranreifen. Zudem scheinen AP-20-
defiziente Weibchen ahnlich wie wildtyp-Weibchen auf einen externen hormonellen Stimulus zu
reagieren. Auffallig war jedoch, da® nur in 4 von 13 nicht-hormonell stimulierten Tieren Blastozysten
nachgewiesen werden konnten. Da die Verpaarung in diesem Experiment nur Uber eine kurze Zeit
bestand, erfolgte eine Begattung durch fertile Mannchen spontan, daher unabhangig vom
befruchtungsfahigen Zeitraum zwischen spater Proestrus- und friher Estrus-Phase und unabhéangig
von der Ovulation. Somit scheint nur bei 4 der 13 AP-256-defizienten, ,gepluggten® Weibchen auch
eine Ovulation erfolgt zu sein, die zur Freisetzung von Oocyten flhrte und eine spatere Befruchtung
ermdglichte. Die Zyklus-Stérungen AP-28-defizienter Weibchen wie ein verlangerter Zyklus oder einen
langeren Verbleib in einer bestimmten Zyklus-Phase fiihrten dazu, daf’ die befruchtungsfahige Phase

AP-206-defizienter Weibchen seltener erreicht wurde und AP-26-defiziente Weibchen somit seltener
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befruchtungsfahige Oocyten ausbildeten. Interessanterweise konnten bei allen ,gepluggten®, AP-25-
defizienten Weibchen, die zuvor hormonell stimuliert wurden, Blastozysten nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse deuten auf einen fehlregulierten Hormonspiegel hin, der eventuell durch eine zu
niedrige Expression oder Sekretion regulierender Hormone verursacht wird, aber durch eine externe

Hormonzufuhr wieder ausbalanciert werden kann.

Parallel zu diesen Untersuchungen wurden die Ovarien 4, 8 und 12 Wochen alter wildtyp- und AP-26-
defizienter Weibchen histologisch untersucht, um mogliche Defekte, die die Folliculogenese

beeintrachtigen kénnten, zu analysieren.

wien T

Abb. 37:  Morphologie der Ovarien 4, 8 und 12 Wochen alter wildtyp- und AP-28-defizienter Mause bei einer 5-
fachen Vergrofierung.
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Mithilfe der Hamalaun-Eosin Farbung konnten innerhalb der Ovarien Follikel unterschiedlicher
Entwicklungsstadien identifiziert werden: primare Follikel bestehen aus einer Oocyte, die von einer
einzelnen Schicht Granulosa-Zellen umgeben sind. Wenn der Primarfollikel Uberlebt, entsteht der
Sekundarfollikel (oder pra-antrale Follikel) mit einem mehrschichtigen Follikelepithel, bestehend aus
Granulosa-Zellen. Falls auch der pra-antrale Follikel berlebt, geht daraus der Tertiarfollikel (oder
antrale Follikel) hervor, der die Oocyte mit einem Flussigkeits-geflliten Hohlraum, dem Antrum,
umgibt. In diesem Stadium ist die Oocyte innerhalb des Follikels soweit gereift, dal} sie zur Ovulation
den Follikel verla3t. Nur wenige der reifen antralen Follikel gelangen bis zur Ovulation. Die meisten
Follikel sterben im Zuge der Follikelreifung in unterschiedlichen Stadien aufgrund von apoptotischen
Prozessen, die durch Hormone reguliert werden (McGee und Hsueh, 2000). Die Riickbildung
reifender Follikel in jedem Stadium der Follikelreifung wird als Follikelatresie (griech.: atresia, die
nicht-Offnung) bezeichnet. Atretische Follikel zeichnen sich durch mindestens zwei Kriterien aus: (i)
mehr als zwei pyknotische Nuclei, (ii) unregelmaRige Granulosa-Zellschichten, (iii) Granulosa-Zellen
befinden sich im Antrum oder (IV) Granulosa Zellen haben sich von der duf3eren Basalmembran
gel6st (Britt et al., 2000).
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Abb. 38:  Analyse der Follikel-Verteilung in den Ovarien 4, 8 und 12 Wochen alter wildtyp- und AP-26-
defizienter Mause (4 Wochen: +/+ n=3, -/- n=2; 8 Wochen: +/+ und -/- n=4; 12 Wochen: +/+ n=4, -/-
n=6). Die Klassifizierung erfolgte anhand der Publikationen von Britt und Kollegen (Britt et al., 2000)
und Cheng und Kollegen (Cheng et al., 2002b). Die Follikelanzahl jedes Ovars wurde auf den 3
Paraffinschnitten mit dem gréften Durchmesser des jeweiligen Ovars gezahlt und auf die gesamte
Flache des Ovars normalisiert (Cheng et al., 2002b). Die Follikelanzahl pro mm? wurde mithilfe einer
definierten Flache durch Photoshop 6.0 ermittelt. Die Signifikanz der Messung wurde durch einen
ungepaarten, zweiseitigen Student’s T-Test bei einem Signifikanzlevel von 5% berechnet. CL
Corpora Lutea, w Wochen

_|
mzi

P=0.14

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dal} die Ovarien der AP-25-defizienten Weibchen keine
morphologischen Unterschiede gegeniiber den Ovarien gleichaltriger wildtyp-Weibchen erkennen
lassen. Somit scheint die beobachtete Infertilitdit der AP-20-defizienten Weibchen nicht auf
morphologischen Defekten der Ovarien zu beruhen. Diese Vermutung wird durch den Vergleich der
einzelnen Follikelstadien zwischen 4, 8 und 12 Wochen alten Mausen gestitzt, der keine Veranderung

in der Verteilung der Follikelstadien im Vergleich zwischen wildtyp- und AP-256-defizienten Mausen
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erbrachte. AP-25-defiziente M&ause besitzen demnach funktionsfahige Ovarien und kdénnen alle

Phasen des Hormonzyklus, sowie alle Stadien der Follikelentwicklung ausbilden.

3.6.5.3 Expression von AP-2 Proteinen im Uterus und in den Ovarien

Um die Expression von AP-2 Proteinen im Ovar und im Uterus zu untersuchen, wurde die gesamte
RNA aus den Ovarien und den Uteri von 4, 8 und 12 Wochen alten Mausen prapariert, in cDNA
umgeschrieben und fiir eine RT-PCR-basierte Expressionsanalyse eingesetzt. Dabei wurden mit
AP-2a-, AP-2B3-, AP-2y- und AP-2&-spezifischen Primern jeweils charakteristische Produkte (AP-2a:
518 bp, AP-2[3: 258 bp, AP-2y: 439, AP-25: 505 bp) amplifiziert.

Ovar Uterus

cDNA 4w Bw 12w 4w Bw 12w A

AP-20
AP-2B
AP-2y
AP-25
GAPDH = s 0 v o oo

Abb. 39:  Expressionsanalysen der AP-2 Isoformen AP-2a, AP-2B3, AP-2y und AP-26 im Ovar und im Uterus
mittels RT-PCR. Die dazu verwendete cDNA wurde aus RNA der Ovarien und der Uteri von 4
Wochen (n=3), 8 Wochen (n=4) und 12 Wochen (n=4) alten Mausen synthetisiert. Als
Positivkontrollen dienten 10 ng der vollstandigen cDNAs der AP-2 Isoformen. Die Normalisierung
jeder cDNA erfolgte durch eine RT-PCR mit GAPDH-spezifischen Primern (unten).

Die Analyse der Expression der AP-2 Proteine in den Ovarien und im Uterus ergab, dal} lediglich
AP-2y im Uterus 8 Wochen alter Mause exprimiert wird. Andere AP-2 Isoformen konnten dagegen

nicht in den Ovarien oder den Uteri detektiert werden.

3.6.54 Analyse der Hormon-sezernierenden Zentren in der Hypophyse

Die beobachtete Infertilitdt AP-256-defizienter Weibchen scheint nicht auf morphologischen Defekten
der Ovarien oder der Uteri zu basieren. Ebenso konnten fehlerhafte Bildungs- und Reifungsprozesse
von Oocyten, sowie eine defekte Bildung von Blastozysten aus befruchteten Oocyten als Ursachen
der Infertilitat ausgeschlossen werden. Dagegen scheint die Regulation des weiblichen Hormonzyklus
in AP-25-defizienten Tieren gestort zu sein. Daher wurde im folgenden die Expression von speziellen
Hormonen der Hypophyse und des ventralen Hypothalamus untersucht, die zur Regulation des

weiblichen Hormonzyklus beitragen.
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Die Hypophyse gliedert sich in einen posterioren Teil, die Neurohypophyse (Hypophysen-
Hinterlappen) und in einen anterioren Teil, die Adenohypophyse (Hypophysen-Vorderlappen).
Zentrale Hormone der Hypophyse, die die weibliche Fertilitdt entscheidend regulieren, sind FSH
(Follikel-stimulierendes Hormon) und LH (Luteinisierendes Hormon). Beide Hormone wirken direkt auf
die Follikel in den Ovarien. Dort ist LH zusammen mit FSH fir die Ostrogen-Freisetzung aus den
Follikeln verantwortlich. FSH reguliert maRgeblich die Reifung der Follikel, wahrend LH den Eisprung
auslést und den nun leeren Follikel zur Bildung des Progesteron-sezernierenden Corpus luteum
anregt. Neben FSH und LH werden auch TSH (Thyroid-stimulierendes Hormon), PRL (Prolaktin), GH
(growth hormone, Wachstumshormon), ACTH (Adrenocorticotrophes Hormon) und o-MSH (o-
Melanozyten-stimulierendes Hormon) vom Hypophysen-Vorderlappen sezerniert. Die Freisetzung
dieser Hormone aus dem Hypophysen-Vorderlappen erfolgt wie fur LH und FSH als Antwort auf die

Stimulation durch ein spezielles ,Releasing“-Homon.

Die Sekretion dieser Hormone wurde mithilfe immunhistologischer Farbungen an sagittalen

Paraffinschnitten der Kopfregionen neugeborener Mause untersucht (Abb. 40).
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Abb. 40:

Immunhistologische Analyse der Expressionsmuster verschiedener Hormone der Adenohypophyse
an sagittalen Paraffinschnitten der Kdpfe neugeborener Mauseweibchen. GH Growth Hormone
(Wachstumshormon), ACTH Adrenocorticotrophes Hormon, TSH Thyroid-stimulierendes Hormon, LH
Luteinisierendes Hormon, FSH Follikel-stimulierendes Hormon
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Nach der Inkubation der Schnitte mit Hormon-spezifischen Antikérpern zeigten sich neben einer
verringerten TSH Expression auch reduzierte FSH und LH Expressionsspiegel im Hypophysenschnitt
AP-208-defizienter Mause (Abb. 40).

Um die Expressionsmuster der Hypophysen-Hormone auch an den Hypophysen alterer Mause zu
untersuchen, wurde die Expression der Hypophysen-Hormone an Hypophysenschnitten 12 Wochen
alter Mauseweibchen untersucht. Die immunhistologischen Untersuchungen an 12 Wochen alten
Hypophysen bestatigten die reduzierten LH und TSH Expressionsspiegel, die bereits an

Hypophysenschnitten neugeborener Mause nachgewiesen wurden (Abb. 41).

Abb. 41:  Immunhistologische Analyse der Expressionsmuster verschiedener Hormone der Adenohypophyse
an coronalen Paraffinschnitten der Hypophysen 12 Wochen alter Mauseweibchen. GH Growth
Hormone (Wachstumshormon), TSH Thyroid-stimulierendes Hormon, LH Luteinisierendes Hormon,
FSH Follikel-stimulierendes Hormon
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3.6.5.5 Expression von AP-2 Proteinen in der Hypophyse

Die Expression der AP-2 Isoformen in den Hypophysen wurde mithilfe der RT-PCR Methode und
Isoform-spezifischen Primern an RNA aus den Hypophysen von jeweils vier 12 Wochen alten Wildtyp-

und AP-206-defizienten Mausen untersucht.

Abb. 42:

Nachweis der Expression der AP-2 Isoformen in den Hypophysen 12
Wochen alter Mauseweibchen durch RT-PCR mit Isoform-spezifischen
Primern. Die vollstandige cDNA (10 ng) der jeweiligen Isoform diente
als Positivkontrolle. Die Normalisierung jeder cDNA erfolgte durch eine
RT-PCR mit GAPDH-spezifischen Primern.

Nach einer RT-PCR und der Auftrennung der einzelnen Proben im Agarose-Gel konnte kein PCR-
Produkt fur AP-2a, AP-23, AP-2y und AP-25 nachgewiesen werden. Die PCR-Produkte, die fir die
AP-2¢ Isoform unterhalb der erwarteten Grofle von 293 bp detektiert werden konnten, wurden nach
der Extraktion der PCR-Produkte aus dem Gel in pBSIISK subkloniert. Eine anschlieRende
Sequenzierung der PCR-Produkte ergab, dal® die Sequenzen der subklonierten Fragmente keine

Ubereinstimmungen mit der AP-2¢ Isoform aufwiesen.

3.6.5.6 Analyse der Hormon-sezernierenden Zentren im Hypothalamus

Eine der wichtigsten Regionen des Hypothalamus, die die Hypophyse entscheidend reguliert, ist die
Eminentia mediana (lat.: eminentia: die Herausragende, die Hervorragende; lat.: medianus: in der
Mitte liegend; engl.. median eminence). Die Eminentia mediana stellt als sogenanntes
Neurohamalorgan eine gefalreiche Region im Bereich des Hypophysenstiels an der ventralen Basis
des Hypothalamus dar. Neuropeptide wie das Gonadotrophine Releasing Hormone (GnRH) werden
an besonderen Kapillarschlingen der Eminentia mediana ins Blut abgegeben und erreichen Uber das
Hypophysen-Pfortader-System die Adenohypophyse. In der Adenohypophyse bewirkt GnRH die
Freisetzung von LH und FSH.
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Die folgende Immunhistologie untersucht die Sekretion von GnRH aus der Eminentia mediana, um

auszuschliel®en, dafd ein verminderter GnRH-Level in ebenso verminderten FSH- und LH-Spiegeln

resultiert.
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Abb. 43: Links: Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung eines coronalen Paraffinschnitts eines 4 Wochen alten
Maushirns. Der Ausschnitt markiert in 10-facher VergréRerung den ventralen Teil des Hypothalamus,
die Eminentia mediana (median eminence, ME). Rechts: Nachweis der Expression des
Gonadotrophine Releasing Hormone (GnRH) in Zellen der median eminence (ME) an coronalen
Paraffinschnitten 4 Wochen alter Maushirne in 40-facher VergréRerung. 3rdV dritter Ventrikel

Nach der Inkubation mit einem GnRH-spezifischen Antikdrper und einer anschliefenden DAB-
Farbung konnte GnRH in den Kapillarschlingen der Eminentia mediana nachgewiesen werden (Abb.
43). Dabei konnte keine Veranderung in der GnRH Expression zwischen den Paraffinschnitten der
wildtyp- und der AP-2&-defizienten Hirne festgestellt werden. Demnach scheint zumindest nicht die

GnRH-Bildung im Hypothalamus AP-28-defizienter Tiere beeintrachtigt zu sein.

3.6.6 Expressions- und Funktionsanalyse an der Retina von AP-25

Mutanten

Verschiedene Expressionstudien konnten bereits die Expression von anderen AP-2 Proteinen in
verschiedenen Strukturen des murinen Auges wahrend der Embryonalentwicklung nachweisen. So
werden AP-2a und AP-2B in der Linse, in der Epidermis des Augenlids und in der Hornhaut
koexprimiert (Mitchell et al., 1991; Moser et al., 1997b; Zhao et al., 2003).

Da erste immunhistologische Untersuchungen an Paraffinschnitten 13.5 Tage alter Mause ebenfalls
AP-25 in der embryonalen Retina (schwarze Pfeile), sowie schwach im embryonalen Linsenkdrper
(roter Pfeil) nachweisen konnten (Abb. 44), sollten weitere immunhistologische Farbungen wie
Doppel-Immunfluoreszenzen mit AP-2a- und AP-2B-spezifischen Antikérpern nachweisen, in welcher
Schicht der Retina AP-25 exprimiert wird und, ob eine Koexpression mit anderen Mitgliedern der AP-2

Familie besteht.
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Abb. 44:

Immunhistologischer Nachweis der AP-28 Expression in der Retina
(schwarze Pfeile) und im Linsenkdrper (roter Pfeil) an sagittalen
Paraffinschnitten von 13.5 Tage alten Embryonen mit einem AP-26-
spezifischen Antikdrper.

3.6.6.1 AP-25 wird in der Ganglion-Zellschicht exprimiert

Mithilfe von Immunfluoreszenzen an Paraffinschnitten von Augen 7 Tage alter Mause sollten die
Expressionsmuster von AP-2a, AP-2B und AP-20 voneinander abgegrenzt werden. Die
Immunfluoreszenzen zeigten, dal’ die Retina der AP-26 Mutanten gemall der Retina des wildtyp-
Auges aus drei Kern-haltigen Schichten besteht: der auf’eren (ONL, outer nuclear layer) und der
inneren (INL, inner nuclear layer) Kernschicht, sowie der Ganglion-Zellschicht (GCL, ganglion cell
layer). Zudem konnten fir jede AP-2 Isoform spezifische Expressionsmuster in unterschiedlichen
Schichten der Retina beobachtet werden (Abb. 45). Dabei werden AP-2a und AP-2( in der inneren
Kernschicht und in der Ganglion-Zellschicht koexprimiert. Da die amakrinen Zellen an der inneren
Begrenzung der inneren Kernschicht liegen, werden AP-2a und AP-23 vermutlich in amakrinen Zellen
exprimiert (Abb. 45). AP-25 dagegen wird ausschliel3lich in der Ganglion-Zellschicht exprimiert.
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Abb. 45:  Expression der AP-2 |soformen AP-2a, AP-23 und AP-25 in unterschiedlichen Retina-Schichten von
Augen 7 Tage alter Mause. Immunfluoreszenzen mit AP-2a-, AP-23- und AP-28-spezifischen Primar-
und Fluoreszenz-gekoppelten Sekundar-Antikdrpern an sagittalen Paraffinschnitten. ONL (outer
nuclear layer, auRere Kernschicht), OPL (outer plexiform layer, duflere plexiforme Schicht), INL
(inner nuclear layer, innere Kernschicht), IPL (inner plexiform layer, innere plexiforme Schicht), GCL
(ganglion cell layer, Ganglion-Zellschicht). Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie mit einer 63-
fachen VergréRRerung

Die Fragestellung, ob die Expressionsmuster von AP-2a, AP-23 und AP-20 in der murinen Retina
Uberlappen, wurde mithilfe von Doppel-Immunfluoreszenzen an sagittalen Paraffinschnitten von
Augen 7 Tage alter Mause untersucht. Da zum Zeitpunkt der Arbeit keine AP-23- und AP-26-
spezifischen Antikdrper aus zwei verschiedenen Spezies zur Verfigung standen, konnten lediglich
Doppel-Immunfluoreszenzen mit AP-2a/AP-28 und AP-2a/AP-256 durchgefihrt werden. Die

mikroskopische Analyse der Doppelimmunfluoreszenzen zeigte zum einen, dafy AP-2a und AP-23 nur
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geringflgig in der Ganglion-Zellschicht koexprimiert werden (Abb. 46, D). Ebenso zeigen nur wenige

Zellen in der Ganglion-Zellschicht eine Koexpression von AP-2a und AP-25.

N N
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Abb. 46:  Expression der AP-2 Isoformen AP-2a, AP-23 und AP-23 in unterschiedlichen Retina-Schichten von
Augen 7 Tage alter Mause. Doppel-Immunfluoreszenzen mit AP-2a-, AP-2f3- und AP-23-spezifischen
Primar- und Fluoreszenz-gekoppelten Sekundar-Antikérpern an sagittalen Paraffinschnitten. ONL
(outer nuclear layer, duRRere Kernschicht), OPL (outer plexiform layer, dufiere plexiforme Schicht),
INL (inner nuclear layer, innere Kernschicht), IPL (inner plexiform layer, innere plexiforme Schicht),
GCL (ganglion cell layer, Ganglion Zellschicht). Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie mit einer 63-
fachen VergroRerung

Potentielle Funktionen von AP-25 in der Retina wie eine Beteiligung an apoptotischen Vorgangen

wurden im Folgenden untersucht.
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3.6.6.2 Zelltodanalysen in der Retina AP-2d defizienter Mause

Im embryonalen Mittelhirn konnte bereits nachgewiesen werden, dal} der Verlust von AP-26 zum
Zelltod in den AP-2&-exprimierenden Zellen des Colliculus inferior flhrt. Dieser Zelltod kann nicht
durch andere AP-2 Isoformen kompensiert werden, da AP-25 als einzige AP-2 Isoform im Colliculus
inferior exprimiert wird. Da in der Retina nur eine schwache Koexpression von AP-2a und AP-2B mit
AP-25 in der Ganglion-Zellschicht detektiert werden konnte, wurde mithilfe eines TUNEL-Assays

untersucht, ob der Verlust von AP-25 in der Retina ebenfalls zum Absterben der AP-25

exprimierenden Zellen flihrt.

Abb. 47:

Nachweis apoptotischer Prozesse in der Retina mithilfe
eines TUNEL Assays mit Fluorescin-markierten dUTPs
an sagittalen Paraffinschnitten von Augen 7 Tage alter
Méause. Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie mit einer
63-fachen Vergroferung

Apoptotische Prozesse konnten infolge der Fluorescin-dUTP Markierung beschadigter DNA mithilfe
konfokaler Laser Scanning Mikroskopie detektiert werden. So konnten nicht nur in der AP-26-
exprimierenden Ganglion-Zellschicht, sondern auch in der inneren Kernschicht vereinzelt tote Zellen
nachgewiesen werden. Dabei waren in den Retinas AP-28-defizienter Mause gleichermalen viele tote

Zellen vorhanden, wie in den Retinas der Kontroll-Tiere.
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Dies deutet darauf hin, da} der Verlust von AP-28 in der murinen Retina nicht in apoptotischen
Prozessen resultiert und daher scheint AP-25 keine essentielle Rolle fir das Uberleben von Zellen in
der Retina, besonders in der Ganglion-Zellschicht zu spielen. Ein méglicher Grund dafiir kann in dem
sich teilweise Uberlappenden Expressionsmuster von AP-2a und AP-2B mit AP-28 in der Ganglion-
Zellschicht liegen (Abb. 46). Eine Kompensation fir die fehlende AP-25 Isoform erscheint daher in der

Ganglion-Zellschicht in AP-28-defizienten Augen mdglich.

3.7 Identifizierung von Interaktionspartnern von AP-25

AP-2 Transkriptionsfaktoren interagieren nicht direkt mit der basalen Transkriptionmaschinerie,
sondern initiieren die Transkription von Zielgenen uber die Interaktion mit Coaktivatoren. Da AP-25 im
Vergleich mit anderen AP-2 Isoformen Uber eine veranderte Transaktivierungsdomane verfiigt, in der
einige zentrale Motive modifiziert sind oder fehlen, interagiert AP-20 vermutlich auch mit anderen
Coaktivatoren. Potentielle Coaktivatoren wurden mithilfe eines Yeast-Two Hybrid Interaktionsscreens
identifiziert, der auf dem Screening einer Hirn-cDNA-Bank adulter Mause mit einem Koéderprotein
basiert. Als Koéderprotein wurde die AP-26 Transaktivierungsdomane verwendet. Die Lange der AP-26
Transaktivierungsdomane (TAD) war zuvor aufgrund von Literaturangaben auf die Aminosauren 1-209
festgelegt worden, da Experimente mit der humanen AP-2a Isoform diese ersten 209 Aminosauren als
Transaktivierungsdomane auswiesen (Wankhade et al., 2000). Durch die Subklonierung der AP-25-
TAD in den korrekten Leserahmen des Vektors pGBKT7 entsteht ein Fusionsprotein aus der AP-206-
TAD und der N-terminalen Gal4-DNA-Bindedomane des Vektors pGBKT7. Dieses Konstrukt diente
als bait-Vektor fir den Yeast Two-Hybrid Screen und verfigt neben der GAL4-DNA-Bindedomane
Uber ein Tryptophan-Synthese-Gen, was transformierten Hefezellen des Stammes AH109 das
Wachstum auf Tryptophan-Mangelmedium ermdglicht. Um auszuschlieBen, dal® dieses Konstrukt
ohne die Anwesenheit eines Beute-Vektors (prey) in den Hefezellen zur Autoaktivierung der
Reportergene fihrt und somit den eigentlichen Screen durch falsch-positive Resultate verfalscht,

wurde zunachst die Autoaktivitat dieses Konstrukts Gberpriift.

3.711 Analyse der Autoaktivitiat des Koder-Vektors

Um die Autoaktivierung von Reportergenen in AH109-Hefezellen zu Uberprifen, wurden die
Hefezellen nach der Transformation mit dem bait-Vektor (AP-256-TAD in pGBKT7) auf SD-Platten
ohne Adenin, Histidin und ohne Tryptophan mit steigenden 3-AT Konzentrationen ausgestrichen (Abb.
48). Der Adenin- und Histidin-Mangel fihrt in den transformierten Hefezellen zu einer Stref3situation,
die sie vermeiden kdnnen, wenn das bait-Konstrukt autoaktivierbar ist und die Reportergene Adenin
und Histidin transaktiviert werden kénnen. Da transformierte AH109-Zellen eine leicht erhdhte HIS3
Expression aufgrund der intrinsischen DNA-Bindungseigenschaften des bait-Proteins zeigen,
enthielten einige Platten zusatzlich 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT) in Konzentrationen von 5 - 20 mM.

3-AT ist ein kompetetiver Inhibitor des Hefe HIS3-Proteins (His3p) und wird verwendet, um das in
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geringer Konzentration gebildete His3p zu inhibieren, das konstitutiv in geringer Dosis von den Zellen
exprimiert wird (Fields, 1993; Durfee et al., 1993). Die Transformation wurde durch einen Ausstrich auf
einer Adenin-, Histidin- und Leucin-haltigen Platte Uberprift, da die Hefezellen im Gegensatz zum

Test auf Autoaktivierung unter normalen Bedingungen wachsen sollten (Abb. 48, +Ade, +His, +Leu).

Abb. 48:
GAL4-DBD +

AP-2d-TAD Analyse der Autoaktivitat des bait-Vektors.

+Leu

20 mM 3-AT

Nach 3-4 Tagen zeigte der Test auf Autoaktivierung, daf® die Zellen durch den Adenin- und Histidin-
Mangel deutlich im Wachstum gehemmt werden. Eine Autoaktivitat des bait-Konstruktes scheint somit
nicht vorzuliegen, da das bait-Konstrukt den Hefezellen die Aktivierung der Reportergene und somit
das Uberleben trotz der verscharften Stoffwechselsituation nicht ermdglicht. Der Zusatz von 3-AT
verstarkt die Selektion der transformierten Hefezellen effektiv, sodafl das Wachstum transformierter

Hefezellen bereits bei 5 mM 3-AT vollig unterbunden wird.

3.7.2 Yeast Two-Hybrid Screen

Einzelne Parameter der Transformation wie die einzusetzende DNA-Menge oder die optische Dichte

der Kultur, aus der die kompetenten Zellen zur Transformation prapariert wurden, waren vor dem
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Screen durch Testtransformationen mit dem pCL-1 Vektor, der die GAL4-DBD, sowie die GAL4-TAD
als ein zusammenhangendes Polypeptid enthalt, optimiert worden. So =zeigten diese
Testtransformationen auch, dall hohere Transformationseffizienzen mit kompetenten Hefezellen
erzielt werden konnten, die unmittelbar vor der Transformation ihre Kompetenz erlangt hatten. Die
Analyse der Autoaktivitat des bait-Vektors ergab zudem, dall mit einer Konzentration von 5 mM 3-AT
bereits eine deutliche Inhibierung des HIS3-Proteins eintrat. Um starke Interaktoren zu identifizieren
und andererseits falsch-positive Kolonien aufgrund des konstitutiv exprimierten HIS3-Proteins
vollstdndig zu vermeiden, wurde das 3-AT fir den Screen in einer Konzentration von 20 mM

eingesetzt.

Zur Kotransformation mit dem bait-Vektor wurde der Vektor pACT2 des Matchmaker-Systems
verwendet, der neben einem Ampicillin-Resistenz-Gen und einem Leucin-Synthese-Gen eine murine
cDNA-Bank mit 0.4 bis 5 kb groRen cDNA-Fragmenten enthalt, die aus Hirnen adulter Mausen
gewonnen wurde. Diese cDNA-Bank umfal3t 3.5 x 10° unabhéangige Klone. Fir die Kotransformation
mit dem bait- und dem prey-Vektor wurden jeweils 2 ug Plasmid-DNA eingesetzt und die
Transformation wurde wie beschrieben durchgefiihrt. Nach der Transformation wurden die
Transformationsansatze zum einen auf Platten mit 20 mM 3-AT ohne Tryptophan, ohne Histidin, ohne
Adenin und ohne Leucin ausplattiert (-THAL). Der Mangel an Tryptophan und Leucin konnte durch die
Biosynthese-Gene der beiden transformierten Vektoren kompensiert werden und die Selektion
erfolgte auf die beiden Reportergene Adenin und Histidin, die infolge einer Interaktion des Kéder- und
des Beuteproteins aktiviert werden. Zum anderen wurden die Transformationsansatze auch auf
Histidin- und Adenin-haltige Platten ohne 3-AT, sowie ohne Tryptophan und ohne Leucin (-TL)
ausplattiert. Anhand dieser Platten, die als Transformationskontrollen dienten, wurde das Wachstum

der Kolonien uberpruft und die Transformationseffizienz bestimmt (Abb. 49).

Abb. 49: Interaktions-Screen
PGBKTT + pACTZ +
AP-25-TAD cDNA-Bank

Cotransformation

Plattieren +
Inkubation bei 30°C

— T

SD-TL SD -THAL
+ 20 mM 3-AT
O 5O 0,0
" o c” o
9 o5 © O 5 C
Kolanien nach Kalanien nach
2-3 Tagen 5-7 Tagen
Bestimmung der Mdcgliche Interaktoren

Transformationseffizienz
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»leerer” prey-Vektor pGBKT7 Lleerer” bait-Vektor pACT2
pACT-2 {+ AP-25-TAD) pGBKT7 {+ cDNA-Bank}
Cotransformation Cotransformation
Plattieren + Plattieren +
Inkubation bei 30°C Inkubation bei 30°C
SD -TL SD -THAL SD -TL SD -THAL
+ 20 mM 3-AT + 20 mM 3-AT
(e] o] O (e]
e} (0]
D )
Kolonien nach keine Kolonien Kolonien nach keine Kolonien
2-3 Tagen nach 5-7 Tagen 2-3 Tagen nach 5-7 Tagen
A Negativkontrolle B Negativkontrolle

Abb. 50: Kontrollen des Interaktions-Screens

Als Negativkontrollen wurden jeweils der ,leere” bait-, sowie der ,leere“ prey-Vektor jeweils mit dem
bait- oder mit dem prey-Vektor kotransformiert (Abb. 50). Diese Transformationsansatze wurden auf
Platten mit derselben Zusammensetzung, die auch fir den Screen verwendet wurden, ausplattiert.
Nach einem 2-3 tagigen Wachstum konnten die ersten Kolonien auf der SD -TL-Platte detektiert
werden. Da die Anzahl der Kolonien in einem ersten Screen unter 3.5 x 10° Kolonien lag, waren nicht
alle Kolonien der cDNA-Bank in den Screen miteinbezogen worden und daher wurde der Screen unter
denselben Bedingungen wiederholt. Die Ermittlung der Kolonienzahl im zweiten Screen lag bei ca.
5.9 x 10" Kolonien, was einem 17-fachen Screening der cDNA-Bank entspricht. Die ersten positiven
Kolonien der SD -THAL-Platte waren nach 5 Tagen sichtbar. Die méglichen Interaktoren wurden jeden
Tag gesammelt und auf einer Masterplatte (SD -THAL + 10 mM 3-AT) ausgestrichen. Gleichzeitig

konnten nach 7 Tagen auf den Platten der Negativkontrollen keine Kolonien detektiert werden.

3.7.3 Verifikation und Analyse positiver Klone
3.7.31 Analyse der Interaktionen durch einen X-Gal Filter Assay

Insgesamt konnten im ersten und im zweiten Screen 342 Klone auf Masterplatten gesammelt werden.
Klone, die im Screen die Wachstumsselektion auf den SD -THAL-Platten mit 20 mM 3-AT Uberlebten,
wurden durch einen (3-Galaktosidase filter lift-Assay weiterhin auf eine ,echte” Interaktion Uberprift.
Dieser Assay ergab, daf® von den 342 Klonen 100 Klone keine Blaufarbung aufwiesen und somit als
Interaktoren ausschieden.
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3.7.3.2 Analyse der prey-Vektoren

Um die verbleibenden Klone als ,echte“ Interaktoren zu bestatigen, wurde zunachst die Plasmid-DNA
aus den Hefezellen prapariert. E.coli-Bakterien wurden nach der Transformation mit der Plasmid-DNA
durch Ampicillin selektioniert, sodal nur Bakterien mit dem prey-Plasmid Uberlebten. Der Praparation
der prey-Plasmid-DNA aus den Bakterien folgte ein anschlieRender Restriktionsverdau zur Isolation
des im prey-Vektor pACT2 enthaltenen cDNA-Fragments. Die Auftrennung der Restriktionsspaltungen

im Agarosegel zeigte, dall von den 242 Klonen 8 Klone kein cDNA-Fragment enthielten.

Um vor der Sequenzierung der Plasmid-DNA mdoglichst viele Klone als ,falsche® Interaktoren
identifizieren zu kénnen, wurde die Stabilitat der Interaktion durch die Retransformation des prey- und
des bait-Vektors in die Hefezellen Uberprift. Von den verbleibenden Klonen konnte flr 131 Klone

nach der Transformation kein Wachstum beobachtet werden.

Zum anderen wurde lediglich der prey-Vektor in die Hefezellen transformiert. AnschlieRend wurden
die Hefezellen auf Tryptophan-haltige Platten (SD -HAL) mit 20 mM 3-AT ausgestrichen, um die Klone
ohne Interaktion mit dem bait-Vektor in die Autoaktivierung der Reportergene Histidin und Adenin zu
treiben. Neun der restlichen Klone konnten auf SD-HAL-Platten wachsen und somit die Reportergene

aktivieren.

3.7.3.3 Identifizierung der Interakoren durch Sequenzierung

Die Sequenzen der verbleibenden 94 Klone wurden durch Sequenzierung des prey-Vektors mithilfe
des Primers ,Gal4 AD seq sense” bestimmt. Der Vergleich des Leserahmens des Vektors und des
enthaltenen cDNA-Fragments zeigte, dal} beide Leserahmen in 38 Klonen (40.4%) Ubereinstimmen.
Mithilfe des BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-Programms
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) konnten in einer redundanten Nukleotid-Datenbank (nr) die
Gene identifiziert werden, die den Sequenzen der Klone im Leserahmen des pACT2-Vektors
entsprechen. Zwei Klone, deren Sequenz mit dem mitochondrialen Genom, bzw. mit dem pACT2-

Vektor Ubereinstimmte, werden in der Tabelle nicht aufgefihrt.

Name des Gens GenBank Notierung Name/Expression/Funktion

Transkriptionsfaktoren

E2F4 NM_148952 e E2F transcription factor 4
¢ Breites Expressionsmuster in embryonalen und
adulten Geweben (Herz, Leber, Gehirn, Lunge,
Muskel, Nieren)

FoxG1 BC079597 e Forkhead box G1
e Friilhe embryonale Expression im Gehirn, Ohr,
Neuroektoderm, Retina
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Name des Gens GenBank Notierung Name/Expression/Funktion

NFAT1-D AF289078 ¢ Synonym: Nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-dependent 2 (Nfatc2)
e Expression im embryonalen Gehirn, Ohr, Retina

RNA und DNA Modifizierung

U2AF1L1 AK160974 ¢ U2 small nuclear RNA auxillary factor 1-like 1
e Expression im Gehirn nachgewiesen
¢ mRNA Splicing

AOF2 BC059885 ¢ amine oxidase (flavin containing) domain 2
e Embryonale Expression im Trophoblasten,
Auge, Gehirn, Extremitatenknospen, breite
Expression in adulten Geweben
¢ enthalt eine Lysin-spezifische Histon-
Demethylase 1 Untereinheit
¢ Chromatin Modifizierung

Translation

elF1 BC096656 ¢ eukaryotic translation initiation factor 1
¢ Breites Expressionsspektrum in embryonalen
und adulten Geweben
¢ |[nitiation der Translation

eEF2’ BC007152 ¢ eukaryotic translation elongation factor 2
e Expression im embryonalen Auge, Herz, Niere,
Leber, Lunge und im adulten Thymus
¢ Elongation der Translation

QTRT1 BC044811 ¢ queuine tRNA-ribosyltransferase 1

o Embryonale Expression zwischen E7.5 und
E14.5
o tRNA Modifikation

Ubiquitinylierung

Nedd4 NM_010890 e neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated gene 4
e Expression im ZNS, Knorpelgewebe, in
vorderen und hinteren Extremitaten, nukledre
Schichten der Retina
¢ Ubiquitin Ligase

Fbxo25 BC014749 e F-box only protein 25
¢ Expression embryonal: Gehirn, Expression
adult: Gehirn, Thymus, Auge
¢ Beteiligung am Ubiquitin-Zyklus

Unp AF026469 ¢ ubiquitin-specific protease gene
e Synonym: ubiquitin specific peptidase 4 (Usp4)
e Expression in der embryonalen Niere und im
adulten Cerebellum, Thymus, in den Ovarien,
Lymphknoten und in der Milz
¢ Substrat-Deubiquitinylierung
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Name des Gens

GenBank Notierung

Name/Expression/Funktion

Requlation apoptotischer Prozesse

Fastk

Sphk2

NM_023229

NM_203280

Weitere degenerative Prozesse

Tegt

PSMC5

Ctss

NM_026669

BC030840

NM_021281

Zytoskelett-assoziierte Prozesse

Ndrg3

Epn2

St3gal5

Arc

SNAP25

NM_013865

BC039138

NM_001035228

NM_018790

BC018249

Fas-activated serine/threonine kinase
Embryonale Expression: Auge, Herz, Leber,
Extremitatenknospen, Hypophyse; Adulte
Expression: Cortex, Hypothalamus, Dickdarm,
Thymus, Ovar, Niere, Milz

Regulation apoptotischer Prozesse

Sphingosine kinase 2

Embryonale Expression: Gehirn, Ohr, Retina;
breit in adulten Geweben exprimiert
Induktion von Apoptose

Regulation der Entwicklung des Gehirns und
der Blutgefalie

Regulation der Zellproliferation

testis enhanced gene transcript

Synonym: Bax inhibitor-1

Expression im embryonalen Kopf nachgewiesen
Hemmung apoptotischer Prozesse

protease (prosome, macropain) 26S subunit,
ATPase 5

Breite expression in adulten Organen
Proteasomaler Abbau

cathepsin S
Breite Expression in adulten Geweben
Lysosomaler Abbau

o N-myc downstream regulated gene 3
e Expression im embryonalen und adulten ZNS,

Ohr, Retina
Zelldifferenzierung

Epsin2

Embryonale exprimiert; adulte Expression:
Diencephalon, Cerebellum, Ovar, Blase
Clathrin-vermittelte Endozytose

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 5, transcript variant 1
Breite Expression in adulten Geweben
Glykosylierung im Golgi-Apparat

activity regulated cytoskeletal-associated
protein

Expression in embryonalem und
extraembryonalem Gewebe

Regulation des Cytoskeletts

synaptosomal-associated protein 25
Expression im embryonalen Gehirn und in der
Retina

Fusion der synaptischen Membran
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Name des Gens GenBank Notierung Name/Expression/Funktion

Signaltransduktion

Gnb2 BC059942 .

Gpr153 NM_178406 .

Axin2 NM_015732 .

AlP BC075614 .

Metabolismus

Gbaz2 BC056935 .

GAPDH-ahnlich BC085274 .

Unbekannt / Sonstiges

Glutamin-reiches BC003836 .

guanine nucleotide binding protein, beta 2
Breite Expression in embryonalen und adulten
Geweben

G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion

G protein-coupled receptor 153
Embryonale Expression: Gehirn, Herz,
Extremitatenknospen; adulte Expression:
Dickdarm, Auge, Hypophyse, Milz
G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion

Embryonale Expression: Ektoderm, Mesoderm,
Kiemenbdgen, Riickenmark. Nierenanlage
Regulation des Wnt/B-Catenin Signalwegs

aryl-hydrocarbon receptor-interacting protein
Expression im embryonalen und im adulten
Gehirn, Ohr, Retina

AHR (aromatic hydrocarbon receptor)-
vermittelte Signaltransduktion

glucosidase beta 2
Gallensaure Metabolismus

Glykolyse

Genprodukt unbekannt

Protein mit e Funktion unbekannt

Tetratricopeptid-

Wiederholung

RIKEN Klon AK160274 ¢ Hypothetisches Produkt: dhnlich zu INM02
5430410010 e Funktion unbekannt

RIKEN Klon AK156326 e Genprodukt unbekannt

F830016J03 ¢ Funktion unbekannt

RIKEN Klon AK171800 e Genprodukt: ALS2

F830011M14

RIKEN cDNA BC053418 e Genprodukt unbekannt

2700089E24 Gen e Funktion unbekannt

RIKEN Klon AK049558 e Genprodukt: Wnt5b

C430039117 ¢ Funktion unbekannt

RIKEN Klon AK135083 e Genprodukt: S100 protein

6430579F19 ¢ Funktion unbekannt

RIKEN cDNA BC030073 e Genprodukt unbekannt

1110061N23 Gen e Funktion unbekannt
Tab. 5: Liste der Gene, die als Interaktoren durch einen Yeast Two-Hybrid Screen mit der AP-256-TAD

identifiziert werden konnten. ' eEF-2 wurde in beiden Screens gefunden, wird aber nur einmal
aufgefiihrt. 2 Arc wurde im zweiten Screen in zwei verschiedenen Klonen identifiziert, wird jedoch nur

einmal aufgefiihrt.
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Zehn der 38 Klone waren fiir weitere Untersuchungen aufgrund ihrer Funktion als Transkriptionsfaktor,
oder ihrer Beteiligung an degenerativen Prozessen wie Apoptose und Ubiquitinylierung von
besonderem Interesse. Diese prey-Klone wurden erneut zusammen mit dem bait-Vektor
kotransformiert und auf verschiedene Selektionsplatten getropft. Neben diesen Interaktor-
Transformationen wurden ebenfalls Kontroll-Transformationen mit den jeweils ,leeren® bait- und prey-
Vektoren durchgefiihrt, die lediglich die DNA-Bindedomane (DBD), bzw. die Transaktivierungsdomane
(TAD) enthielten. Die Transformationen auf SD -TL-Platten (SD-Mangelmedium mit Adenin und
Leucin) dienten der Transformationskontrolle. Die SD -THAL-Platten (SD-Mangelmedium ohne
Thryptophan, Histidin, Adenin und Leucin) mit 20 mM 3-AT wurden bereits fiir den Screen verwendet.
Zusatzlich wurde mit den ,Interaktor-Kolonien® ein a-Galaktosidase in vivo Assay durchgefiihrt. Dazu
waren die Kolonien vor der Uberschichtung mit der X-Gal-haltigen Agaroselésung photographiert
worden. Nach 1-2 Tagen wiesen die Kolonien durch die Aktivierung des LacZ Reportergens eine

blaue Farbung auf und wurden erneut photographiert.

& ¢

* *® * ® * ® *® ® *
AN 0 0800000000

SD -TL
el 0 0000000000
GAL4- ' '
DBD

SD-THAL GAL4-DBD

+20 mM 3-AT | + AP-25-TAD . ' . o . . . . . .
wnm . DO 000098 S

X-Gal

Abb. 51:  Transformationen der 10 interessantesten Klone mit den beschriebenen Kontrollen. GAL4-DBD
beschreibt den ,leeren® bait-Vektor () GBKT7) und GAL4-TAD den ,leeren® prey-Vektor (pACT2).

3.734 Verifikation positiver Klone durch GST-Pulldown Experimente

Die Interaktionsfahigkeit zweier potentieller Kandidaten, FoxG1 und NFAT1-D mit der AP-256-TAD
wurde durch eine GST-Pulldown-Analyse Uberprift. Dazu wurde die AP-26-TAD als bait-Protein in
den korrekten Leserahmen des Vektors pGEX-3x kloniert. Dieses Fusionsprotein, bestehend aus der
Glutathion-S-Transferase (GST) und der AP-236-TAD wurde nach der Transformation in BL21 E.coli
Bakterien durch IPTG-Induktion exprimiert und aufgereinigt. Parallel wurden die cDNA-Fragmente der
Kandidaten (prey-Klone) mit einem N-terminalen HA (Hamagglutinin)-Epitop aus dem
Ursprungsvektor pACT2 in den Expressionsvektor pCMX-PL1 kloniert. Dieser Vektor besitzt einen T7-
Promotor, der die in vitro Translation des C-terminal inserierten cDNA-Fragments ermaoglicht. In einem

anschlieBenden GST-Pulldown wurden die GST-Fusionsproteine, sowie ,unfusionierte GST-Proteine
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an Glutathion Sepharose gebunden. Die ,beladene” Glutathion Sepharose wurde danach mit den in
vitro Translataten (IVT) inkubiert. Diese Komplexe wurden nach mehreren Waschschritten mit
Laemmli-Probenpuffer versetzt und nach erfolgter Denaturierung auf ein 12.5 %iges SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Zur Ermittlung des Molekulargewichts der cDNA-Fragmente der
einzelnen Kandidaten wurde die Sequenz der cDNA-Fragmente mithilfe des Programms ,six frame
translation (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) in eine Proteinsequenz Ubersetzt (siehe Anhang).
Von dieser Proteinsequenz wurde der jeweils langste verfigbare Leserahmen (ORF, open reading
frame) zur Bestimmung des Molekulargewichts des Proteinfragments genutzt. Fir das FoxG1-
Fragment konnte so ein Molekulargewicht von 31.7 kDa ermittelt werden, wahrend das
Molekulargewicht des NFAT1-D-Fragments 16.2 kDa betrug.

Q o
= - c
= —
X £
® =Z & FoxG1 NFAT1-D Cyclin C
- i
31.7 kDa
| A Y-
|t e W= .
16.2 kDa o= s -
+ + + GST
+ + + GST+AP-25-TAD
in vitro Translatate GST-Fusionsproteine

Abb. 52:  Nachweis der Interaktion von FoxG1 und NFAT1-D mit der AP-26-TAD durch GST-Pulldown und
anschlieBenden anti HA-Immunoblot. Als Negativkontrolle diente ein GST-Pulldown mit humanem
Cyclin C.

Nach dem Blotten des Gels auf eine PVYDF-Membran wurde das Gel mit einem Antikdrper gegen das
HA-Epitop inkubiert. Die Signale im anti HA-Immunoblot zeigten, dal FoxG1 (31.7 kDa) und NFAT1-D
(16.2 kDa) mit der AP-28-TAD interagieren (Abb. 52, GST+AP25-TAD). Die Negativkontrolle des
humanen Cyclin C (33 kDa) konnte nur schwach in vitro translatiert werden und interagiert
offensichtlich nicht mit der AP-28-TAD.

Anschlieend wurde zum einen untersucht, ob die Interaktion spezifisch mit der
Transaktivierungsdomane von AP-25 erfolgt und zum anderen, ob die potentiellen Interaktoren auch
mit anderen AP-2 Proteinen interagieren. Dazu wurden neben der AP-28-TAD auch die AP-256-DBD,
sowie die hAP-2a-TAD und die hAP-20-DBD in den Vektor pGEX-3x kloniert. Die Fusionsproteine
wurden nach der Transformation in BL21 E.coli Bakterien durch IPTG-Induktion exprimiert und
aufgereinigt. Um die in vitro translatierten Protein-Fragmente der potentiellen Interaktoren bereits im

SDS-Polyacrylamid-Gel detektieren zu kdnnen, wurden die Protein-Fragmente wahrend der in vitro
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Translation mit **S-Methionin markiert. Nach erfolgtem GST-Pulldown und SDS-PAGE wurden die
Proteine durch das Schwenken des Gels in Fixierungslosung im Gel fixiert. Zur Verstarkung der
radioaktiven Signale wurde das Gels zusatzlich in einer ,Verstarker‘-Loésung (Amplify™ Fluorographic
Reagent) inkubiert. Nach erfolgtem Trocknen des Gels konnten die Proteine durch Autoradiographie

mit einem Réntgenfilm nachgewiesen werden.

hAP-20. mAP-25
IVT GST TAD DBD TAD DBD

33 kDa = CyclinC
31.7kDa - = FoxG1
16.2kDa B NFAT1-D

Abb. 53: GST-Pulldown mit GST-Fusionsproteinen der Transaktivierungsdomanen (TADs) und der DNA-
Binde- und Dimerisierungsdoménen (DBDs) der AP2 Isoformen AP-2a und AP-25, inkubiert mit *°S-
markierten in vitro Translataten (IVT) von FoxG1, NFAT1-D und der Negativkontrolle hCyclin C. GST
bezeichnet die Inkubation der in vitro Translatate mit der unfusionierten Glutathion-S-Transferase.

Die radioaktiven Signale auf dem Film konnten nach mehreren Tagen ausgewertet werden. NFAT1-D
scheint neben der AP-256-TAD ebenso an die AP-256-DBD und an die AP-2a-DBD zu binden, wahrend
FoxG1 am starksten mit der AP-28-TAD interagiert.
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3.8 Analyse der AP-25 Expression in AP-23 Mausmutanten

AP-2 AP-25 | obse

Uberlappende Expression von AP-28 und
AP-25 im Mittelhirn. Whole mount in situ
Hybridisierungen mit einer AP-23-
spezifischen Probe (Abbildung zur
Verfigung gestellt von PD Dr. M. Moser),
sowie mit einer AP-28-spezifischen Probe an
C57BI/6-Embryonen am Tag E12.5.

Die Expression von AP-2f ist am Tag E12.5 im dorsalen Teil des Mittelhirns, dem Mittelhirndach,
sowie im Hinterhirn zu beobachten. Dieses Expressionsmuster Uberlappt deutlich mit dem AP-20
Expressionsmuster, das ebenfalls im Mittelhirndach und schwach im Hinterhirn lokalisiert. Zudem wird
AP-25 im Zwischenhirn exprimiert, wo keine AP-2(3 Expression nachzuweisen ist. Aufgrund der
Uberlappenden Expressionsmuster von AP-2(3 und AP-20 stellt sich die Frage, ob der Verlust eines
dieser beiden Gene Auswirkungen auf die Expression des anderen Gens hat. Whole mount in situ
Hybridisierungen an 10 bis 12 Tage alten wildtyp- und AP-2B-defizienten Embryonen mit einer AP-26-
spezifischen Probe zeigten, dal’ keine offensichtliche Veranderung im Expressionslevel von AP-25 in
den Mittelhirnen von AP-28 Mutanten vorliegt. Interessanterweise zeigten Hybridisierungen dieser
Mausembryonen, daf® in den AP-2 Mutanten eine feine, AP-28 exprimierende Struktur im Hinterhirn
fehlt. Weitere Untersuchungen mussen nun die Ursache fur den Verlust der AP-25 Expression im

Hinterhirn klaren.
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E10

Abb. 55:

Whole mount in situ Hybridisierungen an 10
bis 12 Tage alten wildtyp- und AP-2[3-
defizienten Embryonen mit einer AP-20-
spezifischen Probe. C Cortex; dT dorsaler
Thalamus; H Hinterhirn; M Mittelhirn

Parallel zu den whole mount in situ Hybridisierungen wurde die Menge an AP-2&-spezifischem

Transkript im Mittelhirn von wildtyp- und AP-2B-defizienten Tieren vergleichend mit Hilfe eines

Northern Blots untersucht. Dazu wurden die Mittelhirne von wildtyp-, AP-23-heterozygoten und AP-2[3-

defizienten Mausen prapariert und 15 pg der daraus praparierten RNA wurden geblottet. Nach der

Hybridisierung mit der AP-20-spezifischen Probe ergab sich keine offensichtliche Veranderung des

Expressionslevels von AP-28, was die Ergebnisse der in situ Hybridisierung bestatigte. (Abb. 56).

AP-20

e

+f.

1

Abb. 56:

Northern Blot mit 15 pg RNA aus den Mittelhirnen von Wildtyp-,
heterozygoten und AP-23-defizienten Mausen, hybridisiert mit einer
AP-28-spezifischen Probe. Die anschlieRende erneute Hybridisierung
der Membran mit einer GAPDH-spezifischen Probe diente dem
Abgleich der aufgetragenen RNA-Mengen.
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4 Diskussion

4.1 Expressionsmuster von AP-25

Die Expression von AP-28 wurde mithilfe von RT-PCR Analysen, verschiedenen Methoden der in situ
Hybridisierung und immunhistologischen Farbungen im embryonalen und im adulten Gewebe
untersucht. Die Expression von AP-28 kann erstmalig mit der Differenzierung des Nervensystems
nachgewiesen werden (Zhao et al., 2003). Im Gegensatz zu den Expressionsstudien von Zhao und
Kollegen, die AP-25 erst am Tag E9.5 nachweisen konnten (Zhao et al., 2003), konnten unsere
Studien AP-2&-spezifisches Transkript mithilfe der Methode der RT-PCR und einer anschlieRenden
Southern Hybridisierung bereits am Tag E8.5 detektieren. Alle anderen AP-2 Isoformen werden
dagegen bereits wahrend der Implantation der Blastozyste in die Uterusschleimhaut, sowie in
Trophoblasten- und ES-Zellen exprimiert (Chazaud et al., 1996; Moser et al. 1997b; Winger et al.,
2006). Die vergleichsweise spate Expression von AP-25 laltt daher vermuten, daR® die Funktion von
AP-25 erst in der spateren Embryonalentwicklung wichtig wird.

Vergleiche mit den Expressionsmustern anderer AP-2 Isoformen zeigten, dal} sich die Expression von
AP-25 hauptsachlich auf das Zentralnervensystem beschrankt. Damit unterscheiden sich die
spezifisch im Gehirn exprimierten Isoformen AP-20 und AP-2¢ wesentlich von den anderen AP-2
Isoformen, fir die ein breites Expressionsspektrum in neuronalen Geweben, im Auge,
Neuralleistenzellen, im Oberflachenektoderm, in der Haut, im Urogenitaltrakt, im Rickenmark und in
den Extremitatenanlagen beschrieben wurde.

Genauere Analysen der AP-20 Expression ergaben, dall AP-25 beginnend mit dem Tag E10 der
Embryonalentwicklung im dorsalen Mittelhirn und ab E11 auch im dorsalen Zwischenhirn
nachgewiesen wird. Zusatzlich wird AP-26 ab dem Tag E14 der Embryogenese auch im neopallialen
Cortex detektiert. Innerhalb des Mittelhirns ist im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung eine
Verschiebung des Expressionsmusters von AP-25 in Richtung des posterioren Mittelhirns zu
beobachten. Demgegeniber nimmt die Expression von AP-28 im anterioren Mittelhirn ab, sodafy
AP-25 zum Ende der Embryogenese hauptséchlich im posterioren Mittelhirn, dem Colliculus inferior
nachgewiesen werden kann. Ein derart dynamisches Expressionsmuster konnte fiir andere AP-2
Isoformen bisher nicht beschrieben werden.

Neben AP-256 werden auch AP-2a und AP-2B zu Beginn der Embryonalentwicklung im Mittelhirn
exprimiert. Im weiteren Verlauf der Embryogenese differenzieren sich diese Expressionsmuster,
sodall AP-b6 hauptsachlich im posterioren Teil des Mittelhirns exprimiert wird, wahrend die
Koexpression der drei Isoformen im dorsalen Teil des Mittelhirns bestehen bleibt. Demnach wird
AP-25 als einzige AP-2 Isoform im posterioren Mittelhirn exprimiert. Ein Verlust von AP-25 wie in den
AP-23 Nullmutanten kann in spateren Entwicklungsstadien dann nicht mehr durch andere AP-2
Isoformen ausgeglichen werden. So fiihrt der Verlust von AP-28 in den posterioren Mittelhirnen
AP-208-defizienter Tiere am Tag E17 zu massiven apoptotischen Prozessen und zeigt daher, dall

AP-25 in dieser Region offensichtlich entscheidend fiir das Uberleben der Zellen verantwortlich ist.
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Neben der Expression im Zentralnervensystem konnte AP-20 zusatzlich in der Retina detektiert
werden. Aufllerdem wurde mithilfe der RT-PCR und einem anschlielenden Southern Blot eine
schwache Expression von AP-25 auch in der Blase und im Skelettmuskel nachgewiesen. Alle anderen
untersuchten Organe zeigten dagegen keine Expression von AP-23.

Da die Expression von AP-28 nur im embryonalen Gewebe, sowie im Gehirn adulter Mause
untersucht wurde, konnte das Expressionsmuster von AP-28 in der Blase und im Skelettmuskel
adulter Tiere bislang nicht von anderen Gruppen bestatigt werden. Expressionsstudien anderer AP-2
Isoformen konnten fir AP-2a und AP-2B lediglich ein frilhes Expressionsmuster in tubuléren
Strukturen des Mesonephros nachweisen (Mitchell et al., 1991; Moser et al., 1997b). Diese Strukturen
differenzieren sich aus der Ureterknospe, dem caudalen Anteil des Wolff'schen Kanals, der in die
Blase eintritt. AP-2y dagegen wurde zwischen dem Tag E11 und E13 der Embryogenese in Epithelien
der embryonalen Harnréhre detektiert (Chazaud et al., 1996). Eine Expression von AP-2 Proteinen im
Skelettmuskel oder dem Somitenmesoderm, aus dem sich die Skelettmuskulatur wahrend der
Embryogenese differenziert, konnte ebenfalls noch nicht beschrieben werden (Mitchell et al., 1991
Chazaud et al., 1996; Moser et al., 1997b).

Die vorliegenden Expressionsdaten stimmen mit Datenbank-basierten Expressionsanalysen, die
mithilfe der nicht-redundanten EST-Datenbank ,UniGene“ erhalten wurden, weitgehend Uberein.
Jedoch konnten durch Datenbanken-basierte Expressionsanalysen zusatzliche Expressionsmuster
von AP-28 in der Milz (EST-Klone BY764746.1, BY572702.1, BY568406.1, BY560457.1) und in der
embryonalen Hypophyse (CB057840.1, BY668666.1) identifiziert werden. In situ Hybridisierungen,
immunhistologische Farbungen und RT-PCR Analysen an verschiedenen Embryonalstadien und an
adultem Gewebe konnten beide Expressionsmuster jedoch nicht bestatigen. Darlberhinaus konnte in
der adulten Hypophyse, die von groflem Interesse fir die Analyse der Infertilitdt AP-28-defizienter
Weibchen ist, weder AP-20-spezifisches Transkript, noch Transkripte anderer AP-2 Proteine

nachgewiesen werden.

Parallel zur Expression im Gehirn am Tag E9.5 konnten Zhao und Kollegen zusatzlich eine starke
Expression von AP-28 im embryonalen Herzen nachweisen (Zhao et al., 2003). Obwohl Embryonen
des gleichen Entwicklungsstadiums mit derselben AP-26-spezifischen Probe untersucht wurden,

konnten unsere Expressionsanalysen dieses Expressionsmuster nicht reproduzieren.

Da von Herrn PD Dr. Moser AP-23 Mausmutanten zur Verfligung gestellt wurden, konnte die
Koexpression und eine mdgliche funktionale Redundanz von AP-28 und AP-23 im dorsalen Mittelhirn
genauer untersucht werden. Embryonen, sowie Northern Blots mit Mittelhirn-RNA von wildtyp- und
AP-23-defizienten Mausen, die mit einer AP-28-spezifischen Probe hybridisiert wurden, wiesen jedoch
keine veranderte Expression von AP-286 in den Mittelhirnen AP-2B-defizienter Tiere auf.
Interessanterweise fehlt aber den AP-2B Mausmutanten eine feine AP-2&-positive Struktur im
Hinterhirn, was darauf hindeutet, da® der Verlust von AP-2[3 dort nicht durch andere AP-2 Proteine,
insbesondere nicht durch AP-28 ersetzt werden kann. Im Gegensatz dazu kann der Verlust von AP-23
im Mittelhirn offensichtlich durch AP-25 oder AP-2a, das ebenso im Mittelhirndach wahrend der

Embryonalentwicklung exprimiert wird, kompensiert werden.
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Um die Kompensation von AP-2f3 und AP-28 im Mittelhirn weiterhin zu untersuchen, wurde versucht
AP-2B3/AP-25 Doppelmutanten zu generieren. Diese Doppelmutanten sollten einen schwereren
Phéanotyp zeigen, wenn eins der beiden Gene Auswirkungen auf die Expression des anderen hat und
eine funktionelle Redundanz beider Isoformen vorliegt. Dazu waren jeweils heterozygote Tiere
miteinander verpaart worden. Die doppelt-heterozygoten Nachkommen dieser Verpaarung wurden
erneut miteinander verpaart, um ein Tier mit dem Genotyp AP-28"" und AP-25" zu generieren. Da
beide ko-Allele auf einem Chromosom liegen, ist ein Rekombinationsereignis erforderlich. Da beide
Genloci jedoch nur durch ~43 kb getrennt sind, ist die Rekombinationseffizienz gering, sodal} der
Erfolg der Verpaarungen ausblieb und die Verpaarungen abgebrochen wurden. Die notwendige
Rekombination kénnte durch die Elektroporation von AP-28- oder AP-23-heterozygoten ES-Zellen mit
einem AP-2B, bzw. AP-208 ,Targeting Vector ermdglicht werden.

4.2 Analyse der AP-25 Mausmutanten
421 Infertilitat AP-25-defizienter Weibchen

Das AP-20 Gen konnte erfolgreich durch konventionelles gene targeting inaktiviert werden, indem
eine Selektionskassette in das erste kodierende Exon inseriert wurde. Die Mutation wurde durch
homologe Rekombination stabil in das Genom der ES-Zellen integriert und durch die Keimbahn
weitergegeben, sodall homozygote AP-26 Mutanten generiert werden konnten. Im Gegensatz zu den
Mausmodellen anderer AP-2 Mutanten, konnten AP-256 Mutanten die Embryogenese vollenden und
zeigten keine erhdhte Sterblichkeit. Insgesamt entwickelten sich die AP-256 Mutanten nahezu normal,
waren jedoch vor allem in den ersten drei Lebenswochen in ihrer Entwicklung verzogert und somit
kleiner als die wildtyp-Tiere.

Nachdem Verpaarungen mit AP-20-defizienten Weibchen ohne Nachkommen blieben, wurde die
Fertilitat der Weibchen untersucht. Eine Infertilititssymptomatik konnte bei gleichaltrigen Mannchen
nicht festgestellt werden. Dies wurde durch morphologische Untersuchungen der Hoden, sowie der
Leydig-, der Sertoli- und der Keimzellen AP-26-defizienter Mannchen unterstitzt, die keine
Veranderungen gegeniber Kontrolltieren aufwiesen (persdnliche Kommunikation mit Prof. Dr. R.
Bittner, Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum Bonn).

Erste Studien an AP-23-defizienten Weibchen ergaben, dall sie in demselben Umfang wie
Kontrolltiere ,gepluggt” werden und demnach von Mannchen als paarungsbereit erkannt werden, was
einen Hormonzyklus voraussetzt. Die Progression dieses Hormonzyklus erwies sich in AP-20-
defizienten Weibchen als verlangert, sodal® der gesamte Zyklus AP-2&-defizienter Weibchen
gegenuber den Zyklen von Kontrolltieren um durchschnittich 3 Tage verlangert war. Die

Hormonzyklen AP-28-defizienter Weibchen wiesen zudem Ruickfalle in friihere Zyklusphasen auf.

Anschliellende Superovulationsstudien ergaben, dall AP-25-defiziente Weibchen befruchtungsfahige
Oocyten bilden, die nach der Befruchtung zu Blastozysten heranreifen. Somit kénnen AP-20-

defiziente Weibchen auf einen externen hormonellen Stimulus reagieren. Wurden jedoch die
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Blastozysten unstimulierter Tiere gezahlt, konnten nur in wenigen AP-286 Mutanten Blastozysten
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung kann durch die verzdgerte Zyklus-Progression erklart
werden, die die Chance des einzelnen Tieres auf eine paarungsbereite Estrus-Phase reduziert. Die
Ergebnisse der Superovulationsstudien zeigen zudem, dall ein externer hormoneller Stimulus den
fehlregulierten Hormonzyklus AP-28-defizienter Weibchen wieder ausgleichen kann. Somit kénnen

anschlieBend in einer erhdhten Anzahl AP-256-defizienter Weibchen Blastozysten gefunden werden.

Neben der Bildung von Blastozysten wurden ebenfalls die Ovarien und die Uteri AP-26-defizienter
Mause untersucht, um mogliche morphologische Defekte dieser Organe als Ursache der weiblichen
Infertilitdt zu identifizieren. Die Analysen der Ovarien und der Uteri von AP-20 Mutanten ergaben
jedoch keine morphologischen Veranderungen gegeniiber den Organen von Kontrolltieren. Somit
kann eine hormonelle Stérung vermutet werden, die jedoch nicht auf der Ebene des Ovars besteht, da
AP-25-defiziente Weibchen alle im Ovar ablaufenden Prozesse vollenden kénnen: AP-256-defiziente
Weibchen bilden alle Follikelstadien aus, die zur Entstehung reifer Oocyten fiihren und auch in der
Follikelanzahl unterschieden sich die Mutanten nicht von den Kontrolltieren. Reife Oocyten dieser
Weibchen kénnen nach erfolgter Ovulation in den Uterus eintreten. Die Befruchtung dieser Oocyten
und die weitere Entwicklung der Zygote zur Blastozyste implizieren, daf} bis zu diesem Zeitpunkt eine
funktionale Blastozyste entwickelt wurde und ein Entwicklungsdefekt auf der Seite der Blastozyste
somit nicht zu bestehen scheint. Aulerdem gingen aus den Verpaarungen heterozygoter Tiere auch
knockout Blastozysten hervor, was die Vermutung unterstitzt, da® der Defekt auf der Seite der
AP-256-defizienten Weibchen liegt.

Da offensichtlich keine morphologischen Veradnderungen zu der beobachteten Infertilitdit AP-25-
defizienter Weibchen filhrten und mit der verzégerten Zyklusprogression erste Hinweise auf eine
mogliche hormonelle Stérung gegeben waren, wurden die Hormonspiegel AP-26-defizienter
Weibchen untersucht. Immunhistologische Analysen an den Hypophysen neugeborener und adulter
AP-208-defizienter Mause zeigten jedoch reduzierte Expressionsspiegel fir TSH und besonders fir LH.
Ebenso wurde die Expression von GnRH in der Eminentia mediana von AP-20 Mausmutanten
immunhistologisch analysiert. Zellen der Eminentia mediana sezernieren GnRH, welches die
Freisetzung von LH und FSH aus der Hypophyse reguliert. Die Untersuchungen konnten weder
morphologische Verdnderungen der Eminentia mediana nachweisen, noch wurde eine deregulierte
GnRH Expression im Hypothalamus von AP-26 Mutanten beobachtet.

In den Hirnen von AP-2a Mutanten dagegen wurde eine reduzierte GnRH Expression detektiert.
Vermutlich wird die GnRH Expression jedoch nicht direkt durch AP-2a reguliert, da im GnRH Promotor
keine AP-2 Bindestelle nachgewiesen werden konnte (Kramer et al., 2000).

Die Sekretion von GnRH wird mafigeblich von Neuronen des Hypothalamus reguliert, die das KiSS-1
Gen exprimieren (Gottsch et al., 2004). Durch die Prozessierung des KiSS-1 Peptids entstehen
mehrere Genprodukte, die sogenannten Kisspeptine. Zwei dieser Kisspeptine, Kisspeptin 10 und 54
kénnen zum einen indirekt Gber die Stimulation von GnRH, als auch direkt die Freisetzung von FSH
und LH in der Hypophyse anregen (Gottsch et al., 2004). Neuere in vitro Studien an Brustkrebszellen
zeigen, dafld die KiSS-1 Expression durch AP-2a reguliert wird (Mitchell et al., 2006). Obwohl im

KiSS-1 Promotor einige AP-2 Bindestellen nachgewiesen werden konnten, erfolgt die Regulation nicht
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Uber eine Bindung von AP-2a an diese Bindestellen, sondern Uber die Bildung eines Sp1-AP2
Komplexes und die anschlieRende Bindung an eine Sp1 Bindestelle. Somit wirkt AP-2a hier als
Coaktivator der Sp1-vermittelten Transaktivierung von KiSS-1. Ein Fehlen von AP-2a oder eine
dominant-negative AP-2 Form resultiert in einer reduzierten KiSS-1 Expression. Ob andere AP-2
Proteine, insbesondere AP-28 im Gehirn eine ahnliche Rolle fiir die Expression von KiSS-1 und somit
auch fir die Regulation von GnRH spielen, ist derzeit noch unklar. Immunhistologische Studien
konnten KiSS-1 jedoch bereits im Thalamus, sowie im posterioren Mittelhirn von Rattenhirnen

nachweisen (Brailoiu et al., 2005).

RT-PCR Analysen, die an RNA aus der Hypophyse, dem Ovar und dem Uterus von wildtyp-Tieren
durchgefiihrt wurden, konnten keine Expression von AP-20 in diesen Geweben nachweisen. Daher
scheint eine direkte AP-25-vermittelte Stérung der Fertilitdt AP-20-defizienter Tiere in diesen
Geweben nicht gegeben zu sein. Vielmehr ist eine hormonelle Regulation durch AP-26 denkbar, die
auf diese Gewebe wirkt, wie die Ergebnisse der verzdgerten Zyklusprogression und die
Superovulationsstérungen zeigen. Eine Stérung der hormonellen Regulation ist auch deshalb
wahrscheinlich, da keine morphologischen Ursachen fur die Infertilitdt vorliegen, wie morphologische

Studien an den Ovarien, den Uteri, der Hypophysen und der Eminentia mediana zeigen.

Weiterfiihrende Untersuchungen missen sich zum einen auf die Morphologie der Uteri in
Abhangigkeit von der Zyklus-Phase konzentrieren. Diese Untersuchungen kdnnten wichtige Hinweise
auf eine hormonelle Storung liefern, falls AP-25-defiziente Weibchen in bestimmten Zyklus-Phasen
morphologische Veranderungen des Uterus aufweisen, die eine Trachtigkeit verhindern.

Zum zweiten sollten die Hormonspiegel verschiedener Hormone in Abhangigkeit von der Zyklus-
Phase direkt mithilfe der Analyse des Serums von AP-26 Mutanten untersucht werden. So kénnten
Veranderungen der FSH- und LH-Spiegel im Blut AP-20-defizienter Mause je nach Zyklus-Phase
nachgewiesen werden. Zudem wirden diese Messungen einen direkten Rickschlu® auf die GnRH
Sekretion ermdglichen.

Die serologischen Untersuchungen wirden zudem auch zur Kontrolle von Hormonen dienen, die in
den Ovarien sezerniert werden: Ostrogene und Progesteron. Die Spiegel beider Hormone kénnen im
Serum der Mause, sowie im Gewebe der Ovarien ermittelt werden. Ostradiol ist das haufigste
Ostrogen und wird von den Ovarien nach der Stimulation von FSH und LH sezerniert. LH stimuliert
zum anderen auch die Sekretion von Progesteron aus den nach dem Eisprung entstehenden Corpora
lutea. Ostradiol und Progesteron wirken durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus
hemmend auf den Hypothalamus und die weitere Sekretion von GnRH ein. Progesteron spielt dabei
eine zentrale Rolle fir die Vorbereitung des Uterus-Endometriums fir eine bevorstehende
Schwangerschaft: der Progesteron-Spiegel signalisiert der Blastozyste die Empfanglichkeit des Uterus
und macht sie so kompetent fiir eine Einnistung. Ein kurzzeitig erhdhter Ostrogen-Spiegel induziert
anschlieBend die Implantation. Wahrend niedrige Ostrogen-Dosen das Zeitfenster fiir eine
Implantation ausdehnen, fiihrt eine Uber einen langeren Zeitraum erhdhte Ostrogen-Konzentration
zum Verlust der Empfénglichkeit (Paria et al., 1993; Ma et al., 2003; Wang und Dey, 2006).

Daher konnen die Messungen der Hormon-Konzentrationen im Serum neben morphologischen

Untersuchungen des Uterus in Abhangigkeit von Zyklus-Phasen wichtige Informationen Uber den
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Hormon-Haushalt von AP-26 Mausmutanten liefern. Zum anderen tragen diese Erkenntnisse
entscheidend dazu bei, Vorgange in der praimplantiven Phase und zu Beginn der Implantation der

Blastozyste in das Uterus-Endometrium in AP-28-defizienten Weibchen aufzuklaren.

4.2.2 Untersuchungen des posterioren Mittelhirns AP-25-defizienter Mause

Wahrend der Embryonalentwicklung wird AP-28 hauptsdchlich im Mittelhirn und im Zwischenhirn
exprimiert. Im weiteren Verlauf der Entwicklung manifestiert sich die Expression von AP-25 im
posterioren Mittelhirn. Daher konzentrierten sich unsere histologischen Analysen besonders auf diese
Hirnbereiche. Histologische Analysen an Hirnen 3 und 6 Wochen alter AP-26 Mausmutanten wiesen
morphologische Defekte im posterioren Mittelhirn nach: AP-2&8-defizienten Mausen fehlte das
posteriore Mittelhirn, der Colliculus inferior. Da sich die Expression von AP-25 in adulten Mausen im
posterioren Mittelhirn konzentriert und deutlich von den AP-2a und AP-2B Expressionsmustern im
dorsalen Mittelhirn abgrenzt, konnten immunhistologische Untersuchungen an Hirnschnitten von
wildtyp- und AP-2&-defizienten Mausen bestatigen, dall die AP-2&-exprimierende Struktur des
posterioren Mittelhirns fehlt. Erste morphologische Veranderungen konnten bereits an isolierten
Hirmen von Neugeborenen mithilfe von LacZ Farbungen beobachtet werden: wahrend an
heterozygoten Tieren noch eine klare, lokal begrenzte Farbung des posterioren Mittelhirns beobachtet
werden konnte, wiesen Mutanten eine diffuse Verteilung der Farbung tber der gesamten Bereich des
Mittelhirns auf. Diese Beobachtung deutete bereits darauf hin, daR die AP-25 exprimierende Struktur
des posterioren Mittelhirns nicht korrekt ausgebildet wird. Aus dieser Beobachtung ergab sich die
Frage, ob das posteriore Mittelhirn wahrend der Embryonalentwicklung AP-28-defizienter Mause

angelegt wird.

4.2.21 Anlage des Mittel-/Hinterhirnbereichs in AP-25 Mutanten

AP-25 wird wahrend der Embryonalentwicklung im gesamten Mittelhirndach, vor allem aber auch im
Bereich der Mittel-/Hinterhirngrenze exprimiert. Die Musterbildung in diesem Bereich erfolgt
malfgeblich durch eine Struktur, die als Mittel-/Hinterhirn Organisator (MHO) bezeichnet wird. Dieses
an der Grenzregion zwischen Mittel- und Hinterhirn gelegene Organisationszentrum regionalisiert das
Mittelhirn und das anteriore Hinterhirn (Wurst und Bally-Cuif, 2001; Rhinn und Brand, 2001;
Echevarria et al., 2003; Prakash und Wurst, 2004; Nakamura et al., 2005). Der MHO wird zum Ende
der Gastrulation mit dem Beginn der anterioren Expression von Otx2 und der posterioren Expression
von Gbx2 angelegt. Der Schnittpunkt beider Expressionsmuster markiert die zukiinftige Position der
Mittel-Hinterhirngrenze. Das Gewebe im Bereich der Mittel-Hinterhirngrenze, der sogenannte Isthmus
spielt eine entscheidende Rolle fiir Musterbildungsprozesse im Mittelhirn und im anterioren Hinterhirn
und bildet den Mittel-Hinterhirn Organisator (MHO). Inzwischen konnten in dieser Region spezifische
Expressionsmuster flr weitere Gene wie Pax2, Pax5, En1, Fgf8 und Whnt1 beschrieben werden. Die in

den letzten Jahren generierten Mausmutanten der Markergene des Mittel-/Hinterhirn Bereichs
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unterstreichen die essentielle Bedeutung dieser Gene fir die Anlage und weitere Organisation des

caudalen Mittelhirns und des rostralen Hinterhirns:

Dabei nimmt Fgf8 fir die Organisation des Mittel-/Hinterhirnbereichs eine Schllsselrolle ein. Die
Expression von Fgf8 wird durch Pax2 im MHO induziert (Pfeffer et al., 2000; Ye et al., 2001). Die
ektopische Expression von Fgf8 ahmt die Aktivitdt des MHOs nach, indem Fgf8 im Empfangergewebe
Isthmus-ahnliche Strukturen und Genexpressionsmuster der Mittel-/Hinterhirngrenze induziert
(Crossley et al., 1996; Liu et al., 1999; Martinez et al., 1999). Fgf8 wird im Isthmusgewebe exprimiert
und wirkt zum einen auf das rostrale Hinterhirn, indem Fgf8 die Differenzierung des Cerebellums
induziert. Nachdem die konstitutive Deletion des Fgf8 Gens zum Tod der Fgf8 Mutanten fiihrte (Moon
und Capecchi, 2000), konnte die zentrale Rolle von Fgf8 fiir die Organisatorregion mithilfe einer
konditionalen Inaktivierung von Fgf8 durch Kreuzung mit En1°®* Mausen nachgewiesen werden: die
Fgf8 Defizienz fihrte zum Verlust des gesamten Mittelhirns und des anterioren Hinterhirns aufgrund
von Apoptose (Chi et al., 2003). Die essentielle Rolle von Fgf8 fiir diese Region wird durch den
Phanotyp von Pax2 Mutanten unterstrichen: der Verlust von funktionalem Pax2 fuhrt in Pax2 Mutanten
zu einem kompletten Verlust des Isthmus, da die Expression von Fgf8 nicht mehr induziert werden
kann (Favor et al., 1996).

Otx2 wird im embryonalen Vorderhirn und im Mittelhirn exprimiert, wahrend Gbx2 im Hinterhirn
gebildet wird. Wahrend die ektopische Expression von Otx2 im Hinterhirn transgener Mause durch die
Repression von Gbx2 zur VergroRerung des Mittelhirns flihrte (Broccoli et al., 1999), wurde eine
Verkleinerung des Mittelhirns durch die ektopische Expression von Gbx2 im Mittelhirn und die damit
verbundene Repression von Otx2 beobachtet (Millet et al., 1999). Obwohl das angrenzende caudale
Mittelhirn ebenso durch Fgf8 beeinfluldt wird, wird eine Induktion von Kleinhirnstrukturen im Mittelhirn
durch die Expression des anterioren Otx2 verhindert (Martinez et al., 1999). Otx2-defizienten Mausen
fehlt das Vorderhirn, das Mittelhirn und das rostrale Hinterhirn (Acampora et al., 1995; Matsuo et al.,
1995), wahrend Gbx2-defiziente Mause Fehlbildungen des Isthmus und der caudalen Ausdehnung
des Mittelhirns zeigen (Wassarman et al., 1997; Kikuta et al., 2003).

Wnt1 wird zunachst im gesamten Mittelhirn exprimiert, die Expression beschrankt sich spater aber auf
das posteriore Mittelhirn und die Grundplatte. Wnt1-defizienten Mausen fehlt das Mittelhirn und das
rostrale Hinterhirn (McMahon et al., 1992).

Engrailed- und Pax-Gene werden im embryonalen Mittelhirn und im rostralen Hinterhirn exprimiert und
sind fur den Aufbau und den Erhalt des MHOs verantwortlich. En1-defizienten Mausen fehlen die
dorsalen und ventralen Anteile des Mittelhirns und des rostralen Hinterhirns (Wurst et al., 1994).
Demgegentber zeigen En2-defiziente Mause lediglich geringe Defekte im Cerebellum (Millen et al.,
1994). Doppelmutanten fehlt das komplette Mittel- und das komplette Hinterhirn (Liu und Joyner,
2001).

Einen vergleichsweise milden Phanotyp zeigen Pax5-defiziente Mause mit partiellen Deletionen des
posterioren Mittelhirns und einem leicht vergroRertem Cerebellum (Urbanek et al.,, 1994).
Doppelmutanten fiir Pax2 und Pax5 fehlt das Mittelhirn und das Cerebellum vollstandig (Schwarz et
al., 1997; Bouchard et al., 2000).
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Ein Vergleich des Phanotyps der AP-256 Mutanten mit den Mausmutanten der Markergene des MHOs
zeigt, dald der Defekt der AP-26 Mausmutanten im Mittelhirn am ehesten mit dem Phanotyp der Pax5-
defizienten Mause verglichen werden kann:

Obwohl Pax5 bereits am Tag E8.5 im Neuroepithel exprimiert wird, zeigten Pax5 Mutanten erste
Entwicklungsdefekte im posterioren Mittelhirn erst am Tag E16.5 der Embryonalentwicklung (Urbanek
et al., 1994). Ein ahnliches embryonales Expressionsmuster konnte fir AP-20 beschrieben werden,
das ebenfalls erstmals am Tag E8.5 detektiert wird. Apoptotische Veranderungen im posterioren
Mittelhirn treten zwischen Tag 15 und 17 der Embryonalentwicklung auf, woraus anschliefiend ein
morphologischer Defekt des posterioren Mittelhirns resultiert.

Die GrofRe des Colliculus inferior war in Pax5 Mutanten auffallend reduziert, was jedoch nicht auf einer
veranderten Zusammensetzung der Zellpopulationen im Colliculus inferior, sondern vielmehr auf
Defekten in der Anlage der gesamten Struktur beruhte. Diese Beobachtung unterscheidet Pax5 von
AP-26 Mutanten klar, da sich infolge der Apoptose der AP-286-exprimierenden Zellen die
Zusammensetzung der Zellen im posterioren Mittelhirn verandert.

Expressionsmuster anderer Markergene des Isthmus wurden an Pax5, sowie an Pax2/Pax5
Doppelmutanten jedoch nicht untersucht, sodal® der weitere Effekt von Pax5 auf die Expression dieser
Markergene und damit zusammenhangende Regionalisierungsprozesse im Mittel-/Hinterhirnbereich
nicht aufgeklart wurde. Neben dem ausgepragten Hirn-Phanotyp weisen Mutanten beider Proteine
auch eine verminderte Grof3e und eine Gewichtsreduktion auf, die fir Pax5 Mutanten in der Mehrzahl
der Falle nach dem Absetzen aufgrund eines schweren Entwicklungsdefekts von B-Lymphozyten zum
Tod fihrt. Abweichend von dem Phanotyp der Pax5 Mutanten zeigten AP-28-defiziente Tiere keine
Verhaltensauffalligkeiten wie ein verkrampftes Umklammern des Rumpfes beim Aufnehmen der Tiere
am Schwanz (clasping). Urbanek und Kollegen berichten aulRerdem uber ein vergrofiertes Cerebellum
mit einer veranderten Faltung der einzelnen Foliae, im Gegensatz dazu konnten Mif3bildungen des

Cerebellums in Hirnen AP-25-defizienter Tiere nicht beobachtet werden.

Die Anlage des MHOs in den Mittel-/Hinterhirn Bereichen AP-28-defizienter Mause wurde mithilfe von
whole mount in situ Hybridisierungen an 10 Tage alten Embryonen mit den Markergenen des Isthmus
untersucht. Die whole mount in situ Hybridisierungen zeigten jedoch keine Veranderung der
Expressionsmuster in den Mittel-/Hinterhirn Bereichen der AP-26 Mutanten. Daher hat der Verlust von
AP-25 vermutlich keinen Einflul auf die Entstehung des Mittel-/Hinterhirnbereichs, sodald eine
korrekte Anlage des posterioren Mittelhirns in AP-286 Mutanten angenommen wird. Somit scheinen
Pax5 und alle weiteren Markergene eine wichtige Rolle fir die Anlage des posterioren Mittelhirns zu
spielen, wahrend AP-25 zu einem spateren Zeitpunkt fir die Erhaltung dieser Struktur entscheidend

ist (siehe unten).

4.2.2.2 Apoptotische Veranderungen im posterioren Mittelhirn von AP-25 Mutanten

Nachdem im Mittel-/Hinterhirnbereich der AP-20 Mutanten offensichtlich kein Defekt in der Anlage
vorlag, wurde untersucht, ob der Verlust von AP-25 im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung zur
Degradation dieser Hirnregion fihrt. Immunhistologische Analysen an coronalen Hirnschnitten 13, 15
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und 17 Tage alter Embryonen und neugeborener Mause (PO) zeigten, dal® einzelne apoptotische
Kerne bereits am Tag E15 im Bereich des posterioren Mittelhirns detektiert werden kénnen. Das
massive Einsetzen apoptotischer Prozesse wurde am Tag E17 nachgewiesen und war auch in den
Hirnen neugeborener Mause noch festzustellen. Somit scheint AP-28 fiir den Erhalt des posterioren
Mittelhirns eine essentielle Rolle zu spielen und sichert das Uberleben der Zellen in dieser Struktur.
Immunbhistologische Analysen dieser Hirne zeigten, dal AP-2a, AP-2(3 und AP-286 im Mittelhirn
koexprimiert werden. Diese Koexpression beschrankt sich jedoch auf den dorsalen Bereich des
Mittelhirns und ist nicht im Colliculus inferior zu beobachten. Da AP-25 somit als einzige AP-2 Isoform
im Colliculus inferior exprimiert wird, kann ein Verlust durch andere Isoformen funktionell nicht
kompensiert werden, woraus ein apoptotischer Zelltod in diese Struktur resultiert.

Damit schlief3t sich das AP-26 Mausmodel den anderen AP-2 Mausmutanten an: in allen bisher
beschriebenen knockout Phanotypen der AP-2 Transkriptionsfaktoren konnten an dem jeweiligen
Hauptexpressionsort apoptotische Prozesse nachgewiesen werden, wenn der Verlust der jeweiligen

AP-2 Isoform nicht durch andere AP-2 Proteine kompensiert werden konnte.

Moser und Kollegen konnten in RT-PCR Analysen mit Nierengewebe AP-23-defizienter Mause eine
reduzierte Expression anti-apoptotischer Gene der Bcl-2 Familie feststellen (Moser et al., 1997a). Um
einen ahnlichen molekularen Mechanismus fiir den massiven Zelltod im posterioren Mittelhirn von
AP-25 Mutanten zu identifizieren, mif3ten nun in weiterfihrenden Experimenten RT-PCR und real
time PCR Analysen mit pro- und anti-apoptotischen Genen, wie Bax, Bcl-2, Fas, Bcl-xl, Bad, c-Myc

und Bcl-w durchgefihrt werden.

Neben apoptotischen Prozessen muld weiterhin untersucht werden, ob eventuell Stérungen der
Zellproliferation oder -migration in den Mittelhirnen von AP-25 Mutanten vorliegen, die z. B. aufgrund
von unzureichenden Zell-Zell-Kontakten zur Apoptose fiihren. Die hauptséachliche Proliferations- und
Migrationsphase des murinen Gehirns umfaBt den Zeitraum zwischen E12.5 bis E17.5 der
Embryogenese und besonders den Zeitpunkt der Geburt, sowie anschlielende neuronale
Migrationsprozesse der Ventrikularzone (Chenn et al., 1997). Dieser Aspekt kann mit Ki-67 und
CyclinD1-spezifischen immunhistologischen Farbungen an verschiedenen Embryonalstadien
analysiert werden. Ebenso kénnen proliferierende Zellen in den Hirnen nach einer BrdU Inkorporation

und anschlieBender BrdU-Farbung nachgewiesen werden.

4.2.3 Untersuchungen des Thalamus AP-26-defizienter Mause

Analysen in anderen Hirnbereichen AP-20-defizienter Mause, wie dem Thalamus und dem Cortex
ergaben, dal} dort lediglich vereinzelt in einigen Zellkernen apoptotische Prozesse beobachtet werden
konnten. Eine mdgliche Kompensation des Verlustes von AP-26 durch andere AP-2 Isoformen, die
ebenfalls wahrend der Embryonalentwicklung im Thalamus und im Cortex exprimiert werden, wurde
mithilfe von immunhistologischen Farbungen untersucht. Diese Koexpressionsstudien mit AP-2a,
AP-2B3, AP-2y und AP-20-spezifischen Antikdrpern zeigten, dall der Verlust von AP-25 auch im
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Thalamus nicht durch andere Isoformen kompensiert werden kann, da AP-2a und AP-2(3 im Vergleich

mit AP-25 in einer dorsaleren Region des Thalamus, dem Epithalamus exprimiert werden.

Aufgrund fehlender apoptotischer Prozesse im dorsalen Thalamus scheint AP-20 in dieser Hirnregion
nicht fiir das Uberleben der Zellen verantwortlich zu sein. Es ist vielmehr mdglich, dak AP-25 im
dorsalen Thalamus z.B. fir Differenzierungsprozesse von Bedeutung sein kénnte. Im Thalamus
werden einige Transkriptionsfaktoren wie Emx2, Tbr1, Gbx2, Mash1, Pax6, Nkx2.1 und Ebf1
exprimiert, die fiir die Regulation thalamo-corticaler Entwicklungsprozesse verantwortlich sind (Lopez-
Bendito und Molnar, 2003). Mausmutanten einiger dieser Transkriptionsfaktoren weisen schwere
Defekte im zielgerichteten Auswachsen der Axone von Neuronen des Thalamus auf. So kénnen
Axone der thalamischen Neurone Gbx2-, Mash1-, sowie Pax6-defizienter Mause den Cortex nicht
mehr innervieren (Tuttle et al., 1999; Hevner et al., 2002; Jones et al., 2002). Ebenso ist die reziproke
corticofugale Projektion Neurone in Thr1, Emx2, Pax6 und Gbx2 Mutanten gestort. Eine ahnliche
Stérung der corticofugalen Projektion konnte in Nkx2.1 Mutanten beobachtet werden: durch
verlangerte Axone werden falschlicherweise Regionen wie der ventrale Cortex und der Hypothalamus
innerviert (Marin et al., 2002). In Ebf1 Mutanten ist dagegen eine Verlagerung thalamo-corticaler
Axone in einen caudalen Bereich des Neocortex zu beobachten, sodal} eine Projektion in der

Zielregion, dem visuellen Cortex ausbleibt (Garel et al., 2002).

Eine Beeinflussung thalamo-corticaler Prozesse durch AP-20 koénnte mithilfe von Tracer-
Experimenten nachgewiesen werden. Neuroanatomische Prozesse wie z.B. die Projektionen
verschiedener Neuronenpopulationen kdnnten mithilfe von Tracer-Experimenten in vivo analysiert

werden.

4.2.4 Untersuchungen der Retina von AP-256 Mausmutanten

Neben der Expression im Zentralnervensystem kann AP-20 wahrend der Embryonalentwicklung
ebenfalls in der Ganglion-Zellschicht der embryonalen Retina, sowie schwach im Linsenkdrper
nachgewiesen werden. Zhao und Kollegen konnten AP-25 zwar ebenso in der murinen Retina
nachweisen, das Expressionsmuster wurde aber nicht genauer eingegrenzt (Zhao et al., 2003). Die
Expression in der embryonalen Linse konnte von Zhao und Kollegen nicht bestatigt werden.

Doppel-Immunfluoreszenzen an Retinaschnitten mit AP-25 und anderen AP-2 Isoformen zeigten, dafl
AP-2a und AP-23 mit AP-25 nur in geringem Ausmal in der Ganglion-Zellschicht koexprimiert
werden. Zelltod-Analysen ergaben keine vermehrte Apoptose in der Ganglion-Zellschicht. Da Oulad-
Abdelghani und Kollegen auch AP-2y in der Ganglion-Zellschicht nachweisen konnten (Oulad-
Abdelghani et al., 1996), kdnnte AP-2y den Verlust von AP-26 in der Ganglion-Zellschicht von AP-26
Mutanten ausgleichen und somit den ausbleibenden Zelltod in der Ganglion-Zellschicht erklaren. Zum
anderen koénnte AP-25 in der Retina auch eine ganz andere Funktion auslUben, als die bisher im
posterioren Mittelhirn beschriebene Funktion als ,Uberlebensfaktor‘. Daher muR (iberpriift werden, ob

AP-25 eventuell fur die Differenzierung von Zellen in der Retina bedeutsam ist.
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Eine Beteiligung von AP-2 Proteinen an der Regulation zellulérer Differenzierungsprozesse in der
inneren Kernschicht wurde bereits an den Retinas von Hiihner-Embryos nachgewiesen (Bisgrove und
Godbout, 1999). Die bislang im Huhn nachgewiesenen AP-2 Isoformen AP-2a und AP-23 werden in
der inneren Kernschicht der embryonalen Retina Zell-spezifisch exprimiert: wahrend sich die
Expression von AP-2a auf Amakrinzellen beschrankt, wird AP-2B3 neben Amakrinzellen auch in
Horizontalzellen exprimiert. AP-2a und AP-2f3 scheinen dabei nicht an der Spezifizierung von Zelllinien
der Retina mitzuwirken, da sie erst nach dieser Phase exprimiert werden. Vielmehr tragen AP-2a und
AP-23 anschlieRend dazu bei, die Richtungen fur frihe Differenzierungsprozesse in Amakrin- und in

Horizontalzellen festzulegen.

4.3 Interaktionspartner von AP-206

AP-2 Transkriptionsfaktoren koénnen nicht direkt mit der basalen Transkriptionmaschinerie
interagieren, sondern initiieren die Transkription von Zielgenen Uber die Interaktion mit Coaktivatoren.
Da AP-25 im Vergleich mit anderen AP-2 Isoformen Uber eine veranderte Transaktivierungsdomane
verflgt, in der einige zentrale Motive modifiziert sind oder fehlen, interagiert AP-28 vermutlich auch mit
anderen Coaktivatoren. Potentielle Coaktivatoren wurden mithilfe eines Yeast-Two Hybrid
Interaktionsscreens identifiziert, der auf dem Screening einer Hirn-cDNA-Bank adulter Mause mit
einem Koderprotein basiert. Als Kdderprotein (bait) wurde die AP-25 Transaktivierungsdomane
(AP-25-TAD) verwendet. Das Fusionsprotein aus der AP-25-TAD und der Gal4-DNA-Bindedomane,
das durch die Subklonierung der AP-23-TAD in einen bait-Vektor entsteht, gleicht funktional einem
Transkriptionsfaktor. Die Autoaktivitat dieses Konstrukt konnte durch kontrolliertes Wachstum auf
einem speziellen Selektionsmedium ausgeschlossen werden. Die im anschlieRenden Screen
eingesetzte cDNA-Bank aus dem Hirn adulter Mause (prey-Vektor) wurde unter optimierten
Transformationsbedingungen 17-fach gescreent. Die Anzahl der erhaltenen Klone wurden mithilfe von
Retransformationen, X-Gal Filter Assays, Autoaktivitats-Screens und der Sequenzierung der
enthaltenen cDNA-Fragmente auf 38 potentielle Interaktoren eingegrenzt, deren enthaltene cDNA im
korrekten Leserahmen des prey-Vektors orientiert war. Davon wurden 10 potentielle Interaktoren
aufgrund ihrer Eigenschaft als Transkriptionsfaktoren oder aufgrund ihrer Beteiligung an
apoptotischen und anderen degradativen Prozessen ausgewahlt.

Zwei potentiellen Interaktoren, FoxG1 und NFAT1-D, wurden zunachst genauer analysiert, da es sich
um Transkriptionsfaktoren handelt, die zudem spezifisch im Gehirn exprimiert werden. Der
Transkriptionsfaktor FoxG1, der auch als brain factor-1 (BF-1) bezeichnet wird, wird bereits wéhrend
der frihen Embryonalentwicklung von Zellen des rostralen Neuralrohrs exprimiert, welches im
weiteren Verlauf der Entwicklung das Telencephalon bildet. Die Inaktivierung von FoxG1 in der
murinen Keimbahn flihrt wahrend der Geburt zum Tod der Mutanten. Eine Analyse der Mutanten
ergab verkleinerte cerebrale Hemispharen (Xuan et al., 1995). Ein derartiger Phanotyp konnte bei
AP-26 Mutanten nicht nachgewiesen werden.

Der Transkriptionsfaktor NFAT1-D (novel nuclear factor of activated T-cells-1) wurde erstmalig 2001

beschrieben und im Gehirn nachgewiesen (Plyte et al., 2001), wurde spater jedoch in einigen
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Datenbanken als Synonym fiir Nfatc2 und NFATp aufgefiihrt. Expressionsstudien wiesen NFATp in T-
Zellen der Milz und ebenfalls im Gehirn, besonders im olfaktorischen Epithel nach (Ho et al., 1994). In
Nfatc2-, bzw. Nfatp-defizienten Mausen konnte bisher noch kein Hirn-assoziierter Phanotyp
nachgewiesen werden. Lediglich Defekte, die das Immunsystem betreffen, wie eine erhdéhte IL-4
Expression, hyperproliferative B- und T-Zellen konnten beobachtet werden (Hodge et al., 1996;
Tsytsykova und Goldfeld, 2000).

Um die Interaktionen von FoxG1 und NFAT1-D mit AP-28 zu verifizieren, wurden zunachst GST-
Pulldown Assays durchgefuhrt. Diese konnten die Interaktion der Peptidfragmente der beiden
potentiellen Interaktoren mit der Transaktivierungsdomane von AP-25 bestatigen. Beide
Peptidfragmente kdnnen aber auch mit der AP-26-DNA-Bindedoméane interagieren. Dariberhinaus
binden beide Fragmente auch schwach an die DNA-DBD von AP-2a. In einem nachsten Schritt muf3
daher die Interaktion der vollstandigen cDNAs mit AP-28 und auch mit anderen AP-2 Isoformen
mithilfe von GST-Pulldowns und Co-Immunoprazipitationen untersucht werden.

Die Expression der beiden Transkriptionsfaktoren wurde mithilfe von whole mount in situ
Hybridisierungen untersucht. Eine FoxG1-spezifische antisense Probe aus dem 3’-untranslatierten
Bereich der cDNA konnte die Expression von FoxG1 im Telencephalon bestatigen. Ebenso wurde
versucht, die Expression von NFAT1-D im Gehirn genauer zu studieren. Die dazu generierte
antisense Probe aus dem 3 -untranslatierten Bereich der NFAT1-D mRNA konnte bisher jedoch kein
spezifisches Signal im Gehirn 10 Tage alter Embryonen nachweisen. Die von Plyte und Kollegen
beschriebene Probe zur Identifizierung von NFAT1-D im Gehirn umfal3te eine nicht genauer
beschriebene Sequenz ebenfalls aus dem 3’-Bereich der mRNA. In folgenden Experimenten muf}
daher die Expression von NFAT1-D zu spateren Zeiten der Entwicklung im Gehirn untersucht werden,
oder - falls dies nicht gelingt - eine neue NFAT1-D-spezifische antisense Probe generiert werden. Die
Expressionsmuster, die mit dieser Probe fir NFAT1-D nachgewiesen werden, mul} anschlieRend
auch mit den Expressionsdaten fiir Nfatc2 und Nfatp verglichen werden.

Die Expression der Interaktoren sollte zudem auch mithilfe von immunhistologischen Methoden an
Gewebeschnitten von Mausen nachgewiesen werden.

In einem nachsten Schritt sollte die Interaktion zudem auch in einem Zellkultur-basierten System
nachgewiesen werden, um die Interaktion nicht nur in Hefezellen, sondern auch in Saugerzellen
nachweisen zu kénnen. Dazu bietet sich ein Mammalian-Two Hybrid an. Zudem sollte auch in einem
Zellkultur-basierten System durch Kotransfektionsstudien und anschlielender Immunfluoreszenz
gezeigt werden, daR die Transkriptionsfakioren im Zellkern lokalisiert sind und auch im Kern
miteinander interagieren. Zudem kann fir NFAT1-D und AP-2 Proteine auch eine Kolokalisation im
Cytoplasma nachgewiesen werden, da cytoplasmatisch lokalisierte NFAT Proteine zunachst im
Cytoplasma durch Calcineurin aktiviert werden, bevor sie in den Kern gelangen (Graef et al., 2001).
Auch AP-2 Proteine kénnen unter bestimmten Umstanden im Cytoplasma vorliegen, z.B. aufgrund
einer cytoplasmatischen Retention infolge der Interaktion mit bestimmten Coaktivatoren (Mazina et al.,
2001; Aqgeilan et al., 2004; Popa et al., 2004).

Weitere Ansatze fur Analysen der Interaktion bestehen zum einen in der Identifizierung der
interagierenden Domanen durch verschiedene Mutations- und Deletionskonstrukte der potentiellen

Interaktoren. Um die interagierenden Domanen von AP-28 und den jeweiligen Kofaktoren genauer zu
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charakterisieren, muissen verschiedene Mutations- und Deletionskonstrukte der Kofaktoren in
Luciferase-Reporterassays auf ihre Fahigkeit getestet werden, die transkriptionelle Aktivitat von AP-20

zu regulieren.

44 Ausblick

441 Analyse von Horstorungen mithilfe von AP-26 Mausmutanten

Das Mittelhirn gliedert sich dorsal in das Mittelhirndach (Tectum) mit der Vierhlgelplatte (Corpora
quadrigemina), die sich in zwei paarig angeordnete Hugel gliedert, den anterioren Colliculi superiores
und den posterioren Colliculi inferiores. Der anteriore Colliculus superior spielt eine wesentliche Rolle
fur die Verarbeitung von Sehprozessen, wahrend der posteriore Colliculus inferior der Horverarbeitung
dient.

Der Colliculus inferior kann anatomisch in drei Regionen, den zentralen Nukleus, den lateralen
Nucleus und den dorsalen Cortex unterteilt werden (Meininger et al., 1986). Der zentrale Kern des
Colliculus inferior ist aus Ubereinanderliegenden Schichten von neuronalen Zellen aufgebaut, die
miteinander Uber multipolare Zellen verknipft sind. Elektrophysiologische Ableitungen konnten
nachweisen, dall Neurone mit einer ahnlichen charakteristischen Frequenz in einer Isofrequenzebene
angeordnet sind, d.h. alle Neurone einer Schicht (Isofrequenzebene) besitzen eine ahnliche Frequenz
(Ryan und Miller, 1978). Aufsteigende Afferenzen, die in den Hirnstammkernen bereits vorverarbeitet
wurden, kommen im zentralen Kern des Colliculus inferior an und kénnen durch den laminaren Aufbau
des zentralen Kerns getrennt nach der jeweiligen Frequenz in den einzelnen Schichten parallel
weiterverarbeitet werden. Der laminare Aufbau des Colliculus inferior ermdglicht somit die Auflésung
eines komplexen akustischen Signals in einzelne Frequenzkomponenten. Vom Colliculus inferior aus
werden Efferenzen auf den Corpus geniculatum mediale im Thalamus projiziert. Efferente Fasern des
Thalamus wiederum innervieren den auditorischen Cortex (Gyrus temporalis superior). Diese thalamo-
corticalen Verbindungen sind reziprok, soda® vom auditorischen Cortex Efferenzen zum Thalamus
ausgesendet werden (Hofstetter und Ehret, 1992). Ebenso erhalt der  Colliculus inferior
Ruckprojektionen vom auditorischen Cortex (Oliver und Huerta, 1992). Daher stellt der Colliculus
inferior ein wichtiges auditorisches Intergrationszentrum fir Signale vom Thalamus und vom
auditorischen Cortex dar.

Neuste Studien stellen diese zentrale Funktion des Colliculus inferior als obligate Schaltstelle
afferenter Fasern vom Nucleus cochlearis zum Corpus geniculatum mediale im Thalamus in Frage.
Bereits Malmierca und Kollegen konnten 2002 an Ratten zeigen, dal® eine direkte Verbindung
zwischen dem dorsalen Nucleus cochlearis und dem Thalamus besteht (Malmierca et al., 2002), wie
es bereits von Strominger und Kollegen 1977 an Versuchen mit Schimpansen postuliert wurde
(Strominger et al., 1977). So konnten Anderson und Kollegen diese Verbindung auch an
Meerschweinchen durch elektrophysiologische Untersuchungen und Tracer-Experimente bestatigen
(Anderson et al., 2006). Diese verkiirzte Verbindung unter Umgehung des Colliculus inferior resultierte

in verklrzten Reaktionszeiten von Thalamus-Neuronen auf akustische Stimulationen. Die Funktion
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dieser verkurzten Reaktionszeiten ist noch unklar, spielt wahrscheinlich aber eine wichtige Rolle fur
die Vorbereitung von Prozessen in bestimmten Hirnarealen, wie der Vorbereitung des auditorischen
Cortex auf die schnelle Analyse von sensorischen Informationen oder die Vorbereitung der Amygdala
auf schnelle emotionale Antworten wie Furcht. AP-28-defiziente Mause kdnnten somit ein geeignetes
Model darstellen, um zum einen diese direkte Verbindung zwischen dem dorsalen Nucleus cochlearis
und dem Thalamus in Mausen nachzuweisen und zum anderen die Funktion dieser Verbindung

genauer analysieren zu kénnen.

Mit Pax5 und Foxb1 Mausmutanten konnten zwei Mausmodelle beschrieben werden, die aufgrund
verkleinerter Colliculi inferiores in der Entwicklung des Horsystems verzogert sind (Urbanek et al.,
1994; Reimer et al., 1996; Wehr et al., 1997). Wahrend sich das Expressionsmuster von AP-25 und
von Pax5 im Mittel-Hinterhirn Bereich weitgehend lberlagert, wird Foxb1 abweichend von AP-28 nicht
streifenformig im dorsalen Teil des Mittelhirns exprimiert, sondern nur in einer rostralen und in einer
caudalen Zellpopulation (Wehr et al., 1997). Foxb1 wird zwar auch im caudalen Mittelhirn, sowie im
angrenzenden Hinterhirn exprimiert, eine klare Expression in der Region des Isthmus konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. Pax5 und Foxb1 Mausmutanten zeigten einen milden Phanotyp im
posterioren Mittelhirn mit einem verkleinerten Colliculus inferior im Vergleich zum kompletten Verlust
des posterioren Mittelhirns in AP-23-defizienten Mausen. Diese milden Phanotypen fihren lediglich zu
einer verzogerten Entwicklung des Horzentrums. Im Gegensatz dazu kénnte bei AP-258-defizienten
Mausen jedoch eine weitaus schwerere Horstérung zu erwarten sein, da es im Verlauf der weiteren
postnatalen Entwicklung aufgrund des Zelltods im posterioren Mittelhirn zum kompletten Verlust

dieser Struktur kommt.

Mogliche Defekte des Horvermdgens AP-26-defizienter Mause kdénnen zum einen durch
Untersuchungen an den Horzentren im Gehirn, sowie durch Analysen der Cochlea und der Mittel- und
Innenohrbereiche identifiziert werden. Da eine Expression von AP-25 in der Cochlea und den Mittel-
und Innenohrbereichen nicht nachgewiesen werde, missen sich weitere Untersuchungen auf die
Horzentren im Gehirn konzentrieren. Analysen, die die Hoérfunktion der Hoérzentren im Gehirn
untersuchen, umfassen zum einen immunhistologische Studien mit einem Fos-spezifischen Antikérper
am Colliculus inferior und am auditorischen Cortex, sowie Tracer-Experimente mit Carbocyanin-
Farbstoffen. Weiterhin kann ein Aktivitdtsverlust von Neuronen des Colliculus inferior auch mithilfe
"“C-markierter 2-Desoxyglucose und Manganese-enhanced MRI (MEMRI) nachgewiesen werden.

Da die AP-25-defizienten Mause keinen einheitlichen genetischen Hintergrund besitzen, miissen
Riickkreuzungen mit C57BI/6 Weibchen zur Vereinheitlichung des Genpools durchgefiihrt werden. So
sollte nach 10 Riickkreuzungen mit C57BI/6 Weibchen eine Ubereinstimmung von ca. 99.8% mit dem
C57BI/6 Genom vorliegen. Verschiedene elektrophysiologische Studien beschreiben einen innerhalb
weniger Lebensmonate beginnenden Horverlust der Mauszuchtlinie C57BI/6 im hochfrequenten
Bereich (Hunter und Willott, 1987). Daher ist zudem zu lberlegen, eine outbred-Linie dieser congenen
Tiere anzulegen, um mdgliche Hordefekte unabhdngig vom genetischen Hintergrund beobachten zu

kénnen.
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442 Identifizierung von AP-25 Zielgenen durch Microarray-Analysen

Neben der Identifizierung von Interaktionspartnern von AP-25 bietet sich die Charakterisierung von
AP-28 Zielgenen mithilfe von Microarray Untersuchungen an. Eine Microarray-Analyse wurde bereits
mit RNA-Extrakten aus den posterioren Mittelhirnen von wildtyp- und AP-26-defizienten 15 Tage alten
Embryonen durchgeflhrt. Diese RNA-Isolate wurden mit einem Gen-Chip der Firma Affymetrix
hybridisiert und fuhrten zur Identifikation von AP-28-regulierten Genen, die durch den Verlust von
AP-25 ein verandertes Expressionsmuster aufweisen. Ahnliche Microarray-Analysen sind auch mit
RNA der Retina und des Thalamus denkbar und kénnen wichtige Einblicke in die Funktion von AP-28
in diesen Organen gewahren. In einem nachsten Schritt missen diese Zielgene verifiziert und
mogliche Expressionsunterschiede quantitativ mithilfe von Northern Blots, RT-PCR und real time-PCR
Analysen an cDNA aus den posterioren Mittelhirnen von Kontroll- und AP-25-defizienten Tieren
untersucht werden. Weiterhin mussen die Expressionsmuster der Zielgene auch durch in situ
Hybridisierungen an Embryonen und an Gehirnschnitten von Kontrolltieren und AP-26 Mutanten
verglichen werden.

Um den Einflul von AP-25 auf die transkriptionelle Regulation dieser Zielgene zu untersuchen,
mussen Promotorstudien durchgefiihrt werden. Dies umfalt die Klonierung der Promotorbereiche der
Zielgene, sowie die anschliefiende Analyse der Promotor-Aktivitat mithilfe eines Luziferase-Reporter-
Assays in Kotransfektionsstudien mit AP-20 in einer neuronalen Zelllinie.

Der nachste Schritt besteht in dem Nachweis von AP-2 Bindestellen innerhalb des Promotorbereichs
mithilfe von Punkt- und Deletionsmutationen und der Nachweis der Bindung von AP-25 durch einen
Mobility-Shift Assay.

Da AP-2 Proteine nicht selbst, sondern nur Uber Koaktivatoren mit der basalen Transkriptions-
Maschinerie interagieren kénnen, besteht ein weiteres Ziel darin, die im Yeast-Two Hybrid Screen
identifizierten Interaktoren auf ihre Fahigkeit, als Koaktivatoren die Transkription der AP-20-
spezifischen Zielgene mit zu regulieren. Die Wirkung der Interaktoren auf die neu identifizierten

Zielgene wird anschlielRend ebenfalls in Luziferase-Reporter-Assays kontrolliert.
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5 Zusammenfassung

Die Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren umfafdt in Mensch und Maus 5 Isoformen - AP-2a, AP-2,
AP-2y, AP-256 und Ap-2¢, die sich durch ein konserviertes, palindromisches DNA-Bindemotiv
auszeichnen. Diese GC-reiche Sequenz konnte in vielen AP-2-regulierten viralen und eukaryontischen
Genen identifiziert werden. Ebenso verfigen AP-2 Proteine Uber eine charakteristische Struktur,
bestehend aus einer N-terminalen Prolin-reichen Transaktivierungsdomane, einer zentralen basischen
Domaéane und einer C-terminalen DNA-Binde- und Dimerisierungsdomane zur Bildung von Homo- und
Heterodimeren. AP-2 Proteine werden bereits in frihen Embryonalstadien exprimiert und kénnen in
ES-Zellen, in Zellen des Trophoblasten, sowie in Neuralleistenzellen und ihren Derivaten
nachgewiesen werden. So stellen das Herz, das Gesichtsmesenchym, sowie craniale Ganglien und
dorsale Wurzelganglien neben dem Auge, der Haut, dem Urogenitaltrakt, den Extremitatenanlagen
und charakteristischen Expressionsmustern im embryonalen Zentralnervensystem wichtige
Expressionsorte von AP-2 Proteinen dar. Obwohl die einzelnen AP-2 Proteine besonders zu Beginn
der Embryogenese in einigen dieser Gewebe koexprimiert werden, deuten Studien an AP-2-
defizienten und transgenen Mausmodellen auf eine individuelle Funktion jeder einzelnen Isoform
wahrend der Embryonalentwicklung hin. So zeigen alle AP-2-defizienten Mausmodelle
charakteristische Entwicklungsdefekte an den Hauptexpressionsorten der jeweiligen Isoform, die je
nach Schweregrad zum pre- oder postnatalen Tod der Tiere fuhren. Interessanterweise wurden diese
Defekte von apoptotischen Prozessen begleitet, was die essentielle Rolle der jeweiligen Isoform fir

das Uberleben von Zellen im exprimierenden Gewebe unterstreicht.

Die 1999 identifizierte AP-28 Isoform weicht in einigen Merkmalen von den Gemeinsamkeiten ab, die
die Familie der AP-2 Proteine kennzeichnen: gegenliber dem breiten Expressionsspektrum anderer
Isoformen wird AP-28 vergleichsweise spat und hauptsachlich in Geweben des Zentralnervensystems
exprimiert. Daher bestand ein Ziel meiner Doktorarbeit in einer umfassenden Analyse des
Expressionsmusters von AP-26. Die durchgefiihrten Analysen ergaben, dal AP-26 ab Tag E10.5
hauptsachlich im Mittelhirn-/Hinterhirnbereich, sowie dem dorsalen Thalamus und dem neopallialen
Cortex nachgewiesen wird. Im weiteren Verlauf der Embryogenese manifestiert sich die Expression
von AP-20 im posterioren Teil des Mittelhirns, dem Colliculus inferior, bleibt aber auch im Colliculus

superior nachweisbar.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Analyse der in vivo Funktion von AP-25 mithilfe AP-25-
defizienter Mause. Dazu wurde ein ,Targeting Vector® zur Deletion des murinen AP-256 Gens in
embryonalen Stammzellen durch homologe Rekombination generiert. Die daraus hervorgegangenen

AP-28-defizienten Mause zeigten folgende Phanotypen
1. AP-230 Mutanten vollenden die Embryogenese und zeigten im Gegensatz zu den bisher

bekannten AP-2 Mutanten keine reduzierte Lebenserwartung. Jedoch wiesen die Mutanten

innerhalb der ersten 4 Lebenswochen auffallende Gewichtsreduktionen und ein verzogertes
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Wachstum auf. Histologische Untersuchungen der Réhrenknochen der hinteren Extremitaten

wiesen eine verminderte Proliferationsrate der Chondrozyten in den Epiphysen auf.

2. Erste immunhistologische Analysen zeigten an den Hirnen von 1.5 Monate alten Mausen,
dall der posteriore Teil des Mittelhirns, der AP-28-exprimierende Colliculus inferior fehlt.
Markergene des Mittel-/Hinterhirn-Organisators, die die Bildung des Mittel- und des
Hinterhirns entscheidend beeinflussen, wiesen keine Veranderungen der Expressionsmuster
auf und bestétigten somit die korrekte Anlage des Mittelhirns in frlhen Phasen der
Embryogenese. Mithilfe von Zelltod-Analysen in spateren Entwicklungsstadien konnten
massive apoptotische Prozesse im posterioren Mittelhirn 17 Tage alter Embryonen
nachgewiesen werden. Zwar werden auch andere AP-2 Proteine im embryonalen Mittelhirn
exprimiert, jedoch stellt AP-20 die einzige im posterioren Mittelhirn exprimierte Isoform dar.
Folglich kann ein Verlust der Isoform nicht kompensiert werden und der beobachtete Zelltod
setzt ein. Damit kommt AP-25 eine essentielle Funktion fiir das Uberleben von Zellen im
posterioren Mittelhirn zu. In anderen Expressionsorten von AP-25 wie dem Cortex und dem
dorsalen Thalamus konnten dagegen keine apoptotischen Prozesse festgestellt werden.
Wahrend der Verlust von AP-25 im Cortex durch andere AP-2 Isoformen kompensiert wurde,
scheint AP-25 im dorsalen Thalamus hingegen flr eine korrekte neuronale Differenzierung

von Bedeutung zu sein.

3. Neben dem Hirn-basierten Phanotyp blieben erste Verpaarungen AP-26-defizienter
Weibchen ohne Nachkommen. Diese Infertilitdt scheint jedoch keine organische Ursache zu
haben, da die Ovarien und die Uteri der Weibchen keine morphologischen Veranderungen
aufwiesen. DaruUberhinaus kdnnen AP-28-defiziente Weibchen befruchtungsfahige Oocyten
ausbilden, die zu Blastozysten heranreifen. Untersuchungen des Hormonzyklus und der
Expression verschiedener Hormone ergaben jedoch, dall AP-25-defiziente Weibchen einen
unregelmafigen Zyklus aufweisen, der vermutlich aus reduzierten FSH- und LH-

Expressionsspiegeln resultiert.

Eine weitere Aufgabe dieser Promotion bestand in der Identifizierung von Interaktionspartnern von
AP-25, da die Transaktivierungsdomane von AP-28 im Gegensatz zu anderen AP-2 Proteinen Uber
einige veranderte Motive verfiigt. Daher interagiert AP-256 wahrscheinlich auch mit anderen als den
bislang fir die anderen AP-2 Isoformen bekannten Coaktivatoren. Mithilfe eines Yeast Two-Hybrid
basierten Interaktions-Screenings  konnten  einige  potentielle  Interaktoren wie  die
Transkriptionsfaktoren FoxG1 und NFAT1-D anhand ihrer Wechselwirkung mit der AP-20
Transaktivierungsdoméane identifiziert werden. Die Interaktion der partiellen Proteine mit der

Transaktivierungsdomane von AP-25 konnte mithilfe von GST-Pulldowns bestatigt werden.
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7 Anhang

711 AP-2 Isoformen

cDNA Protein
AP-2 Isoform Genbank Acc. No. Lange (bp) Genbank Acc. No. Liénge (AS)
mAP-2a X74216 1596 CAA52292 437
mAP-2[3 X78197 1731 CAA55036 448
mAP-2y X94694 2804 CAA64357 449
mAP-25 NM_153154 1788 NP_694794 452
mAP-2¢ NM_198960 1958 NP_945198 442
hAP-2a NM_003220 1636 NP_003211 437

71.2 Ermittelte Sequenzen und Leserahmen der Interaktoren

FoxG1
Sequenz: 913 bp

TAACTTCTATTCCGATGATGAAGATACCCCACAAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCC
ATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGA
ATTCGCGGCCGCGTCGACAACCTGTCCCTCAACAAGTGCTTCGTGAAGGTACCGCGCCACTACG
ACGACCCGGGCAAGGGCAACTACTGGATGCTCGACCCGTCGAGCGACGACGTGTTCATCGGCG
GCACGACCGGCAAGCTGCGGCGCCGCTCCACCACGTCTCGGGCCAAGCTGGCCTTTAAGCGCG
GGGCGCGCCTCACCTCCACCGGCCTCACCTTCATGGACCGCGCCGGCTCCCTCTACTGGCCCA
TGTCGCCCTTCCTGTCCCTGCACCACCCCCGCGCCAGCAGCACTTTGAGTTACAACGGGACCAC
GTCGGCCTACCCCAGCCACCCCATGCCCTACAGCTCCGTGTTGACTCAAAACTCGCTGGGCAAC
AACCACTCCTTCTCCACCGCCAACGGGCTGAGTGTGGACCGGCTGGTCAACGGGGAGATCCCG
TACGCCACGCACCACCTCACGGCCGCTGCGCTCGCCGCCTCGGTGCCCTGCGGCCTGTCGGTG
CCCTGCTCCGGGACCTACTCCCTCAACCCCTGCTCCGTCAACCTGCTCGCGGGCCAGACCAGTT
ACTTTTTCCCCCACGTCCCGCACCCGTCAATGACTTCGCAGACCAGCACGTNCATGAGCGCCCG
GGCCGCGTCCTCCTCTACGTCGCCGCAGGCCCCCTCGACCCTGNCCTGTGAGTCTTTAAGACCC
TCTTTGCCAANTTTACGACAGGACTGTCCNGGGGACTGTCTGATTATTTCACACATCAAAATCAGG
GGTCTTTTTTCAACCCTT

Langster ORF: 286 Aminosauren (31.7 kDa)

MAYPYDVPDYASLGGHMAMEAPGIRIRGRVDNLSLNKCFVKVPRHYDDPGKGNYWMLDPSSDDVFI
GGTTGKLRRRSTTSRAKLAFKRGARLTSTGLTFMDRAGSLYWPMSPFLSLHHPRASSTLSYNGTTSA
YPSHPMPYSSVLTQNSLGNNHSFSTANGLSVDRLVNGEIPYATHHLTAAALAASVPCGLSVPCSGTY
SLNPCSVNLLAGQTSYFFPHVPHPSMTSQTSTXMSARAASSSTSPQAPSTLXCESLRPSLPXLRQDC
PGDCLISHIKIRGLFSTL

NFAT1-D (NFATc2)

Sequenz: 920 bp

TATAACCtaTCTATTCCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTA
CCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGCGGCCGCGTCGACATCGTCTCCCTGCAGGCTGCGTCCAACCCCATCGAGTGCTCTC
AGCGCTCTGCCCACGAGCTGCCCATGGTGGAGAGACAAGACATGGACAGCTGCCTGGTCTACG
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GGGGCCAGCAGATGATCCTCACGGGCCAGAACTTCACAGCGGAGTCCAAGGTTGTGTTCATGGA
GAAGACTACAGGACCTGCAGGGACCTGTGAGACTCGGCCTTTGCCCATCTCTCTGATCTCAGCT
GACCGTCTCTCCCCCTGGCTTTCCCGGCTGCAGAGAAACCCTCCTGGCTCTGTCTTCAGATGCT
CCGTGCTCCTTCCTGCCCCAGGATCTTCGCTTGTGCTGCTGGCTCTGTAACATTCTGCCCTTGTT
CCCTCGCATACTGTGTCTCCTCTTACTGGGAAGCCATTCTCCCTGAGTGGTGTTCGTGTTCAAAG
GCTCATGGCTCAACTGTCCAGCCCAATGTCACTTTGCCTGTCCCTTTTCCACGCTTTATTCTCCAG
GTGACACTCAGTGTTTCACCTGTCTGTCTGCTCTCTCTTGGGTCCTCTGGTTCCCATACTAGACTG
TCGGTTCCTTGGGAGCAGGGATACACTGTTTGCTGCTGCACTCACAATTATAGAATTATATCTGTG
CGTACTANANAAAAANANNNNNNNNNNNNNNNNNNACCTCGAGAGATCTATGAATCGTAGATACT
GAAAAACCCCGCANGTTCACTTCAACTGGGCATCGNGCACCATCTCAATTTCTTTATTTATACATC
GTTTNGCCTTT

Langster ORF: 146 Aminosauren (16.2 kDa)
MAYPYDVPDYASLGGHMAMEAPGIRIRGRVDIVSLQAASNPIECSQRSAHELPMVERQDMDSCLVYG

GQQMILTGQNFTAESKVVFMEKTTGPAGTCETRPLPISLISADRLSPWLSRLQRNPPGSVFRCSVLLP
APGSSLVLLAL

152



8

ACTH
BrdU
BSA
CBP
cDNA
CITED
DABCO
DBD
ddNTP
DEPC
DMEM
DMF
DMSO
DNA
dNTP
dpc
DTT
EDTA
EGTA
FGF
FKS
FSH
B-Gal
GAPDH
GH

H (h)
HA
hCG
H&E
HRP
IRES
LB

LH
LIF
LHRH
M (m)
min
mRNA

Abkirzungsverzeichnis

Adrenocorticotrophes Hormon
5-Bromo-2’-deoxy-Uridine

Bovine Serum Albumine
CREB-Bindeprotein
complementary DNA

CBP/p300 interacting transactivators with ED-rich termini
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)
DNA-Bindedoméane
Dideoxy-Nukleosid-Triphosphate
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
Dimethylfomamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic Acid
Deoxy-Nukleosid-Triphosphate

dies post coitum

Dithiothreitol
Ethylenediaminetetraacetic Acid
Ethyleneglycoltetraacetic Acid
Fibroblast Growth Factor

Fetales Kalberserum

Follikel Stimulierendes Hormon
B-Galaktosidase
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Growth Hormone

Human

Influenza Virus Hemagglutinin
humanes Choriongonadotropin
Hamalaun&Eosin

Horseradish Peroxidase

Internal Ribosome Entry Site

Luria Bertani

Luteinisierendes Hormon

Leukemia Inhibitory Factor
Luteinizing Hormone Releasing Hormone
Maus

Minute

messenger RNA
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Neo
NGF
NTR
NIDDK
oD
0.g.
ORF
PBS
PCR
PEG
PFA
PMSG
PP

RA
RNA
rpm
rRNA
RT
RT-PCR
TAD
TE
TGF-B
tRNA
TSH

uN

Neomycin

Nerve Growth Factor
Nicht-translatierte Region

National Institute of Diabetes & Digestive & Kidney Diseases
Optische Dichte

oben genannt

open reading frame

Phosophate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Polyethylenglykol

Paraformaldehyd

Pregnant Mare Serum Gonadotropin
Polypropylen

Retinoic Acid

Ribonucleic Acid

rounds per minute

ribosomal RNA

Raum-Temperatur

Reverse Transkriptase-PCR
Transaktivierungs-Domane
Tris-EDTA pH 8.0

Transforming Growth Factor-8
transfer RNA

Thyrotropin Stimulierendes Hormon
Unit

Uber Nacht

Woche
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