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1 Einleitung

1.1 Das Gen spalt bei Drosophila melanogaster

Ein groR3er Teil unseres gegenwartigen Wissens uUber genetische Grundlagen der
Saugetierembryogenese basiert auf der Klonierung und Charakterisierung von
Genen, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu regulatorischen Entwicklungsgenen bei
Drosophila isoliert wurden (Kessel und Gruss, 1990). Eine Untergruppe dieser
Regulatorgene bei Drosophila sind die homdotischen Gene, deren Mutation da-
zu fuhrt, dass ein bestimmter Korperteil an einer Stelle im Embryo entsteht, an
der normalerweise ein anderer gebildet wird. Diese Gene kontrollieren folglich
die Identitat, nicht aber die Anzahl, Polaritdt oder Grof3e von Korpersegmenten
(Lewin, 1997; Manak und Scott, 1994). Die Grof3zahl dieser homo6otischen Gene
von Drosophila befinden sich innerhalb zweier Genkomplexe, dem Antennapedia-
(ANT-C; Kaufman et al. (1980)) und dem Bithorax- (BX-C; Lewis (1978)) Kom-
plex. Zwei weitere Drosophila-Gene wurden als neuartige homootische Gene be-
schrieben, da sie aul3erhalb der homootischen Genkomplexe lokalisiert sind. Es
handelt sich dabei um die Gene fork head (fkh, Jirgens und Weigel (1988)) und
spalt (sal, (Jurgens, 1988)), die die Identitat von Kopf- und Schwanz-Regionen des
Drosophila-Embryos bestimmen. Diese Gene werden auch als regionsspezifische
homootische Gene bezeichnet. Das fkh-Gen kodiert flr das sogenannte winged
helix- oder fork head-Motiv (Clark et al., 1993; Lai et al., 1990, 1991), das sal-Gen
fur Zinkfinger-Domanen als DNA-bindende Motive (Miller et al., 1985; Pieler und
Theunissen, 1993; Theunissen et al., 1993).

Zinkfinger (ZF) sind ein haufiges Motiv in DNA-bindenden Proteinen. Der Na-
me ridhrt von der Eigenschaft dieser Proteinmotive her, Zinkionen mittels kon-
servierter Cysteine und Histidine derart in einem Komplex zu binden, dass die
zwischen den Cysteinen und Histidinen gelegenen Aminosauren solcher Motive
fingerartig aus dem Protein herausragen (El-Baradi und Pieler, 1991). Das wich-
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tigste ZF-Motiv in Entwicklungsgenen von Drosophila und anderen Spezies ist der
C,H,-ZF. Sind zwei oder mehrere Einheiten von C,H,-ZFs miteinander verbunden,
finden sich zwischen diesen Einheiten regelméRig sieben konservierte, als HC-link
bezeichnete Aminosauren zwischen dem letzten Histidin des vorangehenden und
dem ersten Cystein des folgenden ZF (Schuh et al., 1986).

Die erste Erwahnung fand das Gen sal in einem Artikel von Nusslein-Volhard
et al. (1984), in dem der Genort in der Region 32F/33B auf dem linken Arm
von Chromosom 2 beschrieben wurde. Jurgens (1988) charakterisierte das Gen
als regionsspezifisches homootisches Gen, das die Entwicklung von posterioren
Kopf- und anterioren Schwanzstrukturen im Drosophila-Embryo determiniert. Die
zugehorige Transkriptionseinheit wurde von Kihnlein et al. (1994) beschrieben.
Das sal-Transkript von 6.1 kb setzt sich aus vier Exons zusammen und kodiert fir
ein Protein von 1 355 Aminosauren. Die Exons des Gens sind durch ein aminoter-
minales und zwei carboxyterminale Introns getrennt. Das SAL-Protein zeigt eine
charakteristische Struktur von drei C,H,-Doppelzinkfinger (DZF)-Doménen, wel-
che in groReren Abstanden Uber das Protein verteilt sind (s. Abb. 1.1). Zusatzlich
findet sich kurz hinter der mittleren DZF-Domane ein einzelner C,H,-Zinkfinger
(ZF). Die drei DZF-Domanen ahneln sich in ihnrer Aminosauresequenz und weisen
jeweils im carboxyterminalen Motiv eine charakteristische Folge von acht Amino-
sauren (FTTKGNLK), die sogenannte SAL-Box (Kuhnlein et al., 1994), auf.

Neben der Funktion von sal in der frihen Embryogenese konnten dem Gen
auch wesentliche Funktionen bei der Entwicklung des larvalen Tracheensystems
(Chen et al., 1998; Kuhnlein et al., 1994) sowie bei der Morphogenese des adulten
Fligels der Fruchtfliege (de Celis et al., 1996; Nellen et al., 1996; Sturtevant et al.,
1997) zugeordnet werden. Zudem wird es in den sich entwickelnden sensorischen
Organen des Thorax exprimiert (de Celis et al., 1999) und beeinflusst die Entwick-
lung der im peripheren Nervensystem liegenden neuronalen Vorlauferzellen (El-
stob et al., 2001; Rusten et al., 2001). Dabei agiert das sal-Gen downstream des
fur ein Signalmolekil kodierenden Gens hedgehog (Celis et al., 1996; Sturtevant
et al., 1997).

1.2 sal-ahnliche Gene bei Vertebraten

Aufgrund der charakteristischen Struktur des sal-Gens aus Drosophila konnten
in einer Reihe von Vertebratenspezies sal-ahnliche Gene identifiziert werden. Im
Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber das heutige Wissen zur Struktur und
Regulation sal-ahnlicher Vertebratengene gegeben werden.
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1.2.1 sal-ahnliche Gene beim Fisch Medaka, bei Xenopus
laevis und beim Huhn

Aus dem Genom des Fisches Medaka (Oryzias latipes) konnte bislang ein sal-
ahnliches Gen isoliert werden (Koster et al., 1997). Das Medaka-sal-Transkript ist
ca. 4.7 kb lang und kodiert wie das Drosophila sal fur ein Protein mit drei DZF-
Doméanen. Dem zweiten DZF folgt ein einzelner C,H,-ZF, und alle DZF-Domé&nen
enthalten im carboxyterminalen Motiv die SAL-Box. Auf3erhalb dieser Bereiche
finden sich jedoch nur wenige konservierte Regionen. Zusatzlich zu den in Droso-
phila gefundenen Strukturen ist fir das Medaka-SAL-Protein ein einzelner ZF vom
C,HC-Typ am aminoterminalen Ende des Proteins beschrieben. Medaka sal ist
ein Zielgen fur die Signale von Sonic hedgehog (Koster et al., 1997), ein Mitglied
der Hedgehog-Familie in Vertebraten.

Aus dem Krallenfrosch (Xenopus laevis) konnten bereits zwei sal-ahnliche Ge-
ne isoliert werden, Xsal-1 (Hollemann et al., 1996) und Xsal-3 (Onuma et al.,
1999). Xsal-1 kodiert fur ein Protein von 1278 Aminosauren. Anders als bei Dro-
sophila und Medaka enthélt es vier DZF-Domaé&nen, die aber SAL-ahnlich gleich-
mafig Uber das Protein verteilt sind. Nach der zweiten DZF-Domane folgt ein
einzelner C,H,-ZF, und wie bei Medaka SAL ist der aminoterminale C,HC-ZF
vorhanden. Ein weiterer Unterschied zu sal besteht im Vorkommen alternativer
Transkripte, die entweder alle vier, drei oder nur zwei Doppelzinkfinger-Domanen
kodieren, wobei das Transkript mit herausgespleil3tem DZF Nr. 3 dominiert. Xsal-1
wird bereits friih in der Embryonalentwicklung bevorzugt im prospektiven Neuroek-
toderm exprimiert, spater in spezifischen Regionen des Gehirns, im Rickenmark,
im Herzen, im Pronephros, in den Gliedmafienknospen und in den otischen Vesi-
keln (Hollemann et al., 1996).

Fir Xsal-3 wurden ebenfalls alternative Transkripte mit einer resultierenden
Lange von 1061 bzw. 826 Aminosauren nachgewiesen (Onuma et al., 1999), die
fur zwei bzw. drei DZF-Doméanen kodieren. Ebenso wie bei dem Xsal-1-Protein
folgt nach dem zweiten DZF ein einzelner ZF, und am aminoterminalen Ende des
Proteins findet sich ein einzelner C,HC-ZF. Xsal-3 wird stark in der Neuralfalte und
-platte exprimiert, des Weiteren wurden Transkripte im Mandibular- und Hyalbo-
gen, den anterioren und posterioren Branchialbégen, dem pronephrischen Gang
und in geringen Mengen auch im otischen Vesikel und der sich entwickelnden
Schwanzspitze festgestellt (Onuma et al., 1999).

Aus dem Huhn sind bisher zwei sal-&hnliche Gene identifiziert worden. Das
von Farrell und Munsterberg (2000) isolierte Csall-Gen kodiert fur ein Transkript
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von 3924 bp. Wie bei den anderen aufgefuhrten SAL-Vertebratenproteinen sind
die typischen DZF-Doménen mit den SAL-Boxen und der aminoterminale C,HC-
ZF konserviert. Die Aminosauresequenz zeigt eine hohe Homologie zum huma-
nen SALL1-Protein (s.u.) (Farrell und Munsterberg, 2000). In den Gliedmal3en-
knospen wird Csall in der epithelialen Randleiste und im distalen Mesenchym
exprimiert, des Weiteren im ZNS. Die Expression des Csall-Gens in den Glied-
malf3enknospen wird unter anderem durch Sonic hedgehog reguliert (Farrell und
Munsterberg, 2000).

Fur das von Farrell et al. (2001) beschriebene Csal2-Protein treffen ebenfalls
die fur SAL-ahnliche Vertebratenproteine beschriebenen Charakteristika zu, es
enthalt die tblichen vier DZF-Domanen, den aminoterminalen C,HC-ZF und die
SAL-Boxen. Das Csal2-Protein zeigt eine hohe Homologie zum Xsal-1-, Sall3- und
SALL3-Protein (Farrell et al., 2001). Auch Csal2 wird schon in frihen Embryonal-
stadien exprimiert, hauptsachlich in der Neuralplatte und spater im Neuralrohr,
in bestimmten Gehirnregionen, in den GliedmalRenknospen, der Schwanzknospe,
dem Mesonephros und dem Genitalhdcker.

1.2.2 sal-ahnliche Gene beim Menschen

Drei sal-ahnliche humane Gene konnten bislang aus dem menschlichen Genom
isoliert werden, SALL1 (SALL = spalt-like), SALL2 (beide Kohlhase et al. (1996))
und SALL3 (Kohlhase et al., 1999a). Zudem wurde das SALL1-&hnliche Pseudo-
gen SALL1P identifiziert (Kohlhase et al., 1999Db).

Das Gen SALL1 (vormals HSAL1) auf Chromosom 16q12.1 kodiert fur ein
Protein von 1324 Aminosauren (Kohlhase et al., 1996, 1999c). Wie fir fast alle
weiteren SAL-ahnliche Vertebratenproteine bereits beschrieben, enthalt es vier
DZF-Domé&nen vom SAL-Typ und das aminoterminale C,HC-ZF-Motiv (s. Abb.
1.1). Das Csall-Protein ist von den oben beschriebenen SAL-&hnlichen Proteinen
in seiner Struktur und Sequenz dem SALL1-Protein am ahnlichsten (Farrell und
Munsterberg, 2000). Eine Expression des Gens konnte in der Niere, im Gehirn
und in der Leber des adulten Menschen sowie im fetalen Gehirn nachgewiesen
werden (Kohlhase et al., 1996).

Das Gen SALL2 (vormals HSAL2) auf Chromosom 14q11.1-12.1 (Kohlhase
et al., 1996) kodiert wie das Medaka-sal-Gen fir drei DZF-Domanen (s. Abb. 1.1).
Nur zwei dieser Domanen zeigen eine deutliche Ahnlichkeit zu SAL, die carboxy-
terminale Doméne enthalt jedoch statt des SAL-&hnlichen DZF mit 49 Aminosau-
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ren einen Doppelzinkfinger mit 51 Aminosauren. Zudem findet sich in dieser Do-
mane keine typische SAL-Box. Die genomische Struktur von SALL2 lasst das
fur die meisten sal-Gene von Vertebraten beschriebene 3"-Intron vermissen, die
typische Proteinstruktur und Aminosauresequenz-Ubereinstimmung mit den SAL-
ahnlichen Proteinen weisen SALL2 jedoch eindeutig als Mitglied der sal-Familie
aus (Kohlhase et al., 1996). In adulten Geweben des Menschen wird SALL2
hauptsachlich in Gehirn und Herz exprimiert, auch eine Expression im fetalen Ge-
hirn wird beschrieben.

Das putative Protein des Gens SALL3 auf Chromosom 18923 (Kohlhase et al.,
1999a) entspricht in seiner Struktur mit vier DZF-Doménen, einem zusatzlichen
C,H,-ZF-Motiv nach dem zweiten DZF und einem aminoterminalen C,HC-ZF-
Motiv dem Bild eines typischen SAL-Vertebratenproteins (s. Abb. 1.1).

SAL L 000 0

NH, COOH
sALL1 U ® LR
NH, COOH
saLL2 U ® 00 0
NH, COOH
sl s o0 008 0 0
NH, COOH
100 AS
A

Abbildung 1.1: Schematischer Vergleich der humanen SAL-Proteine mit dem SAL-Protein

von Drosophila melanogaster . Die Ovale stellen die Zinkfingermotive innerhalb der Proteine dar.
Die Doppelzinkfinger sind blau, der angehéngte Zinkfinger dunkelblau und der aminoterminale
C,HC-Zinkfinger hellblau unterlegt.

Die fur die vierte DZF-Domane kodierende Nukleotidsequenz ist durch ein In-
tron getrennt, ein 5 -Intron ist ebenfalls vorhanden. Das Protein Csal2 zeigt eine
hohe Homologie zur Sequenz des humanen SALL3-Proteins (Farrell et al., 2001).
Durch alternatives Spleil3en entsteht ein Produkt ohne das aminoterminale C,HC-
ZF-Motiv, und der von Spleif3stellen umgebene dritte DZF scheint immer aus dem
Transkript entfernt zu werden (Kohlhase et al., 1999a). In adulten Geweben des
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Menschen wird SALL3 hauptsachlich im Herzen, schwéacher im Gehirn, Pankre-
as, Niere, Skelettmuskel, Leber und Plazenta exprimiert. Eine Expression des
SALL3-Gens im fetalen Gehirn wurde ebenfalls festgestellt.

1.2.3 sal -ahnliche Gene bei der Maus

Das erste murine sal-ahnliche Gen, Msal-1, wurde von Ott et al. (1996) publiziert.
Nach Ricksprache mit dem Nomenclature committee for human and mouse ge-
nomes (Kohlhase, 2000a) werden die murinen Gene nun entsprechend ihrer Ho-
mologie zu den humanen Genen nummeriert und benannt. Somit ist die neue Be-
zeichnung fur Msal-1 jetzt Sall3. Das putative Protein enthalt vier DZF-Domanen
vom SAL-Typ, ein aminoterminales C,HC-ZF-Motiv und kann alternativ gespleif3t
werden. Dem kirzeren Transkript fehlt wie bei SALL3 und Xsal-1 der fur den drit-
ten DZF kodierende Bereich, und das vollstandige Transkript mit allen vier DZF
wird nur sehr schwach exprimiert (Ott et al., 1996). Wahrend der Embryogenese
wird Sall3 hauptséchlich im sich entwickelnden Neuroektoderm von Gehirn, Inne-
nohr und Rickenmark exprimiert. Weitere Expressionsdoménen sind von der Uro-
genitalleiste abstammende Gewebe wie Testis, Ovar und Nieren. Eine Expression
wurde aul3erdem in den Kiemenbdégen, im Notochord, in den Gliedmaf3enknospen
und im Herz festgestellt (Ott et al., 1996).

Ein weiteres murines sal-Gen, Sall2 (vormals Msal-2, Kohlhase et al. (2000)),
kodiert flr ein putatives Protein von 1004 Aminosauren. Es enthalt zwei kurze
5°-Exons, die alternativ gespleil3t werden. Exon 2 kodiert fur drei DZF-Domanen,
wobei wiederum der zweiten ein einzelner ZF folgt und am aminoterminalen Ende
ein C,HC-ZF-Motiv vorliegt. Das Sall2-Protein &hnelt in hohem MalRe dem huma-
nen SALL2-Protein. Das ca. 5kb lange Sall2-Transkript wird in adulten Mausen in
abnehmender Starke in Gehirn, Niere, Lunge und Ovar exprimiert. Eine Analyse
mittels RT-PCR ergab, dass Sall2-Transkripte bereits in 8.5 Tage alten Embryonen
vorliegen (Kohlhase et al., 2000).

1.3 Mutationen im SALL1-Gen verursachen TBS

Mutationen im SALL1-Gen verursachen das Townes-Brocks-Syndrom (TBS,
OMIM Nr. 107480), ein nach seinen Erstbeschreibern Townes und Brocks (1972)
benanntes autosomal-dominant vererbtes Fehlbildungssyndrom (Kohlhase et al.,
1998; Kohlhase, 2000b). Es ist gekennzeichnet durch Analatresie, Fehlbildun-
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gen der oberen Extremitaten (triphalangealer Daumen, praaxiale Polydaktylie) und
Ohrmuscheldysplasien (Kohlhase et al., 1998). Seltener treten Schwerhorigkeit,
urogenitale Fehlbildungen, Zehen- und Ful3fehlbildungen sowie mentale Retardie-
rung auf (Cameron et al., 1991; Ishikiriyama et al., 1996; O’Callaghan und Young,
1990; Powell und Michaelis, 1999; Wischermann und Holschneider, 1997). Alle
bislang in Patienten identifizierten SALL1-Mutationen sind Stopp-Mutationen oder
kurze Deletionen bzw. Insertionen, wobei sdmtliche Veranderungen zu einem vor-
zeitigen Translationsabbruch fiihren (Kohlhase et al., 1998, 1999c; Marlin et al.,
1999). Es wird angenommen, dass die beschriebenen Mutationen zu funktions-
losen SALL1-Allelen und damit Gber eine Haploinuffizienz zu TBS fuhren. Das
SALL1-Gen scheint somit eine wichtige Funktion bei der Entwicklung der beim
TBS betroffenen Organe einzunehmen.

1.4 Ziele der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das bisher unbekannte murine Homo-
log zu dem humanen SALL1-Gen isoliert und hinsichtlich seiner Expression in der
Embryogenese und in adulten Tieren charakterisiert werden. Es sollten mono-
spezifische Antikdrper zum Nachweis des Proteins gewonnen werden. Durch die
Methode der homologen Rekombination sollten knock out-M&use hergestellt wer-
den, die das rekombinierte Allel im heterozygoten und homozygoten Zustand ent-
halten.

Die bisher vorliegenden Informationen zur Sequenz und Struktur des murinen
Sall2-Gens sollten erganzt und die Expression des Gens wahrend der Embryo-
genese analysiert werden. Fusionsproteine sollten erzeugt und zur Herstellung
eines Antiserums genutzt werden. Zudem sollten mittels homologer Rekombina-
tion knock out Mause produziert werden, die das homolog rekombinierte Allel in
heterozygotem und homozygotem Zustand enthalten. Diese Mause sollten pha-
notypisch charakterisiert werden.

Des Weiteren sollte die embryonale Expression des Gens Sall3 anhand von
whole mount-in situ-Hybridisierungen analysiert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden von der Firma
Merck (Darmstadt) in p.A. Qualitat bezogen.

Adenosintriphosphat Biomol, Hamburg
Acrylamid Gibco BRL, Eggenstein
Agarose Fluka, Neu-Ulm

Albumin Fraktion V Roth, Karlsruhe
Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics, Mannheim
Ammoniumacetat Fluka

Ampicillin Sigma, Deisenhofen
Ampuwa H,O Fresenius, Bad Homburg
Antifading-L6sung Vectashield Camon, Heidelberg
Aqua Poly/Mount Polysciences, Heidelberg
Avidin-FITC-LAsung Serva, Heidelberg

BCIP Roth

Bisacrylamid Serva

Blocking Reagenz Roche Diagnostics

BM Purple AP Substrat Roche Diagnostics
Borsaure Roth

BPB Sigma

BSA (DNase-frei) Biomol

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase  Fluka

Chaps Sigma

Chloroform Roth

Dextransulfat Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

DMDC Fluka
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DTT

DNase |

dNTPs

EDTA

Entwickler G

Ethanol

Essigsaure
Ethidiumbromid

Ficoll 400

Fixierer G 354
Formaldehyd
Formamid

Gelatine

Glycerol

Glycin

Heparin

IPTG

Kaliumacetat
Kaliumphosphat
Kanamycin
Klenow-DNA-Fragment
Lachsspermien-DNA
Levamisol (Tetramisol)
Lysozym
(-Mercaptoethanol
Mineraldl

MOPS
Natriumcarbonat

NBT

NuPAGE™ MOPS SDS Running
Buffer (20x)
NUuPAGE™ LDS Sample Buffer (4x)
Orange G

Paraplast

PFA

Pfu Turbo® DNA Polymerase

Biomol

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

ICN, Eschwege

AGFA-Gevaert AG, Mortsel, Belgien
Roth

Roth

Eurobio, Les Ulis Cedex, Frankreich
Amersham Pharmacia Biotech
AGFA-Gevaert AG

Roth

Roth

Sigma

Roth

ICN

Sigma

Biomol

Sigma

Sigma

Sigma

Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Sigma

Roche Diagnostics

Serva

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Invitrogen

Sigma

Sigma

Sigma

Stratagene, Heidelberg
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Phenol

Platinum® Taq DNA Polymerase
Ponceau S

Proteinase K

[a-*2]P dCTP und [a-32]P dATP
(3000 Ci/mmol)
Restriktionsenzyme

RNase A

RNase Away
RNA-Langenstandard 0.29-9.5 kb
SDS

Select Peptone

Select Yeast Extract

Simply Blue™ Safestain
T3-RNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Total RNA Reagent

Tris

tRNA

Tween-20

X-Gal

Xylol

2.2 Kits

BigDye® Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit
DIG-RNA Labeling Kit
DYEnamic ET-Terminator-Mix
Endo Free Plasmid Maxi Kit
Hexalabel™ DNA Labeling Kit
JETsorb Gel Extraction Kit
JETstar Plasmid MIDI Kit
Megaprime® DNA Labelling Kit
Nick-Translations-Kit

Biomol

Gibco BRL

Serva

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech

Gibco BRL; Biolabs, Schwalbach
Sigma

Roth

Gibco BRL

ICN

Gibco BRL

Gibco BRL
Invitrogen

Roche Diagnostics
Gibco BRL

Biomol

Gibco BRL

Roche Diagnostics
Sigma

Biomol

Roth

Applied Biosystems (Weiterstadt)

Roche Diagnostics
Amersham Pharmacia
Qiagen, Hilden
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Genomed, Bad Oeynhausen
Genomed

Amersham Pharmacia Biotech
Gibco BRL
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QIAquick Gel Extraction Kit
Recombinant Protein Expression and
Purification Kit

Rediprime™ |l Random Prime
Labeling System

The QlAexpressionist™

Qiagen
IBA, Gottingen

Amersham Pharmacia Biotech

Qiagen

2.3 Gebrauchswaren und Gerate

2.3.1 Gebrauchswaren

Gebrauchswaren, die nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden von den Firmen
Krannich und Schuitt (Géttingen), Nunc (Wiesbaden), Greiner (Ndrtingen) und

Sarstedt (NuUrnbrecht) bezogen.

Affinitatssaulen HiTrap affinity
columns, NHS-aktiviert
Aufreinigungssaule MicroSpin™
S-200 HR

Blottingpapier GB 003
Centrisart |
Elektroporationskuvette Gene Pulser
Cuvette, 0.4 cm, gap 50
Filterpapier 0850

Fotoklebstoff Fix-o-Gum
Rubber-Cement
Glas-Scintillationsgefal3e, steril
Nitrocellulose-Membran Hybond™-C
NUuPAGE® BisTris Gele
Nylon-Membran Hybond™-N
Objekttrager Superfrost* Plus
PAGEr™ Gold Precast Gels
Peel-A-Way Einbettungsformen
Pipettenspitzen mit Filter
PVDF-Membran Hybond™-P
Rontgenfilme Hyperfim™ MP
Sterilfilter

Amersham Pharmacia Biotech

Amersham Pharmacia Biotech

Schleicher & Schiill, Dassel
Sartorius, Goéttingen
BioRad, Minchen

Schleicher & Schiill
Marabu, Tamm

Sigma

Amersham Pharmacia Biotech
Invitrogen

Amersham Pharmacia Biotech
Schutt

Biozym

Polysciences

Biozym, Hess. Oldendorf
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Sartorius
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2.3.2 Gerate

Automated DNA-Sequencer ABI 377
DNA Thermal Cycler 480
Dispergierwerkzeug Ultraturrax T25
Elektrophoresesystem SCell
SureLock™ Mini-Cell
Fotostereomikroskop SZX12
Fotomikroskop BX60

GeneAmp PCR System 9600

Gene Pulser
Paraffin-Einbettungsstation
Histocentre 2

Luminometer Typ LB 953
Mikrotiterplatten-Photometer
Microplate Reader 450

Mikrotom RM 2035

Personal Molecular Imager FX
Phosphoimager-Screen
Semi-Dry-Blot Fast Blot
Spektrophotometer Ultrospec 3000 pro
SpeedVac concentrator SVC 100H
Thermomixer 5436

Turboblotter™

Ultraschallstab Ultraturrax

UV Stratalinker™ 1800

Vibratom 1000M
Video-Dokumentationssystem
X-Ray Automatic Processor Curix 60

2.4 Puffer und Lésungen

Applied Biosystems, Foster City, USA
Perkin Elmer, Uberlingen

Schutt

Invitrogen

Olympus, Miinchen
Olympus

Perkin Elmer

BioRad

Shandon, Frankfurt a.M.

Berthold, Bad Wildbad
BioRad

Leica, Nussloch

BioRad

Kodak, Rochester, New York
Biometra, Gottingen
Amersham Pharmacia Biotech
Schatt

Eppendorf, Hamburg
Schleicher & Schiill

Branson, Soest, Niederlande
Strategene, Heidelberg
Leica

Herolab, Heidelberg

Agfa, Mortsel, Belgien

Puffer und Losungen wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt. Die Chemi-
kalien wurden den Erfordernissen entsprechend in bidestilliertem oder deionisier-
tem Wasser geldst und nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert. Fur die Arbeiten
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mit RNA wurden die Puffer, sofern sie kein Tris oder SDS enthielten, iN mit 0.1 %
DMDC inkubiert und anschliel3end autoklaviert. Tris-Puffer oder SDS-haltige L6-
sungen wurden in RNase-freien Gefallen mit DMDC-behandeltem Wasser ange-
setzt. Puffer von Enzymen und gebrauchsfertigen Kits wurden wie vom Hersteller
angegeben genutzt, inre Zusammensetzung ist hier nicht weiter aufgefihrt.

Acrylamid-Ldsung

Auftragspuffer 1

Auftragspuffer 2

BCIP

Blocking-Losung |

Blocking-Losung Il

Blotting-Puffer

Denaturierungslosung

Denhardt’s Lésung (50x)

DMDC-H,0

dNTP-L6sung

38 % Acrylamid

2 % Bisacrylamid
Glycerol (autoklaviert)
1% BPB

0.25M EDTA, pH 7.4
Ampuwa H,O

15 % Ficoll 400
200mM EDTA, pH 7.4
0.1% Orange G

5% wlv

in 100 % DMF

5% BSA

4x SSC

0.1% Tween

pH7.0

3% Blocking-Reagenz
0.5% Tween

0.02 % Natrium-Azid
in 1x PBS

25mM Tris-HCI

150 mM Glycin

10 % Methanol

0.5M NaOH

1.5M NacCl

1% BSA

1% PVP

1% Ficoll 400

0.5% DMDC in Aqua dest. UN auf Magnetriher
mischen, danach autoklavieren
2mM dATP

2mM dCTP
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EDTA
E-Puffer (10x)

ES-Lysispuffer

Farbepuffer

Féarbelésung

Gewebe-Lysispuffer

Hybridisierungslosung 1
(fir Southern- u. Northern-Blot)

Hybridisierungslosung 2
(fir Roboter-erzeugte Filter)

Hybridisierungslosung 3
(fur in situ-Hybridisierungen)

MAB-Puffer

2mM dGTP

2mM dTTP

0.5M, mit NaOH auf pH 8.0 einstellen
300 MM NaH,PO,

50mM EDTA

pH7.0

100 mM Tris-HCI pH 8.5
5mM EDTA

0.2% SDS

200 mM NacCl

100ug/mL Proteinase K
100 mM NacCl

5mM MgCl,

100 mM Tris-HCI pH 8.0
10 uL NBT

60 uL BCIP

in 20 mL Farbepuffer

50 mM Tris-HCI pH 8.0
100 mM EDTA

0.5% SDS

10 % Dextransulfat

12.5x Denhardt’s Losung
5x SSC

0.1% SDS

0.5 M Natriumphosphatpuffer pH 7.2
7% SDS

1 mM EDTA

50 % Formamid

5x SSC pH4.5

50 g/l Hefe tRNA

100 pg/ul Heparin

0.1% Tween 20

(0.1 % Chaps fur Hybridisierungen an
Paraffin-Schnitten)

0.1 M Maleinsaure
0.15M NacCl
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MAB/Block-Puffer
MEMFA

MOPS-Puffer (10x)

Natriumphosphatpuffer

NBT

Neutralisierungslésung

NTMT

PBS-Puffer (10x)

PBT-Puffer

RF1-LOsung

RF2-LOsung

0.1 % Tween-20
pH7.5

2 % Blocking-Reagenz in MAB
100 mM MOPS

2mM EGTA

1 mM MgSO,

1/10 Formaldehyd (37 %)
0.2M MOPS

50 mM NaAc

0.5M EDTA

pH7.0

684 mL Na,HPO, (1M)
316 mL NaH,PO, (1M)
pH7.2

5% wiv

in 70 % DMF

130 mM NaCl

7mM Na,HPO,

3mM NaH,PO,

100 mM Tris-HCI pH 9.5
50 mM MgCl,

10 mM NacCl

0.1 % Tween-20

2 mM Levamisol

130 mM NaCl

7 mM Na,HPO,

3mM NaH,PO,

pH7.5

1x PBS

0.1% Tween 20

100 mM RbCI

50 mM MnCl,

30 mM KAc

15% (w/v) Glycerol
pH5.8

10 mM MOPS
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10 mM RbCI

75 mM CacCl,

15 % (w/v) Glycerol
Sammelgel-Puffer 0.25M Tris-HCI pH 6.8

0.2% SDS
SDS 10% in H,O oder DMDC-H,0O
SSC (20x) pH6.8

0.3 M NasCitrat

pH 7.0 und pH4.5

TBE (5x) 0.45M Tris-HCI
0.45 M Borsaure
10mM EDTA
pH 8.2
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA
TE-Puffer (low EDTA) 10 mM Tris-HCI pH 8.0
0.1M EDTA
Trenngel-Puffer 1.5M Tris-HCI pH 8.8
0.4% SDS
tRNA 20 mg/mL in DMDC-H,O
X-Gal-L6sung 2% X-Gal in Dimethylformamid

2.5 Sterilisation

Die Sterilisation von Lésungen erfolgte 20 min bei 120°C und 10° Pa im Dampf-
druckautoklaven (Webco, Bad Schwartau) oder durch Sterilfiltration (Sterilfilter,
0.2-0.45 um Porengrof3e). Gebrauchswaren wurden entweder autoklaviert oder
fir 8-12 h bei 180°C hitzesterilisiert.

2.6 Kulturmedien

2.6.1 Maedien fur Bakterien

LB (Luria-Bertani)-Medium 1% Select Pepton
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0.5% Select Yeast Extract
1% NaCl
pH7.2
Zusatze zur Selektion Ampicillin (0.1 mg/mL)
Kanamycin (0.05 mg/mL)
Zusatze fur Oja-Platten 100 uM IPTG
0.4 % X-Gal
Agarplatten enthielten 1.5 % (w/v) Agar

Die Medien wurden mit einfach destilliertem Wasser angesetzt und autokla-
viert.

Stammldsungen
100 mg/mL  Ampicillin in H,O
25mg/mL  Kanamycin in H,O
0.2g/mL IPTG in H,0O
8% X-Gal in Dimethylformamid

Die Losungen wurden sterilfiltriert und bei —20°C gelagert. Antibiotika, IPTG
und X-Gal wurden nach dem Autoklavieren des Mediums zu den abgekuhlten Me-
dien (ca. 50°C) hinzugeflgt. Platten und Flissigmedien wurden bei 4°C gelagert.

2.6.2 Medien fur die Zellkultur

Medien und Zusétze zur Anzucht eukaryotischer Zellen wurden als sterile Losun-
gen bezogen (Pan, Aidenbach; Gibco BRL, Eggenstein).

RI-ES-Zellmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

0.1 mM nicht essentielle Aminosauren

1 mM Natrium-Pyruvat

1 1M (-Mercaptoethanol

2mM L-Glutamin

1000 U/mL LIF
EmFi-Fibroblasten-Zellmedium DMEM

2mM L-Glutamin

10% FKS
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Zur Langzeitlagerung der Zellen in flissigem Stickstoff wurden folgende Ein-
friermedien verwendet:

RI-ES-Zellen 30% ES-Zellmedium
50% FKS
20% DMSO
EmFi-Zellen 30% EmFi-Zellmedium
50% FKS
20% DMSO

2.7 Biologisches Material

2.7.1 Bakterienstamme

Es wurde mit folgenden Escherichia coli K12-Stdmmen gearbeitet:

DH5« Hanahan (1985)
XL1-blue Bullock et al. (1987)

2.7.2 \Vektoren

Es wurden folgende Vektoren verwendet:

pASK-IBA2 IBA, Goéttingen

pBluescript® Il SK (+/-) Stratagene, Heidelberg
pBluescript® Il KS (+/-) Stratagene

PGEM®-T Promega, Wisconsin, USA
PGEM®-T easy Promega

Lawrist 7 RZPD, Berlin

pTKneo Dr. N. Brose, MPI fur Experimentelle

Medizin, Gottingen
pQE-32 Qiagen
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2.7.3 Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie isoliert aus Referenz
RI Embryonale Stammzellen Nagy et al. (1993)
EmFi Embryonale Fibroblasten Adham et al. (1997)

2.7.4 Antikorper

Es wurden folgende Antikdrper verwendet:

Biotinylierter Ziege-Anti-Avidin-Antikdrper, Serva

Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase-FAB-Fragmente, Roche

StrepTactin-Alkalische Phophatase-Konjugat, IBA

Polyklonaler Ziege-Anti-Maus-Alkalische Phosphatase-
konjugierter Antikorper, Invitrogen

2.7.5 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Roth
(Karlsruhe) synthetisiert und im lyophilisierten Zustand erworben, mit Ampuwa auf
eine Konzentration von 100 ;M (100 pmol/uL) eingestellt und als Stock bei —20°C
gelagert.

Primer Sequenz

pTKR 57°-AAC AGC TAT GAC CAT GAT TAC G-3°
pTKneo F 5°-ATT GTC TGA GTA GGT G-3~

pTKneo R 5°-GCG CGA ATT CGA TGA TCC TGA ACG GC-3~
pTKneo R2 5°-CAG AGG TTA CGG CAG TTT GTC-3~
MS3 F1 5°-GCA GAC AGC GGC AGC GAG A-3°
MS3 R2 5°-GCT GAC TGG CTC GGC TTT AG-3~
1B7 F1 5°-GTC TCG GCG AAA GCA ACG-3~

1B7 R1 5°-TTT AAG ACA AGG TTA CTG AG-3~
1B7 R2 5°-CAC GCA CAA CAC AGA CTC-3°

1B7 R3 5°-AGC CCA ATC CTT TTA GAG ACA C-3°
1B5R1 5°-CTC CCT GCC CTC AAG TC-3°

1B5 R2 5°-GAA TCA GAA GGT CAA GGG TAT C-3°
1B7HB F1 5°-TGG ACC TGT GCT GAA CG-3°
1B7HB F2 5°-TCT GTG TAG TTT TGG CTG TCC T-3~
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Fortsetzung

1B7HB R1 5°-CTT ACC CAG GTT AAT AAG G-3°
1B7E/HF1  5°-CGT CTC TTA GGG ATG GGA TTT C-3°

CE6 F1 5°-AAA ATG TTC AGG TAG AAA AAC-3~
CE6 F2 5°-CCG CGT GAG GCA GGA TAA CT-3~
CE4F1 5°-TAA CCT TAT TCC CCC GCC-3~°

JBal F1 5°-TGC CCT GCT AGG CGG TCT TA-3°
Neo R1 5°-AGG AGC AAG GTG AGA TGA CAG-3~
SAF1 5°-GGC TCA CAA CCA TCC GTA ACA-3~
SAF2 5°-TAC CAC CAA AAC ACA AAT CCA AG-3~
Ex R1 5°-ACA CCT GCT CAC CTC CAT CG-3°

Neo F264 5°-GGC TGA CCG CTT CCT CGT G-3~

Ex2 F164 5°-TGA TTA CAC GAC ATT TCC TAC TG-3~

SA R164 5°-GAC GAC TCA AGT AAA AAG CAC AA-3~

SA R364 5°-CTC TTC TTC CTG GCT AAC TCG-3°

MS1FP F1 5°-TTG CAT GGT CTC AGG CCG GGG ACA CAG AGA AGG GTC-3~
MS1FP R1 57-ATA GCA GGT CTC TGC GCT CAG CAG CAG TAT TTG GTG ACG-3°
MS1FP F2 5°-TTG CAT GGT CTC AGG CCA ACC TCA AGA CCC ATT ACA GC-3°
MS1FP R2 5°-ATA GCA GGT CTC TGC GCT CAA AGC ACC TCC GTIT CAC TG-3~
MS2FP F2 5°-TTG CAT GGT CTC AGG CCC TGC AGC AGC TAG TAG AAA AG-3~
MS2FP R1 5°-ATA GCA GGT CTC TGC GCT AGA TGG CTG CTG GGA CTG C-3°
HS1FP F1 5°-TTG CAT GGT CTC AGG CCC GGA GGA AGC AAG CGA AGC-3~
HS1FP R1 57-ATA GCA GGT CTC TGC GCT GAG TTG AGG TAG AGA GGT TGT-3~
HS1FP F2 5°-TTG CAT GGT CTC AGG CCC GTG CTA TGC CCC CGC TC-3~°
HS2FP F1 5°-TTG CAT GGT CTC AGG CCA TCA GTG GAG TGG CAG AAA GT-3~
HS2FP R1 5°-ATA GCA GGT CTC TGC GCT CTG CTG CTG GGG GAA ACT C-3°
pASK-IBAF 57-AGA GTT ATT TTA CCA CTC CCT-3~

PASK-IBAR 57°-GAC GCA GTA GCG GTA AAC G-3°

Tabelle 2.1: Verwendete Oligonukleotide

2.7.6 Gensonden

Die nachfolgende Tabelle erlautert die Verwendung, Herkunft und GroRRe samtli-
cher in der Arbeit verwendeter Gensonden. Die Positionen der Salll- und Sall2-
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Fragmente sowie die Startpunkte der Cosmide, soweit bekannt, sind in den Abbil-

dungen 3.1 und 3.17 angegeben.

Sonde Verwendung Herkunft

1B1 Screening der Cosmidbi- 600bp Bam HI-Subklon
bliothek 121 aus Cosmid 7

1B2 Nachweis von Sall2 in 1.1kb Bam HI-Subklon aus
Northern- und Southern- Cosmid 7 (Kohlhase et al.,
Blots 2000)

1B6 Screening der Cosmidbi- 2.4kb Subklon aus Cosmid
bliothek 121 7

CB3E Nachweis von Salll bei in 2kb Bam HI/Eco RI-
situ-Hybridisierungen Subklon aus Cosmid C

1B7 E/H Nachweis von homo- 1.7kb Eco RI/Hind IlI-
log rekombinierten ES- Subklon aus 1B7 von
Zellklonen fir den Sall2- Cosmid 7
knock out

c-son Hybridisierung der murinen humanes PCR-Fragment
Cosmid-Bibliothek 121 aus Exon 2 von SALL1

CBO Nachweis von Salll in 0.56kb Bam HI-Subklon

JBal X/E4 Bgl Il

CE 0.95 480

CE 0.95 440

Sall3

Sall3 B 400

(-Actin

Northern-Blots

Nachweis von  homo-
log rekombinierten ES-
Zellklonen fur den Salll-
knock out

Nachweis von Salll in
Northern-Blots

Nachweis von Salll in
Northern-Blots

Nachweis von Sall3 bei in
situ-Hybridisierungen
Nachweis von Sall3 im
RNAse Protection Assay
Kontrollhybridisierung von
RNA-Blots

aus Cosmid C
240 bp-Subklon aus JBal
von Cosmid J

480bp Eco RI/Eco0109 I-
Fragment aus Cosmid C
440bp Eco RI/Eco0109 I-
Fragment aus Cosmid C
1.7kb MS3 F1/MS3 R2
PCR-Fragment

320bp Bam HI-Fragment
aus pSall3 (Ott, 1995)

1.6 kb Not I/Sal I-Fragment
aus humanem RZPD-Klon
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Fortsetzung
HEF-2 Kontrollhybridisierung von 1.6kb Bam HI/Bgl II-
RNA-Blots Fragment aus pHEF-2
(Rapp et al., 1989)
neo Neomycin-Resistenzgen: 830bp Eco RI/Xba I-
Kontrollhybridisierung von Fragment aus pTKneo
ES-Blots

Tabelle 2.2: Gensonden

2.7.7 DNA-Bibliothek

Es wurde eine genomische Cosmid-Bibliothek von Mausen des Stammes 129/Ola
verwendet. Die Bibliothek (Nr. 121) wurde von der RZPD (Ressourcen-Zentrum-
Primardatenbank, Berlin) bezogen. Die genomischen Fragmente sind in den Vek-
tor Lawrist 7 kloniert und in E.coli DH5« transformiert.

2.7.8 Mausstamme

Fur die Herstellung von Chiméaren und die Rickkreuzung auf Wildtyp-Stamme
wurden die Mausstamme C57BL und 129/SvJ verwendet. Die Embryonen fur die
whole mount-in situ-Hybridisierung an Wildtyp-Mausen wurden vom Stamm CD1
prapariert. Die Haltungsbedingungen bestanden aus einem 12h Hell-Dunkel-
Rhythmus bei 22°C und 55 + 5 % relativer Luftfeuchtigkeit.

2.8 Molekulargewichtstandards

DNA-Langenstandard (1 pg/ulL) 100 bp-Leiter (100-1500 bp)
1 kb-Leiter (0.12-12.2 kb)
5 kb-Leiter (5-40 kb)
(Gibco BRL, Eggenstein)

Die DNA-La&ngenstandards wurden nach Herstellerangaben verdiinnt und mit Auf-
tragspuffer 1 versetzt.
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RNA-Langenstandard (1 pg/uL) RNA-Leiter (0.24-9.5kb)
(Gibco BRL)

SDS-Proteinmarker SDS-Page Standard
10 kDa Protein-Leiter (10-200) kDa
(Gibco BRL)

Gefarbter SDS-Page Standard
SeeBlue™ Plus2 (4-500 kDa)
(Invitrogen, Groningen, Niederlande)

2.9 Nukleinsauretechnische Methoden

2.9.1 Praparation von Nukleinsauren
2.9.1.1 Minipraparation von Plasmid-DNA

(Sambrook et al., 1989)

Diese Methode diente analytischen Zwecken und wurde nach einer modifizier-
ten Form der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) durchgefthrt. Von einer
UN-Kultur wurde durch Behandlung mit den Puffern E1, E2 und E3 DNA isoliert,
prazipitiert und in H,O aufgenommen. Anschlieend wurde eine restriktionsenzy-
matische Spaltung und bei Bedarf eine Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA
durchgeflhrt.

E1l (Resuspensionspuffer) 50 mM Tris-HCI pH 8.0
10mM EDTA
100 ng/ul RNase A
E2 (Lysispuffer) 0.2M NaOH
1% SDS
E3 (Neutralisationspuffer) 3M KAc pH5.5

2.9.1.2 Herstellung von Glycerinkryokulturen

Glycerinkryokulturen  wurden aus den LB-UN-Kulturen der Plasmid-
Minipraparationen (s. 2.9.1.1) durch Zugabe von 300uL sterilem Glycerin
zu 700 pL der Bakteriensuspension hergestellt. Die Reaktionsgefal3e wurden gut
durchmischt und bei —70°C gelagert.



2 Material und Methoden 24

2.9.1.3 Midi- und Maxipraparation von Plasmid-DNA

GrolRere Mengen Plasmid-DNA wurden tGber DNA-Affinitatssdulen aus dem Jet-
star Plasmid Midi- oder Maxi-Kit nach den Angaben der Hersteller aufgereinigt.
Die Bakterien einer UN-Kultur wurden abzentrifugiert und die Plasmid-DNA durch
Behandlung mit den Puffern des Kits und Aufreinigung Uber die mitgelieferte Sau-
le aufgereinigt, prazipitiert und in H,O geldst. Die Konzentration der DNA wurde
photometrisch bestimmit.

2.9.1.4 Endotoxin-freie Maxipraparation von Plasmid-DNA

Fur die Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen wurde das Plasmid mit dem
EndoFree Plasmid Maxi-Kit (Qiagen, Hilden) Endotoxin-frei prapariert. Dazu wur-
den 100 mL UN-Bakterienkultur abzentrifugiert und mittels alkalischer Lyse aufge-
schlossen. Zelltrimmer, Proteine und Salzkomplexe wurden durch Filtration in der
QIAfilter Maxi Cartridge abgetrennt, das Lysat Uber eine aquilibrierte Saule ge-
geben, die gebundene DNA gewaschen und in ein steriles, Endotoxin-freies Zen-
trifugenréhrchen aus Glas eluiert. Nach der Prazipitation mit 0.7 Vol Isopropanol
wurde das Pellet mit 70 %igem EtOH (hergestellt mit Endotoxin-freiem H,O aus
dem Kit) gewaschen, luftgetrocknet und in 100-200 L ebenfalls Endotoxin-freiem
TE-Puffer aufgenommen.

2.9.1.5 Isolierung genomischer DNA aus Geweben

(nach Laird et al. (1991))

1-2 g Gewebe wurden zerkleinert und in 700 uL Gewebe-Lysispuffer gemor-
sert. Fur die Genotypisierung von Mausen wurden 1-2 cm der Schwanzspitze 5
Wochen alter Mause mit 700 uL Gewebe-Lysispuffer versetzt. Dazu wurden 30 uL
Proteinase K (10 ug/uL) gegeben und dieser Ansatz UGN bei 55°C im Thermomixer
inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die DNA mit 1 Vol Iso-
propanol prazipitiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen, in 100-200 n.L H,O geldst
und bei 4°C gelagert.

2.9.1.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Gesamt-RNA flur Northern-Blot-Analysen wurde aus unterschiedlichen Geweben
der Maus isoliert. Da RNA besonders anféllig gegen Abbau durch RNasen ist,
wurden alle Losungen und das Millipore-H,O UGN mit 0.1 % DMDC inkubiert und
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autoklaviert und verwendete Glaswaren fur 8-12 h bei 180°C erhitzt (s. 2.5). Die
Arbeitsschritte wurden nach Mdglichkeit auf Eis oder im Kuhlraum durchgefthrt.

100 mg frisches Gewebe wurde in ein 15 mL Falcon-Gefald mit Total RNA Re-
agent (Biomol, Hamburg) gegeben. Das Gewebe wurde mit einem Dispergier-
werkzeug (Ultraturrax) homogenisiert und die Suspension 5 min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 0.2 Vol auf 4°C vorgekihltem Chloroform wurde der Ansatz vor-
sichtig invertiert und fur weitere 5 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde anschlie-
Rend mit 4000x g bei 4°C fir 10 min zentrifugiert. Aus dem wassrigen Uberstand
wurde die RNA mit 1 Vol Isopropanol gefallt, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und
in DMDC-H,O0 geldst. Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung und
einem Integritatstest im denaturierenden Agarosegel (s. 2.9.8.3) wurde die RNA
bei —70°C gelagert.

2.9.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinséauren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren erfolgte in einem Spektropho-
tometer (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Es wurden die Extinktionen bei
230, 260, 280 und 320 nm gemessen und die Differenz ODygy — OD3po SOWie die
Quotienten ODy60/OD,g9 Und OD,60/OD3y ermittelt. Unter Zugrundelegung einer
ODog von 1 bei einer DNA-LOsung von 50 ng/uL (bzw. 40 ng/uL fir RNA) wurden
die entsprechenden Konzentrationen errechnet. Die Quotienten ODyg,/OD2g und
OD460/OD35 sind ein Mal fiir die Protein- bzw. Salzkontamination und sollten >1.8
bzw. >2.0 sein.

2.9.3 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsduren

Alle enzymatischen Modifikationen wurden nach den etablierten molekularbiolo-
gischen Standardmethoden durchgefiihrt, wie sie z. B. in Sambrook et al. (1989)
bzw. Ausubel et al. (1994) beschrieben sind.

2.9.3.1 Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsendonukleasen (RE) verschiedener Her-
steller gespalten und weiter verarbeitet. Die Restriktionsansatze enthielten stan-
dardmafig 1/10 Vol des vorgeschriebenen Enzympuffers und maximal 1/10 Vol an
Enzym. Es wurden in der Regel 2-10U RE/ug DNA eingesetzt. Fur die simul-
tane restriktionsenzymatische Spaltung mit zwei unterschiedlichen Enzymen wur-
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de, soweit mdglich, ein mit beiden Enyzmen kompatibler Puffer eingesetzt, oder
die DNA wurde zwischen den beiden Reaktionen prézipitiert, um einen Puffer-
wechsel zu ermdglichen. Neigten die RE zu unspezifischen Reaktionen, wurde
dem Restriktionsansatz 1 g BSA (10 mg/mL) zugegeben. Die Reaktion erfolgte
Uber 1-2h im Temperaturoptimum des verwendeten Enzyms. Je nach weiterer
Verwendung wurden die Reaktionsansatze auf ein Agarosegel aufgetragen, das
Enzym durch Hitze (10 min, 70°C) inaktiviert oder bei Verwendung von hitzere-
sistenten Restriktionsenzymen diese Uber eine Phenol/Chloroform-Extraktion und
EtOH-Fallung entfernt.

2.9.3.2 Restriktionsspaltung von genomischer DNA

Fur Southern-Blots wurden 20 g genomischer DNA in einem 50 pL Reaktionsvo-
lumen mit 5 uL RE (50 U) fur 2 h restringiert, nachfolgend das Reaktionsvolumen
auf 60 pL erhoht, weitere 3 uL RE zugegeben und UGN inkubiert. Die Vollstandigkeit
der Restriktion wurde auf einem Testgel durch Auftragung von 2 uL des Ansatzes
Uberprift und bei Bedarf durch erneute Zugabe des entsprechenden RE die Re-
aktion fortgesetzt.

2.9.3.3 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Bei diesem Verfahren werden Phosphat-Reste am 5" -Ende von DNA-Molekiilen,
die bei der restriktionsenzymatischen Spaltung (s. 2.9.3.1) entstehen, durch eine
Alkalische Phosphatase (AP) entfernt. Dadurch wird die Religation von Vekto-
ren verhindert und somit die Rate der rekombinanten Klone erhdoht. Nach Re-
striktionsspaltung, Prazipitation und Aufnahme der Vektor-DNA in H,O wurde ein
30 puL-Reaktionsansatz mit 1 uL. AP (1 U/uL) und 1/10 Vol AP-Puffer hergestellt.
Um die optimale Zn?*-Konzentration fir das Enzym zu erreichen, wurde soviel
Verdinnungs-Puffer (Dilution Buffer, DB) dazu gegeben, dass AP + DB 1/10 des
Reaktionsvolumens ergaben, und der Ansatz 1 h bei 37°C dephosphoryliert. Fur
3’-Uberhangende oder glatte Enden wurden 2 uL AP eingesetzt und 1 h bei 50°C
inkubiert. Darauffolgend wurde das Enzym fir 10 min bei 70°C inaktiviert, die DNA
prazipitiert, das Pellet in einer Endkonzentration von 50 ng/uL in 1x TE-Puffer auf-
genommen und bei —20°C gelagert.
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2.9.3.4 Auffullreaktion

(Costa und Weiner, 1994)

Wurden fur Klonierungen DNA-Fragmente mit glatten Enden (blunt ends) ben6-
tigt, um so nicht kompatible DNA-Uberhange in blunt end-vorbereitete Vektoren zu
ligieren, wurden diese durch eine Reaktion mit der Pfu-Polymerase aufgefullt. 50—
500 ng DNA wurden in 20 uL-Reaktionen mit 2 yuL Pfu-Puffer, 2 uL 5mM dNTPs
und 2 U Pfu-Enzym gemischt und 60 min bei 72°C inkubiert. Anschlie3end wurde
die DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert und prazipitiert.

2.9.3.5 Radioaktive Markierung von Nukleinsauren

Fur die radioaktive Markierung von DNA-Sonden wurde der Rediprime-Kit zum
Einbau von [a-3?]P dCTP oder der Hexalabel-Kit zum Einbau von [a-3?]P dATP
verwendet. Fir die dCTP-Sonden wurden 2.5-25ng DNA in 45 uL TE-Puffer de-
naturiert, abgekuhlt in das Reaktionsgefald mit dem Rediprime-Pellet gegeben und
nach Zugabe von 40 xCi [a-3?]P 10 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde auf
eine MicroSpin-Aufreinigungssaule aufgetragen und fir 1 min bei 3000x g zentri-
fugiert. Danach konnte die markierte Probe bei 4°C bis zur Verwendung gelagert
oder sofort fr 10 min bei 95°C denaturiert und verwendet werden.

Fur dATP-Sonden wurden 100 ng DNA in 10 uL Reaktionspuffer und H,O de-
naturiert, abgekuhlt und nach Zugabe von dNTP-Mix (ohne dATP), [a-32]P dATP
und Klenow-Fragment nach Angaben des Herstellers fur 10 min bei 37°C inku-
biert. Danach wurden 4 L dNTP-Mix dazugegeben, der Ansatz weitere 5 min bei
37°C inkubiert und die markierte Sonde uber eine MicroSpin-Séaule aufgereinigt.

2.9.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode wurde eingesetzt, um DNA-Fragmente zur Sequenzierung
(s. 2.9.6) sowie fur Hybridisierungs- (s. 2.9.3.5) und Klonierungsexperimente
(s. 2.9.5) zu isolieren. Hierfur kamen die Fertigsysteme QIAquick Gel Extraction
Kit und JETsorb Gel Extraction Kit zum Einsatz.

Die entsprechende DNA-Bande wurde nach gelelektrophoretischer Auftren-
nung (s. 2.9.8.1) auf einem Transilluminator unter langwelligem UV-Licht (366 nm)
mit einem sterilen Skalpell herausgeschnitten und nach Herstellerangaben isoliert.
Sowohl im QIAquick- wie auch im JETsorb-Kit wurde die Agarose anschliel3end
nach Zugabe einer hochmolaren Losung des chaotropen Salzes Natriumperchlo-
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rat (NaClO,) bei 50°C irreversibel aufgelést und die DNA nach dem von Vogel-
stein und Gillespie (1979) beschriebenen Prinzip in Suspension (Glasmilch) oder
in Saulen an Anionenaustauschersilikat gebunden, mehreren Waschschritten mit
Hochsalzpuffer und Niedrigsalzpuffer unterzogen und mit Ampuwa-H,O oder TE-
Puffer eluiert. Ein Aliquot der aufgereinigten DNA wurde zur Konzentrationsbe-
stimmung auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.9.5 Kilonierung von DNA-Fragmenten
2.9.5.1 Ligation

Die restriktionsenzymatisch gespaltenen (s. 2.9.3.1), isolierten (s. 2.9.4) und bei
Bedarf aufgefullten DNA-Fragmente (s. 2.9.3.4) konnten direkt in die komple-
mentéren Restriktionsschnittstellen des nétigenfalls dephosphorylierten Plasmid-
Vektors (s. 2.9.3.3) ligiert werden. Dafur wurde das Verhaltnis der DNA-Enden von
Vektor und Fragment auf ca. 1:3 eingestellt und in einer 10 pL-Reaktion mit 2 uL
5x Ligase-Puffer, 1 L 10 mM ATP und 1 U T4-DNA-Ligase vermischt. Der Ansatz
wurde entweder 30 min bei RT oder UN bei 16°C inkubiert.

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde das pGEM-T oder das pGEM-T
easy Vektorsystem genutzt. Das System enthdlt linearisierten Vektor mit 3"-T-
Uberhangen, die kompatibel zu den 3"-A-Uberhangen von PCR-Produkten sind,
die von den meisten DNA-Polymerasen erzeugt werden (Clark, 1988; Hu, 1993).
Zur Ligation in diese Vektoren wurde UN bei 4°C inkubiert.

2.9.5.2 Herstellung kompetenter E. coli -Zellen

(nach Dagert und Ehrlich (1979))

400 mL LB-Medium (15 pug/mL Tetracyclin) wurden mit 10 mL einer UN-Kultur
angeimpft und bis zu einer ODssq = 0.5 vermehrt. Die Kultur wurde auf Eis abge-
kihlt und nachfolgend bei 5000x g fur 12 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet
wurde vorsichtig in 66 uL RF1 resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 16 mL RF2 aufgenommen und 15 min
auf Eis inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden aliquotiert, in flissigem Stick-
stoff schockgefroren und bei —70°C gelagert.
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2.9.5.3 Transformation

(Sambrook et al., 1989)

Fur die Transformation eines Ligationsansatzes (s. 2.9.5.1) wurden 200 uL
kompetenter Zellen (s. 2.9.5.2) auf Eis aufgetaut, mit dem Ligationsansatz ver-
mischt und 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde bei 42°C fir 90 sec einem
Hitzeschock ausgesetzt und nach 2 min Inkubation auf Eis mit 200 yL LB-Medium
versetzt. Die transformierten Bakterien wurden fur 45 min bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert, auf Selektionsplatten ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert.

2.9.6 Sequenzanalyse

Die Sequenzierung wurde modifiziert nach dem Kettenabruchverfahren von
Sanger et al. (1977) durchgefuhrt. Die modifizierte Methode beruht auf
dem Prinzip der durch den Einbau von fluoreszenzfarbstoffmarkierten ddNTPs
(Didesoxynukleosid-5"-triphosphate) statistisch unterbrochenen DNA-Synthese.

Die eingesetzte Menge der zu sequenzierenden Template-DNA wurde nach
der Formel ng DNA = x(bp)/5  berechnet. Die DNA wurde mit 10 pmol Se-
guenzprimer und H,O auf einVol von 16 uL gebracht und mit 4 ;L BigDye-Mix
oder DYEnamic ET-Mix gemischt. Die Ansatze wurden mit Mineral6l Gberschich-
tet und mit folgendem PCR-Programm im DNA Thermal Cycler 480 fur 25 Zyklen
sequenziert:

20 sec 98°C Denaturierung
15sec 50°C Anlagerung
1 min 60°C Verlangerung

Die PCR wurde standardmafig mit vektorspezifischen Primern oder fur die
direkte Sequenzierung mit den Amplifikationsprimern durchgefihrt.

Die Ansatze wurden gefallt und das getrocknete Pellet in Formamid-Ladepuffer
(0.5M EDTA pH8.0:Formamid im Verhaltnis 1:5) 5min denaturiert. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung im 7 %igen denaturierenden Polyacrylamidgel
und der computergesteuerten Analyse in der automatischen Sequenzieranlage
wurden die Daten als EDV-Datei gespeichert. Zur Analyse wurden das DNASIS-
Programm fiir PC und das MacMollyTetra® Software Paket fur Apple Macintosh
Computer verwendet. Vergleiche mit den Sequenzdatenbanken EMBL und Gen-
Bank wurden mit Hilfe des BLAST-Programms (Altschul et al., 1998) tber die ent-
sprechenden www Server (z.B. NCBI Blast Notebook, http://www.ncbi.nlm.nih/)
durchgefunhrt.
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2.9.7 PCR-Techniken

(Saiki et al., 1988)

Mit der Methode der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) werden DNA-
Templates sequenzspezifisch amplifiziert. Dazu wird die DNA zuerst hitze-
denaturiert (Denaturierung), darauf binden die Oligonukleotidprimer in einer
Anlagerungsreaktion an den komplementaren Strang (Anlagerung), und die
Polymerase synthetisiert die DNA zwischen den Primern (Verlangerung). Die
meist verwendete Platinum® Taq DNA Polymerase (Chien et al., 1976) verfugt
Uber einen hitzelabilen Inhibitor, der wéhrend der Denaturierung inaktiviert wird
und damit die Durchfihrung einer hot start PCR mdglich macht, wodurch die
Entstehung unspezifischer Amplifikate wahrend des ersten Zyklus vermieden
wird.

Es wurden zwei verschiedene Termocycler verwendet (s. 2.3.2), wobei entwe-
der 0.2 oder 0.5 iL-Reaktionsgefalie verwendet und bei dem Thermocycler ohne
Deckelheizung die Ansatze mit Mineraldl Uberschichtet wurden.

2.9.7.1 PCR an Plasmid-DNA

Eine PCR an Plasmid-DNA wurde durchgefiihrt um Fragmente zu erhalten, die
nicht Uber eine restriktionsenzymatische Spaltung isoliert werden konnten. Dazu
wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt:

x uL Plasmid-DNA (30-500 ng)

5puL  10x Tag Polymerase Puffer

1pL Primer 1 (10 pmol/uL)

1uL  Primer 2 (10 pmol/uL)
1.5uL MgCl, (50 mM)

1L dNTP-L6sung (10 mM)
0.5uL Taq Polymerase (5 U/uL)

ad 50 L H,O

Der Reaktionsansatz wurde folgendem Zyklus 15-35x im Thermocycler unter-
worfen:

30-60sec 95 °C Denaturierung
15-30 sec 50-65 °C Anlagerung
30-90sec 72 °C \Verlangerung
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Vor Beginn des ersten Zyklus wurde die DNA 5min bei 95°C denaturiert. An
den letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Verlangerungsschritt von 5min bei
72°C an. Nach Abschluss der PCR wurde zur Kontrolle 1/10 des Ansatzes mit
Auftragspuffer 2 gemischt, je nach Grol3e des erwarteten PCR-Produkts auf ein
1-1.5%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

2.9.7.2 PCR an genomischer DNA

Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen genomischer DNA wurde diese wie un-
ter 2.9.1.5 beschrieben extrahiert und mit folgenden Substanzen in einem Reakti-
onsansatz zusammen gegeben:

x uL DNA (300-500 ng)
2Ll 10x Tag Polymerase-Puffer
1uL Primer 1 (10 pmol/uL)
1uL Primer 2 (10 pmol/uL)
0.6 uL  MgCl;, (50 mM)
1pul dNTP-L6sung (10 mM)
0.2uL Taq Polymerase (5 U/uL)
ad 20uL H,0O

Fur jede Primerkombination wurden die MgCl,- und dNTP-Menge optimiert und
optional DMSO zu der Reaktion zugegeben. Die Dauer des Verlangerungsschritts
wurde nach der Lange des zu amplifizierenden Fragments gewahlt (1 kb ~ 1 min),
die Anlagerungstemperatur nach dem Schmelzgrad der jeweiligen Primer. Die
PCR begann mit einer initialen Denaturierung fir 5 min bei 95°C, der Zyklus wurde
zumeist 35x wiederholt und nach dem letzten Zyklus ein weiterer Verlangerungs-
schritt fur 5 min bei 72°C durchgefihrt. Nach der Amplifikation wurde der gesamte
Reaktionsansatz in einem 1 %igen Agarose-Gel aufgetrennt (s. 2.9.8.1).

2.9.7.3 Analytische PCR an genomischer DNA von knock out-Mausen

Fur die Genotypisierung von knock out-Mausen wurde ein dritter Primer einge-
setzt, so dass ein Wildtyp- und ein mutiertes Allel unterschiedlicher Lange ampli-
fiziert werden konnten. Dazu wurde folgender Reaktionsansatz zusammen gege-
ben:



2 Material und Methoden 32

xuL DNA (300-500 ng)

2Ll 10x Taqg Polymerase-Puffer

1uL Primer 1 (10 pmol/uL)

1uL  Primer 2 (10 pmol/uL)

1uL  Primer 3 (10 mM)
0.6 uL  MgCl;, (50 mM)

1puL dNTP-L6sung (10 mM)
0.2uL Taq Polymerase (5 U/uL)

ad 20 L H,O

Die DNA wurde uber 30 Zyklen nach folgendem Programm amplifiziert:

30sec 94°C Denaturierung
30 sec 64°C Anlagerung
60 sec 72°C Verlangerung

Vor Beginn des ersten Zyklus erfolgte eine initiale Denaturierung fir 5 min bei
94°C, an den letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Verlangerungsschritt von
5min bei 72°C an. Nach der Amplifikation wurde der gesamte Reaktionsansatz in
einem 1.5 %igen Agarose-Gel aufgetrennt (s. 2.9.8.1).

2.9.8 Agarose-Gelelektrophorese
2.9.8.1 Horizontale Gelelektrophorese

(Sambrook et al., 1989)

Die horizontale Gelelektrophorese wurde hauptséachlich bei Testgelen, Gelen
fur Restriktionskartierungen und Insertisolierungen eingesetzt. Je nach Groéfe
der zu trennenden Fragmente wurden 0.8-2 %ige Gele in 0.5x TBE-Puffer herge-
stellt. Die DNA wurde mit Auftragspuffer 2 vermischt, aufgetragen und elektro-
phoretisch aufgetrennt. Die DNA-Gele wurden fotografisch dokumentiert und die
aufgetrennte DNA bei Bedarf auf Nitrozellulose-Membran transferiert (s. 2.9.9.1).
Die GrofRenbestimmung der DNA-Fragmente erfolgte durch den Vergleich mit der
DNA-Leiter (s. 2.8).

2.9.8.2 Vertikale Gelelektrophorese

Die vertikale Gelelektrophorese wurde in einigen Versuchen zur Auftrennung der
restriktionsenzymatisch gespaltenen genomischen DNA verwendet. Die geringere
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Dicke des Gels gewabhrleistet eine bessere Ubertragung der DNA beim Blotten.
Zum Abdichten der Innenkammer wurde ein 1.5%iges Sockelgel aus Agarose
gegossen und nach Aushartung der Agarose ein 1 %iges Gel dariiber geschichtet.
Als Lauf- und Gelpuffer wurde 1x E-Puffer benutzt. Die Elektrophorese wurde
unter standigem Umwalzen (Peristaltikpumpe Ismatec Sa, Zirich) des Laufpuffers
durchgefinhrt.

2.9.8.3 Denaturierende Gelelektrophorese

(Hodge, 1994)

Fur die Auftrennung von RNA wurden 1 %ige Gele verwendet. Die Gele wurden
wie unter 2.9.8.1 und 2.9.8.2 beschrieben in Horizontal- oder Vertikalkammern
gegossen, wobei fur die horizontale Elektrophorese 1x MOPS-Puffer und fir die
vertikale 1x E-Puffer verwendet wurde. Zusatzlich enthielten diese Gele 7.4%
Formaldehyd, um die Rickbildung der Sekundarstrukturen der RNA wahrend der
Elektrophorese zu verhindern.

Die Proben (20ug Gesamt-RNA) wurden mit 10x MOPS- oder E-Puffer,
Formaldehyd (37 %) und Formamid (40 %) gemischt und 10 min bei 65°C dena-
turiert. Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden Auftragspuffer 2 und Ethidiumbromid
zu der RNA gegeben und der Ansatz auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde bei 4°C und 65 V fur 6-8 h durchgefuhrt.

2.9.9 Transfertechniken von Nukleinsauren
2.9.9.1 Southern-Blot

(Southern, 1975)

Mit Hilfe des Southern-Transfers werden DNA-Fragmente im Kapillarblotting-
Verfahren aus Agarosegelen auf Nitrocellulosemembranen oder Nylonmembra-
nen transferiert. Sollten DNA-Fragmente >10kb aus Gelen transferiert werden,
wurden die Gele zun&chst fir 15 min in 0.25M HCI depuriniert, alle Gele wurden
15 min mit Denaturierungslésung und 15 min mit Neutralisierungslésung behan-
delt. Das Gel wurde luftblasenfrei auf die mit 20x SSC vorbehandelte Membran
gelegt, unter der sich ein ebenfalls mit SSC getranktes Blotting-Papier sowie ca.
30 weitere, trockene Blotting-Papiere befanden. Auf das Gel wurden luftblasen-
frei zwei weitere getrankte Blotting-Papiere gelegt und mit einem langen Blotting-
Papier die Verbindung zu zwei Puffertanks an zwei Seiten der Blot-Apparatur her-
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gestellt. Die GrofRen der jeweiligen Papiere und Membrane wurde so gewahlt,
dass sie genau die Gelgro3e abdeckten.

Der Transfer erfolgte N, anschlie3end wurde die Position der Geltaschen auf
der Nitrocellulose markiert und die DNA durch eine Behandlung des Filters im
UV-Stratalinker oder durch Backen (2 h, 80°C) auf der Membran fixiert. Alternativ
wurde flr das Blotten genomischer DNA ein Turboblotter™ (Schleicher & Schilll,
Dassel) nach den Angaben der Hersteller verwendet.

2.9.9.2 Northern-Blot

Die RNA aus dem denaturierenden RNA-Gel (s. 2.9.8.3) wurde direkt nach der
Elektrophorese ohne weitere Vorbehandlung auf einen Nitrocellulosefilter transfe-
riert und nach dem Transfer an die Membran fixiert. RNA-L&ngenstandard enthal-
tende Spuren wurden vom Filter abgeschnitten, die RNA 15 min in 5% Essigséaure
auf der Membran fixiert und 10 min in Methylenblau (0.04 % in 0.5M NaAc, pH5.2)
angefarbt. Uberschiissige Farbung wurde unter flieRendem Wasser entfernt, bis
die blaugefarbten RNA-Banden sichtbar wurden, und die Membran anschliel3end
luftgetrocknet.

2.9.10 Radioaktive Hybridisierungstechniken
2.9.10.1 Hybridisierung von Southern- und Northern-Blots

(Denhardt, 1966)

Die DNA- bzw. RNA-Filter (s. 2.9.9.1 bzw. 2.9.9.2) wurden zur Absattigung
unspezifischer Bindungen mit 15 mL Hybridisierungslésung 1 und 150 uL dena-
turierter Lachsspermien-DNA (10 mg/mL) fur mindestens 2 h bei entsprechender
Temperatur, die je nach Homologiegrad zwischen eingesetzter DNA-Sonde und
zu hybridisierender DNA oder RNA zwischen 55-68°C gewahlt wurde, vorhybridi-
siert. Die radioaktiv markierte DNA-Probe (s. 2.9.3.5) wurde im Thermomixer bei
95°C denaturiert, auf Eis gekihlt und der Hybridisierungslosung zugesetzt.

Die Hybridisierung erfolgte N, anschlieRend wurde 15 min bei RT und 15 min
bei Hybridisierungstemperatur mit 2x SSC und 0.1 % SDS und nochmals bei Hy-
bridisierungstemperatur mit 0.2x SSC und 0.1 % SDS gewaschen. Die Filter wur-
den in PE-Folie eingeschweil3t, in eine Autoradiografiekassette mit Verstarkerfolie
eingelegt, ein Rontgenfilm bei —70°C exponiert und nach 1-10 Tagen entwickelt.
Alternativ wurde der Blot mit dem Phosphor-Imager-System nach 0.5-5 Tagen
ausgewertet.
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2.9.10.2 Hybridisierung der genomischen Cosmid-Bibliothek 129/Ola

Die Hybridisierung der Cosmid-Bibliothek erfolgte nach den von der RZPD emp-
fohlenen Bedingungen. Die 12 Cosmid-Filter wurden im Wasserbad je nach Ho-
mologie der Sonde zum gesuchten Klon bei 55-65°C 2 h in Hybridisierungslosung
2 mit 500 pL Lachsspermien-DNA (10 mg/mL) vorhybridisiert. Nach Zugabe der
denaturierten Sonde und Hybridisierung N wurden die Filter 2x 20 min in 40 mM
Natriumphosphatpuffer, 0.1 % SDS bei Hybridisierungstemperatur gewaschen, in
PE-Folie eingeschweil3t, autoradiographiert und die Signale nach Angaben der
RZPD ausgewertet. Die berechneten Cosmid-Klone wurden bei der RZPD online
bestellt (http://www.rzpd.de).

2.9.11 In situ -Hybridisierungen

In situ-Hybridisierungen an Embryonen wurden durchgefuhrt, um die raumliche
und zeitliche Verteilung von Transkripten wahrend der Embryonalentwicklung der
Maus zu untersuchen. Zur genaueren Bestimmung der exprimierenden Zellen
erfolgte eine Hybridisierung an Embryonen- oder Gewebsschnitten. Die im fol-
genden beschriebenen Protokolle wurden modifiziert nach Ausubel et al. (1994)
durchgefuhrt und in der Arbeitsgruppe von Dr. A. Kispert im Max-Planck-Institut
fur Immunbiologie in Freiburg erlernt.

2.9.11.1 Digoxygenin-Markierung von Nukleinsauren

Die in vitro-Transkripte wurden nach der Anleitung des DIG-RNA Labeling Kits
markiert. Die zu markierende Template-DNA wurde tber Phenol/Chloroform-
Extraktion und Ethanolfallung aufgereinigt. Die Reagenzien wurden in folgender
Reihenfolge zum Reaktionsansatz pipettiert:

5uL DMDC-H,0O

2 uL 10x Transkriptionspuffer

2 uL linearisierte Plasmid-DNA (500 ng/ulL)
2puL 10x DIG NTP Labeling-Mix

1uL  RNase Inhibitor

1L RNA-Polymerase T3/T7/SP6

2uL 0.2MDTT

Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert und das DNA-Template durch Inkuba-
tion mit 1 ,L DNAse fur 15 min bei 37°C aus dem Ansatz entfernt. Die markierte
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RNA wurde durch Zugabe von 100 ;L DMDC-H,0O, 10 L 4M LIiCl und 300 uL
EtOH gefallt, das Pellet getrocknet, mit 70 % Ethanol/DMDC-H,O gewaschen und
in 55 uL. DMDC-H,0 gelést. Ein 5 uL-Aliquot wurde auf ein nicht-denaturierendes
TBE-Gel aufgetragen, fotografisch dokumentiert und daraus die einzusetzende
Menge der DIG-markierten Sonde abgeschatzt.

2.9.11.2 Praparation von Maus-Embryonen

Weibliche NMRI-M&ause bzw. Sall2-knock out-Mause wurden verpaart und am
nachsten Morgen auf einen Vaginalpfropf als aul3eres Zeichen fir eine erfolgte
Verpaarung kontrolliert. Die Embryonen wurden an den gewiinschten Tagen post
coitum (dpc; 7.5-14.5 Tage pc, fur embryonale Gewebe 12.5-18.5 Tage pc) prapa-
riert, 2x in DMDC-PBS gewaschen und UN in 4 % PFA in PBT fixiert. Am nachsten
Tag folgten zwei Waschschritte in PBT (je 5min) und eine aufsteigende Methanol-
reihe in PBT (25 %, 50%, 75 %, 100 %), um das Gewebe zu entwéssern. Nach
zweimaliger Inkubation in 100 % Methanol fir je 5 min konnten die Embryonen bis
zur weiteren Verwendung bei —20°C in 100 % Methanol gelagert werden.

2.9.11.3 Whole mount- in situ -Hybridisierung

Alle Schritte wurden in sterilen 20 mL Glas-SzintillationsgefaRen mit Schraubde-
ckel oder 12-Loch Zellkultur-Platten durchgefuhrt. Die Gefal3e wurden auf einem
Taumel-Rollenmischer bewegt, die Platten auf einer Laborwippe.

2.9.11.3.1 Vorbehandlung der Embryonen

Die Behandlung der Embryonen vor der Hybridisierung mit DIG-markierten RNA-
Sonden begann mit der Rehydrierung in einer absteigenden Methanolreihe in PBT
(75 %, 50 %, 25 %) fur je 5-10 min. Durch 2 Waschschritte in PBT fur 10 min wur-
den die Methanolreste aus den Embryonen entfernt. Das Bleichen erfolgte in 6 %
H,O, in PBT fur 1 h bei RT, danach wurde erneut in PBT flr 3x 5min gewaschen.
Embryonen, die alter als 8.5 dpc waren, wurden mit einer 0.5 mm Kantle 1-2x im
Kopfbereich punktiert, um eine unspezifische Einlagerung der Sonde in die Hohl-
raume zu vermeiden (probe trapping). Darauf folgte eine Behandlung mit Protein-
ase K (10 ug/mL) bei RT in 12-Loch Zellkultur-Platten, durch die das Gewebe flr
die Sonde zuganglich gemacht wurde. Die Inkubationsdauer variierte abhangig
vom Alter der Embryonen.
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7.5 und 8.5 dpc-Embryonen 1 min

9.5 dpc-Embryonen 4 min
10.5 dpc-Embryonen 6 min
11.5 dpc-Embryonen 8 min
12.5 dpc-Embryonen 10 min
13.5 dpc-Embryonen 12 min
14.5 dpc-Embryonen 14 min

Die Reaktion wurde durch 2x 10 min Waschen mit 2 mg/mL Glycin in PBT bei
RT abgestoppt und die Embryonen danach 3x 5min bei RT in PBT gewaschen.
Nach einer Postfixierung fir 20 min bei RT in 4% PFA/0.2% Glutardialdehyd in
PBT und nachfolgenden 3x 5min in PBT wurden die Embryonen in Zellkultur-
Platten Ubertragen und 5 min bei RT mit 1 mL Hybridisierungslosung 3 inkubiert.
Mit frischer Hybridisierungslésung erfolgte darauf eine Vorhybridisierung fir 1-2 h
bei 70°C im Inkubator, wobei die Zellkultur-Platte in einer Feuchtkammer plaziert
wurde. Die Hybridisierung wurde nach erneutem Wechsel der Hybridisierungslo-
sung und Zugabe der DIG-RNA-Sonde UN bei 70°C durchgefihrt.

2.9.11.3.2 Waschschritte und Antikdrper-Inkubation

Die Embryonen wurden 3x 30 min in vorgewarmter Waschlésung | bei 70°C ge-
waschen, anschliel3end wieder in Szintillationsgefal3e tberfihrt und 3x 5 min bei
RT mit TNT gewaschen. Darauf folgte eine Inkubation in den Zellkultur-Platten fir
30 min mit 100 xg/mL RNase in TNT bei 37°C, um nicht gebundene und damit ein-
zelstrangige RNA abzubauen. Gewaschen wurde anschlie3end 5min bei RT mit
TNT/Waschlosung Il (1:1), 3x 30 min bei 65°C mit Waschlosung Il und 3x 5 min bei
RT mit MAB. Zur Absattigung unspezifischer Bindungen wurden die Embryonen
2-3h in Zellkultur-Platten bei RT mit 10 % Schafserum in MAB/2 % Blocking L6-
sung | inkubiert, 1-2 mL Antikorperldsung mit Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-
Konjugat (Roche Diagnostics) zugegeben und UN bei 4°C unter leichtem Schitteln
inkubiert.

2.9.11.3.3 Waschschritte und Farbreaktion

Am nachsten Tag wurden die Embryonen wieder in Schraubdeckelgefal3e tber-
fuhrt und zunachst 3x 10min bei RT mit MAB gewaschen, darauf erfolgte ein
stindliches Wechseln der Waschlésung Uber den Tag und ein Waschschritt mit
MAB bei 4°C UN. Danach wurde 3x 10min bei RT mit NTMT gewaschen und
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die Embryonen bei RT in Dunkelheit so lange in BM Purple inkubiert, bis die ge-
wuinschte Anfarbung erreicht war; falls nétig, erfolgte die Inkubation UN. Zum Ab-
stoppen der Farbreaktion wurden die Embryonen 3x 5min bei RT in PBT pH4.5
gewaschen und nachfolgend 1 h bei RT bis UGN bei 4°C in 4% PFA/0.1% Glutar-
dialdehyd fixiert. Zur Lagerung verblieben die Embryonen in PBT pH 4.5, zur fo-
tografischen Dokumentation wurden sie in 80 % Glycerol/PBT und fur die Anferti-
gung von Schnitten in 70 % Ethanol/isotonische Kochsalzldsung tberfihrt.

2.9.11.3.4 Gelatine-Einbettung

Zur Anfertigung von Vibratom-Schnitten wurden die Embryonen zunéchst in einen
Gelatine-Block in einer Einbettungsform eingebettet. Dazu wurde in 2mL der
Gelatine-Losung mit 120 L Glutardialdehyd (25 %) eine Polymerisierungsreakti-
on gestartet, kurz verrihrt und luftblasenfrei in eine Einbettungsform tberfihrt. Je
nach Grofl3e wurde ein Embryo nach 30-60 sec auf die polymerisierende Schicht
verbracht und mit einer zweiten Gelatineschicht Giberdeckt. Nach ca. 1 h waren
die Gelatineblocke vollstandig ausgehéartet und konnten im Vibratom auf 20-80 m
geschnitten werden. Zur Lagerung wurde Aqua Poly/Mount aufgetragen, luftbla-
senfrei ein Deckglas aufgelegt und die Objekttrager bei 4°C fur max. 1 Woche
gelagert.

Gelatinelésung

2.2g Gelatine in 450 mL PBS bei 65°C erhitzen
135g Rinderserumalbumin bis zum Ldsen verriihren
90g Saccharose fertige LOsung bei —20°C lagern

2.9.11.4 Herstellung von Paraffinschnitten

Das frisch praparierte Material (Organe, Embryonen) wurde in PBS gewaschen,
UN bei 4°C in PFA fixiert und erneut 2x 5min in PBS bei RT gewaschen. Durch
eine aufsteigende Methanolreihe (s. 2.9.11.2) wurde das Gewebe entwassert
und zur vollstandigen Entfernung des Alkohols 3x 15min in Xylol inkubiert. Fur
die Einbettung wurde eine Paraffin-Einbettungsstation genutzt. Nach Aushartung
des Blocks wurde das Material in einem Mikrotom auf 7 um geschnitten und auf
Superfrost-Objekttrager tberfihrt. Paraffinblécke und Schnitte wurden bei 4°C
gelagert.
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2.9.11.5 Insitu Hybridisierung von Schnittpréaparaten

2.9.11.5.1 Vorbehandlung und Hybridisierung

Die Embryonen- oder Gewebsschnitte wurden zunachst 2x 10 min in Xylol bei RT
deparaffiniert, 5 min in Methanol gewaschen und durch eine absteigende Metha-
nolreihe in DMDC-H,O (75 %, 50 %, 25 %) rehydriert. Nach einem Waschschritt
in PBS fur 5min wurden die Schnitte durch Inkubation fir 20 min in 4% PFA in
PBS postfixiert. Darauf folgten 2x 5min Waschen mit PBS bei RT und eine Be-
handlung mit Proteinase K (10 xg/mL) in 0.1 M Tris pH 7.5 bei 37°C fur 15 min, um
das Gewebe flr die Hybridisierung durch die DIG-RNA-Sonde zuganglich zu ma-
chen. Diese Reaktion wurde durch 0.2% Glycin in PBS abgestoppt, in dem die
Schnitte 1x 10 min bei RT inkubiert wurden. Nach 2 Waschschritten fir 5min in
PBS wurden die Schnitte acetyliert. Dazu wurden die Objekttrager in eine Kivette
mit 0.25 % Essigsaureanhydrid Giberfuhrt, unter heftigem Rihren 0.1 M Triethano-
lamin (pH 8.0) zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte
in PBS und DMDC-H,O fir je 5min bei RT, anschlie3end wurden die Schnitte fur
2h bei 65°C mit je 100 uL Hybridisierungslosung 3 vorhybridisiert. Fur die Hy-
bridisierung wurde 50 pL frische Hybridisierungslosung mit DIG-markierter Sonde
(s. 2.9.11.1) dazugegeben und die Schnitte mit einem sterilem Deckglas abge-
deckt und mit Fotoklebstoff umrandet, um ein Verdunsten der Lésung zu vermei-
den. Die Hybridisierung erfolgte UN bei 65°C in einer Feuchtkammer mit DMDC-
H,O.

2.9.11.5.2 Waschschritte und Antikérper-Inkubation

Der Fotoklebstoff wurde entfernt, die Schnitte 3x 30 min in vorgewarmter Wasch-
|[6sung | bei 65°C inkubiert und 3x 5min mit TNT bei RT gewaschen. Um den
Hintergrund zu reduzieren, folgte eine Behandlung mit 100 ;L RNase (100 pg/mL)
in TNT far 30 min bei 37°C um den Hintergrund zu reduzieren und darauf ein
Waschschritt fir 5min mit TNT/Waschlosung 1l (1:1) bei RT. Die 3 Waschschritte
mit Waschlésung Il wurden fur 30 min bei 65°C durchgefuhrt. Zur Vorhybridisie-
rung wurden die Objekttrager in MAB/2 % Blocking-Lésung | mit 10% Schafse-
rum fur 2-3 h bei RT inkubiert, darauf 200 L Antikdrper-Lésung zugegeben, die
Schnitte mit einem Deckglas abgedeckt und in einer Feuchtkammer bei 4°C N
inkubiert.
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2.9.11.5.3 Waschschritte und Farbreaktion

Die Schnitte wurden zunéchst 3x 10 min bei RT mit MAB, anschlieRend 3x 10 min
mit NTMT bei RT gewaschen. 100 uL Farbelosung wurden auf die Objekttrager
gegeben und unter gelegentlicher Uberpriifung unter einem Mikroskop so langein-
kubiert, bis die gewiinschte Farbintensitat erreicht war. Zum Abstoppen der Reak-
tion wurde 2x 10 min mit PBS bei RT gewaschen, die Fixierung erfolgte fur 45 min
bei RT in MEMFA. Die Schnitte wurden 2x 5min in PBS bei RT gewaschen und
zur Lagerung bei 4°C mit Aqua Poly/Mount Uberschichtet.

2.9.11.6 Herstellung von Embryo-Pulver

(Harlow und Lane, 1988)

Das Maus-Embryo-Pulver wurde verwendet, um unspezifische Antikorper,
die mit Maus-Antigenen reagieren und den Hintergrund erhéhen kénnen, aus
der Antikoérper-Losung zu entfernen. Zur Herstellung wurden ca. 60 14.5 dpc-
Embryonen aus 5 Mausen in DMDC-PBS auf Eis mit einem Dispergierwerkzeug
homogenisiert und mit 4x Vol 4°C kaltem Aceton versetzt. Das Gemisch wurde
kraftig geschuttelt und 30 min auf Eis unter gelegentlichem Schitteln inkubiert.
Nach Zentrifugation bei 10 000x g fir 10 min wurde der Uberstand verworfen und
das pelletierte Praziptitat in kaltem Aceton geldst. Erneut wurde kraftig geschut-
telt, fir 10 min auf Eis inkubiert und bei 10 000x g fir 10 min zentrifugiert. Das Pel-
let wurde auf einem Filterpapier ausgestrichen und wahrend der Trocknungszeit
bei RT wiederholt mit einem Spatel gemischt und verstrichen. Das Embryo-Pulver
wurde bei —20°C in einem luftdichten Behélter gelagert. Vor Benutzung erfolgte
eine Hitzeinaktivierung endogener Alkalischer Phosphatasen durch Inkubation bei
70°C fur 30 min in MAB/Block-Puffer.

2.9.11.7 Fotografische Auswertung

Die in situ-gefarbten Embryonen und Schnittpraparate wurden mit einem Fotoste-
reomikroskop und/oder Fotomikroskop mit Hilfe der Analysis®-Software und einer
digitalen Kamera fotografiert und die Bilder mit den Programmen Corel PhotoPaint
und Microsoft PowerPoint bearbeitet.
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2.9.11.8 Fluoreszenz- in situ -Hybridisierung (FISH)

(Koehler et al., 1996)

Die chromosomale Lokalisation des murinen Sall1-Gens erfolgte Uber mit Hilfe
der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung. Die Methode beruht auf der Hybridisie-
rung von Chromosomenpraparaten mit Biotin-markierten einzelstrdngigen DNA-
Fragmenten an komplementéare Sequenzen auf den denaturierten Chromosomen.
Ein Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltes Antikdrpersystem ermoglicht die Detektion
des Hybridisierungsergebnisses bei gleichzeitiger Verstarkung des Signals. Die in
dieser Arbeit verwendeten Maus-Metaphasenpraparate der WMP-1-Zelllinie (Z6r-
nig et al., 1995) von neugeborenen WMP-Mausen Chromosomen, die die Ro-
bertsonsche Translokation tragen (Said et al., 1986), wurden freundlicher Weise
von Dr. C. Dixkens angefertigt und zur Verfigung gestellt.

2.9.11.8.1 Markierung der Sonde Uber Nick-Translation

(Rigby et al., 1977)

Fur die Markierung grol3er genomischer Fragmente mit markierten Desoxyribo-
nukleotiden wird die Methode der Nick-Translation angewandt. Hierbei setzt eine
Desoxyribonuklease | (DNase I) Einzelstrangbriiche (nicks) in die doppelstrangige
DNA, die durch eine Klenow-Polymerase unter Einbau von im Uberschuss zuge-
setztem Biotin-16-dUTP wieder komplettiert wird. Zeitgleich kommt es durch die
DNAse | zur Fragmentierung des DNA-Templates, so dass markierte Fragmente
von 200-600 bp Lange entstehen. Diese Lange gewéhrleistet eine gute Diffusi-
onsfahigkeit durch Chromosomenmatrix zu den Zielsequenzen und eine spezifi-
sche Hybridisierung.

Hier wurde als Sonde flur die Hybridisierung von Maus-Chromosomenpra-
paraten murine genomische DNA aus dem Cosmidklon C eingesetzt, die mittels
Nick-Translation mit Biotin-16-dUTP in folgendem Reaktionsansatz markiert wur-
de:

1uL DNA (1pg/ul)
5uL dNTP (je 0.2mM dATP, dGTP, dCTP)
1.5uL Biotin 16 dUTP (1 mM)
5uL  Pol I (0.5U/uL) / DNase | (0.4 mU/uL)-Mix
ad50uL H,O

Nach 90 min Inkubation wurde ein Aliquot von 8 nL auf ein 1.6 %iges Agarose-
gel (s. 2.9.8.1) aufgetragen und der Fragmentlangenbereich bestimmt. Bei einer
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mittleren Fragmentlange von 200—600 bp wurde die Sonde mit 10 ;g Lachs-DNA
(zur Absattigung von unspezifischen Sequenzen, siehe Lichter et al. (1988); Pin-
kel et al. (1986)) und 4 g Cotl-DNA (zur Abséttigung von hochrepetitiven Se-
guenzen) prazipitiert und das gewaschene Pellet in Mastermix (8 % Dextransulfat
in 4x SSC) und Formamid (pH 7.0) geldst. Bei einer deutlich gré3eren mittleren
Fragmentlange wurde die Inkubationszeit bei 16°C verlangert oder erneut 50 uL
Markierungsansatz ohne DNA zugegeben, weitere 30 min inkubiert und der Frag-
mentlangentest wiederholt.

2.9.11.8.2 Vorbehandlung und Hybridisierung

Die Proben-DNA wurde bei 75°C im Heizblock denaturiert, zur Absattigung der
hochrepetitiven DNA-Sequenzen bei 37°C vorhybridisiert und auf die denaturier-
ten Chromosomenpraparate gegeben. Die Objekttrager wurden mit einem Deck-
glas abgedeckt, mit Fotoklebstoff umrandet und UN bei 37°C in einer Feuchtkam-
mer hybridisiert.

2.9.11.8.3 Waschschritte und Antikdrper-Inkubation

Durch die Bindung von Fluorochrom-gekoppeltem Avidin an Biotin kann die biotin-
markierte Sonde nach der Hybridisierung unter dem Fluoreszenzmikroskop sicht-
bar gemacht werden. Als Fluorochrom wurde FITC (Fluorescein-5-isothiocyanat)
verwendet, dessen Signal tUber ein Verstarkungssystem verstarkt wird. Dazu wur-
de das Biotin-Signal im ersten Detektionsschritt mit einer Avidin-FITC-Lésung und
im zweiten und dritten Detektionsschritt mit einem biotinylierten anti-Avidin mar-
kiert und darauf erneut mit Avidin-FITC verstarkt, wie im Folgenden kurz erlautert.

Die Objekttrager wurden 1x in 2xSSC, 3x 10 min in 50 % Formamid/2x SSC
und nochmal 3x 5min in 2x SSC gewaschen und fir 30 min bei 37°C in Blocking-
Losung | inkubiert. Die Detektion der gebundenen Sonde erfolgte Uber eine
Antikorper-Reaktion mit FITC-Avidin, das 1:200 in 1% BSA/4x SSC/0.1% Tween
(pH 7.0) verdinnt wurde. Die Lésung wurde auf die Objekttrager aufgetragen,
30 min bei 37°C in einer Feuchtkammer inkubiert und anschlieBend 3x 5min in
4x SSC/0.1% Tween bei 45°C gewaschen. Die Verstarkung des Signals erfolgte
durch einen zweiten Antikdrperschritt mit biotinyliertem Anti-Avidin, 1:100 in 1%
BSA/4x SSC/0.1% Tween verdinnt. Die Inkubation wurde fir 45min bei 37°C
in einer Feuchtkammer durchgefuhrt, die Waschschritte erfolgten bei 45°C 3x in
4x SSC/0.1% Tween. AnschlieRend wurde der Biotinnachweis mit FITC-Avidin
wiederholt.
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2.9.11.8.4 Gegenfarbung der Chromosomen

Im Anschluss an den Immunfluoreszenz-Nachweis wurden die Chromosomen-
praparate mit Propidiumjodid (PI) und DAPI (3 g Pl und 70 ug DAPI in 70 mL
4x SSC/0.1% Tween, Lin et al. (1977)) fur 5-10 min bei RT gegengefarbt. Diese
Substanzen binden ausschlief3lich an DNA und bilden stark fluoreszierende Farb-
komplexe. Nachfolgend wurden die Objekttrager 4x kurz in H,O gewaschen, luft-
getrocknet und mit einer Antifading-L6sung (Johnson und Nogueira Araujo, 1981)
Uberschichtet. Die Auswertung der Chromosomenpraparate erfolgte mit einem
Zeiss Axiophot-Fluoreszenzmikroskop mit Filterradkombination.

2.10 Proteinchemische Methoden

2.10.1 Herstellung der Strep -tag-Fusionsproteine

Zur Gewinnung spezifischer Antikdrper bzw. zur Aufreinigung der bereits vorhan-
denen Antiseren sollten Fusionsproteine in Bakterien erzeugt werden. Hierzu wur-
de das Recombinant Protein Expression and Purification Kit von IBA verwendet.

Der pASK-IBA2-Vektor tragt nach dem Polylinker eine Strep-tag 1lI-Sequenz,
die bei Expression der klonierten cDNA C-terminal das Strep-tag II-Peptid NH,-
WSHPQFEK-COOH an das Protein fusioniert. Dadurch kann das Fusionsprotein
in einem Schritt mittels Chromatographie an immobilisiertem StrepTactin von den
bakteriellen Proteinen abgetrennt und Gber das mit der Alkalischen Phosphatase
(AP)-konjugierte StrepTactin im Western-Blot detektiert werden.

Die Expressionskassette des pASK-IBA2-Vektors steht unter der Kontrolle des
tetA-Resistenzgens, das nach Zugabe von geringen, nicht antibiotisch wirksamen
Konzentrationen an Anhydrotetracyclin (AHT) die Expression der klonierten cDNA
induziert. In Abwesenheit des Induktors wird der Promotor durch das ebenfalls
auf dem Vektor kodierte tet-Repressorgen reprimiert, um einen Wachstumsnach-
teil der Bakterien durch die Produktion des Fremdproteins zu vermeiden. Da der
tetA-Promotor/Operator keinen weiteren zellularen Regulationsmechanismen un-
terliegt, kann weitestgehend jeder E. coli-Bakterienstamm verwendet werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Stamm DH5« genutzt.
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2.10.1.1 Klonierung der Plasmide

Der Polylinker des pASK-IBA2-Vektors tragt u.a. die Restriktionsschnittstelle
Bsal. Das Enzym produziert bei der Restriktion zwei verschiedene Enden, so
dass das Fragment gerichtet in den Vektor kloniert werden kann. Dazu muss die
entsprechende cDNA mit zwei Primern, die die Erkennungssequenz fur das En-
zym enthalten, amplifiziert werden.

Zur Klonierung der verschiedenen cDNA-Fragmente wurden genspezifische
Primer mit 5 -angefligten artifiziellen Bsa I-Schnittstellen mit einer Schmelz-
temperatur von je 64°C hergestellt. Um den Einbau von nicht komplementéren
Nukleotiden in das PCR-Produkt zu vermeiden, wurde die proof reading Pfu
turbo-Polymerase von Stratagene verwendet. Folgende Substanzen wurden in
ein 200 pL-Reaktionsgefal} pipettiert:

x uL Plasmid-DNA (20-200 pg)

5ul  10x Pfu-Polymerase-Puffer
2.5uL  Primer 1 (10 pmol/uL)
2.5uL  Primer 2 (10 pmol/uL)
2.5uL  MgCl, (50 mM)

1uL  dNTP-LOsung (10 mM)

1L Pfu-Polymerase (2.5U/ul)

ad 50 L H,O

Die PCR wurde im GeneAmp-Thermocycler nach folgendem Schema durch-
gefuhrt:

30sec 94°C Denaturierung
30sec 64°C Anlagerung
60 sec 72°C \Verlangerung

Die Ansatze wurden einer initialen Denaturierung bei 95°C fur 3 min unterwor-
fen, der Zyklus 35x wiederholt und die Ansatze nachfolgend flr 5min bei 72°C
inkubiert. Nach der Auftrennung in einem Agarosegel (s. 2.9.8.1) wurden die am-
plifizierten Fragmente isoliert (s. 2.9.4) und mit Bsal restriktionsenzymatisch ge-
spalten. Nach Konzentrationskontrolle auf dem Gel erfolgte die Klonierung in den
vorher mit Bsa | linearisierten pASK-IBA2-Vektor (s. 2.9.5.1) und die Uberpriifung
der amplifizierten DNA mittels Sequenzanlayse durch vektorspezifische Primer (s.
2.9.6).
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2.10.1.2 Zellwachstum, Genexpression und Praparation des Zellextrakts

Als Wirtsstamm fur die Expression wurde der E. coli-Stamm DH5«a verwen-
det. 5mL LB-Medium (100 pug/mL Ampicillin) wurden mit einer frisch ausplat-
tierten Einzelkolonie des transformierten Expressionstammes angeimpft und UN
bei 30-37°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 2x 100 mL LB-Medium
(200 pg/mL Ampicillin) mit je 2.5 mL der Vorkultur angeimpft und bei 37°C bis zum
Erreichen einer ODs5q von 0.5 inkubiert. In einer der Kulturen wurde darauf die
Expression des Fusionsproteins durch Zugabe von 10 L AHT (2mg/mL) indu-
ziert und beide Ansatze wurden fiur weitere 3 h inkubiert. Die Ernte der Zellen
erfolgte durch Zentrifugation bei 4°C und 4 000x g fur 12 min. Nach vollstandigem
Entfernen des Mediums wurde das Pellet bei 4°C in 1 mL Puffer W resuspendiert
und die Zellen durch Ultraschallbehandlung fir 2 min bei 40 % Impulsstarke mit
einem Ultraschallstab (Branson) aufgeschlossen. Zur Abtrennung unléslicher Be-
standteile wurde die Suspension bei 4°C fur 15min bei 14 000x g zentrifugiert,
der klare Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt und bis zur weiteren
Verwendung bei —20°C gelagert.

Um &hnliche Proteinmengen in der Western-Blot-Analyse einsetzen zu kén-
nen, erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der Proteinextrakte (s. 2.10.3). Die
entsprechenden Mengen wurden anschliel3end wie unter 2.10.4 beschrieben elek-
trophoretisch aufgetrennt und mit AP-konjugiertem StrepTactin getestet.

2.10.1.3 Aufreinigung des Fusionsproteins

Fir die Immunisierung von Kaninchen bzw. zur Gewinnung von monospezifischen
Antikdrpern musste das Fusionsprotein von den bakterieneigenen Proteinen ab-
getrennt werden. Hierzu erfolgte eine Aufreinigung der wie unter 2.10.1.2 be-
schrieben gewonnenen Rohextrakte Uber die StrepTactin-Saule. Die S&ule wur-
de zunéachst durch Waschen mit Puffer W (2x 2.5mL) von Resten des Lager-
puffers gereinigt und aquilibriert, anschlieRend wurde 1 mL des Bakterienextrakts
fir 15min bei 14 000x g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand aufgetragen.
Nach vollstdndigem Eindringen in die Matrix wurde diese mit 5x 1 mL Puffer W ge-
waschen, um nicht an das StrepTactin haftende Bestandteile auszuwaschen. Da-
nach erfolgte die Elution der Fusionsproteine mit 6x 0.5 mL Puffer E, der den spe-
zifischen Kompetitor Desthiobiotin enthalt. Das Eluat wurde in 0.5 mL-Fraktionen
aufgefangen und die Séule anschlieRend zur Regenerierung mit 3x 5 mL Puffer
R gespult. Die Bestandteile des Puffers verdrangen das Strep-tag-Peptid von der
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StrepTactin-Bindungsstelle und fluhren zu einer Rotfarbung der Saule, so dass die
Regenerationskapazitat der Saule optisch zu verfolgen ist. Der Puffer R wurde
durch 2x 4 mL Puffer W entfernt und die StrepTactin-Saule konnte bis zur néchs-
ten Aufreinigung in diesem Puffer bei 4°C gelagert werden. Fur die Analyse durch
SDS-PAGE wurden von jeder Fraktion 20 uL auf einem SDS-PAGE-Gel aufge-
trennt, geblottet und wie unter 2.10.1.4 beschrieben mit AP-konjugiertem Strep-
Tactin umgesetzt.

2.10.1.4 Analyse der Expression und der Reinigung

Zur Uberpriufung der Gesamtprotein-Extrakte bzw. der iiber die StrepTactin-Saule
aufgereinigten Eluate erfolgte nach der SDS-PAGE und dem Western Blotting
die Detektion des Strep-tags mittels AP-konjugiertem StrepTactin. Dazu wurden
die Proben wie unter 2.10.4 gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran geblottet (s. 2.10.5). Zur Abschwachung unspezifischer Proteinbindung
erfolgte eine Inkubation des Filters in Blocking-Lésung Il. AnschlieRend wurde die
Membran 3x fur 5min mit PBT gewaschen. Danach wurde der Filter 1 h bei RT
mit ca. 20 mL Blocking-L6sung Il mit 1 : 4000 verdiinntem AP-konjugiertem Strep-
Tactin inkubiert, 3x 1 min mit PBT und 2x 1 min mit PBS gewaschen und die de-
tektierten Banden durch die Farbreaktion der AP mit dem Féarbepuffer visualisiert.
Erfolgte keine Inkubation mit Biotin, wurde das bakterielle BCCP-Protein von ca.
20 kDa ebenfalls detektiert. Die Farbentwicklung erfolgte in Dunkelheit und wurde
bei Erreichen der gewtinschten Intensitat durch Waschen mit H,O abgestoppt.

2.10.2 Kernproteinextraktion aus Gewebe

Alle fUr diesen Versuch verwendeten Losungen wurden auf 4°C gekuhlt und die
Préparationsschritte im Kiuhlraum auf Eis durchgefiihrt.

300 mg Gewebe wurden in PBS gewaschen, in 5 mL Kernproteinpuffer A Uber-
fuhrt und mit einem Dispergierwerkzeug (Ultraturrax) homogenisiert. Nach Zentri-
fugation bei 4°C fur 20 min und 4 000x g wurde das Pellet in 1 mL Kernproteinpuffer
C resuspendiert, 30 min unter Rihren auf Eis inkubiert und anschlielend 30 min
bei 4°C und 15 000x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —70°C gelagert.
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a7

Kernproteinpuffer A

10mM
1.5mM
10 mM
0.5mM
0.5mM
0.5 ug/mL
0.7 ng/mL
1.0 ug/mL

HEPES pH7.9
MgCl,

KCI

DTT

PMSF
Leupeptin
Pepstatin
Aprotinin

Kernproteinpuffer C

20mM
25%
1.5mM
0.42M
0.2mM
0.5mM
0.5mM
0.5 ug/mL
0.7 ng/mL
1.0 pg/mL

2.10.3 Proteinbestimmung

HEPES pH7.9
Glycerin
MgCl,

NacCl

EDTA

DTT

PMSF
Leupeptin
Pepstatin
Aprotinin

Die Konzentrationsbestimmung des I6slichen Proteins erfolgte nach Bradford
(1976), als Standard wurde BSA eingesetzt. Aliquots des Extrakts wurden unter-
schiedlich stark mit H,O verdiinnt, um im linearen Bereich der Eichreihe (0-10 Q)
zu messen. Dabei wurde jede Verdinnung 2x angesetzt, um aus den gemes-
senen Werten die Extinktion mitteln zu kénnen. 20 uL des verdinnten Extraktes
wurden in 94-Loch-Mikrotiterplatten zu 280 mL Bradfordiésung pipettiert und fir
10 min bei RT inkubiert. Der Proteingehalt wurde photometrisch bei 595 nm in
einem Mikrotiterplatten-Photometer bestimmit.
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2.10.4 SDS-Polyacrylamidgel

(Laemmli, 1970)

Zur Auftrennung von Proteinextrakten wurden fertige Gele (s. 2.3.1) mit einem
Acrylamidgehalt von 10-15 % bzw. Gradientengele von 4-12% oder selbst herge-
stellte Gele mit einem Acrylamidgehalt von 10-15% verwendet. Zum Auftragen
wurden die Proben mit 4x Sample Buffer versetzt, 10 min bei 95°C im Thermomi-
xer denaturiert, abgekuhlt und kurz abzentrifugiert.

Zur Herstellung von SDS-PAGE-Gelen wurden die in der folgenden Tabel-
le aufgeflihrten Losungen fur das Trenngel zusammen pipettiert, kurz gemischt,
zwischen zwei gesauberte und mit Agarose abgedichtete Glasplatten gefullt und
mit Wasser Uberschichtet. Nach vollstéandiger Polymerisierung (ca. 1 h) wurde
das Wasser abgeschiittet, die Losungen fur das Sammelgel zusammen gegeben
und auf das Trenngel geschichtet. Der Gelkamm wurde luftblasenfrei eingesetzt.
Nachdem das Sammelgel polymerisiert war, wurde das Gel in der Elektropho-
resekammer befestigt und mit MOPS-Elektrophoresepuffer tberschichtet. Nach
Entfernen des Gelkamms wurden die Taschen gut mit Elektrophoresepuffer aus-
gespult, die Proben aufgetragen und fur 4-8 h bei 100-120 V und 4°C elektropho-
retisch aufgetrennt.

Trenngel (20 mL)

Acrylamidkonzentration 10% 12% 15%

H,O 10mL I9mL 7.5mL
Acrylamidlosung (40%) 5mL  6mL 7.5mL
Trenngel-Puffer (4x) 5mL 5mL 5mL
SDS (10 %) 0.2mL 0.2mL 0.2mL
APS (10 %) 0.1mL 0.1mL 0.ImL
TEMED 20uL  20pL 204l

Sammelgel (10 mL)

H,O 3.7mL
Acrylamidlosung (40%) 1.3mL
Sammelgel-Puffer (2x) 5mL
10% APS 50 uL
TEMED 10 ul
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Die fertigen Gele wurden in die entsprechende Elektrophoresekammer einge-
spannt, die Kammer mit MOPS-Elektrophoresepuffer gefillt und die Proben bei
RT fir 45-120 min bei 200 V aufgetrennt.

2.10.5 Western-Blot

Die Proteine wurden standardméafiig nach einer gelelektrophoretischen Auftren-
nung (s. 2.10.4) auf eine PVDF-Membran transferiert. Hierzu wurden 6 Filterpa-
piere sowie ein PVDF-Filter in der Grol3e des Trenngels zurechtgeschnitten. Es
wurden 3 Filterpapiere in Blotting-Puffer getrankt und auf die untere Elektrode
des Semi-Dry-Blot-Gerats gelegt. Darauf wurde die zuvor fur 10 sec in Methanol
aktivierte und 5min in H,O und 10 min in Blotting Puffer gewaschene Membran
luftblasenfrei aufgelegt. Das Gel wurde von den Gelplatten geldst, vorsichtig auf
die Membran aufgebracht und erneut mit 3 in Blotting Puffer getrankten Filterpa-
pieren Uberschichtet. Nach dem Aufbringen der Kathodenplatte erfolgte der Prote-
intransfer fir 1 h bei max. 5 mA/cm?. Die Membran wurde anschlieRend mit einem
monospezifischen Antikdrper bzw. polyklonalen Antiserum gegen das zu detektie-
rende Protein inkubiert. Wurde ein Proteinmarker ohne Bandenfarbung benutzt,
erfolgte eine reversible Anfarbung der Membran (s. 2.10.7).

2.10.6 Farbung von Polyacrylamidgelen

SDS-Gele wurden standardmalig mit Simply Blue™ Safestain angefarbt. Nach
erfolgter Gelelektrophorese und Blotting wurde das Gel 3x 5min in H,O gewa-
schen, ca. 1h in der Farbelésung geschwenkt und darauf erneut in H,O gewa-
schen, um die Hintergrundfarbung zu reduzieren. Das Gel konnte nun in Plastik-
folie eingeschweil3t und fir einige Wochen gelagert werden.

2.10.7 Reversible Farbung von Western-Blots

(Salinovich und Montelaro, 1986)

An eine Membran gebundene Proteine kdnnen reversibel mit 0.5 % Ponceau S
in 1% Essigsaure angefarbt werden. Diese Methode wurde angewandt, wenn
ein Proteinstandard ohne gefarbte Banden benutzt wurde, um die Qualitat des
Proteintransfers zu kontrollieren und die Markerproteine zur spateren Bestimmung
der Molekulargewichte zu markieren. Die Entfarbung erfolgte durch Waschen in
H,O.
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2.10.8 Immunumsetzung von Western-Blots

Vor der Umsetzung mit dem Antiserum wurden freie Bindungsstellen auf der Mem-
bran 1 h bei RT mit Blocking-Losung Il abgesattigt. Danach wurde der Filter 1-2 h
bei RT mit ca. 20 mL Antiserum (in Blocking-L6sung Il verdiinnt) inkubiert und an-
schlielend ungebundener Antikorper durch 3 Waschschritte von 5-30 min mit PBT
entfernt. Die Inkubation mit dem an eine AP konjugierten Zweitantikérper erfolg-
te fir 1 h bei RT, nachfolgend wurden wieder ungebundene Antikdrper durch 3x
1-15min Waschen in PBT entfernt und die Filter auf die Bedingungen des Farbe-
puffers eingestellt. Die Visualisierung der detektierten Banden erfolgte durch die
Farbreaktion der AP mit dem Farbepuffer. Die Farbentwicklung erfolgte in Dunkel-
heit und wurde bei Erreichen der gewiinschten Intensitat durch Waschen mit H,O
abgestoppt.

2.10.9 Aufreinigung monospezifischer AntikGrper mittels
Western-Blot-Verfahren

Die polyklonalen Antiseren gegen Salll und Sall2 wurden aufgereinigt, um die
spezifisch gegen die Proteine reagierenden AntikGrper von den ubrigen im Se-
rum enthaltenen Antikérpern abzutrennen. Hierzu wurde ein bakterieller Protein-
extrakt mit den jeweiligen StrepTag-Fusionsproteinen nach Aufreinigung Uber die
StrepTactin-Saule mittels PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran trans-
feriert. Nach dem Transfer wurden schmale Randstreifen vom Filter abgetrennt
und mit AP-Streptactin-Konjugat inkubiert, um die Hohe der Fusionsproteinban-
de festzustellen. Diese wurde nach Inkubation mit 200 4L des polyklonalen Anti-
serums ausgeschnitten, 3x 10 min in PBT gewaschen und zur Elution der mono-
spezifischen Antikdrper 15 min mit 1 mL Elutionslésung mit dem Vortexer kréftig
geschuttelt. Nach Waschschritten in PBS wurde der Filterstreifen erneut mit dem
Antiserum inkubiert.

Die eluierten Antikérper wurden in ein Centrisart-Réhrchen Utberfuhrt und
durch Zentrifugtion bei 4°C und 2500x g konzentriert, wobei der Elutionspuffer
in den inneren Stempel Ubertritt und der Antikorper durch die Membran im Aul3en-
rohrchen zuriickgehalten wird. Der Uberstand wurde verworfen, die Restfliissigkeit
mit PBS auf das Ausgangsvolumen aufgeftllt und erneut zentrifugiert. Dieser Vor-
gang wurde so oft wiederholt, bis das KSCN vollstandig aus der Antikérperldsung
entfernt war (3—4x).

Die monospezifische Antikorperldsung wurde mit 0.2 % NaN; versetzt und bei
4°C gelagert.
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Elutionslésung

3M KSCN
0.1% BSA
in1x PBS

2.10.10 Aufreinigung monospezifischer Antikdrper mittels
Affinitats-Saulen

N-Hydroxysuccinimid-aktivierte Sepharose™-Saulen (HiTrap affinity columns,
Amersham Pharmacia Biotech) kénnen kovalent Liganden mit primaren Amino-
gruppen binden. So konnten die Peptide, die zur Immunisierung von Kaninchen
gegen SALL1 eingesetzt wurden, an die Saule gebunden und diese zur Aufreini-
gung monospezifischer Antikorper verwendet werden.

Das zur Vermeidung der Deaktivierung von NHS-Gruppen bei der Lagerung
zugegebene Isopropanol wurde direkt vor der Verwendung mit 3x 2mL 1 mM HCI
(4°C) ausgewaschen. Die Losung wurde mit Hilfe einer Spritze und eines Adapters
auf die Saule appliziert. Um die Matrix nicht irreversibel zu komprimieren, wurde
fur diesen und alle weiteren Schritte eine Flussrate von maximal 1 mL/min einge-
halten. 1 mL der Peptide S1-1 und S1-Il, die in einer Konzentration von je 10 ug/mL
in Bindungspuffer aufgenommen worden waren, wurden auf je eine Saule gege-
ben und diese nach dem Eindringen der Ligandenlésung 4 h bei 4°C inkubiert.
Durch eine Behandlung mit 3x 2 mL Puffer A, 3x 2mL Puffer B, 3xmL Puffer A,
Inkubation bei RT fur 30 min, 3x 2 mL Puffer B, 3x 2 mL Puffer A und nochmals 3x
2 mL Puffer B1 wurden die Uberzahligen aktiven Gruppen, die keinen Liganden ge-
bunden hatten, deaktiviert und unspezifisch gebundene Liganden ausgewaschen.
Die Lagerung der Saulen erfolgte im Lagerungspuffer. Vor der Verwendung fur die
Aufreinigung von Antikorpern wurde der Lagerungspuffer mit 3mL PBS und 3 mL
Elutionspuffer ausgewaschen. AnschlieBend wurde die Saule mit 10 mL PBS aqui-
libriert und 2mL des mit PBS 1:4 verdinnten Antiserums appliziert. Durch eine
am unteren Ende der Saule angebrachte Spritze konnte die Serum/PBS-LOsung
mehrmals durch die Matrix gepumpt werden. Die Séule wurde mit 7x 1 mL PBS
gewaschen und der an die Peptide gebundene Antikérper mit 2 mL Elutionspuf-
fer eluiert. Das Eluat wurde wie unter 2.10.9 beschrieben entsalzt. Die Saulen
wurden mit 7x 1 mL PBS reaquilibriert und bis zur weiteren Verwendung in Lage-
rungspuffer bei 4°C aufbewahrt.
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Bindungspuffer 0.2M NaHCO3
0.5M NaCl
pH8.3
Puffer A 0.5M Ethanolamin
0.5M NaCl
pH 8.3
Puffer B 0.1 M NaAc
0.5M NaCl
pH4.0
Lagerungspuffer 0.05M Na,HPO,
0.1 % Natriumazid
pH7.0
Elutionspuffer 3 M MgCl,
in 1x PBS

2.10.11 Gewinnung eines polyklonalen Antiserums

Aufgereinigte Fusionsproteine kbnnen genutzt werden, um Kaninchen durch Injek-
tion mit dem gewilnschten Antigen zur Produktion von spezifischen Antikdrpern
anzuregen. Zur Praimmunisierung wurden stark tUberexprimierte, aufgereinigte
Strep-tag-Fusionsproteine ausgewahlt und 1:1 mit Freund’s Complete Adjuvans
gemischt. Vor der ersten subkutanen Injektion wurde den Kaninchen Praimmuni-
sierungsserum abgenommen, um nach der Immunisierung eine spezifisch auf das
applizierte Antigen erfolgte Antikdrperbildung nachweisen zu kénnen. Nach 3 Wo-
chen erfolgte eine Boost-Immunisierung mit dem Fusionsprotein 1:1 mit Freund’s
Incomplete Adjuvans versetzt. Es wurde erneut Serum abgenommen, um zu pru-
fen, ob eine Reaktion auf die Erstimmunisierung erfolgt war. 14 Tage nach der
zweiten Immunisierung wurde dem Kaninchen durch Herzpunktion das Blut ent-
nommen. Zur Gerinnung der zellularen Bestandteile wurde das Blut fir 1 h bei
37°C und nachfolgend UN bei 4°C inkubiert. Die agglutinierten Bestandteile wur-
den durch Zentrifugation (15 min, 10 000x g) pelletiert und das aliquotierte Serum
bei —80°C gelagert. Die Uberpriifung auf eine erfolgte Antikdrperbildung erfolgte
mittels Immunodetektion (s. 2.10.5, 2.10.8).
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2.11 Zellkultur

2.11.1 Routinekultur von ES-Zellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden zusammen mit Mitomycin C behan-
delten embryonalen Fibroblasten auf 0.2 % Gelatine beschichteten Kulturschalen
ausplattiert. Das Kulturmedium wurde auf Grund der starken Ansauerung durch
die ES-Zellen taglich gewechselt. Eine erneute Passagierung wurde je nach Dich-
te der Zellen alle 2—3 Tage durchgefihrt und die ES-Zellen in Trypsin/EDTA-Puffer
1:3 bis 1:8 geteilt. Vor der erneuten Ausplattierung wurde die Trypsinldsung durch
Zentrifugation mit 270x g fur 5min bei RT entfernt. Bei jeder Passage wurden
Stocks der ES-Zellen in flissigem Stickstoff kryokonserviert (s. 2.11.3).

2.11.2 Elektroporation und Selektion von ES-Zellen

(Joyner, 2000)

Durch Elektroporation wird eine biologische Membran durch die Einwirkung
kurzer elektrischer Impulse oberhalb der kritischen Feldstarke voriibergehend per-
meabilisiert, ohne die Membranstruktur zu zerstéren. Wéhrend der Phase er-
hohter Durchlassigkeit kann ein Eindringen linearisierter Plasmid-DNA durch die
Membran stattfinden. Die Elektroporation der ES-Zellen wurde nach den Anga-
ben von Joyner (2000) durchgefiihrt. Dazu wurden 7x 10° bis 2x 107 exponentiell
wachsende Zellen nach der Trypsinierung in 800 uL Elektroporationspuffer und
40 1.g linearisierte DNA eingesetzt.

Die wie unter 2.9.1.4 beschrieben aufgereinigte Konstrukt-DNA wurde nach
der Linearisierung mit dem entsprechenden Restriktionsenzym zunachst mit Phe-
nol/Chloroform extrahiert, prazipitiert und gewaschen. Um eine Kontamination mit
Endotoxinen zu vermeiden, fanden dabei samtliche Schritte, soweit moglich, unter
der Sterilbank statt. Das DNA-Pellet wurde luftgetrocknet und in 100 L Elektro-
porationspuffer aufgenommen. Die ES-Zellen wurden nach der Trypsinisierung in
9mL Elektroporationspuffer und nach erneuter Zentrifugation in 700 uL Elektro-
porationspuffer aufgenommen. Die Suspensionen wurden in einer Gene Pulser
Kivette vereinigt und mit 240 V und 55 pF bei RT im Gene Pulser elektroporiert.
Anschlie3end wurden die ES-Zellen fir 20 min auf Eis inkubiert und nachfolgend
in funf 60 mm Kulturschalen auf embryonalen Fibroblasten ausplattiert.

Die Selektion in G418 (Positivselektion) und Gancyclovir (Negativselektion) be-
gann nach 12 bis 16 h. Die Gancyclovir-Selektion wurde nach 5 Tagen beendet,
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wahrend die G418-Selektion bis zur Isolierung resistenter Klone an Tag 8-9 auf-
recht erhalten wurde.

2.11.3 Isolierung und Kryokonservierung von ES-Zellklonen

Resistente ES-Zellklone wurden lichtmikroskopisch identifiziert und die Kolonien
nach einer G418-Selektion Uber 8-9 Tage isoliert. Dazu wurden die Kulturen 1x in
PBS-Puffer gewaschen und mit 10 mL PBS-Puffer Gberschichtet. Die Klone wur-
den mechanisch mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipettenspitze von den Fibroblas-
ten getrennt und bei 37°C in 1x Trypsin-EDTA in 96-Loch-Zellkulturplatten disso-
ziiert. Die Restriktion wurde nach 5min durch Zugabe von 50 uL ES-Zellmedium
gestoppt. Die vereinzelten Klone wurden auf 24-Loch-Zellkulturplatten mit Fibro-
blasten und frischem ES-Zellmedium tbertragen und bei 37°C kultiviert.

Nach 2-3 Tagen wuchsen die Einzelklone zur Konfluenz und wurden er-
neut trypsinisiert. Eine Halfte der Zellen wurde wieder auf Fibroblasten aus-
plattiert (master plate), wahrend die andere Halfte der Zellen auf einer Gelatine-
behandelten Platte (duplicate plate) inkubiert wurde. Die auf Fibroblasten wach-
senden ES-Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz mit 100 L Trypsin/EDTA
bei 37°C fur 5min dissoziiert, in 1 mL-Kryogefalie (Nunc) uberfihrt und nach Zu-
gabe von 100 uL 2x Gefriermedium gemischt und bei —80°C eingefroren. Die flr
die DNA-Isolierung vorgesehenen Zellen wurden ebenfalls bis zur Konfluenz kulti-
viert und anschlie3end der DNA-Extraktion unterworfen (s. 2.11.4).

2.11.4 DNA-Extraktion aus ES-Zellen

Die Platten mit den ES-Zellen (s. 2.11.1) wurden mit PBS gewaschen und mit
500 uL ES-Lysispuffer pro ES-Zellklon UGN bei 37°C inkubiert. Nach erfolgter Zellly-
se wurde die DNA mit 500 L Isopropanol gefallt und 15 min bei RT unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Der Uberstand wurde danach vorsichtig entfernt. Mit 500 ;L
70 %igem Ethanol wurde die DNA unter Schatteln fir ebenfalls 15 min gewaschen
und die DNA in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt, in dem 90 uL TE-Puffer vorgelegt
waren. Die DNA wurde bei offenem Deckel bei 60°C fir 30 min gelést und dabei
noch vorhandene Ethanolriickstdnde verdampft. Um ein vollstédndiges Losen der
DNA zu erreichen, wurde das Volumen auf 200-300 pL mit TE-Puffer aufgefullt
und eine UN-Inkubation im Wasserbad bei 55°C durchgefihrt.

Die genomische DNA konnte nun restriktionsenzymatisch geschnitten
(s. 2.9.3.1), uber ein ein analytisches Agarosegel aufgetrennt (s. 2.9.8.1) und
einem Southern-Transfer (s. 2.9.9.1) unterworfen werden.
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2.11.5 Herstellung von Chiméaren

Die Isolierung von 2.5 Tage alten Mausembryonen, die Injektion von rekombinan-
ten ES-Zellen in die Embryonen und die Reimplantation der injizierten Blastocys-
ten in pseudoschwangere Mause wurden von Mitarbeiterinnen des Max-Planck-
Instituts fur Experimentelle Medizin, Goéttingen, durchgefuihrt. Die ES-Zellen wur-
den aus Tieren des Mausstammes 129/SvJ isoliert, deren Fell eine braune Far-
bung aufweist (Agouti-Fellmarker). Die bei der Aggregation eingesetzten Blasto-
cysten wurden aus dem C57BL-Stamm isoliert, dessen Mause eine schwarze Fell-
farbung zeigen. Sind ES-Zellen an der Entwicklung der reimplantierten Embryo-
nen involviert, kdnnen die chimaren Tiere anhand einer gescheckten Fellfarbung
identifiziert werden. Mannliche Mause mit einem Chimerismus von mindestens
80 % wurden auf die Stamme C57BL und 129/SvJ zuriickgekreuzt und die Tiere
der F1-Generation im Alter von 5 Wochen mit Hilfe der PCR (s. 2.9.7.3) genotypi-
siert.
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3.1 Isolierung und Charakterisierung des
Salll-Gens der Maus

Bei Beginn der vorliegenden Arbeit waren zwei spalt-homologe Gene der Maus
bekannt, Sall2 (Kohlhase et al., 2000) und Msal, spater Sall3 genannt (Ott et al.,
1996). Da das Gen Msal zum Xenopus-Gen Xsal-1 eine hohere Ahnlichkeit aus-
weist als zu SALL1, wurde vermutet, dass bei der Maus ein weiteres SALL1-
homologes sal-&hnliches Gen existiert. Dieses Gen sollte im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit zunachst isoliert werden.

3.1.1 Isolierung und Charakterisierung zweier genomischer
Cosmidklone

Eine Maus-Cosmid-Bibliothek (s. 2.7.7) wurde mit einer humanen SALL1-Sonde
aus Exon2 (c-son, s. 2.2) nach den von der RZPD empfohlenen Bedingungen
(s. 2.9.10.2) mittelstringent hybridisiert. Das 1.5kb groRe Fragment aus Exon 2
wurde mit den Primern TF1 und TR2 (Kohlhase et al., 1998) amplifiziert und ent-
halt unter anderem die fur den ersten Doppelzinkfinger kodierende Sequenz. Die
Signale wurden ausgewertet und die entsprechenden Klone bestellt. Nach der Re-
hybridisierung mit der humanen SALL1-Sonde erwiesen sich zwei Klone als posi-
tiv (RZPD-ID-Nrs. MPMGc12109685Q3 = Cos C, MPMG¢121J23368Q3 = Cos J),
die im Folgenden kartiert und partiell sequenziert wurden. Ein Teil der klonierten
Fragmente ist in Abb. 3.1 dargestellt.
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3.1.2 Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von
Salll

Aus Cos C konnte das Kpn I-Fragment CK4 (s. Abb. 3.1) isoliert werden, das mit
der humanen SALL1-Sonde c-son hybridisierte. Mit dem 5°- bzw. 3"-Bereich die-
ses Fragments wurden weitere Hybridisierungen der mit verschiedenen Enzymen
restringierten DNA von Cos C durchgefuhrt und so zunachst eine durchgehende
Sequenz von ca. 5000 bp erstellt. Der grol3te offene Leserahmen dieser Sequenz
kodiert im 5"-Bereich fur ein vermutliches C,HC-Einzelzinkfinger (EZF)-Motiv ge-
folgt von Sequenzen, die fur vier C,H,-Doppelzinkfinger (DZF)-Domanen kodieren
(s. Abb. 3.1.3). Die Sequenz, die fur die letzte DZF-Domé&ne kodiert, ist durch ei-
ne Insertion von 1129 bp unterbrochen. Der Vergleich mit der humanen Sequenz
zeigte eine Konservierung der Splei3stellen am Anfang und Ende der eingefligten
Sequenz, was zu der Annahme fiuhrte, dass es sich hierbei um Intron 2 handelt.
Auch die Spleil3stelle 105 bp in 5”-Richtung des C,HC-Zinkfingers ist konserviert,
was vermuten liel3, dass die Position des Intron 1 ebenfalls konserviert ist und
somit noch ein weiteres Exonvorliegt. Damit wurde das Exon mit dem Hauptteil
an Zinkfinger-kodierenden Regionen Exon 2 genannt und eine Lange von 3464 bp
festgestellt, das kleine Exon mit 435 bp wurde Exon 3 genannt.

Um das vermutlich einige kb in 5-Richtung lokalisierte Exonl zu isolie-
ren, wurde der Cos C-Blot mittelstringent mit einem Exon 1 enthaltenden PCR-
Fragment aus SALL1 hybridisiert und das resultierende CE8-Fragment mit huma-
nen Primern sequenziert. Das so identifizierte Exon 1 des Salll-Gens der Maus
weist 76 bp codierender Sequenz und 17 AS 5°-UTR auf (s. Abb. 3.2). Die Lan-
ge des Introns wurde mit 9079 bp bestimmt. Im Rahmen einer anderen Arbeit in
dieser Arbeitsgruppe wurde mittels 5’RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
ein weiteres, nicht translatiertes Exon in 5°-Richtung des ATG ermittelt (Exon 1a),
das ebenfalls in der humanen Sequenz konserviert ist (Archangelo, 1999). Es ist
151 bp lang und wird von Exon 1 durch ein Intron von 1587 bp (Intron 1a) getrennt.

Neben den EZF- und DZF-Motiven sind in der Aminosauresequenz eine Prolin-
reiche (AS 78-94), eine Glutamin-reiche (AS 232-249), eine Alanin-reiche (AS
295-309) und eine Serin-reiche (AS 353-383) Doméane vorhanden (s. Abb. 3.2).

Die gesamte in der vorliegenden Arbeit aus den Cosmidklonen ermittelte ge-
nomische Sequenz betragt 16 410 bp und ist im Anhang (s. Abb. A.1) dargestellt.
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3.1.3 Identifizierung des Transkriptionsendpunktes

Zur Bestimmung des 3'-Endes der Salll-Transkriptionseinheit wurden elektroni-
sche Datenbanken nach Salll-EST-Sequenzen durchsucht. Dabei konnte ein
muriner EST-Klon (Zugangsnr. Al426947, IMAGE-Klon-Nr. 537158) gefunden
werden, der mit dem das Stopp-Kodon enthaltenden Bam HI / Xba I-Fragment
CBX uberlappt und ein Polyadenylierungssignal (Poly-AS) 383 bp in 3"-Richtung
des Stopp-Kodons, gefolgt von einem poly-(A)-Schwanz, aufweist. Des Weiteren
wurde ein EST-Klon (Zugangsnummer AU067623) identifiziert, der mit dem EST-
Klon 537158 uberlappt, im weiteren 3"-Bereich ist jedoch keine weitere Poly-AS-
Konsensus-Sequenz vorhanden. In Burfeind und Hoyer-Fender (1991) wurde ein
Poly-AS mit der Sequenz AATACA beschrieben, und dieses Motiv konnte 728 bp
nach dem ersten Poly-AS gefunden werden. Eine 3"RACE sollte klaren, ob es
moglicherweise noch weitere Transkripte gibt bzw. die Nutzung beider Poly-AS
bestatigt werden, die Methode konnte jedoch nicht etabliert werden. Daher wurde
mittels Northern-Blot-Analyse mit den Fragmenten CE 0.95 480 bzw. CE 0.95 440
(s. 2.2), die vor und hinter dem zweiten identifizierten Poly-AS lokalisiert sind, das
Vorhandensein der entsprechenden Transkripte Uberprift. Dabei ergab sich in
dem Hybridisierungsexperiment mit dem Fragment nach dem Poly-AS 1 ein im
Vergleich zur Kontrollhybridisierung mit der CB0-Sonde schwécheres Signal, in
dem Experiment mit der Sonde nach dem Poly-AS 2 gar kein Signal (Daten nicht
gezeigt). Somit ist anzunehmen, dass beide Poly-AS genutzt werden, weiter 3"-
warts jedoch kein weiteres funktionelles Signal vorliegt.
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119s R L. $§ VvV D 6 P M T F L ¢ G N P V K F P E M 1215
13748 CGGCTCTCAGTGEATGGCCCC ATGACATTTCTAGGAGGCAAT CCTGTCAAGTTCCCAGAAATG 13810
1216 F ¢ K D L. A A R S G S G D P S S8 F W N Q Y 1236
13811 TTCCAGRAGGATCTAGCGGCG AGGTCAGGAAGCGGGGATCCG TCCAGCTTTTGGAACCAGTAT 13873
1237 T A A L § N ¢ L A M K A N E I &8 Vv I 0 N & 1257
13874 ACAGCAGCACTGTCCAACGGG CTGGCCATGAAGGCCAACGAG ATCTCTGTCATTCAGAACGGC 13936
1258 ¢ I P P I P G S L G S G S S P I S G L T G 1278
13937 GGCATCCCTCCAATTCCTGGA AGCCTGGGCAGTGGGAGCTCA CCTATCAGTGGGCTGACTGGG 13999
1279 N Vv E K L. ¢ N &8 E P §$ A P L A ¢ L E K M A 1299
14000 AACGTGGAAAAACTGGGCAAT TCGGAACCCAGTGCTCCTCTG GCTGGCCTGGAGAAMATGECG 14062
13008 8§ E N G T N F R F T R F V E D 8 K E I V 1320
14063 AGCAGCGAGAACGGAACCAAC TTCCGTITTCACCCGCTTCGTG GAGGACAGCAAAGAGATCGTC 14125
1321 T S e 1322
14126 ACAAGCTAAAGCTGCCAGAGT GCTTCCTCTCAGAATGTCGCC CCGAGGTTGGCCTCCTGCCCE 14188
EST-Klon AT426947
14189 TCCCCCCGCCCTTTACCTTCT GGCCCCTGGGACTATGAACTA CACTATGAAGACATTCTTTTG 14251
14252 TATGTTGTTCAACCTCTAGAG TTCTAAGAAAGCTTATTTATT AGTGCTATAACCTTGCTTTGC 14314
14315 AAACAGAGTGCAGGCATTAAC TTTGETCTTCTGTATTTTGGA CTAAATACTAATGGACTAGAG 14377
14378 TGCTCCTAGCTTGCTGTAACA TTTATGGCAATCGCAAGTTGC CCTGCTAGGCGGTCTTAATCC 14440
EST-Klon AU067623
5
14441 GGCATTAACTTATTTTCTATA TCCAGTTTAATATGAATCTGG TETTTGATGCAATGCCTCCCG 14503
_ EST-Klon AT426947
14504 TGATACGTTAGATCTCTAATA AAGTTGTATATAAATGTACAC TTTGATCCTGCTGGAAAATTT 14566
14567 TATCAGCGAACACATTGICTA ATCTTTCCAAACAGATTTAAG GGAAGGACTTTAAGTACAGGC 14629
14630 TGAACATTTGGAAGGCTTAGG GTTTGTTGTTGTTGTTGTTTG TTTGTTTGTTTGTTTGTTTTG 14692
14693 GTTTTGGTTTCATTTTGATTC TAAACTTCAACCTGCTTTTTT TTTTTTGGTTTTGTTTTAGAG 14755
14756 AGTTAACCATTTCCGTTTTGA ACTATTTGTATTGTGCTTTTT ACTTGAGTCGTCTTCAATGTT 14818
14819 AATACGTTTTCTGTACAGTAA TAAGCACGCAGAATTCTTTAG CAGGAAAAAAAAAACCACAAG 14881
14882 TGTTGTTTTGGTAGTTGAAAC TGAGACGTAGCATTTTGGCCT TGTAGGGTATATTCACAGTAG 14944
14945 AAAACGTGTGCTGGAATTTCA CAATGCTGCTAACGATAGCAT CTTGAACGACCTTCAGTGGAG 15007
15008 AAATGZAGATGCTCTTCTATA TACAATAAGAAATATCACTTT CATTAAAATGTACATATGTTC 15070
EST-Klon AU067623

15071 CTTACAAGAGCAARATGCCTCT TGATCAAGAGCAGGTATAGTG TTGGTTTATTTTGTATTAGGT 15133
15134 ATGGAAGGAAAAAAATGGACT GTTACATGCACTTTCTTGGAA AGTTGAAGGGGGGGTTCCAAT 15196
15197 TTCTTTAACATTTAATACTTA CTAACAACAGAGATACTGTAA TTTTACTCAAGTAATCAAATA 15259
15260 CAttttttttgccacagataa 15280

Abbildung 3.2: Genomische Nukleotidsequenz des
sauresequenz des offenen Leserahmens.

Sall1-Gens und die abgeleitete Amino-
Die Sequenz des kodierenden Stranges der cDNA ist

in GroBbuchstaben angefihrt. Die abgeleitete Aminoséduresequenz ist oberhalb der Nukleotidse-
quenz angeordnet und das Startkodon sowie die Exon/Intron-Ubergange durch Fettdruck hervor-
gehoben. Intronische Bereiche sind nur partiell angegeben. Die Zinkfingermotive sind unterstri-
chen, die Poly-AS sind unterstrichen und bezeichnet. Das Stoppkodon nach dem offenen Leserah-
men wurde mit e gekennzeichnet. Die Start- und Endpunkte der Uberlappenden Bereiche zwischen
den EST-Klonen und der 3"-UTR sind durch Pfeile gekennzeichnet und die Klon-Nummern ange-
geben. Die Nummerierungen fir die Nukleotid- und Aminoséuresequenz sind auf beiden Seiten
angegeben.
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3.1.4 Chromosomale Lokalisation von  Salll

Mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (s. 2.9.11.8) wurde die chromosomale
Lokalisation des Salll-Gens durchgefihrt. Dazu wurden Metaphasenpraparate
der Maus-Zellline WMP-1 (Zdrnig et al., 1995) mit einer biotinmarkierten Sonde
des Cosmid-Klons CosJ hybridisiert. Die Abbildung 3.3 zeigt die Lokalisierung
von Salll auf Chromosom 8D der Maus.

Abbildung 3.3: Chromosomale Lokalisation des Sall1-Gens. Der Cosmidklon Cos J (RZPD-
Klon-Nr. MPMGc121J23368Q3) wurde als Sonde an murinen Metaphasechromosomen der Maus-
WMP-1-Zelllinie eingesetzt. Die Pfeile deuten auf die spezifischen Hybridisierungssignale auf den
Chromosomen Rb(8.9) an der Position 8D.

3.2 Untersuchungen zur Expression des
Salll-Gens der Maus

3.2.1 Expression in adulten Geweben

Fur die Expressionsanalyse in adulten Geweben wurde von jedem untersuchten
Gewebe 20 ug Gesamt-RNA fiir einen Northern-Blot (s. 2.9.9.2) eingesetzt. Die
Hybridisierung erfolgte bei 65°C mit der Sonde CBO (s. Abb. 3.1). Die starkste
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Expression war in Niere und Gehirn festzustellen (s. Abb. 3.4), zusatzlich wurden
Salll-Transkripte auch in Leber, Testis und Herz gefunden. In Skelettmuskel und
Lunge konnten keine Salll-Transkripte festgestellt werden. Das Transkript zeigte
eine GroRRe von ca. 5.5kb. Die Integritatskontrolle und Quantifizierung erfolgte
durch eine zweite Hybridisierung mit dem humanen Elongationsfaktor 2 (HEF-2,
S. 2.2).

9.5 =
7.5=—

e (— Sall1

44—

29— ‘U W o B »# b |HEF-2

Abbildung 3.4: Northern-Blot-Analyse des  Sall1-Gens in adulten Geweben. Je 20 ug Gesamt-
RNA wurden fur die Northern-Blot-Analyse eingesetzt und mit der Sonde CBO bei 65°C hybridi-
siert. Die Abb. A zeigt die Detektion des Sall1l-Transkripts in RNA aus Niere, Gehirn, Herz, Testis
und Leber, in RNA aus Skelettmuskel und Lunge konnten dagegen keine Transkripte festgestellt
werden. Die Transkriptlange liegt bei ca. 5.5kb. Die Abb. B zeigt die Nachhybridisierung mit der
HEF-2-Sonde. N: Niere; G: Gehirn; H: Herz; SM: Skelettmuskel; T: Testis; Lu: Lunge; Le: Leber.

3.2.2 Expression in neuralen Embryonalgeweben

Die Expression des Salll-Gens in Embryonen wurde mit Hilfe der whole mount-
in situ-Hybridisierung untersucht. Dazu wurden Embryonen von 7.0-12.5 dpc
prapariert sowie Metanephren aus 14.5 bzw. 18.5 dpc Embryonen isoliert. Zur
genaueren Analyse wurden einige gefarbte Embryonen in Gelatine eingebettet
und mit einem Vibratom auf 20-80 um geschnitten. Von 12.5 dpc Embryonen
und den Metanephren wurden 7 um dicke Paraffin-Schnitte angefertigt und fur die
in situ-Hybridisierung an Schnitten verwendet. Zur Hybridisierung wurde der DIG-
markierte antisense-Strang des Fragments CB3 E (s. Abb. 3.1) eingesetzt.

Ab 7.5 dpc wird eine Salll-Expression im neuralen Ektoderm in einer breiten
anterioren Region im zuklnfitigen Kopf detektiert (s. Abb. 3.5.A). Diese Expres-
sion bleibt bis 8.5 dpc bestehen, wobei eine zusétzliche Expressionsdomane in
der Neuralgrube zu sehen ist (s. Abb. 3.5.B). An 9.5 dpc sind Transkripte in der
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Mittelhirn-Rautenhirngrenze, der anterioren Region des Mittelhirns und der olfak-
torische Plakode zu finden (s. Abb. 3.5.C,D). In spateren Stadien kann ein Signal
ebenfalls im Telencephalon und im medialen Nasalprozess sowie den Olfakto-
rischen Bulbi detektiert werden (s. Abb. 3.5.G,J,L). Salll-Expression ist auch in
dem Gewebe, das die lateralen Ventrikel sowie den dritten und vierten Ventrikel
umgibt, festzustellen (s. Abb. 3.5.N). Im Neuralrohr kdnnen Signale ab 9.5 dpc bis
mindestens 12.5 dpc im Bereich der ependymalen Schicht und der Mantelschicht
gefunden werden (s. Abb. 3.5.C,F,G,M).

3.2.3 Expression in anderen Embryonalgeweben

Von 8.5 bis mindestens 10.5 dpc wird Salll-Expression im posterioren Bereich
und neuformierten Mesoderm der Embryonen detektiert (s. Abb. 3.5.B,C,G). An
8.5 und 9.5 dpc sind Transkripte im Bereich der Branchialbégen zu finden (s. Abb.
3.5.B,C,E), und an 9.5 dpc in dem Mesenchym, das die Mundhdhle auskleidet
(s. Abb. 3.5.E). Des Weiteren sind Signale im Meso- und Metanephros (s. Abb.
3.5.C,FP,Q) und im Epithel des Genitalhéckers (s. Abb. 3.5.K,N) festzustellen.
An 12.5 dpc sind Transkripte im Mesenchym des Oropharynx, genauer in dem
Bereich der Gabelung des Oropharynx in Trachea und Oesophagus, vorhanden
(s. Abb. 3.5.0). Von 10.5 bis mindestens 12.5 dpc kann Salll-Expression in der
Augenlinse detektiert werden (s. Abb. 3.5.G,H,I,L).

3.2.4 Expression in den Gliedmalienknospen

Salll-Expression kann in allen untersuchten Embryonalstadien in den Gliedma-
Benknospen detektiert werden (s. Abb. 3.6). Zu Beginn der GliedmalRenentwick-
lung (10.5 dpc) ist eine verstarkte Expression im posterioren Bereich der Hand-
knospe zu beobachten, ab 11.5 dpc werden die Transkripte zusatzlich anterior de-
tektiert (s. Abb. 3.6.A,B,D). Ab 11.5 dpc teilt sich die Expression in eine proximale
Doméne im Bereich der Handplatte und eine distale Doméne in der epithelialen
Randleiste (ERL) sowie dem darunter befindlichen Mesenchym (s. Abb. 3.6.B,E).
Bei der ERL handelt es sich um eine Schicht von Zellen, die im distalen Gliedma-
Renbereich angesiedelt sind und eine wichtige Rolle bei der Produktion und Steue-
rung von Signalen zur proximodistalen Entwicklung der Gliedmalf3en einnehmen.
In der proximalen Region werden Sall1-Signale sowohl in dorsalen und ventralen
Geweben als auch einer breiteren posterioren und schmaleren anterioren Region
der Handplatte detektiert (s. Abb. 3.6.C,D,G). Ab 13.5 dpc ist eine Abnahme der
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Abbildung 3.5: Expression des  Sall1-Gens wahrend der Embryonalentwicklung der Maus.

A, B, C und G zeigen whole mount-in situ-Hybridisierungen, K und L Ausschnitte von whole mount-
gefarbten Embryonen. In D, E, F, H, | und J sind Vibratom-Schnitte von whole mount-in situ-
gefarbten Embryonen gezeigt, in M, N und Q in situ-Hybridisierungen an Mikrotom-Schnitten von
in Paraffin eingebetteten Embryonen. Die jeweiligen Altersstadien sind angegeben. BB: Dritter und
vierter Branchialbogen; Br: Branchialbégen; CR: cortikale Region; DV: Dritter Ventrikel; ES: epen-
dymale Schicht; Gh: Genitalhdcker; Gl: Glomerulus; HG: Hintere GliedmaRenknospe; Ka: Kapsel;
Li: Linsenvesikel; LV: Lateraler Ventrikel; M: Mundhoéhle; Me: Mesenchym; Mh: Mittelhirn; Mn:
Mesonephros; MR: medulldare Region; MRG: Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze; Ms: Mantelschicht;
NE: neurales Ektoderm; Nf: Neuralfurche; NP: Medialer Nasalprozess; Nr: Neuralrohr; O: Bulbus
olfaktorius; OP: Olfaktorische Plakode; Or: Oropharynx; Os: Oesophagus; R: Rumpfregion; Te:
Telencephalon; Tr: Trachea; Tu: Tubulus; VG: Vordere GliedmaRenknospe; VV: Vierter Ventrikel.
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Expression in den dorsalen Geweben zu beobachten, jedoch nicht auf der ven-
tralen Seite der Gliedmaf3enknospen (s. Abb. 3.6.1,J,L,M). Das Gewebe zwischen
den Fingerstrahlen zeigt eine schwache Farbung an 12.5 dpc (s. Abb. 3.6.F). Im
distalen Bereich beschrankt sich die Salll-Transkription zunehmend auf das Me-
senchym unter den phalangealen Spitzen, in dem eine Abnahme von 14.5 dpc an
beobachtet werden kann (s. Abb. 3.6.H,J,K,L).
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Abbildung 3.6: Expression des  Salll-Gens wahrend der Gliedmaf3enentwicklung. In allen

Bildern sind die GliedmafRenknospen mit der dorsalen Seite zum Betrachter abgebildet, die an-
teriore Seite ist nach oben gerichtet. Die oberen der paarweise angeordneten GliedmalRen sind
jeweils die vorderen, die unteren die hinteren Gliedmaf3enknospen. Die Vibratomschnitte wurden
aus den whole mount-gefarbten GliedmalRen zur linken angefertigt, die schwarzen Linien deuten
die Schnittebene an. Die sagittalen Schnitte zeigen mit der proximalen Seite nach links, die trans-
versen Schnitte mit der posterioren Seite nach links. ER: Epitheliale Randleiste; DM: dorsales
Mesenchym; VM: ventrales Mesenchym; FZ: Bereich zwischen den sich entwickelnden Fingern
bzw. Zehen; PD: posteriore Expressionsdomane; AD: anteriore Expressionsdoméane. Weitere Er-
lauterungen befinden sich im Text.
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3.3 Homologe Rekombination des Salll-Gens

Um die Funktion eines Gens in vivo zu untersuchen, bietet sich die Erzeugung
von knock out-Mausen an, in denen gezielt ein Gen ausgeschaltet ist. Mit Hilfe
eines Targeting-Vektors werden in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) endo-
gene Sequenzen im Allel gegen speziesfremde DNA-Fragmente ausgetauscht,
wodurch das Gen inaktiviert wird (Ausubel et al., 1994; Capecchi, 1989). Der Aus-
tausch erfolgt durch genomische Fragmente, die die speziesfremde DNA flankie-
ren, deren Gesamtgrol3e > 7 kb betragen sollte (Joyner, 2000) und die in richtiger
Anordnung und Orientierung in den Vektor kloniert sind.

Der Targeting-Vektor pTKneo (s. 2.7.2), dessen Gesamtgro3e 8.3 kb betragt,
basiert auf dem pBluescript-Vektor und enthalt somit eine Ampicillin-Resistenz zur
Selektion auf geeigneten Agarplatten (s. 2.6.1). Zusatzlich wurde eine Neomycin-
kassette, die einen Promotor und ein Polyadenylierungssignal der Phosphoglyce-
ratkinase (PGK) besitzt und die Resistenz gegen G418 (s. 2.11.2) bewirkt, in den
Vektor integriert. Zur Negativselektion der embryonalen Stammzellen sind zwei
Herpes simplex-Virus 1-Thyrosinkinase-Gene (HSV-TK) in 5"-Richtung der Neo-
mycinkassette vorhanden. In 5°- und 3"-Richtung der Neomycinkassette befinden
sich Polylinker-Sequenzen, die zur Klonierung von homologen Sequenzen in 5°-
und 3"-Richtung der zu deletierenden Gen-Sequenz dienen.

3.3.1 Herstellung eines Salll-knock out-Konstrukts

Der knock out des murinen Sall1-Gens sollte durch die vollstandige Deletion von
Exon 2 und 3 erfolgen, die mit insgesamt 3899 bp nahezu die gesamte kodieren-
de Sequenz mit allen ZF-Domanen beinhalten. Mit dieser Strategie blieb also nur
Exon 1, das fir keine funktionelle Doméane zu kodieren scheint, erhalten. Fir die
Herstellung des knock out-Konstrukts war es notig, mehr Informationen aus dem
3’-Bereich des Gens zu gewinnen. Da kein weiteres Fragment 3" von CE 0.95
aus Cos C gefunden werden konnte (s. Abb. 3.1), wurde angenommen, dass die-
ser Cosmidklon dort endete. Als das am weitesten 3 -warts gelegene Fragment
wurde CE 0.95 fur die Hybridisierung des zweiten positiven Cosmidklons, Cos J,
eingesetzt. Es konnte ein Bam HI-Fragment (JBal) isoliert werden, das ausrei-
chend Information tber den 3"-Bereich von Salll enthielt. Zur Klonierung in den
pTKneo-Vektor wurde ein 6.2 kb Xho I/Cla I-Fragment in 5" -Richtung von Exon 2
und ein 1.1 kb Xba I-Fragment mit 566 bp aus Intron 2, dem gesamten Exon2
sowie 139 bp aus der 3"-UTR gewahlt.
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Zunachst wurde das 3"-Fragment in den Vektor ligiert und ein Klon mit richtiger
Orientierung des Fragments durch Sequenzierung identifiziert. Das 5 -Fragment
konnte danach aufgrund der passenden Schnittstellen gerichtet in die Sal I/Cla
I-Schnittstellen des so linearisierten Vektors kloniert werden. Die Gesamtgrofe
des Sall1-knock out-Konstrukts betragt 15.2 kb, die Strategie ist in Abb. 3.7 darge-
stellt. Abb. 3.8 zeigt die Uberpriifung des klonierten knock out-Konstrukts mittels
restriktionsenzymatischer Spaltung.

Xbal EcoRI Notl
a b a b awb

15.2 kb —

1.8 kb—
1.5 kb—

1.1 kb—

Abbildung 3.8: Restriktionsanalyse des Salll-knock out-Konstrukts. In den mit a bezeich-
neten Spuren wurde restriktionsenzymatisch gespaltene Salll-knock out-Konstrukt-DNA aufge-
trennt, in den mit b bezeichneten Spuren der pTKneo-Vektor ohne Insert. Anhand der Restrik-
tion mit Xba I, das in der Multiple Cloning Site des Vektors restringiert, konnte die Anwesenheit
des 3’-Fragments (1.1 kb) und die richtige Orientierung des 5 -Fragments gepriift werden (1.5 kb).
Mittels Eco RI-Analyse wurde das Vorhandensein beider Gene flr die Thymidinkinase im knock
out-Konstrukt und pTKneo-Vektor bestatigt (1.8 kb). Die Restriktion mit Not I, das zur Linearisie-
rung des fertigen Konstrukts dienen sollte, zeigt die Anwesenheit nur einer Restriktionsschnittstelle
sowie die Gesamtgrdl3e des klonierten knock out-Konstrukts von 15.2 kb.
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Anhand der Restriktion mit Xba I, das in der Multiple Cloning Site des Vektors
schneidet, konnte die Anwesenheit des 3'-Fragments (1.1kb) und die korrekte
Orientierung des 5"-Fragments verifiziert werden (1.6 kb). Mittels Eco RI-Analyse
wurde das Vorhandensein beider HSV-TKs im knock out- und pTKneo-Vektor be-
statigt (1.8 kb). Die Restriktion mit Not |, das zur Linearisierung des fertigen Kon-
strukts dienen sollte, zeigt die Anwesenheit nur einer Restriktionsschnittstelle.

3.3.2 Herstellung von homolog rekombinierten embryonalen
Stammzellen

RI-ES-Zellen wurden wie unter 2.11.2 beschrieben elektroporiert und 43 resisten-
te ES-Zellklone isoliert (s. 2.11.3). Die von der duplicate plate isolierte ES-DNA
wurde mit Eco RI geschnitten und nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Hybridisierung erfolgte mit der ex-
ternen 240 bp-langen 3"-Sonde JBal X/E4 Bgl Il sowie der internen Neomycin-
Sonde neo (s. 2.2). Aufgrund des hohen A/T-Gehalts der relativ kurzen 3"-Sonde
erfolgte die Markierung mit [a-3?]P dATP (s. 2.9.3.5). Das WT-Allel wurde durch
ein Fragment von 5.7 kb, das rekombinierte durch eines von 2.7 kb représentiert
(s. Abb. 3.9). Von den 43 getesteten ES-Zellklonen erwiesen sich 27 Klone als
positiv. Alle positiven Klone zeigten ein Hybridisierungssignal von 2.8 kb mit der
Neomycin-Sonde (Daten nicht gezeigt).

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

5.7 kb — - ~ ——— - - - b - - — “ -
2.7 kb == e - - -
Abbildung 3.9: Genotypisierung der ES-Zellklone mittels Southern-Blot. Die genomische ES-

Zell-DNA wurde mit dem Enzym Eco RI restriktionsenzymatisch gespalten. Die Hybridisierung
erfolgte mit der exernen 3’-Sonde JBal X/E4 Bgl I, positive Klone zeigen das native Allel durch
eine Bande bei 5.7 kb sowie das mutierte Allel bei 2.7 kb. Die Zelllinien 28, 29, 30, 32 und 35
erwiesen sich als heterozygot fur die eingefligte Mutation.

3.3.3 Generierung von Salll-defizienten Mausen

Die Injektion von rekombinanten ES-Zellen Blastocysten und deren Transfer in
pseudoschwangere Mause wurde von Mitarbeiterinnen des Max-Planck-Instituts
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fur Experimentelle Medizin, Géttingen, durchgefuhrt. 6 mannliche Mause mit 60—
100 % Chimarismus wurden im hauseigenen Tierstall mit Weibchen der Mauslini-
en C57BL und 129/SvJ verpaart. Die Genotypisierung der Nachkommen konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden. Die vorgese-
hene PCR wurde mit drei verschiedenen Primern etabliert, zwei Primer stammen
aus dem nativen Gen und ein Primer aus der inserierten Neokassette (s. Abb.
3.7). Die Primerkombination Ex2 F164 / SA R164 ergibt ein Produkt des nativen
Allels von ca. 400 bp, mit dem Vorwartsprimer neo F264 aus dem Targeting-Vektor
und SA R164 entsteht ein Produkt von ca. 750 bp.

3.4 Herstellung eines monospezifischen
Anti-Sall1-AntikOrpers

3.4.1 Auswahl von Peptiden zur Immunisierung von
Kaninchen

Zur Herstellung eines spezifischen Anti-Sall1-Antikdrpers wurden von der Firma
Eurogentec aus der von der humanen SALL1-cDNA abgeleiteten Aminosaure-
sequenz Regionen herausgesucht, die geeignete Epitope darstellen sollten. In
diesen Regionen wurden anschlieRend zwei Peptide (S1-1 und S1-II) ausgewabhilt,
die eine relativ hohe Homologie zwischen dem murinen Salll- und dem humanen
SALL1-Protein aufweisen (s. Abb. 3.10, 3.11). Gegen diese Peptide wurden An-
tiseren in Kaninchen hergestellt, deren Aufreinigung im Folgenden beschrieben
wird.

3.4.2 Herstellung von Salll- und SALL1-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung der Antiseren sollte Giber Strep-tag-Fusionsproteine erfolgen, die
in den Bereichen des murinen bzw. humanen Proteins liegen, aus denen die Pep-
tide zur Immunisierung eingesetzt wurden (s. Abb. 3.12). Ensprechend wurden
fur die Herstellung der Konstrukte zur Generierung von Salll-Fusionsproteinen
PCRs mit den Primerpaarungen MS1FP F1/MS1FP R1 (MS1-1, PCR-Produkt von
696 bp) und MS1FP F2 / MS1FP R2 (MS1-1l, PCR-Produkt von 669 bp) etabliert
(s. 2.10.1.1). Als Template fur die Amplifikation von MS1-I diente der Sall1l-Klon
CB3, fur die Amplifikation von MS1-1l der Salll-Klon CK4. Fir die Herstellung
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MS1FP F1

1 MSRREKQAKPQ HFQSDPEVAS LPRRDGDTEK EQPSRPTKSK DAHVCGRCCA EFFELSDLLL 60
CEEEEErrrr rerrerreer cerrerr e rerrrrrr e et e e et rrrr e

1 MSRRKQAKEQ HFQSDPEVAS LPRRDGDTEK GQPSRPTKSK DAHVCGRCCA EFFELSDLLL 60

HSFP F1

61 HKKSCTKNQL VLIVNESPAS PAKTFPPGPS LNDPDDQMKD AANKADQEDC SDLSEPKGLD 120
L T A I A O Ll Lt et rrl

61 HKKNCTKNQL VLIVNENPGS PPETFSPSPP PDNPDEQMND TVNKTDQVDC SDLSEHNGLD 120

121 REESMEVEVP VATTTTTTTG GSGGSGGSTL SGVINITTPS CHSGCSSGTS AITTSLPQLG 180
FEEEEEEE 1ol | | \ Frrr trrrrrrrrl

121 REESMEVEAP VANKSGSGTS SGSHSSTAPS SSS5SSS55G GGGSSSTGTS AIJTSLPOLG 180
HS1FP R1

181 DLTTLGNFSV INSNVIIENL QSTKVAVAQF SQEARCGGAS GGKLLISTIM EQLLALQQQQ 240
Frrrreerrr reeerreerr reerrrrerr rrrrrrrr et FETrrrrrrnrd

181 DLTTLGNFSV INSNVIIENL QSTKVAVAQF SQEARCGGAS GGKLAVPALM EQLLALQQQQ 240

MS1FP R1

241 THQLOLIEQT RHQILLLASQ SADLPAAPSI PSQGTLRTSA NPLTTLSSHL SQOLAVAAGL 300
FErrreerrr rerrrreert el Forrrrrrrr e e reetrr rerrr rerd

241 THQLQLIEQI RHQILLIASQ NADLPTSSS PSQGTLRTSA NPLSTLSSHL SQQLAAAAGL 299

Abbildung 3.10: Homologievergleich zwischen den abgeleiteten Aminosduresequenzen

von Salll und SALL1 im Bereich des Peptids S1-I.  Die obere Sequenz stellt die aus dem muri-
nen Salll-Gen abgeleitete Aminosauresequenz dar, die untere ist die aus dem humanen SALL1-
Gen abgeleitete Sequenz. Das C,HC-Zinkfingermotiv ist unterstrichen. Das fiir die Immunisierung
engesetzte Peptid S1-l ist fett gedruckt, die Pfeile symbolisieren die Primer zur Herstellung der
murinen und humanen Fusionsproteine.

MS1FP F2,

719 ALEMHYRTHT GERPFKCKIC GRAFTTKGNL KTHYSVHRAM PPLRVQHSCP ICQKKFTNAV 778
FEEEErrrrr rerrerreer veetreer e rerrrrrrer et e e et rerrrrrerd

720 ALKMHYRTHT GERPFKCKIC GRAFTTKGNL KTHYSVHRAM PPLRVOHSCP ICQRKFTNAV 779

HS1FP F2

779 VLOQOHIRMHM GGQIPNTPVP DNYPESMESD TGSFDEKNFD DLDNFSDENM EECPEGSIPD 838
Frerrrrrrr et ettt rrr e et

780 VLQOHIRMHM GGQIPNTPVP DSYSESMESD TGSFDEKNFD DLDNFSDENM EDCPEGSIPD 839

839 TPKSADASQD SLSSSPLPLE MSSIAALENG MKMINAGLAE QLOASLKSVE NGSMEGDVLT 898
CEEEEErrer rerrerreer cerreer e rerrrrrr e rertre e et e rrrerd

840 TPKSADASQD SLSSSPLPLE MSSIAALENQ MEKMINAGLAE QLQASLKSVE NGSIEGDVLT 899

899 NDSSSVGGDM ESQSAGSPAI SESTSSMQAL SPSNSTQEFH KSPGMEEKPQ RVGPGEFANG 958
Frrreeerrr cererreerr reerrrrrrr rrrrerrrrr et rrrrr bt et

900 NDSSSVGGDM ESQSAGSPAI SESTSSMQAL SPSNSTQEFH KSPSIEEKPQ RAVPSEFANG 959

MS1FP R2

959 LSPTPVNGGA LDLTSSHAEK IIKEDSLGIL FPFRDRGKFK NTACDICGKT FACQSALDIH 1018
Frrrreerrr eerrrreerr reerrrrrrr rrrrrrrr et rrrrrrrrrr e rrrd

960 LSPTPYNGGA LDLTSSHAEK IIKEDSLGIL FPFRDRGKFK NTACDICGKT FACQSALDIH 1019

MS1FP R2

Abbildung 3.11: Homologievergleich zwischen den abgeleiteten Aminosauresequenzen

von Salll und SALL1 im Bereich des Peptids S1-1l.  Die obere Sequenz stellt die aus dem mu-
rinen Sall1-Gen abgeleitete Aminoséduresequenz dar, die untere ist die aus dem humanen SALL1-
Gen abgeleitete Sequenz. Die Bereiche, die DZF-Motiven entstammen, sind unterstrichen. Das
fur die Immunisierung engesetzte Peptid S1-11 ist fett gedruckt, die Pfeile symbolisieren die Primer
zur Herstellung der murinen und humanen Fusionsproteine.
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der Konstrukte von SALL2-Fusionsproteinen wurden PCRs mit den Primerpaa-
rungen HS1FP F1/HS1FP R1 (HS1-1, PCR-Produkt von 531 bp) und HS1FP F2/
MS1FP R2 (HS1-1l, PCR-Produkt von 624 bp) etabliert (s. 2.10.1.1). Hier dienten
als Templates fur HS1-1 der cDNA-Klon Exon1/2 (Blanck, 2000) und fur HS1-II der
Klon GT11/6 (Kohlhase, 1996). Die Primer sind in der Tabelle 2.7.5 sowie den
Abbildungen 3.10 und 3.11 aufgefuhrt. Die Positionen der Fragmente innerhalb
des Proteins sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Die Amplifikate wurden mit Bsa
| restriktionsenzymatisch gespalten und in den ebenfalls mit Bsa | linearisierten
Vektor IBAZ2 ligiert. Mehrere aus der Transformation hervorgegangene Kolonien
wurden in Selektionsmedium angezogen und mittels Restriktionsanalyse vorse-
lektiert. Einige positive Plasmidklone wurden mittels Sequenzanalyse auf mogli-
che Punktmutationen und die Klonierung im korrekten Leseraster Uberpruft. Von
den korrekt amplifizierten und klonierten Plasmiden wurden fur jedes der herzu-
stellenden Fusionsproteine je zwei flr die weiteren Versuche ausgewahlt.

Exon 1 Exon 2 Exon 3
I I [T | . -
GT11/6
Exon1/2
HS1-l HS1-I | 200 AS |
CK4
CB3
MS1-I MS1-I

Abbildung 3.12: Fusionsproteine des  Salll- und SALL1-Gens. Die Struktur des Salll- und
des SALL1-Gens sind aufgrund der grof3en Homologie schematisch in einer Abbildung gezeigt.
Die Zinkfingerregionen sind als senkrechte Balken innerhalb der Aminoséauresequenz dargestellt.
Die diinnen Striche deuten die fir die Amplifikation der FP-Fragmente verwendeten humanen und
murinen Klone an, die dicken Striche stehen fur die FP-Fragmente. Die Haken repréasentieren die
Exon-Intron-Ubergénge.



3 Ergebnisse 75

3.4.3 Gewinnung der Salll- und SALL1-Fusionsproteine

Um die murinen Salll- bzw. humanen SALL1-Fusionsproteine in E. coli nach-
zuweisen, erfolgte eine Anzucht der Bakterien wie unter 2.10.1.2 beschrieben.
Nach der Anzucht der Bakterien und dem Aufschluss der Proteine wurden diese
zur Kontrolle auf einem PAGE-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertra-
gen und der Filter mit StrepTactin umgesetzt (s. 2.10.1.4). Dabei konnten Signale
bei der erwarteten Grof3e von ca. 31.5kDa (MS1-l), 30.5kDa (MS1-1l), 25.5kDa
(HS1-1) und 29.5kDa (HS1-1l) detekiert werden (Abb. 3.13). Davon sind etwa
5kDa auf das Strep-tag Il-Peptid zurlickzufihren. Die Extrakte zeigten unter-
schiedlich viele unspezifische Banden unklarer Herkunft.

ca. 35 kDa— H ‘ —MS1-I
ca. 32 kDa< —HS1-l
ca. 31.5 kDa— h - —MS1-1

ca. 29.5 kDa~ SHS1-

ca. 20 kba— (il —BCCP

Abbildung 3.13: Western-Blot-Analyse bakteriell exprimierter Salll- und SALL1-
Fusionsproteine. Die transformierten Bakterienkulturen wurden nach 3h Inkubation mit
Anhydrotetracyclin geerntet und der Zellextrakt aufgeschlossen. Nach PAGE und Elektrotransfer
wurde die Membran mit AP-konjugiertem StrepTactin umgesetzt und mit NBT/BCIP gefarbt.
1: MS1-I; 2: MS1-Il; 3: HS1-1; 4: HS1-II.

3.4.4 Gewinnung von monospezifischen
Anti-Sall1-Antikdrpern
Die zur Aufreinigung der Antiseren verwendeten Fusionsproteine konnten nun ein-

gesetzt werden, um aus den bereits vorhandenen Seren monospezifische Anti-
korper gegen Salll bzw. SALL1 zu isolieren. Hierzu mussten die Rohextrakte
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der geernteten Proteine zunachst tber immobilisiertes StrepTactin aufgereinigt
werden (s. 2.10.1.3). Je 20 uL der Eluate wurden mittels SDS-PAGE analysiert
und eine Fraktion mit einer deutlichen Fusionsproteinbande ausgewéhlt. Das aus-
gewahlte Eluat wurde eingesetzt, um wie in 2.10.9 beschrieben eine Antikorper-
Aufreinigung durchzufihren. Die Abbildung 3.14.A zeigt die Detektion der MS1-II-
Fusionsproteinbande mit dem Antikorper, der gegen das Peptid S1-II hergestellt
wurde. Bei der Immunumsetzung mit Kernproteinextrakten aus murinem Nieren-
gewebe konnte die native Sall1-Bande jedoch nicht detektiert werden (Daten nicht
gezeigt), so dass eine weitere Methode zur Aufreinigung der Seren angewendet
wurde. Die von der Firma Eurogentec synthetisierten und mit den Seren geliefer-
ten Peptide wurden wie unter 2.10.10 beschrieben an eine Affinitats-S&ule gebun-
den und die Seren zur spezifischen Bindung der Antikdrper auf die so praparierte
Saule gegeben. Die eluierten Antikérper wurden entsalzt und zunachst gegen
Western-Blots der Fusionsproteine getestet. Wie in Abb. 3.14.B gezeigt, konnte
das Fusionsprotein MS1-1 erfolgreich mit dem Antikérper, der gegen das Peptid
S1-I hergestellt worden war, detektiert werden. Daher folgten weitere Untersu-
chungen, um die Qualitat des aufgereinigten Antikérpers zu testen.

3.4.5 Nachweis von Salll in Kernproteinextrakten

Das Salll-Protein sollte als Transkriptionsfaktor im Zellkern lokalisiert sein. Dies
wurde im Rahmen anderer Experimente mit Hilfe von SALL1-Green fluorescent
protein-Fusionsproteinen nachgewiesen (Rieger, 2001). An Kernproteinextrakten
aus murinem Nierengewebe sollte nun die Prasenz von Salll durch eine Western-
Blot-Analyse gezeigt werden. Fur das Salll-Protein wurde, abgeleitet von der
AS-Sequenz, eine Grol3e von ca. 158 kDa angenommen. Aus einer Nierengewe-
be wurden wie unter 2.10.2 beschrieben Kernproteine extrahiert und mit dem tber
die Affinitatssaule aufgereinigten anti-Sall1-1 Antiserum inkubiert. Da durch den
zu Beginn der Aufreinigung durchgefuhrten Verdinnungsschritt mit dieser Metho-
de keine Anreicherung des Antikorpers erfolgte, wurden die Filter nur mit relativ
geringen Verdinnungen inkubiert (s. 3.15). Das Antiserum detektierte eine Bande
von ca. 160kDa, die dem angenommenen Molekulargewicht des Salll-Proteins
entspricht.
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Abbildung 3.14: Test der unterschiedlich aufgereinigten Antikérper auf ihre Antigen-
Spezifitat. Die Abbildung A zeigt die Detektion der Fusionsproteinbande MS1-1l bei ca. 35kDa
mit dem Uber das Western-Blot-Verfahren aufgereinigten Antikérper. Die Spuren 1 und 2 wurden
mit StrepTactin, die Spuren 3 und 4 mit einer 1:500-Verdiinnung des Antikérpers und die Spuren
5 und 6 mit einer 1:1000-Verdunnung des Antikdrpers umgesetzt. In den mit einer ungeraden
Zahl bezeichneten Spuren wurden die jeweiligen Zelllysate, in den Spuren anderen Aliquots einer
Elutionsfraktion aufgetragen.

In der Abbildung B ist die Detektion des MS1-1 FPs mit dem mittels Affinitatssdule aufgereinigten
Antikdrper gezeigt. Die Spuren 1 und 2 wurden mit einer 1:50-Verdiinnung des Antikérpers um-
gesetzt, die Spuren 3 und 4 mit einer 1:100-Verdiinnung, 5 und 6 mit einer 1:250-Verdinnung des
Antikérpers und die Spuren 7 und 8 mit StrepTactin. In den mit einer ungeraden Zahl bezeichne-
ten Spuren wurden die jeweiligen Zelllysate, in den anderen Spuren Aliquots einer Elutionsfraktion
aufgetragen.

3.4.6 Herstellung eines Antiserums gegen Salll

Nach der Aufreinigung des Sall1l-I-Antiserums mit einer Affinitatssaule war es zwar
gelungen, das Salll1-Protein in Kernproteinextrakten nachzuweisen, jedoch waren
die Spezifitat und die Starke des Signals nicht von einer Qualitat, die den Einsatz
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Abbildung 3.15: Nachweis des Salll-Proteins in Kernproteinextrakten. Aus Nierengewebe
der Maus wurden Kernproteine prapariert und einer PAGE und einem Elektrotransfer unterworfen.
Der Blot wurde mit dem Anti-Sall1-1 Antikbrper umgesetzt, mit AP-konjugiertem Anti-Kaninchen
Zweitantikorper inkubiert und mit NBT/BCIP gefarbt. Die Spuren 1 und 2 wurden mit einer 1:100-
Verdinnung des Antikorpers inkubiert, die Spuren 3 und 4 mit einer 1:50-Verdinnung.

des Antiserums flr in situ-Hybridisierung von Gewebeschnitten erlaubte. Daher
sollten mit einer weiteren Methode, bei der nicht gegen Peptide, sondern gegen
Proteine immunisiert wird, neue Antikdrper gewonnen werden. Fur die Herstel-
lung eines Antiserums gegen Salll sollte das Fusionsprotein verwendet werden,
dass die gro3te Homologie zwischen der murinen und der humanen Aminoséaure-
sequenz aufweist. Folglich wurde das S1-1I-FP fir die Immunisierung ausgesucht
(vgl. Abb. 3.11). Die Herstellung und Aufreinigung der Strep-tag-Fusionsproteine
fur Salll und SALL1 lie3 erkennen, dass das MS1-1I-FP starker als das HS1-II-FP
in den Bakterien exprimiert wird (s. 3.13), welches daher fir die Injektion von Ka-
ninchen verwendet wurde. Die Analyse des Antiserums konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr erfolgen.

3.5 Untersuchungen zur embryonalen Expression
des Sall2-Gens der Maus

Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass das Sall2-Gens der Maus
hauptséachlich im Gehirn und der Niere exprimiert wird, und eine Analyse mittels
RT-PCR hatte ergeben, dass Sall2-Transkripte bereits in Embryonen des Entwick-
lungsstadiums 8.5 days post coitum (dpc) vorhanden sind (Kohlhase et al., 2000).
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In der vorliegenden Arbeit sollten genauere Untersuchungen Uber die embryonale
Expression von Sall2 durchgefihrt werden.

Aus dem 1B2-Subklon von Cosmid 7 (s. Abb. 3.17, S. 82) wurde eine DIG-
markierte antisense-Sonde hergestellt und fir die in situ-Hybridisierung ver-
schiedener Embryonalstadien (s. 2.9.11.3) eingesetzt. Verwendet wurden daflr
aus CD1-Méausen préaparierte Embryonen der Altersstadien 7.5-12.5 dpc. Ei-
nige der gefarbten Embryonen wurden zur besseren Untersuchung der Sall2-
exprimierenden Gewebe in Gelatine eingebettet und mit einem Vibratom geschnit-
ten (s. 2.9.11.3.4).

3.5.1 Expression in neuralen Embryonalgeweben

Die Abbildung 3.16.A zeigt, dass die Expression von Sall2 bereits in den friihes-
ten untersuchten Stadien (7.5 dpc) beginnt. Dabei ist eine starke Anfarbung im
neuralen Ektoderm in einer breiten anterioren Region des zukulnftigen Kopfes zu
finden. Ein identisches Expressionsmuster ist auch im 8.5 dpc-Embryo (s. Abb.
3.16.B) festzustellen. Am Tag 9.5 dpc zeigen das Neuralrohr und grof3e Bereiche
des Vorder-, Mittel- und Rautenhirns ein starkes Signal (s. Abb. 3.16.C—E). Diese
Expression bleibt auch am Tag 10.5 dpc bestehen (s. Abb. 3.16.G, H). Die Anfar-
bung des Neuralrohrs lasst ab Tag 11.5 nach, das Telencephalon und der dritte
Ventrikel zeigen eine Sall2-Expression bis mindestens 12.5 dpc. In den otischen
Vesikeln kdnnen Sall2-Transkripte an 9.5 dpc detektiert werden.

3.5.2 Expression in anderen embryonalen Geweben

Am Tag 7.5 und 8.5 dpc wird Sall2 nahezu ubiquitdr im gesamten neuralen Ek-
toderm und im neuformierten Mesoderm des sich entwickelnden Embryos expri-
miert (s. Abb. 3.16.A,B). Kurz darauf schrankt sich die Expression auf spezifische
Strukturen ein. Wie an den Vibratom-Sektionen von 9.5 dpc-Embryonen (s. Abb.
3.16.D,E) zu erkennen, ist die Anfarbung bevorzugt im Epithel lokalisiert. An 9.5
und 10.5 dpc ist eine starke Anfarbung des Mesonephros zu erkennen (s. Abb.
3.16.C,D,F). Ab 9.5 kdnnen Sall2-Transkripte im optischen Vesikel und an 10.5 in
der Linsenplakode detektiert werden (s. Abb. 3.16.C-E,H,J). Ab Tag 11.5 pc be-
grenzt sich die Expression auf den Bereich des Augenbechers, in dem der Uber-
gang zwischen der duf3eren und inneren optischen Schicht lokalisiert ist.
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11.5

Abbildung 3.16: Expression des  Sall2 -Gens wéhrend der Embryonalentwicklung der Maus.

A, B, C, F, 1 und L zeigen whole mount-in situ-Hybridisierungen, in D, E, G, H, J und K Vibratom-
Schnitte von whole mount-in situ-gefarbten Embryonen. Die jeweiligen Altersstadien sind angege-
ben. A: Auge; Ab: Augenbecher; DV: Dritter Ventrikel; LV: Lateraler Ventrikel; Me: Mesencepha-
lon; Mh: Mittelhirn; Mn: Mesonephros; NE: neurales Ektoderm; Nr: Neuralrohr; OG: Olfaktorische
Grube; OtV: Otischer Vesikel; OV: optischer Vesikel; Rh: Rautenhirn; Te: Telencephalon; Vh: Vor-
derhirn; VV: Vierter Ventrikel. Die Erklarung befindet sich im Text.
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3.6 Homologe Rekombination des Sall2 -Gens

3.6.1 Herstellung eines Sall2 -knock out-Konstrukts

Bei Aufnahme der vorliegenden Arbeit lagen weder Erkenntnisse Uber die Funk-
tion des murinen Sall2-Gens noch des humanen SALL2-Gens vor. Daher sollten
Sall2-knock out-Mause erzeugt werden , durch deren Analyse Erkenntnisse Uber
die Funktion des Gens gewonnen werden sollten.

Zur Herstellung eines knock out Targeting-Konstrukts musste zunachst die ge-
nomische DNA-Sequenz des Intron 1 und der 3"-untranslatierten Region (3 -UTR)
vervollstandigt werden, um geeignete Fragmente zur Klonierung in den Targeting
Vektor pTKneo zu finden. Dazu wurde das Intron 1, von dem eine grobe Restrik-
tionskarte vorhanden war (Altmann, 1998), auf weitere Schnittstellen untersucht
und sequenziert. Zudem wurde aus der genomischen Maus-Cosmid-Bibliothek (s.
2.7.7) der Cosmidklon Cos N isoliert (s. 2.9.10.2), der zusétzliche Informationen
im 3"-Bereich des murinen Sall2-Gens enthalt.

3.6.1.1 Charakterisierung des Intron 1 und der 3"-Region von Sall2

Um den Intron 1-Bereich naher zu charakterisieren, wurden aus den vorhande-
nen Klonen mit Hilfe weiterer Restriktionsspaltungen Subklone hergestellt, durch
deren Sequenzierung mit vektor- und sequenzspezifischen Primern (s. 2.7.5) die
vollstandige Sequenz von Intron 1 erstellt werden konnte (s. Abb. A.2).

Fir die weitere Charakterisierung des 3"-Bereichs musste zuné&chst die geno-
mische Cosmid-Bibliothek 121 der Maus gescreent werden (s. 2.9.10.2), da der fur
die Isolierung von Sall2 genutzte Cosmidklon 7 in der 3"-UTR endete (Altmann,
1998). Mit den beiden Sonden 1B1 und 1B2 (s. 2.7.6) konnte ein Cosmidklon
(Cosmid N) isoliert werden, der weitere Informationen tUber den 3"-Bereich von
Sall2 enthielt. Durch Hybridisierungen und Restriktionsspaltungen wurde ausrei-
chend Information gewonnen, um ein Fragment fur das knock out-Konstrukt aus-
zuwéhlen (s. Abb. 3.17).

3.6.1.2 Klonierung genomischer Fragmente in den pTKneo-Vektor

Der knock out sollte durch die vollstandige Deletion von Exon 1la und Exon 2 er-
folgen, da mit dieser Strategie annahernd die gesamte kodierende Sequenz und
alle Zinkfinger-kodierenden Regionen aus dem rekombinanten Allel entfernt wer-
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den kénnen. Fur die Klonierung des knock out-Konstrukts musste eine Strategie
gewahlt werden, mit der das bereits in den Vektor ligierte Fragment durch die
Klonierung des zweiten Fragments nicht restringiert wird. Aufgrund der wenigen
vorhandenen Restriktionsschnittstellen in den beiden Polylinkern erfolgte zunachst
eine Klonierung der beiden Fragmente in pBlueskript.

Zunéchst sollte ein Fragment aus Intron 1 in den knock out-Vektor kloniert wer-
den. Aus dem Cosmid 7-Subklon 1BX wurde ein 4.3 kb grol3es Insert mittels Bgl 1l
gewonnen (s. Abb. 3.18.A), mit der Pfu-Polymerase die Enden des Fragments
geglattet (s. 2.9.3.4) und in den zuvor mit Hinc Il linearisierten und dephospho-
rylierten pBlueskript-Vektor ligiert. Aus diesem wurde das Fragment mit den Re-
striktionsenzymen Xho | und Cla | wieder herausgespalten und gerichtet in den
mit Sal | und Cla | geschnittenen pTKneo-Vektor kloniert (s. Abb. 3.18.B). Bei den
Restriktionsenzymen Xho | und Sal | handelt es sich um kompatible Enzyme, die
uberlappende und somit wieder ligierbare Uberhange erzeugen, aber durch die
Ligation das Erkennungspalindrom der Ausgangssequenz verlieren. Aus dem 3’-
Bereich des Gens wurde aus Subklon NB4 ein 3 kb grol3es Fragment mittels Bam
HI und Bgl Il isoliert und in die Bam HI-Schnittstelle des zweiten Polylinkers klo-
niert (Bgl Il und Bam HI sind ebenfalls kompatibel; s. Abb. 3.18.A,B). Da diese
Klonierung nicht gerichtet erfolgen konnte, wurde durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung ein Klon ermittelt, der die richtige Orientierung aufwies. Damit
stand ein Sall2-knock out-Konstrukt mit einer GesamtgréRe von 16.2 kb zur Verfi-
gung, das fur die homologe Rekombination von murinen embryonalen Stammzel-
len verwendet werden konnte.

Die Restriktionsanalyse des Konstrukts ist in Abbildung 3.19 dargestellt. Die
restriktionsenzymatische Spaltung mit Bam HI zeigte die richtige Orientierung
des 5°-Fragments anhand der 7.3kb-Bande, bestehend aus beiden TKs, dem
pBlueskript-Vektor sowie dem 5-Bereich des Bgl II/Bgl lI-Fragments. Die wei-
teren Banden entstanden durch das im Bgl 11/Bgl lI-Fragment vorhandenen Bam
HI-Fragment von 2.2 kb und dem Ubrigen knock out-Vektor bei 6 kb. Anhand der
Kpn I-Restriktion konnte sowohl am leeren pTKneo-Vektor als auch am fertigge-
stellten knock out-Konstrukt gepruft werden, ob beide TKs im Plasmid vorhanden
sind. Dies wurde durch die in beiden Spuren vorkommende 1.8 kb-Bande besta-
tigt. Das in beiden Restriktionsanalysen vorkommende 0.8 kb-Fragment besteht
aus dem 5°-Bereich der an den pBlueskript grenzenden HSV-TK. Die zusatzlichen
Fragmente des knock out-Konstrukts sind die 2.8 kb-Bande aus dem 3 Bereich der
zweiten TK und dem 5°-Bereich des 5’-liegenden genomischen Fragments sowie
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die 10.8 kb-Bande, bestehend aus dem restlichen 5 -Arm, der Neokassette, dem
3"-Arm und dem pBlueskript-Vektor. Anhand der restriktionsenzymatischen Spal-
tung mit Not | konnte gezeigt werden, dass sich sowohl im pTKneo-Vektor als auch
im knock out-Konstrukt nur eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym befindet.

BamHI Kpnl Notl
a b a b a b

16.2 kb —
7.3 kb —

1.8 kb —

0.9 kb —

Abbildung 3.19: Restriktionsanalyse des  Sall2 -knock out-Konstrukts.  In den mit a bezeich-
neten Spuren wurde restriktionsenzymatisch gespaltene Sall2-knock out-Konstrukt-DNA aufge-
trennt, in den mit b bezeichneten wurde der restringierte pTKneo-Vektor ohne Insert aufgetra-
gen. Die Restriktion mit Bam HI zeigt durch das 7.3 kb-Fragment die richtige Orientierung des 5°-
Fragments an. Die 1.8 und 0.9 kb-Bande der Kpn I-Restriktionsanalyse des knock out-Konstrukts
und des pTKneo-Vektors bestétigen die Prasenz beider Gene fur die HSV-TKs. Anhand der Not I-
Restriktionsanalyse konnte gezeigt werden, dass sich sowohl im pTKneo-Vektor als auch im knock
out-Konstrukt nur eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym befinden. Die Gesamtgrofle des
vollstandig klonierten knock out-Konstrukts betragt 16.2 kb.

3.6.2 Herstellung von homolog rekombinierten embryonalen
Stammzellen

RI-ES-Zellen wurden wie unter 2.11.2 beschrieben elektroporiert, selektioniert und
120 resistente ES-Zellklone isoliert (s. 2.11.3). Die von der duplicate plate isolierte
ES-Zell-DNA wurde mit Eco RI geschnitten und nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit der externen 1.7 kb
groBen 5°-Sonde 1B7 E/H sowie der internen Neomycin-Sonde neo (s. 2.2) hy-
bridisiert. Das WT-Allel wurde durch eine 11.2 kb Bande, das rekombinierte Allel
durch eine 10.6 kb Bande reprasentiert. Von den ersten 36 Klonen erwiesen sich
bereits 9 als positiv, so dass die restlichen nicht weiter ausgewertet wurden. Ein
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Beispiel fur die Genotypisierung der ES-Zellklone ist in Abb. 3.20 dargestellt. Alle
positiven Klone zeigen ein Hybridisierungssignal von 4.5kb mit der Neomycin-
Sonde (Daten nicht gezeigt).

2 3 6 8 10 11 79 80 81 82 83 84

- e - - nat. Allel
11.2 kb~ ‘.... rek. Allel

10.6 kb~

Abbildung 3.20: Genotypisierung der ES-Zellklone mittels Southern-Blot. Die genomische
ES-Zell-DNA wurde mit dem Enzym Eco RI restriktionsenzymatisch gespalten. Die Hybridisierung
erfolgte mit der externen 5 -Sonde 1B7 E/H. Die fiir die homologe Rekombination positiven Klone
zeigen das native Allel durch eine Bande bei 11.2kb sowie das mutierte bei 10.6kb. Die ES-
Zellklone 2, 3, 10 und 84 erwiesen sich als heterozygot fur das homolog rekombinierte Allel.

3.6.3 Generierung von Sall2 -defizienten Mausen

Die Injektion von rekombinanten ES-Zellen in Maus-Blastocysten und deren Trans-
fer in pseudoschwangere Mause wurde von Mitarbeiterinnen des Max-Planck-
Instituts fur Experimentelle Medizin, Gottingen, durchgefihrt. Die Mause mit dem
starksten Chimarismus (80-100%, ca. 10 mannliche Tiere) wurden im hausei-
genen Tierstall mit Tieren der Mauslinien C57BL und 129/SvJ verpaart und die
Nachkommen im Alter von ca. 3—4 Wochen durch Analyse mittels PCR an DNA
aus einer Schwanzbiopsie genotypisiert. Dazu wurden drei verschiedene Primer
eingesetzt, zwei aus dem nativen Gen und einer aus der inserierten Neomycin-
kassette (s. Abb. 3.18). Die Primerkombination SA F1/ Ex R1 (s. 2.7.5) ergab ein
Produkt des nativen Allels von ca. 400 bp. Mit dem reversen Primer neo R1 aus
dem Targeting-Vektor und SA F1 entstand ein Produkt von 620 bp, so dass mittels
der amplifizierten Banden eine Genotypisierung zur ldentifizierung heterozygoter
Méause erfolgen konnte. Die Abbildung 3.21 zeigt ein Beispiel fir eine Genotypisie-
rung von Nachkommen einer méannlichen Chimare und Weibchen des Stammes
C57BL.

Konnten unter den Nachkommen keine heterozygoten Tiere gefunden werden,
da sich die rekombinanten ES-Zellen nicht an der Keimbahn beteiligt hatten, wur-
de die Chimére aus der Zucht entfernt. Heterozygote Mause zeigten in keiner der
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620 bp — — rek. Allel

400 bp = == nat. Allel

Abbildung 3.21: Genotypisierung der F1-Generation durch PCR. Gezeigt ist eine gelelektro-
phoretische Auftrennung der Sall2-KO-PCR im 1.5%igen Agarosegel zur Genotypisierung der
Nachkommen aus der Verpaarung einer Chimare mit weiblichen M&usen des Mausstammes
C57BL. Das vom nativen Gen mit den Primern SA F1 / Ex R1 amplifizierte Fragment zeigt ei-
ne Grofe von 400 bp, das mutierte Allel, amplifiziert mit den Primern SA F1 / neo R1, liefert ein
620 bp-Fragment.

beiden Mauslinien (C57BL und 129/SvJ) Auffalligkeiten und wurden zur Generie-
rung homozygoter knock out-Mause miteinander verpaart. In Abb. 3.22 ist die
Genotypisierung von Tieren aus heterozygoten Verpaarungen dargestellt.

++ M+ - - - /-

620 bp = == rek. Allel

400 bp = == nat. Allel

Abbildung 3.22: Genotypisierung der F2-Generation durch PCR. Gezeigt ist eine gelelektro-
phoretische Auftrennung der Sall2-KO-PCR im 1.5 %igen Agarosegel zur Genotypisierung von
F2-Tieren aus Verpaarungen von heterozygoten Mausen des Mausstammes C57BL. Das vom na-
tiven Gen amplifizierte Fragment zeigt eine Gré3e von 400 bp, das mutierte Allel liefert ein 620 bp-
Fragment.
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3.7 Analyse Sall2 -defizienter Mause

3.7.1 Statistische Analyse der Wurfgré3en und Genotypen

Erste Beobachtungen der Nachkommen aus heterozygoten Verpaarungen zeig-
ten keinen auffalligen Phanotyp in homozygoten F2-Tieren. Um eventuelle Ab-
weichungen von den Mendel-Regeln feststellen zu kbnnen, wurde von den beiden
Zuchtlinien (C57BL und 129/SvJ) eine Statistik Gber die Wurfgré3en und den Ge-
notyp der Nachkommen erstellt.

3.7.1.1 Der Hintergrund C57BL

Durch Verpaarungen von 4 transmittierenden méannlichen Chimaren mit Weib-
chen des Stammes C57BL wurden in der F1-Generation heterozygote (+/-) und
Wildtyp-(+/+) Nachkommen generiert. Dabei betrug die Zahl der heterozygoten
Mause 30 bei einer Gesamtzahl von 79 in 11 Wirfen (durchschnittlichen Anzahl
von 7 Nachkommen pro Wurf). Der Anteil homozygoter (—/—) Nachkommen aus
Verpaarungen heterozygoter Tiere belief sich bei 12 Wuirfen mit insgesamt 92
Nachkommen auf 18 Tiere (20 %), was nach den Mendelschen Regeln annahernd
dem zu erwartenden statistischen Viertel entspricht. Die durchschnittliche Anzahl
der Nachkommen pro Verpaarung betrug 8. Dieses Ergebnis kann als Hinweis
darauf gedeutet werden, dass Sall2~/~-Mause keine embryonalen Entwicklungs-
stérungen aufweisen und nach der Geburt normal lebensfahig sind. Die Mé&use
unterschieden sich auRerlich in keiner Weise von ihren Sall2*/~- und Wildtyp-
Geschwistern. Die Nachkommen aus homozygoten Verpaarungen zeigten eben-
falls keine Auffalligkeiten. In Tabelle 3.1 ist die Verteilung der genotypisierten
Nachkommen mit C57BL-Hintergrund in den beiden Generationen dargestellt.

Anzahl  Anzahl Mittlere Wildtyp Heterozygot Homozygot
Wirfe Nachkom- WurfgroRe (+/+) (+/-) (/=)
men
F1 11 79 7.2 49 (62 %) 30 (38 %) X
F2 12 92 7.7 25 (27.2%) 49 (53.3%) 18 (19.6%)
Tabelle 3.1: Verteilung von Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Sall2 -Mausen auf

dem C57BL-Hintergrund.
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3.7.1.2 Der Hintergrund 129/SvJ

Durch die Verpaarung einer transmittierenden mannlichen Chimére mit Weibchen
des Stammes 129/SvJ wurden in der F1-Generation bei 3 Wirfen mit einer durch-
schnittlichen Nachkommenzahl von 6 Tieren 13 heterozygote (+/-) und 5 Wildtyp-
(+/+) Nachkommen generiert. Bei insgesamt 92 Nachkommen von 19 Wirfen aus
Verpaarungen heterozygoter Tiere betrug der Anteil homozygoter (—/-) Nachkom-
men 24 Tiere (26.1 %), was nach den Mendelschen Regeln dem zu erwartenden
statistischen Viertel entspricht. Die durchschnittliche Anzahl der Nachkommen
pro Verpaarung betrug 4.8 Tiere, was etwas unter dem Durchschnitt von 6 Nach-
kommen beim Stamm 129/SvJ liegt. Die Sall2~/~-M&use entwickelten sich normal
und zeigten keine Aufélligkeiten oder Unterschiede zu ihren Sall2+/~- und Wildtyp-
Geschwistern. Die homozygoten Sall2~/~-Tiere waren fertil und die Nachkommen
ebenfalls unauffallig. In Tabelle 3.2 ist die Verteilung der genotypisierten Nach-
kommen mit 129/SvJ-Hintergrund in den beiden Generationen dargestellt.

Anzahl  Anzahl Mittlere Wildtyp Heterozygot Homozygot
Wirfe Nachkom- WurfgroRe (+/+) (+/-) (--)
men
F1 3 18 6 5(27.8%) 13 (72.2%) X
F2 19 92 4.8 27 (29.3%) 41 (44.6%) 24 (26.1%)
Tabelle 3.2: Verteilung von Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Sall2 -Mausen auf

dem 129/SvJ-Hintergrund.

3.7.2 Deletionskontrolle des Sall2 -Gens durch
Northern-Blot-Analysen

Fir die Kontrolle der Deletion des Sall2-Gens in den Mutanten wurden aus adulten
Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Mausen (Hintergrund 129/SvJ) Nieren
prapariert und die isolierte RNA mit der 1B2-Sonde hybridisiert.

Die Abbildung 3.23 zeigt, dass wie erwartet in heterozygoten Mausen die Tran-
skriptmenge verringert ist und homozygote Mause keine Sall2-Transkripte expri-
mieren. Die Quantifizierung der eingesetzten RNA-Menge erfolgte durch eine Re-
hybridisierung mit einer menschlichen $-Actin-Sonde (s. 2.2).
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Abbildung 3.23: Northern-Blot-Analyse Sall2 -defizienter Mause. Die Abbildung zeigt eine
Northern-Blot-Analyse mit je 20 ug Gesamt-RNA aus Nierengewebe von Wildtyp-Mausen sowie
von heterozygoten und homozygoten Sall2-knock out-Mausen. Das Sall2-Transkript hybridisierte
bei ca. 5kb, die 5-Actin-Sonde zur Quantifizierung bei ca. 2 kb.

3.7.3 Histologische Analysen an Organen  Sall2 -defizienter
Mause

Histologische Untersuchungen verschiedener Organe wurden freundlicher Weise
von Dr. Schulz-Schaeffer, Abt. Neuropathologie, Universitatsklinikum Géttingen,
durchgefuhrt. Mehrere Organe einer adulten Sall2-knock out-Maus auf dem Hin-
tergrund 129/SvJ wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit verschiede-
nen Methoden angefarbt. Besonderes Augenmerk wurde auf die Gewebe gerich-
tet, die starke Sall2-Expression in den whole mount-in situ-Hybridisierungen oder
in der Northern-Blot-Analyse zeigten. In Abbildung 3.24 ist eine Zusammenstel-
lung von Gewebeaufnahmen dargestellt. Bei den histologischen Untersuchungen
ergaben sich keine auffalligen Befunde.

3.7.4 Analyse der Salll-Expressionin Sall2-knock
out-Embryonen

Eine mdgliche Kompensation der Sall2-Defizienz durch das Sall1-Gen sollte an-
hand von Expressionsanalysen fiir das Sall1-Gen der knock out-M&use tberpriift
werden. Erflllt das Sall1-Gen partiell oder vollstandig die Aufgabe des in der
Maus deletierten Sall2-Gens, ist eine verstarkte oder ektopische Expression zu
erwarten. Ist dagegen Sall2 an der Regulation der Salll-Expression beteiligt,
ist eine verminderte Sall1-Expression zu erwarten. Daher wurden whole mount-
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Abbildung 3.24: Histologische Analysen an einer Sall2 ~/~-Maus. Gezeigt sind Aufnahmen
von Schnitten, die von verschiedenen Organen einer Sall2-knock out-Maus hergestellt wurden. A,
B, D und H wurden mit Hamalaun-Eosin, C, D und G nach der van Gieson-Methode, F mit PAS
angefarbt. A: Ausschnitt eines Mediosagittalschnitts durch die Kleinhirnrinde; B: Ausschnitt eines
senkrechten Durchschnitts durch die Niere; C, D: Ausschnitte aus einem senkrechten Durchschnitt
durch das Auge; E: Querschnitt durch die Herzmuskulatur des linken Ventrikels; F: Ausschnitt eines
senkrechten Durchschnitts durch die Milz; G: Ausschnitt eines senkrechten Durchschnitts durch
den Testis; H: Ausschnitt eines Querschnitts durch die quergestreifte Muskulatur. Ch: Choroidea;
G: Glomerulus; Is: innere plexiforme Schicht der Netzhaut; K: Kérnerschicht der Kleinhirnrinde;
KB: Kern einer Bindegewebszelle; KH: Kern einer Herzmuskelzelle; KS: Kern einer Skelettmuskel-
faser; L: Leydig-Zwischenzelle; M: Molekularschicht der Kleinhirnrinde; Mb: Markblatter; Mk: Milz-
knotchen mit Zentralarterie; Of: Optikusfaserschicht; S: auf3ere plexiforme Schicht der Netzhaut;
Sg: Spermatogonie; Sm: Spermium; So: Stratum ganglionare n. optici; Sp: Stratum photosenso-
rium; Sr: Stratum ganglionare retinae; Sz: Spermatozyt |; T: Tubulus der Niere; Z: Zone der Innen-
und AuRRenglieder der Sehzellen.

in situ-Hybridisierungen an 9.5 bzw. 10.5 dpc-Sall2~/~-Embryonen aus Sall2~/~-
Verpaarungen mit einer DIG-markierten antisense-Sonde des CB3 E-Fragments
aus Salll (s. Abb. 3.1, S. 57) durchgefuhrt. Es konnte keine Veradnderung in
der Expression des Sall1-Gens oder der Lokalisierung der Transkripte festgestellt
werden. Die Abbildung 3.25.A zeigt einen 9.5 dpc-Embryo, in dem das typische
Salll-Expressionsmuster mit Transkripten in der Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze, in
einem anterioren Bereich des Mittelhirns, im Neuralrohr, in der Region des drit-
ten und vierten Branchialbogens, im Mesonephros und einem grof3en Bereich der
Schwanzspitze (vgl. auch Abb. 3.5, S. 80) detekiert wurde. Im Embryonalstadi-
um 10.5 dpc konnte wie bei Wildtyp-Embryonen eine beginnende Expression in



3 Ergebnisse 92

einer posterioren Doméne der vorderen Gliedmalienknospen beobachtet werden
(s. Abb. 3.25.F).

3.7.5 Morphologische Analysen an  Sall2 -knock
out-Embryonen

Im Verlauf der Préaparation von Sall2—/~-Embryonen aus Verpaarungen homozy-
goter Sall2-Deletionsmutanten flr whole mount-in situ-Hybridisierungen wurden
an mehreren Embryonen verschiedener Altersstadien Fehlbildungen im Kopfbe-
reich festgestellt (s. Abb. 3.25), die bei der Praparation von Wildtyp-Embryonen
fur whole mount-in situHybridisierungen nicht beobachtet wurden.

Aus 7 Verpaarungen konnten 16 Embryonen préapariert werden, womit die
durchschnittliche Anzahl von Nachkommen bei 2.8 lag. 9 dieser Embryonen zeig-
ten eine normale und dem jeweiligen Alter entsprechende Morphologie, 7 wiesen
dagegen unterschiedlich starke Storungen bei der Entwicklung verschiedener Ge-
hirnbereiche auf. In den Abbildungen 3.25.B und D ist ein 9.5 dpc-Embryo ab-
gebildet, bei dem festgestellt wurde, dass der rostrale Neuroporus nicht, wie bei
normalen Embryonen dieses Entwicklungsstadiums (Abb. 3.25.A, C), geschlos-
sen war, sondern bei dem die Vorderhirnwilste noch auseinander standen. Der
Kopf &hnelte dem eines in der Entwicklung noch nicht so weit fortgeschrittenen
8.5 dpc-Embryonen. Dieser Defekt konnte bei den Sall2—/~-Embryonen nur im
Bereich des rostralen Neuroporus, nicht aber im Bereich des caudalen Neuro-
porus oder des Neuralrohrs beobachtet werden. Die Abbildungen 3.25.F und H
zeigen einen Embryo, bei dem eine gestérte Vorderhirn-Entwicklung beobachtet
wurde. Die lateralen Ventrikel waren nicht so ausgebildet wie in einem normal
entwickelten 10.5 dpc-Embryo (s. Abb. 3.25.E, G), da der Bereich zwischen den
Ventrikeln unvollstandig ausgebildet zu sein scheint und die Vorderhirnwilste weit
auseinander klaffen. In den Abbildungen 3.25.1 und J sind Aufnahmen eines 10.5
dpc-Embryonen dargestellt, der im Vergleich zu dem Embryo in den Abbildun-
gen 3.25.E und G eine stark reduzierte Mittelhirn-Struktur aufweist, wodurch die
Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze (MRG) aus dem Kopf hervorzustehen scheint. Auch
das Vorderhirn ist in diesem Embryo deformiert, die posteriore Region vor dem
Ubergang zum Mittelhirn ist stark eingedriickt oder nicht richtig miteinander ver-
wachsen.
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Abbildung 3.25: Morphologische Analyse Sall2 -defizienter Embryonen. Gezeigt sind
Sall2—/~-Embryonen der Stadien 9.5 und 10.5 dpc aus verschiedenen Verpaarungen von Sall2-
defizienter Mause ohne (A, C, E und G) und mit Gehirnfehlbildungen (B, D, F, H, |, J). Bis auf |
und J sind jeweils die entwicklungsgestérten Embryonen zum Vergleich neben gleichaltrigen Ver-
gleichstieren in lateraler bzw. frontaler Ansicht dargestellt. Die Pfeile zeigen auf die deformierten
Gehirnregionen. Der Embryo in B und D wurde zur besseren Visualisierung der Morphologie nach
der Hybridisierung mit einer sense-Sonde Uberfarbt, alle anderen Embryonen wurden mit einer
DIG-markierten Salll-Sonde hybridisiert. Mh: Mittelhirn; MRG: Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze; Vh:
Vorderhirn.

3.8 Herstellung eines Anti-Sall2/SALL2-AntikOrpers

Um die Expression des Sall2-Proteins in situ und in Western-Blots von Mausgewe-
ben untersuchen zu kénnen, sollte ein monospezifischer Anti-Sall2-Antikorper her-
gestellt werden. Dies lasst sich durch eine Immunisierung von Kaninchen mit dem
gesamten Protein, einem Teil des Proteins oder einer kurzen Peptidsequenz aus
dem Protein erreichen. Da die Aminosauresequenz des murinen Sall2-Proteins
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und des humanen SALL2-Proteins sehr homolog ist (86 %, Kohlhase et al. (2000)),
sollte versucht werden, einen Antikdrper der spezifisch beide Proteine detektiert
zu gewinnen. Dazu sollte in der vorliegenden Arbeit ein Fusionsprotein (FP) aus
einem Bereich des Proteins hergestellt werden, der eine hohe Homologie zu dem
humanen Homolog SALL2 aufweist. Um unspezifische Kreuzreaktionen des An-
tikdrpers mit anderen Proteinen zu vermeiden, sollte der Bereich zudem mog-
lichst wenige Homologien zu anderen Proteinen, insbesondere Zinkfingerprote-
inen, aufweisen. Das FP sollte nachfolgend zur Immunisierung von Kaninchen
genutzt werden. Des Weiteren sollte versucht werden, tUber das hergestellte FP
aus einem gegen das humane SALL2-Protein hergestellten Antiserum (Kohlhase,
2000a) Antikorper gegen humane SALL2- bzw. murine Sall2-Proteine zu isolie-
ren. Dazu wurde das Proteinexpressionskit Recombinant Protein Expression and
Purification Kit von IBA verwendet (s. 2.10.1).

3.8.1 Herstellung von Sall2- und SALL2-Fusionsproteinen

Fur die Herstellung des Konstrukts zur Generierung eines murinen Sall2-FPs
(MS2) wurde eine PCR mit den Primern MS2FP F2 / MS2FP R1 etabliert
(s. 2.10.1.1). Als Template fur die PCR, mit der ein Produkt von 495 bp amplifiziert
wurde, diente der Sall2-Klon 1B6 (s. Abb. 3.17). Der Forward-Primer MS2FP F2
reicht innerhalb der im Anhang dargestellten Sequenz des murinen Sall2-Gens
(s. Abb. A.2) von bp 17394 bis bp 17414, der reverse Primer MS2FP R1 von
bp 17870 bis bp 17888. Das amplifizierte Fragment liegt im Bereich der zwei-
ten Doppelzinkfinger (DZF)-Domane, der ein weiterer Einzelzinkfinger (EZF) folgt
(s. Abb. 3.26). Fur das humane SALL2-FP (HS2) wurde mit der Primerkombinati-
on HS2FP F1 / HS2FP R2 ein Produkt von 651 bp an dem genomischen Phagen-
klon H6 (Kohlhase, 1996) amplifiziert. Die Primer liegen innerhalb der humanen
Aminosaure (AS)-Sequenz (Kohlhase et al., 2000) im Bereich der AS 535-542
fur HS2FP F1 und AS 746-752 fur HS2FP R2. Damit deckt HS2 ebenfalls den
Bereich des zweiten DZF und des nachfolgenden EZF ab (s. Abb. 3.26).

Beide PCR-Produkte wurden mit Bsa | restriktionsenzymatisch gespalten und
in den gleichfalls mit Bsa | linearisierten Vektor IBA2 ligiert. Mehrere aus der
Transformation hervorgegangene Kolonien wurden in Selektionsmedium angezo-
gen und mittels Restriktionsanalyse vorselektiert. Einige positive Plasmidklone
wurden mittels Sequenzanalyse auf mdgliche Punktmutationen und die Klonierung
im korrekten Leseraster Uberprift. Von den korrekt amplifizierten und klonierten
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Abbildung 3.26: Fusionsproteine fiir das murine Sall2 - und das humane SALL2-Gens. Die
Karte zeigt schematisch die Struktur des murinen Sall2- bzw. des humanen SALL2-Proteins, die
aufgrund der grol3en Homologie durch ein Schema darzustellen sind. Die Zinkfinger sind als senk-
rechte Balken dargestellt. Das Fusionsprotein FP1 wurde zur Herstellung des bei der Aufnahme
dieser Arbeit vorliegenden Antiserums gegen das humane SALL2-Protein eingesetzt. Die FPs
sind als dicke Striche dargestellt, die Klone, die als Templates dienten, werden durch die diinnen
Striche reprasentiert. Das Hakchen gibt den Ubergang von Exon 1 zu Exon 2 an.

Plasmiden wurden je zwei des Sall2- bzw. SALL2-Gens fir die weiteren Versuche
ausgewahlt.

3.8.2 Gewinnung der Sall2- und SALL2-Fusionsproteine

Um das MS2- bzw. HS2-FP in E. coli nachzuweisen, erfolgte eine Anzucht wie
unter 2.10.1.2 beschrieben. Das tet-Repressorgen verhindert die Expression des
klonierten Gens im Zusatz-freien Medium, durch die Zugabe von Anhydrotetracy-
clin wird die Expression des FPs induziert. Das carboxyterminal fusionierte Strep-
tag lI-Peptid ermdoglicht die Erkennung durch mit der AP konjugiertem StrepTactin.

Nach der Anzucht der Bakterien und dem Aufschluss der Proteine wurden
diese zur Kontrolle auf einem PAGE-Gel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und diese mit StrepTactin umgesetzt (s. 2.10.1.4). Dabei konnten
Signale der erwarteten Gro3e von ca. 25kDa (MS2) und ca. 35kDa (HS2) de-
tekiert werden (s. Abb. 3.27). Davon sind etwa 5kDa auf das Strep-tag II-
Peptid zurickzufuhren. Das HS2-FP lieferte ein starkeres Signal als das MS2-FP.
Die 20 kDa-Bande ist auf das bakterielle, kovalent biotinylierte Biotinyl-Carboxyl-
Carrier-Protein (BCCP) zurlckzufuhren, das ohne Avidin-Behandlung zusatzlich
detektiert wird (Schmidt und Skerra, 1993). Unter Anzuchtbedingungen von 30°C,
unter denen auch die hier gezeigten Fusionsprotein-exprimierenden Bakterien ver-
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mehrt wurden, stellte sich in diesen Experimenten das Bakterienprotein als Dop-
pelbande dar.

- + - + - + - +
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Abbildung 3.27: Western-Blot-Analyse der Fusionsproteine Sall2 und SALL2. Gezeigt ist ein
mit NBT/BCIP-gefarbter Westernblot der Fusionsproteine MS2 und HS2 nach PAGE und Elektro-
transfer. In den ersten vier Spuren wurden Zelllysate von Sall2-transformierten Bakterien, in den
nachsten vier Spuren Lysate von SALL2-transformierten Bakterien aufgetrennt, wobei die mit +
bezeichneten 3 h mit dem Induktor Anhydrotetracyclin inkubiert wurden und die mit — bezeichne-
ten Parallelansatze ohne Induktion als Kontrolle dienten. HS2: humanes SALL2-Fusionsprotein;
MS2: murines Sall2-Fusionsprotein; BCCP: biotinyliertes Bakterienprotein.

3.8.3 Gewinnung von Antikorpern gegen das murine Sall2-
und das humane SALL2-Protein.

Die FPs konnten nun eingesetzt werden, um aus dem bereits vorhandenen anti-
SALL2-Serum Antikorper zu isolieren, die sowohl das murine Sall2- als auch das
humane SALL2-Protein binden. Das Serum war durch Immunisierung eines Ka-
ninchens mit einem SALL2-FP gewonnen worden (Kohlhase, 2000a). Es enthalt
ein 115 AS grol3es Fragment des SALL2-Proteins, welches den zweiten Doppel-
zinkfinger sowie den nachfolgenden Einzelzinkfinger einschliel3t (s. Abb. 3.26). Da
das HS2-FP ein wesentlich starkeres Signal aufwies als das MS2-FP und die Ho-
mologie zwischen den verwendeten murinen und humanen Aminosauresequenz
im Uberlappenden Bereich bei 97 % liegt (Kohlhase et al., 2000), sollte HS2 fur die
weiteren Versuche verwendet werden und die so erhaltenen monospezifischen
Antikorper auch zur Detektion des murinen Proteins eingesetzt werden.

Die Rohextrakte der geernteten Proteine wurden zunéchst Uber immobilisier-
tes StrepTactin aufgereinigt (s. 2.10.1.3). Je 20 uL der Eluate wurden mittels SDS-
PAGE analysiert und eine Fraktion mit einer deutlichen Fusionsproteinbande ge-
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wahlt (s. Abb. 3.28). Das ausgewahlte Eluat wurde eingesetzt, um wie in 2.10.9
beschrieben eine Antikérper-Aufreinigung mittels Western-Blot-Verfahren durch-
zuftihren. Zur Uberpriifung der gewonnenen Antikorper wurde eine Immunode-
tektion gegen das HS2-FP mit verschiedenen Verdinnungen des Antiserums und
des Antikorpers durchgefuhrt. Wie in Abbildung 3.29 gezeigt, konnte mit dieser
Methode kein wirkungsvoller monospezifischer Antikorper aufgereinigt werden.

ca. 35 kDa — — HS2

ca 20 kDa — o v wed | —BCCP
| S5 ]

Abbildung 3.28: Aufreinigung des Fusionsproteins HS2 Uber immobilisiertes StrepTactin.

Die Western-Blot-Analyse zeigt die Anreicherung des Fusionsproteins HS2 in den Elutionsfrak-
tionen nach der StrepTactin-Aufreinigung Uber die Saule. In Spur 1 wurde das Zelllysat, in den
Spuren 2-7 je 20 uL der Elutionsfraktionen aufgetragen. Der Filter wurde mit AP-konjugiertem
StrepTactin umgesetzt und mit NBT/BCIP gefarbt. HS2: humanes SALL2-Fusionsprotein; BCCP:
biotinyliertes Bakterienprotein.

3.8.4 Herstellung eines Antiserums gegen Sall2

Die Versuche zur Herstellung von Sall2- bzw. SALL2-Fusionsproteinen ergaben
eine deutlich starkere Expression des humanen HS2-FPs gegentber dem muri-
nen MS2-FP (s. Abb. 3.27). Die geringe Menge des erhaltenen MS2-FPs liel3
eine erfolgreiche Immunisierung bezweifeln. Da die Homologie der verwendeten
murinen und humanen Aminosauresequenz fur HS2 bzw. MS2 im Uberlappenden
Bereich bei 97 % liegt (Kohlhase et al., 2000), wurde die Immunisierung von zwei
Kaninchen nur mit dem HS2-FP durchgefuhrt. Dabei wurde angenommen, dass
das erhaltene Antiserum aufgrund der hohen Homologie sowohl mit dem huma-
nen SALL2- als auch mit dem murinen Sall2-Protein reagieren wirde. Die Analyse
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des Antiserums konnte nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.

ca. 35 kDa—\
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Abbildung 3.29: Test des Antiserums und des Antikdrpers gegen das Fusionsprotein HS2.
Gezeigt ist ein mit NBT/BCIP-gefarbter Westernblot des Fusionsprotein HS2 nach PAGE und Elek-
trotransfer. Der mit 1 bezeichnete Membranstreifen wurde zur Kontrolle mit AP-konjugiertem Strep-
tactin umgesetzt. Fiur die mit 2, 3 und 4 bezeichneten Filterstreifen diente das Antiserum als
Erstantikdrper in den Verdiinnungen (von rechts nach links) 1:100, 1:500 und 1:1000. Der Zweit-
antikorper war mit alkalischer Phosphatase konjugiert. Die drei letzten Spuren auf dem Filter
waren mit dem aufgereingten Antikérper in den Verdiinnungen 1:100 (5), 1: 500 (6) und 1:1000 (7)
inkubiert worden. HS2: humanes SALL2-Fusionsprotein; BCCP: biotinyliertes Bakterienprotein.

3.9 Untersuchungen zur Expression des
Sall3-Gens der Maus

Aus der Publikation von Ott et al. (1996) ist bekannt, dass das murine Sall3-Gen
(vormals Msal) im embryonalen Gehirn, im Neuralrohr und in den aus dem Meso-
derm entstehenden Strukturen exprimiert wird. Um die Expression von Salll und
Sall3 miteinander vergleichen bzw. gegeneinander abgrenzen zu kénnen, sollten
whole mount-in situ-Hybridisierungen mit einer DIG-markierten Sall3-Sonde an
7.5-12.5 dpc Embryonen durchgefiihrt werden.

3.9.1 Generierung einer Sall3-Sonde

Ott et al. (1996) haben die Nukleotidsequenz sowie die daraus abgeleitete Ami-
nosauresequenz des Sall3-Gens beschrieben. Mit Hilfe dieser Daten wurden die
Sequenzen fur zwei Primer, MS3 F1 und MS3 R2 (s. 2.7.5), abgeleitet, mit deren
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Hilfe ein 1.7 kb grofRes Sall3-Fragment an genomischer DNA amplifiziert werden
konnte (2.9.7.2; s. Abb. 3.30). Dieses als Sonde eingesetzte Fragment (Sall3)
beinhaltet die fur den C,HC-Zinkfinger und die ersten Doppelzinkfingerkoméane
kodierende Sequenz am 5"-Ende von Exon 2 des Sall3-Gens. Das PCR-Produkt
wurde in den Vektor pGEM-T kloniert und zur Herstellung einer DIG-markierten
antisense-Sonde verwendet.

1.7 kb — - Sall3

Abbildung 3.30: Amplifikation der  Sall3-Sonde. Eine PCR mit den Primern MS3 F1 und MS3
R2 wurde an muriner genomischer DNA durchgefiihrt. Es konnte ein 1.7 kb-Fragment (Sall3) am-
plifiziert werden, das fiir whole mount-in situ-Hybridisierungen eingesetzt werden sollte.

3.9.2 Expression des Sall3-Gens in neuralen embryonalen
Geweben

Abbildung 3.31.A zeigt eine Expression von Sall3 bereits in den frihesten un-
tersuchten Stadien (7.5 und 8.5 dpc) im gesamten neuralen Ektoderm (s. Abb.
3.31.B). An 9.5 dpc zeigen das Neuralrohr im dorsalen Bereich und die Mittel-
Rautenhirn-Grenze ein starkes Signal (s. Abb. 3.31.C,E,F). Weitere Expression-
domanen im Kopf sind ein anteriorer Bereich des Mittelhirns nahe der Grenze
zum Vorderhirn und der ventrale Bereich dieser beiden Vesikel. Diese Expression
kann in gleicher Form auch an 10.5 dpc detektiert werden (s. Abb. 3.31.G,H). Die
Anfarbung des Neuralrohrs und der Mittel-Rautenhirn-Grenze lasst ab Tag 11.5 pc
nach, die des anterioren Mittelhirn-Bereichs ab 12.5 dpc. Der 11.5 dpc-Embryo
weist eine zusatzliche Sall3-Expressionsdomane im medianen Telencephalon auf
(s. Abb. 3.31.1).
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Abbildung 3.31: Expression des  Sall3-Gens wahrend der Embryonalentwicklung der Maus.

A, B, C, G, I und K zeigen whole mount-in situ-Hybridisierungen, in D, E, F, H und L sind Vibratom-
Schnitte von whole mount-in situ-gefarbten Embryonen abgebildet. Von den Gliedmaf3enknospen
in J, die von einem whole mount-gefarbten Embryo abgetrennt wurden, ist die vordere Gliedma-
Renknospe oben abgebildet und die hintere GliedmafRenknospe unten gezeigt. Die Gliedmalfien
sind orienteriert mit der dorsalen Seite zum Betrachter und der anterioren Seite nach oben. Die
jeweiligen Altersstadien sind angegeben. B: dritter und vierter Branchialbogen; Gh: Gentialhtcker;
HG: hintere Gliedmafenknospe; Me: Mesencephalon; Mh: Mittelhirn; MRH: Mittelhirn-Rautenhirn-
Grenze; NE: neurales Ektoderm; Nr: Neuralrohr; R: Rumpfregion; Rh: Rautenhirn; Te: Telence-
phalon; VG: vordere Gliedmafenknospe.
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3.9.3 Expression des Sall3-Gens in anderen embryonalen
Geweben

Von 7.5 dpc bis mindestens 10.5 dpc der Embryonalentwicklung wird Sall3 im
posterioren Bereich und neu formierten Mesoderm der Embryonen exprimiert
(s. Abb. 3.31.A,B,C,G). In 9.5 dpc-Embryonen sind Transkripte im Bereich des ers-
ten und zweiten Branchialbogens zu finden (s. Abb. 3.31.C,D). Eine Expression in
den GliedmalRenknospen findet sich von 9.5 dpc bis mindestens 11.5 dpc, wobei
die Transkripte zunachst posterior lokalisiert sind (s. Abb. 3.31.C,D,FG) und nach-
folgend in einer breiten mittleren Doméane der sich entwickelnden Gliedmal3en zu
finden sind (s. Abb. 3.31.1,J). Der Bereich grenzt anterior direkt an die ERL. An
11.5und 12.5 dpc-Embryonen sind Signale im distalen Epithel des Genitalhdckers
festzustellen.

3.10 Untersuchungen zur Expression muriner
spalt -Gene in sonic hedgehog -Mutanten

Homozygote sonic hedgehog (shh)-defiziente Embryonen von 9.5-11.5 dpc wur-
den freundlicher Weise von Prof. Dr. S. Mundlos, Berlin, zur Verfligung gestellt.
Durch whole mount-in situ-Hybridisierungen der Mutanten, die durch gezielte Gen-
unterbrechung mittels homologer Rekombination shh-defizient sind (Chiang et al.,
1996), sollte Gberprtft werden, ob die murinen spalt-Gene Salll, Sall2 und Sall3
downstream-targets von shh sind. Dazu wurden die Deletionsmutanten mit DIG-
markierten antisense-Sonden flr die jeweiligen Gene hybridisiert und die Signale
mit dem Wildtyp-Hybridisierungsmuster verglichen. shh-Deletionsmutanten sind
embryonal letal, zeigen einen stark gedrungenen Rumpf, einen extrem verlanger-
ten Vorderhirnbereich, eine reduzierte Mittelhirnentwicklung und kaum proximo-
distales Wachstum der Gliedmaf3enknospen (Chiang et al., 1996). In Abb. 3.32
sind jeweils die shh-defizienten Embryonen und Wildtyp-Embryonen des dessel-
ben Embryonalstadiums zum Vergleich nebeneinander gestellt.

3.10.1 Salll-Expression in shh-defizienten Embryonen

Drei verschiedene Altersstadien der shh-Deletionsmutanten wurden mit einer DIG-
markierten Sall1-Sonde hybridisiert. Zunachst soll die Expression in den sich ent-
wickelnden Neuronalgeweben verglichen werden. Die Expression im anterioren
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Bereich des Mittelhirns stellt sich in den shh~/~-Embryonen wesentlich schwécher
und diffuser dar als in den Wildtyp (WT)-Embryonen, die an 9.5 und 10.5 dpc eine
distinkte Doméane im anterioren Mittelhirnbereich aufweisen (s. Abb. 3.32.A-D).
In den 9.5 dpc-shh—/~-Embryonen kann im Vergleich mit den WT-Embryonen ein
schwécheres Signal in der Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze (MRG) beobachtet wer-
den, und an 10.5 dpc sind keine Sall1-Transkripte in der MRG mehr festzustellen.
In den Vergleichsembryonen wird im Telencephalon ab 10.5 dpc eine Expressi-
on detektiert, in den shh-Deletionsmutanten kdnnen Transkripte im Telencephalon
erst ab 11.5 dpc beobachtet werden (s. Abb. 3.32.C—F). Im Neuralrohr scheint die
Expression der im WT-Embryo sehr ahnlich zu sein, das Signal stellt sich jedoch
etwas diffuser dar. Die Expression in den olfaktorischen Plakoden bzw. Bulbi [&sst
sich schwer vergleichen, da die Kopfstrukturen insbesondere durch die Zyklopie
und den verlangerten Vorderhirnbereich stark veréndert sind. Die Expression in
den vorderen und hinteren Gliedmaflienknospen zeigt den gleichen zeitlichen Ver-
lauf wie die in den WT-Embryonen, die Transkripte in den shh—/~-Embryonen kon-
nen jedoch nur im distalen Bereich der Gliedmal3enknospen gefunden werden (s.
Abb. 3.32.C,E). Im Gegensatz zu den Vergleichsembryonen ist keine verbreiterte
posteriore Expressionsdomane zu sehen. In den udbrigen Salll-exprimierenden
Strukturen, wie die Branchialbégen, dem Mesonephros und der Schwanzspitze,
lasst in allen untersuchten Stadien der Embryonalentwicklung ein identische Ex-
pressionsmuster von Wildtyp- und shh—/~-Embryonen feststellen.

In den shh-Deletionsmutanten kann ein den Wildtyp-Embryonen &hnliches
Sall2-Expressionsmuster detekiert werden (s. Abb. 3.32.G,H). Transkripte wur-
den in allen Gehirnbereichen festgestellt, wobei die Expression im Mittelhirn und
Telencephalon jedoch etwas geringer erscheint als im Vergleichsembryo. Zu-
dem kann im anterioren Bereich des Telencephalons, der charakteristisch ist fur
shh=/~-Embryonen, eine Expression beobachtet werden, fur die keine entspre-
chende Expressionsdoméne im WT-Embryo vorhanden ist. In der Deletionsmutan-
te ist eine grof3flachige, diffuse Expression von Sall2 im Bereich des Neuralrohrs
zu sehen, die keine Entsprechung im Vergleichsembryo hat. Sowohl die shh~/~-
Embryonen als auch die Vergleichsembryonen zeigen eine schwache Expression
in den GliedmafRenknospen.

In den shh-defizienten Embryonen, die mit der Sall3-Sonde hybridisierten wur-
den, zeigen sich Abweichungen im Kopfbereich von dem im WT-Embryo festge-
stellten Hybridisierungsmuster (s. Abb. 3.32.1,J). Die Expressiondoméane im Te-
lencephalon scheint im Vergleich zu dem Wildtyp-Embryo stark verkleinert und



3 Ergebnisse 103

wesentlich schwécher zu sein. Dies trifft auch fur die anteriore Expressionsdoma-
ne im Mittelhirn zu. In der MRG ist kein Sall3-Transkript zu finden. Im Neuralrohr
kann ein zur Expression im Verlgeichsembryo sehr &hnliches Expressionsmuster
festgestellt werden. Das Signal in den GliedmaRenknospen des shh~/~-Embryo
ist sehr schwach und eher distal lokalisiert, somit unterscheidet es sich sehr von
dem Signal im Vergleichsembryo, in dem eine breite Domé&ne im medianen Be-
reich der Gliedmal3enknospen vorhanden ist.

shh -/- WT shh -/- WT

A B

-« MRG
.“

Sall1

Abbildung 3.32: Expression verschiedener spalt -Gene in dsh -Deletionsmutanten. Die Ab-
bildung zeigt whole mount-in situ-Hybridisierungen verschiedener Embryonalstadien von shh-
defizienten Mausen. Die jeweiligen Altersstadien sind angegeben. In der ersten und dritten Reihe
(A,C,E,G,]) sind die dsh-Mutanten abgebildet, in der zweiten und vierten Reihe die Vergleichs-
Embryonen (B,D,F,H,J). Die schwarzen Balken entsprechen 0.5 mm. A: Anteriore Domé&ne im Te-
lencephalon; HG: hintere GliedmaRenknospe; Mh: Mittelhirn; MRG: Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze;
Nr: Neuralrohr; Te: Telencephalon; VG: vordere Gliedmaf3enknospe.
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In den letzten Jahren wurden insgesamt zehn spalt (sal)-homologe Gene aus Ver-
tebratenspezies isoliert und charakterisiert (Farrell und Munsterberg, 2000; Farrell
et al.,, 2001; Hollemann et al., 1996; Koster et al., 1997; Kohlhase et al., 1996,
1999a, 2000; Onuma et al., 1999; Ott et al., 1996). Die vorliegende Arbeit be-
schreibt die Isolierung und Charakterisierung eines dritten sal-homologen Gens
der Maus, die Herstellung von zwei knock out-Mauslinien und Studien zur Expres-
sion der drei nunmehr bekannten murinen sal-Gene Salll, Sall2 und Sall3.

4.1 Das Gen Salll

4.1.1 Zur Struktur des Salll1-Gens

Aus zwei durch mittelstringente Hybridisierung mit einer humanen SALL1-Sonde
isolierten Cosmidklonen wurde eine genomische Sequenz von 16 410 bp ermittelt
(s. Abb. A.1). Die genomische Grof3e dieses Gens ohne regulatorische Regio-
nen betragt ca. 15.2kb. Der offene Leserahmen umfasst 3975bp und kodiert
fr ein putatives Protein von 1325 Aminosauren. Die kodierende Sequenz wird
von zwei Introns unterbrochen, wobei Intron1 73 bp nach dem Startkodon be-
ginnt und eine Lange von 9079 bp umfasst. Das Intron 2 beginnt 3464 bp nach
der splice-Akzeptorstelle von Intron2 und umfasst 1129bp. Die Exon/Intron-
Ubergange entsprechen den Konsensussequenzen eukaryotischer Gene (Brea-
thnach und Chambon, 1981). Bei der Suche nach dem 3"-Ende des Transkripts
(s. 3.1.3) wurden zwei Polyadenylierungssignale (Poly-AS) gefunden, von denen
eines die Konsensus-Sequenz AATAAA (Lewin, 1997), das zweite die abgewandelte
Sequenz AATACA (Burfeind und Hoyer-Fender, 1991) zeigt. Durch die Identifizie-
rung zweier entsprechender EST-Klone und Nachweis der jeweiligen Transkripte
mittels Northern-Blot-Analyse (s. 3.1.3) kann gefolgert werden, dass beide Poly-
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AS genutzt werden.

Mittels FISH wurde das isolierte Gen auf Chromosom 8D der Maus lokali-
siert. Bei dieser Region handelt es sich um einen zum humanen SALL1-Lokus
auf Chromosom 16q12 (Kohlhase et al., 1996) synthdnen Bereich. Aufgrund der
hohen Homologie des isolierten Gens, der chromosomalen Lokalisation sowie der
im folgenden Kapitel erlauterten Strukturdaten des abgeleiteten Proteins wurde
angenommen, dass das isolierte Gen das gesuchte SALL1-homologe Mausgen
darstellt, welches im Folgenden Salll genannt wurde.

4.1.2 Zur Struktur des Salll-Proteins

Das Sall1-Protein entspricht in seiner Struktur dem eines sal-ahnlichen Vertebra-
tengens. Im offenen Leserahmen finden sich mehrere fir Zinkfinger kodierende
Regionen. Im 5 -Bereich von Exon 2 konnte eine fur einen C,HC-Einzelzinkfinger
(EZF) kodierende Sequenz identifiziert werden, weiter 3 -warts finden sich in die-
sem Exon vier fur C,H,-Doppelzinkfinger (DFZ) kodierende Bereiche, wobei sich
an den zweiten ein weiterer EZF anschliel3t und der vierte DZF von Intron 2 unter-
brochen wird. Der Vergleich mit dem humanen SALL1-Gen ergab auf der Ebene
der Aminosauresequenz eine Homologie von 90 % (s. Abb. 4.1).

Bei genauerer Betrachtung der strukturellen Eigenschaften des Salll-Proteins
im Vergleich zu SALL1 zeigt sich eine partielle Konservierung von mit bestimmten
Aminosauren angereicherten Regionen (s. 3.1.2). Nur teilweise konserviert ist ei-
ne Prolin-reiche Region im 5 -Bereich der AS-Sequenz (s. Tab. 4.1), sie enthalt
in der Maus zwei dieser Aminosauren weniger als die entsprechende Region im
Menschen. Prolin-reiche Regionen kénnen als Aktivatoren oder als Repressor-
domanen wirken, abhéngig davon, ob sie Threoninreste oder Histidine enthalten
(Han und Manley, 1993). Demnach konnte diese Domane eine Aktivatorfunktion
Ubernehmen. Glutamin- und Serin-reiche Regionen kdnnen als Transkriptions-
Aktivatoren fungieren (Courey und Tjian, 1988; Gashler et al., 1993). Im SALL1-
Protein befindet sich eine Serin-reiche Region (Kohlhase, 1996), die nicht zwi-
schen Maus und Mensch konserviert ist (s. Tab. 4.1). Ist diese Domane im huma-
nen Protein funktionell, wéare anzunehmen, dass die putativen Transkriptionsfakto-
ren Salll und SALL1 unterschiedliche Effekte auf ihre Zielgene austiben kénnen.
Eine zweite Serin-reiche Region in SALL1 ist dagegen auch im murinen Protein
vorhanden (s. Tab. 4.1), so dass ein regulativer Einfluss auf die Transkription der
Zielgene durch diese Region vermutet werden kann. Die Glutamin-reiche Region
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Abbildung 4.1: Vergleich der abgeleiteten Aminoséduresequenzen der Gene Salll und
SALLL1. Die obere Sequenz stellt die aus dem murinen Salll-Gen abgeleitete Aminosauresequenz
dar, die untere ist die aus dem humanen SALL1-Gen abgeleitete Sequenz. Die Zinkfingermotive
sind unterstrichen.

ist, wie in allen sal-Genen (Farrell et al., 2001; Kohlhase, 1996), vollstandig kon-
serviert und ist daher mit groRRer Wahrscheinlichkeit von Bedeutung als Transkrip-
tionsaktivator. Von den Drosophila Gap-Genen kruppel, even-skipped und knirps
ist bekannt, dass Alanin-reiche Regionen in ihren Genprodukten als Trankriptions-
Repressor-Domanen wirken kdnnen (Gerwin et al., 1994; Han und Manley, 1993;
Licht et al., 1990). Die hier identifizierte Alanin-reiche Region (s. Tab. 4.1) ist
ebenfalls zwischen Maus und Mensch konserviert.

Maus Mensch
Aminosaure Position Anzahl Position Anzahl
Prolin 78-94 6 78-94 8
Serin 142-167 4 135-166 20
Glutamin 232-249 8 232-249 8
Alanin 295-309 6 294-308 7
Serin 353-383 11 352-382 13

Tabelle 4.1: Vergleich moglicher funktioneller Doménen der abgeleiteten Aminoséurese-
guenzen des murinen Salll- und des humanen SALL1-Gens. In der linken Spalte sind die
auf eine Konservierung hin untersuchten Aminosauren angegeben. In den weiteren Spalten fin-
den sich die Positionen der Aminosauren in der murinen bzw. humanen Sequenz sowie die Anzahl
der in den betreffenen Bereichen vorkommenden Aminosauren.

Die strukturellen Eigenschaften des murinen Sall1-Proteins wirden dem puta-
tiven Transkriptionsfaktor also sowohl aktivierende als auch reprimierende Eigen-
schaften ermdglichen. Eventuell ist dies von den Umgebungsfaktoren und dem
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Zielgen selbst abhangig. In weiteren Versuchen dieser Arbeitsgruppe konnte ge-
zeigt werden, dass das humane SALL1-Protein an einem eukaryotischen Promo-
tor eine reprimierende Wirkung entfaltet (Rieger, 2001).

4.1.3 Expression des Salll-Gens
4.1.3.1 Expression des Salll1-Gens in adulten Geweben der Maus

Die Expression des Sall1-Gens wurde zunachst mittels Northern-Blot-Analyse mit
RNA aus adulten Geweben der Maus (s. 3.2.1) untersucht. Dabei zeigte sich
eine Expression in abnehmender Starke in Gehirn, Niere, Leber, Herz und Tes-
tis. Dies steht grof3tenteils im Einklang mit den fir das humane SALL1-Gen fest-
gestellten Expressionsdoménen (Kohlhase et al., 1996). Fur das humane Gen
wurde die starkste Expression im Nierengewebe, die zweitstarkste fur das Ge-
hirn beschrieben. Es konnte keine Expression im Herzgewebe gefunden wer-
den. Die Untersuchungen bezuglich der Expression beim Menschen wurden an
kommerziell erwerblichen Northern-Blots durchgefiihrt, fur die Poly-A™-RNA ver-
wendet wird und eine automatisierte Auftragung gleicher RNA-Mengen erfolgt.
Die Rehybridisierung des in dieser Arbeit verwendeten Northern-Blots mit muri-
ner Gesamt-RNA weist auf unterschiedlich hohe eingesetzte RNA-Mengen hin,
wobei die Konzentration der RNA aus Herzgewebe und Testis im Vergleich zu
den anderen Geweben erhoht ist. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
die SALL1-Transkriptmenge der Herzgewebe-RNA im Northern-Blot mit huma-
ner Poly-AT-RNA unterhalb der DetektionsgréfRe lag. Mdglich ist auch, dass sich
die Expression der Gene durch Verdnderungen in den Regulationsmechanismen
leicht verschoben hat.

Die weitere Analyse der Sall1-Expression erfolgte mit in situ-Hybridisierungen
an ganzen Embryonen (whole mounts) und an Paraffinschnitten von Geweben und
Embryonen.

4.1.3.2 Expression des Salll-Gens in embryonalen Neuralgeweben

Es zeigte sich in allen untersuchten Stadien der sich entwickelnden Mausembryo-
nen eine ausgepragte Expression im Zentralen Nervensystem (ZNS, s. 3.2.2). Die
Entwicklung des Nervensystems beginnt mit der Formierung des Neuralrohrs aus
dem Ektoderm. Dieser Prozess kann in vier Stadien unterteilt werden, die zeitlich
und raumlich Uberlappen. Zun&chst wird die Neuralplatte formiert, nachfolgend
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wird sie geformt. Im dritten Stadium erfolgt die Formierung der Neuralfurche durch
das Hochwolben der Neuralplatte, abschliel3end fusionieren die seitlichen Rander
der Neuralfurche und bilden das Neuralrohr (Schoenwolf, 1991). Die Epidermis
und das Neuralrohr sind durch die Neuralleiste verbunden (Gilbert, 1997).

Bereits im Stadium der Neuralplattenformierung lasst sich eine Salll-
Expression im gesamten neuralen Ektoderm feststellen. An 8.5 dpc finden sich
Salll-Transkripte in der Neuralfurche des noch offenen rostralen Neuroporus,
so dass eine Bedeutung von Salll in der dorso-ventralen Organisation méglich
scheint. Dafir spricht auch, dass in 9.5 dpc-Embryonen Salll-Transkripte nur
im dorsalen Bereich des Neuralrohrs zu finden sind. An Tag 12.5 der Embryo-
nalentwicklung wird Salll sowohl in dorsalen als auch in ventralen Bereichen
des Neuralrohrs exprimiert. Die Transkripte sind dabei auf die ventrikulare Zone
begrenzt. In der ventrikularen Zone reifen die neuronalen Vorlauferzellen heran.
Mit ihrer letzten Teilung migriert ein Teil der Zellen in die subventrikulare Zone, wo
sie letzte Differenzierungsteilungen durchlaufen, um schlie3lich zu Neuronen in
lateralen Regionen heranzureifen (Scotting und Rex, 1996). Die Entwicklung der
Neuronen hangt von der prazisen Positionierung der Vorlaufer innerhalb des ZNS
ab und involviert lokale Umgebungsfaktoren (Scotting und Rex, 1996). Folglich
konnte das Sall1-Gen an der neuronalen Differenzierung beteiligt sein.

Fir eine wichtige Rolle des Gens bei der Entwicklung des ZNS spricht auch die
Expression in der Mittel-Rautenhirn-Grenze (MRG, auch Isthmus genannt). Diese
Struktur entsteht im Ubergang vom Mes- zum Rhombencephalon durch im Ver-
gleich zu den angrenzenden Gehirnbereichen langsameres Wachstum, so dass
eine Verengung zwischen Mes- und Rhombencephalon entsteht. Von der MRG
ausgehend entwickeln sich das Mittelhirn und das Cerebellum (Wassef und Joy-
ner, 1997). Die Entwicklung und/oder Aktivitdt der MRG hangt von der spezifi-
schen Expression sezernierter Proteine (Wntl, Fgf8) und von Transkriptionsfakto-
ren (Otx2, Gbx2, Enl, En2, Pax2, Pax5) ab (Simeone, 2000; Wassef und Joyner,
1997). Die Expression von Salll in der MRG lasst also eine Funktion im Zusam-
menspiel mit einem oder mehrerer dieser Gene in der Entwicklung oder Aktivitat
der MRG vermuten, da Transkripte direkt mit der ersten Ausbildung der MRG (9.5
dpc) detektiert werden kénnen.

Eine weitere Expressionsdoméane des Salll-Gens umfasst einen Bereich im
anterioren Mittelhirn. In diesem Bereich wird spater das Diencephalon ausgebil-
det (s. Abb. 4.2), in dem ebenfalls Salll-Transkripte lokalisiert sind. Zudem wird
Salll in der aus dem Vorderhirn entwickelten Struktur des Telencephalons expri-
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miert. Also spielt das Salll-Protein vermutlich nicht nur eine Rolle in der friihen
Differenzierung des ZNS, sondern kdnnte auch an der Spezialisierung von Zellen
fur sich spater bildende Strukturen beteiligt sein.

Wand Lumen
//

Telencephalon

4 Diencephalon
Vorderhirn

(Prosencephalon)

Mittelhirn —» Mesencephalon
(Mesencephalon)

| Metencephalon
~—Rautenhirn <

(Rhombencephalon) Myelencephalon

Rickenmark

Abbildung 4.2: Die frihe Gehirnentwicklung bei Vertebraten. Links sind die drei priméren
Gehirnvesikel schematisch dargestellt, rechts die Unterteilung der Strukturen in der voranschrei-
tenden Entwicklung. (Nach Gilbert (1997))

Im anterioren Bereich des Telencephalons entwickelt sich der Bulbus olfactori-
us (primares olfaktorisches Areal) als doppelt angelegte ovale Ausstllpung, in de-
nen das Sall1-Gen stark exprimiert wird. Die sehr differenzierte Anlage der Schalt-
zellen im Bulbus olfactorius bendétigt ein komplexes Zusammenspiel der beteiligten
Gene, welches die sensorischen Rezeptorzellen der olfaktorischen (Geruchsinn)
und der vomeronasalen Epithelien (Pheromonsinn) sowie die zugehorigen Nerven
entstehen lasst (Buck, 2000; Demski, 1993; Farbman, 1994). Die Expression von
Salll bis Gber den Tag 14.5 pc hinaus macht eine Beteiligung des Gens an den
geschilderten Prozessen wahrscheinlich. In diesem Zusammenhang konnte es
interessant sein, TBS-Patienten in Bezug auf ihren Geruchsinn zu untersuchen,
da dieser bisher bei der Anamnese nicht beachtet wurde (Powell und Michaelis,
1999).

4.1.3.3 Expression des Salll-Gens in den Gliedmal3enknospen

Eine starke und spezifische Expression des Salll-Gens zeigt sich auch in den
GliedmalRenknospen (s. 3.2.4). Die Entwicklung der GliedmalRen muss in drei
Richtungen koordiniert werden. Dabei bestimmt die proximo-distale Achse das
Langenwachstum, die anterior-posteriore Achse determiniert die Unterscheidung
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von Daumen und kleinem Finger bzw. groRem und kleinem Zeh, und entlang der
dorso-ventralen Achse werden Hand- und Fuf3riicken bzw. Hand- und FuR3flache
ausgebildet (s. Abb. 4.3). Diese Prozesse werden durch komplexe Interaktionen
von Signalmolekilen und Transkriptionsfaktoren gesteuert (Chen und Johnson,
1999; Johnson und Tabin, 1997; Schwabe et al., 1998; Tickle, 1995, 1996). Bei ei-
ner Stérung dieses Systems z. B. durch Mutationen in bestimmten Genen kénnen
eine Reihe von kongenitalen Fehlbildungen auftreten (Cohn und Bright, 1999), wie
es auch bei TBS der Fall ist.

PZ
anterior ERL  dorsal

ZPA
proximal distal proximal distal

posterior ventral

Abbildung 4.3: Die Organisationszentren und Achsen der Gliedmalienknospen von Verte-
braten. ERL: Epidermale Randleiste; PZ: Progress-Zone; ZPA: Zone polarisierender Aktivitat.

In welchem der oben genannten Prozesse zur Steuerung der Gliedmalien-
Entwicklung kdnnte das Salll-Gen involviert sein? Die Expressionsstudien deu-
ten auf eine Beteiligung an zumindest zwei der drei genannten Prozesse hin. Zu-
nachst zum proximo-distalen Wachstum: Salll wird in der epithelialen Randleis-
te (ERL, s. Abb. 4.3) exprimiert. Diese entsteht aus ektodermalen Zellen an der
Grenze zwischen der dorsalen und ventralen Oberflache des Embryos, induziert
durch das Mesoderm. Die ERL verlauft entlang des distalen Randes der Glied-
mafienknospen und stellt eines der wichtigsten Zentren fur ihre Entwicklung dar
(Johnson und Tabin, 1997; Schwabe et al., 1998). lhre Rolle beinhaltet (1) die
Aufrecherhaltung des unter ihr liegenden Mesoderms in der Proliferationsphase,
die das proximo-distale Wachstum ermdglicht, (2) die Aufrechterhaltung der Ex-
pression von Molekuilen, die die anterior-posteriore Achse generieren, und (3) die
Interaktion mit den Proteinen, die die anterior-posteriore und dorsal-ventrale Ach-
se spezifizieren, so dass jede Zelle Instruktionen Uber ihre Differenzierung erhélt.
Die Aktivitat der ERL wird hauptsachlich durch Fibroblasten-Wachstumsfaktoren
(Fgfs; Niswander et al. (1993, 1994)) gesteuert. Das Langenwachstum der Glied-
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malenknospen erfolgt durch die Proliferation der Mesenchymzellen unterhalb der
ERL, der sogenannten Progress-Zone (PZ). Das Modell der PZ erklart die Bestim-
mung der proximo-distalen Identitat durch die Verweildauer der Zellen in dieser Zo-
ne. Je spater eine Zelle sie verlasst, desto distaler ist ihre Identitat (Summerbell
et al., 1973).

Salll wird zunéchst in der ERL und einem mit der PZ lberlappenden Bereich
des darunterliegenden Mesenchyms exprimiert. Zumindest in der ERL und weite-
ren distalen Mesenchymzellen bleibt die Expression lange erhalten. Selbst nach
der fast vollstandigen Anlage der Gliedmalfien in eine Struktur mit finf voneinan-
der getrennten Fingern bzw. Zehen und den Hand- und Ful3platten exprimieren die
Zellen in den Spitzen der Finger bzw. Zehen noch stark das Sall1-Gen. Dies macht
eine Beteiligung des Gens bei der proximo-distalen Entwicklung der Gliedmal3en
sehr wahrscheinlich, die so geartet sein kdnnte, dass das Salll-Protein die Diffe-
renzierung der Zellen im distalen Bereich in der frihen GliedmaRen-Entwicklung
verhindert. Die nachfolgende Herabregulierung von Salll, dessen distale Expres-
sionsdoméane sich verkleinert und schwacher wird, kénnte dann im distalen Be-
reich die Formierung der entsprechenden Strukturen erlauben.

Eine weitere wichtige Rolle in der Gliedmalienentwicklung ist die Spezifizie-
rung der anterior-posterioren Achse. Hier Ubernimmt die sogenannte Zone po-
larisierender Aktivitat (ZPA, s. Abb. 4.3) die Organisiation. Dabei handelt es sich
um eine kleine Gruppe mesodermaler Zellen nahe der posterioren Verbindung
zwischen Gliedmal3enknospe und Korperwand (Saunders und Gasseling, 1968;
Summerbell, 1979; Tickle et al., 1975), deren Lokalisation von mehreren Faktoren
kontrolliert wird (Masuya et al., 1997). Die Identitat der gebildeten Finger bzw.
Zehen wird durch den Grad der Entfernung zur ZPA bestimmt (Tickle et al., 1975).
Die Zone ist identisch mit der Expressionsdoméne von sonic hedgehog (shh), des-
sen sezerniertes Signalmolekdl allein ausreicht, um die anterior-posteriore Achse
in den Gliedmal3en festzulegen (Riddle et al., 1993). Die Expressionsdoméane von
Salll tberlappt in den frihen Stadien der Gliedmal3enentwicklung mit der ZPA.
Demnach kénnte Salll als mégliches Zielgen von Shh posterior induziert werden,
allerdings wahrscheinlich nur in der friihen anterior-posterioren Organisation eine
Bedeutung haben.

Die dorso-ventrale Determinierung der GliedmafRen wird u.a. durch das Gen
Wnt7a, das im dorsalen Ektoderm exprimiert wird (Dealy et al., 1993), und weite-
ren Faktoren festgelegt (Chen und Johnson, 1999). Ab 11.5 dpc zeigt Salll eine
ausgepragte Expression im Bereich der Hand- bzw. Ful3platte, wobei die Doméa-
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nen der dorsalen und ventralen Seite sehr unterschiedlich ausgeprégt sind. Die
dorsale Expressionsdoméne ist wesentlich gréRRer, bildet sich aber sehr schnell
zuriick, wohingegen die ventrale, kleinere Doméane noch bis mindestens 14.5 dpc
bestehen bleibt. Dies lasst vermuten, dass dem Sall1l-Gen unterschiedliche Be-
deutungen in der jeweiligen Region zukommen, und da die Expressionszentren
eher epidermal angesiedelt sind, konnten diese z.B. in der Ausbildung der sehr
unterschiedlichen Hautstruktur von Ober- und Unterseite liegen. Eine Funktion bei
der Determinierung von Ober- bzw. Unterseite der GliedmalR3en hat Salll dagegen
vermutlich nicht, da schon zu Beginn der Knospung sowohl ventral als auch dorsal
Transkripte vorhanden sind.

Die GliedmalRenknospen werden wahrend der Embryonalentwicklung zu-
nachst paddelférmig ausgebildet, ab ca. 12.5 dpc beginnen dann Einbuchtungen
im distalen Bereich die Finger- bzw. Zehenstrahlen voneinander zu trennen (Dolle
et al., 1989, 1990; Mendelsohn et al., 1991, 1992), und ab 15.0 dpc ist die Sepa-
ration der individuellen Finger bzw. Zehen der Maus vollstandig. Dieser Vorgang
geschieht durch den programmierten Zelltod in Zonen zwischen den Finger- und
Zehenknorpeln (Alles und Sulik, 1989; Saunders und Fallon, 1966). Eine schwa-
che Expression von Salll ist zu Beginn der apoptotischen Vorgange an 12.5 dpc
festzustellen. Somit konne das Gen bei der Festlegung der dem programmierten
Zelltod zugedachten Bereiche eine Rolle spielen.

4.1.3.4 Expression des Salll-Gens wahrend der Nierenentwicklung

Fehlgebildete Nieren finden sich bei ca. 100 genetischen Syndromen (Piscione
und Rosenblum, 1999), so auch beim TBS (Newman et al., 1997). Salll wird so-
wohl in der adulten Niere wie auch in friheren Stadien der Nierenentwicklung ex-
primiert. Die Entwicklung der Saugerniere durchlauft drei Hauptphasen reziproker
induktiver Interaktionen zwischen verschiedenen Geweben aus dem intermedio-
lateralen Mesoderm (Burrow, 2000; Lipschutz, 1998; Vainio und Muller, 1997). In
der Maus entsteht an Tag 8.0 der Embryonalentwicklung im intermediaren Meso-
derm ventral der anterioren Somiten der Pronephros (s. Abb. 4.4), der in Saugern
nicht funktionell ist. In diesen friihen Entwicklungsprozess scheint Salll nicht in-
volviert zu sein, da es nicht in diesem Gewebe exprimiert wird. Die pronephri-
schen Gange initiileren die Bildung neuer Nierengdnge im angrenzenden Mesen-
chym und degenerieren. Die neuen Géange stellen den Mesonephros dar, wel-
cher Salll-Expression zeigt. In der Maus Ubernimmt auch der Mesonephros keine
Ausscheidungsfunktionen (Kaufman, 1992). In kaudaler Richtung wird durch kom-
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plexe Interaktionen zwischen epithelialen und mesenchymalen Komponenten des
intermediaren Mesoderms der Metanephros gebildet, in dem das Sall1-Gen in den
sich entwickelnden Glomeruli und Tubuli exprimiert wird. Das Sall1-Protein konnte
daher ein Faktor fur die Differenzierung der Tubuli und Glomeruli sein.
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Abbildung 4.4: Die Entwicklung der Vertebratenniere. Das Schema zeigt die generellen Ablaufe
wahrend der Nierenentwicklung von Vertebraten. A: Wahrend seiner caudalen Migration induziert
der Nierengang die Bildung weiterer Tubuli. B: Die mesonephrischen Tubuli bilden sich wahrend
die pronephrischen Tubuli degenerieren. C: Die endglltige Saugetierniere, der Metanephros, wird
durch die Ureterknospe induziert. (Nach Gilbert (1997))

4.1.3.5 Expression des Salll-Gens im Genitalhdcker

Eine Salll-Expression findet sich ab 11.5 dpc auch im Genitalhdcker und dem
Bereich der Kloakenmembran mit den angrenzenden Geschlechtsfalten. Der Ge-
nitalh6cker ist am kranialen Ende der Kloakenmembran lokalisiert und verlangert
sich im Verlauf der Embryonalentwicklung (s. Abb. 4.5). Danach beginnt die Diffe-
renzierung in mannliche oder weibliche auf3ere Genitalien (Moore, 1996).

Die molekularen Mechanismen der Formierung des Genitalhockers sind nur
wenig erforscht, es exisitieren jedoch Vermutungen, dass die Entwicklung des Ge-
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Abbildung 4.5: Die frihe Entwicklung der auf3eren Genitalien. Das Schema zeigt die friihen
Stadien, die bei beiden Geschlechtern gleich sind. (Nach Moore (1996))

nitalhockers Ahnlichkeiten zur Entwicklung der GliedmaRenknospen aufweist (Dol-
le etal., 1991; Yamaguchi et al., 1999). Bisher konnten weder ERL-&hnliche Struk-
turen noch Kandidaten-Molekule fir ERL-Funktionen identifiziert werden (Dolle
et al., 1991; Murakami, 1986), jedoch wird den (Fgf)-Genen eine zentrale Rolle
bei der Entwicklung des Genitalh6ckers zugedacht (Haraguchi et al., 2000). Im
distalen Plattenepithel exprimiert, steuern sie vermutlich die mesenchymale Gen-
expression und das Wachstum des Genitalhdckers und erftillen damit die Funktion
eines Signalzentrums fir die Entwicklung. Salll zeigt eine grof3ere Expressions-
domaéne, die sich von der Spitze des Genitalhdckers nach caudal bis Uber die
Kloakenmembran erstreckt. Damit kdnnte das Gen eine Rolle bei der Differenzie-
rung der Zellen und/oder beim proximo-distalen Wachstum der Struktur einneh-
men. Des Weiteren ware eine Funktion bei der Anlage der Kloakenmembran und
der morphologischen Veranderungen der Geschlechtsfalten maglich.

4.1.3.6 Expression des Salll-Gens in der Augenentwicklung

Salll wird ebenfalls im sich entwickelnden Auge der Maus exprimiert. Die For-
mierung des Vertebratenauges involviert die koordinierte Morphogenese verschie-
dener embryonaler Gewebe, darunter das Oberflachenektoderm, das aus der
Neuralfalte entstandene Kopfmesenchym und das anteriore Neuralrohr (Grainger,
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1992; Graw, 1996; Jean et al., 1998). Das optische Vesikel kontaktiert das dar-
Uberliegende Ektoderm, dessen Zellen sich daraufhin aus Linsenplakoden-Zellen
in Zellen des optischen Vesikels differenzieren (s. Abb. 4.6). Das Linsenvesikel
invaginiert und das optische Vesikel wird zur neuralen bzw. pigmentierten Reti-
na. Nachfolgend induziert das Linsenvesikel das dariberliegende Ektoderm zur
Differenzierung in die Cornea (Gilbert, 1997). Eine Salll-Expression findet im
Linsenvesikel statt, so dass Salll bei der Invagination des Vesikels oder bei der
Cornea-Induktion benétigt werden konnte.

4.1.3.7 Expression des Salll-Gens in den Branchialbdgen

Sall1-Transkripte sind auch in den Branchialbdgen (Schlundbégen, Kiemenbdgen)
zu finden. In der frihen Entwicklung der Branchialbégen wird Salll im ersten und
zweiten Branchialbogen, auch Mandibular- und Hyalbogen genannt, exprimiert.
Am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung sind die Salll-Transkripte in epithelialen
Bereichen lokalisiert. Aus dem ersten Branchialbogen entstehen u.a. der Maxil-
larfortsatz und der Mandibularfortsatz, die beide wichtig fur die Entwicklung des
Gesichts sind. Von dem ersten und zweiten Branchialbogen werden zudem ver-
schiedene Muskeln und Arterien gebildet (Hinrichsen, 1990; Moore, 1996). An
9.5 dpc wird Salll im Bereich des dritten und vierten Kiemenbogens sowie in den
beiden nicht auf der Oberflache sichtbaren flnften und sechsten Branchialbdgen
exprimiert. Die Knorpel des vierten und sechsten Branchialbogens sind die Ur-
springe des spéateren Schildknorpels. Aus den Knorpeln des ersten Branchial-
bogens bilden sich zwei Gehérknéchelchen, Malleus und Incus. In den dorsalen
Abschnitten des Mandibular- und Hyalbogens bilden sich die Auricularhdcker. Die-
se und tiefere Gewebsabschnitte bilden das Gewebe der spateren Ohrmuschel
(Hinrichsen, 1990).

Teile dieser Daten wurden in Buck et al. (2001) publiziert. Parallel wurde von
Ott et al. (2001) eine Arbeit publiziert, in der die Autoren ebenfalls Expressions-
daten zu Salll beschreiben. Das Gen wurde unter dem nicht mit der offiziellen
Nomenklatur tbereinstimmenden Namen Msal-3 publiziert.

4.1.4 Salll-Expression in der Maus und das TBS

Die grol3e Homologie zwischen dem murinen Salll-Gen und dem humanen
SALL1-Gen (90%, s. Abb. 4.1) lasst auch eine funktionelle Konservierung zwi-
schen diesen beiden Genen vermuten. Die Expression in adulten Geweben ent-
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spricht sich zudem grof3tenteils. Dies lasst vermuten, dass auch die embryonale
Expression vergleichbar ist, und die Maus somit einen geeigneten Modellorganis-
mus zur Erforschung der molekularen Grundlagen des TBS darstellt. Die grol3e
Ubereinstimmung der bei TBS-Patienten betroffenen Organe mit den in diesen Un-
tersuchungen festgestellten Expressionsorten des Salll-Gens der Maus erhartet
diese Vermutung noch.

Eine Aufstellung der beim TBS mehr oder weniger haufig betroffenen Orga-
ne und eine mogliche Entsprechung in Expressionsdoméanen des murinen Salll-
Gens findet sich in Tabelle 4.2. Dieser Vergleich zeigt, dass in vielen der beim TBS
betroffenen Organe das Salll-Gen wahrend der Embryonalentwicklung der Maus
exprimiert wird. Nimmt man eine ahnliche Expression des SALL1-Gens wéahrend
der Embryonalentwicklung des Menschen an, finden sich viele Ansatzpunkte zur
Klarung der beim TBS auftretenden Fehlbildungen.

Fehlbildung bei TBS Embryonale Expression von Salll
Anorektale und Urogeni- Kloakenbereich und

tale Fehlbildungen Genitalhtcker

Daumenanomalien Gliedmafienknospen
Nierenfehlbildungen Meso- und Metanephros
Schwerhdrigkeit Branchialbdgen

Geistige Behinderung Zentrales Nervensystem
Iriskolobom und Katarakt Linsenvesikel

AuReres Ohr Keine Entsprechung

Keine Entsprechung Bulbus olfactorius

Tabelle 4.2: Vergleich der betroffenen Organe beim TBS und der Expressionsdoméanen des
murinen Salll-Gens.

Der Phanotyp der triphalangealen Daumen konnte dadurch entstehen, dass
das zu Beginn der Gliedmafien-Entwicklung vornehmlich posterior exprimierte
Sall1l-Gen durch eine verminderte Transkript-Dosis bei Heterozygotie einem Fak-
tor fur posteriore Determinierung nicht mehr genug entgegenwirken kann. So
koénnte durch die ausbleibende Begrenzung eines Signals auf den posterioren Be-
reich durch Salll der anteriore Bereich Signale zur Ausbildung einer posterioren
Struktur erhalten. Riddle et al. (1993) zeigten, dass das Shh-Molekdl in der Zone
polarisierender Aktivitat (ZPA, s. Abb. 4.3) fur die anterior-posteriore Determinie-
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rung von Gliedmal3en ausreicht. Als mogliches Zielgen des Shh-Signals in dieser
Region konnte Salll einer der signalvermittelnden Faktoren sein. Das Fehlen des
Salll-Transkripts konnte folglich eine gestorte anterior-posteriore Determinierung
hervorrufen. Zusatzlich kénnte es durch die verminderte Transkriptmenge zu ei-
ner eingeschrankten Regulation im proximo-distalen Wachstum kommen, die in
den beobachteten triphalangealen Daumen resultieren konnte.

Eine reduzierte SALL1-Expression in den Branchialbogen kénnte die Ausbil-
dung der Gehorkndchelchen einschranken und zu konduktiven Komponenten der
beschriebenen Schwerhorigkeit fihren. Es konnte zwar keine konkrete Expressi-
onsdomane im Bereich der Aurikularhdcker festgestellt werden, die an der Aus-
bildung des auR3eren Ohrs teilhaben, jedoch sind auch tiefer liegende Gewebs-
bereiche an der Ausbildung beteiligt (Moore, 1996), die hier eventuell nicht de-
tektiert werden konnten. Teilweise wurde bei TBS-Patienten auch von Iriskolo-
bomen (Rossmiller und Pasic, 1994) und Katarakten (Kohlhase, 2000a) berich-
tet. Die Expression des Salll-Gens im Auge wahrend der Embryonalentwicklung
der Maus lasst vermuten, dass diese Fehlbildungen durch die reduzierte SALL1-
Transkriptmenge verursacht werden.

Unter der Annahme, dass wie bei der Maus das SALL1-Gen auch im Genital-
hocker und im weiter caudal liegenden Epithel im Bereich der Kloakenmembran
exprimiert wird, ist vorstellbar, dass durch ein vermindertes SALL1-Signal die Ent-
wicklungsvorgange nicht mehr ausreichend koordiniert ablaufen. Ein fehlgesteu-
ertes Wachstum des Sinus urogenitalis kénnte eine Verschiebung des Darmaus-
gangs hervorrufen, eine ausbleibende Auflosung der Analmembran eine Anala-
tresie. Die Fehlbildungen der Niere bzw. die einseitig fehlenden Nieren lassen
vermuten, dass das Salll-Gen sowohl bei der Induktion des Metanephros durch
die Ureterknospe als auch in der Organisation des Nierenmesenchyms, in dem
die nephrogenen Tubuli und Glomeruli gebildet werden, eine Rolle spielt. Die star-
ke Expression in zahlreichen Regionen des ZNS macht vorstellbar, dass bei ei-
ner Verminderung der Gendosis Storungen der neuronalen Entwicklung auftreten,
welche zu der bei etwa 10 % der TBS-Patienten festgestellten mentalen Retardie-
rung (Kohlhase, 2000a) fuhren kdnnten. Eine Stérung des Geruchsinns wurde
bei TBS-Patienten bisher nicht untersucht, dies kdonnte jedoch im Hinblick auf die
prominente Expression von Salll im Bulbus olfactorius interessant sein.
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4.1.5 Funktionsanalyse des Salll-Gens

Die Erzeugung von Funktionsverlustmutanten durch das gene targeting bietet die
Mdglichkeit, anhand des Phanotyps der gendefizienten Mause genauere Kennt-
nisse uber Wirkungsort und -weise des entsprechenden Gens zu gewinnen (Stra-
chan und Read, 1996). Mittels Deletion des Sall1-Gens in einer knock out-Maus
sollte ein Modellorganismus fir das Townes-Brocks-Syndrom (TBS, s. 1.3) ge-
schaffen werden, um weitere Erkenntnisse Uber die Pathogenese des Syndroms
und die Funktion und Regulation des Gens Salll bzw. des humanen Homologs
SALL1 zu gewinnen. Die Mause sollten anschlie3end im Hinblick auf ihre Embryo-
nalentwicklung und postnatale Entwicklung mit besonderer Beachtung der Struk-
turen, die beim TBS fehlgebildet sind, analysiert werden. Zudem kénnen fur die
Deletion heterozygote oder homozygote Embryonen mit Sonden verschiedener
Gene, die ebenfalls in den betroffenen Strukturen exprimiert werden und eventuell
in den Sall1-Regulationsweg involviert sind, untersucht werden.

Zur Erzeugung einer Salll-defizienten Maus wurden das gesamte Exon 2, ein
Teil von Exon 3 sowie das dazwischenliegende Intron mit Hilfe eines knock out-
Konstrukts durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen deletiert
(s. 3.7). Die Stammzellen wurden zur Generierung von Chiméaren in 2.5 Tage alte
Mausembryonen injiziert und die erhaltenen Chiméren mit Mausen der Stamme
C57BL und 129/SvJ verpaart. Die Analyse der F1-Generation konnte aus zeitli-
chen Grinden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr erfolgen.

Mit der gewéhlten Strategie sollte das Sall1-Gen vollstandig inaktiviert, also ei-
ne Nullmutante erzeugt werden. Beim TBS liegt der Mutations-hot spot im SALL1-
Gen vor dem ersten DZF (Kohlhase, 2000b). Die meisten Mutationen fiihren durch
Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Basen zu einem frameshift und durch
das verschobene Leseraster zu einem frihzeitigen Translationsabbruch, wobei
Transkripte, die ein vorzeitiges Stoppkodon in ihrem Leseraster enthalten, préafe-
renziell abgebaut werden (Hentze und Kulozik, 1999). Es kann jedoch nicht aus-
geschlossen werden, dass das verkurzte Protein noch einen Einfluss unbekannter
Art ausibt. Daher kénnte die vollstandige Deletion des Sall1-Gens eine andere
Situation herstellen als es bei den TBS-Patienten der Fall ist. Als Beispiel soll
hier kurz ein Mausmodell fir das Renal-Coloboma-Syndrom herangezogen wer-
den, das zu Veranderungen am Nervus opticus und Stérungen der Nierenfunktion
fuhrt. Es ist auf Mutationen im Pax2-Gen zurtckzufihren. Das aus den bekannten
Mutationen resultierende Protein ist vermutlich, wie das SALL1-Protein beim TBS,
nicht funktionell, da ihm mit der paired- und der Homeodomaéne alle funktionellen
Domaénen fehlen. In der Pax2-knock out-Maus kommt es zu einem ausgeprag-
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ten Phanotyp mit schweren Abnormalitdten im Meso- und Metanephros, die zu
einem Fehlen des Genitaltrakts und der metanephrischen Niere fihren (Torres
et al., 1995). Favor et al. (1996) analysierten eine Maus mit einer zum Menschen
identischen Mutation (Sanyanusin et al., 1995). Die Maus-Mutante zeigt neben
anderen Fehlbildungen zwar eine schwere Storung der Nierenanlagen, aber nicht
den selben Phanotyp wie die knock out-M&ause. Ein zweiter Schritt bei der Analyse
des Salll-Gens konnte also sein, in M&use ein knock in-Konstrukt einzubringen,
in welchem das Sall1-Gen eine TBS-typische Mutation tragt. Dies ware insbeson-
dere dann interessant, wenn die knock out-M&ause einen vom TBS abweichenden
Phanotyp zeigen.

4.2 Das Gen Sall2

Sall2 ist ein weiteres spalt-ahnliches Gen der Maus. Wie in Kohlhase et al.
(2000) gezeigt, handelt es sich um das murine Homolog zu dem humanen Gen
SALL2. Es besteht aus drei Exons, wobei die beiden Exons, die im 5 -Bereich
des Zinkfinger-kodierenden Exons liegen, alternativ gespleil3t werden. Auf ge-
nomischer Ebene umfasst das Gen 17 140bp vom Exon1l bis zum Polyadeny-
lierungssignal, wobei der Transkriptionsstartpunkt im 5" -Bereich nicht identifiziert
wurde (Kohlhase et al., 2000). Die 3 -UTR umfasst 1545bp. Die abgeleitete
Aminosauresequenz weist die typischerweise Uber einen grof3en Bereich verteil-
ten Zinkfingerdoménen auf: im 5"-Bereich von Exon2 befindet sich der in al-
len bisher isolierten sal-ahnlichen Vertebratengenen vorhandene, jedoch nicht im
sal-Gen selbst vorliegende C,HC-Einzelzinkfinger (EZF), darauf folgen drei C,H,-
Doppelzinkfinger (DZF), wobei der zweite von einem weiteren EZF charakteristi-
scher Struktur gefolgt ist. Der carboxyterminale DZF enthalt ungewdhnlicher Wei-
se 51 statt der tblichen 49 Aminosauren. Nur das humane SALL2-Gen weist
dieselbe Struktur auf (Kohlhase et al., 1996).

4.2.1 Charakterisierung des Intron 1 und der 3’-UTRvon  Sall2

Mit Hilfe von Subklonierungen und Sequenzierungen eines bereits vorliegenden
murinen Cosmidklons konnte das ca. 9kb lange Intron 1 vollstdndig sequenziert
werden. Durch die Isolierung eines weiteren das Sall2-Gen enthaltenden Cos-
midklons konnte zudem der 3"-Bereich weiter kartiert werden. Die genomische
Sequenz von 20 332 bp ohne die regulatorischen Regionen ist im Anhang darge-
stellt.
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4.2.2 Expression des Sall2-Gens in adulten Geweben

Die Northern-Blot-Analyse an adulten Mausgeweben zeigte eine Expression des
Sall2-Gens in abnehmender Starke in Gehirn, Niere, Lunge, Ovar und Milz. Damit
entspricht das Expressionsmuster gréf3tenteils dem des humanen SALL2-Gens,
wobei fir letzteres Transkripte im Herzgewebe detektiert wurden (Kohlhase et al.,
1996), jedoch nicht fur Sall2 (Kohlhase et al., 2000). Eine RT-PCR zeigte die friihe
Expression beider alternativer Transkripte (ab 8.5 dpc fur Exon 1a, ab 9.5 dpc fir
Exonl). Die genaue Analyse der embryonalen Expression von Sall2 wurde in
dieser Arbeit durchgefuhrt.

4.2.3 Expression des Sall2-Gens im embryonalen ZNS

Das Sall2-Gen der Maus wird stark im ZNS exprimiert (s. Abb. 3.16). Die frihe
(spatestens am 7.5 dpc) und auf das gesamte neurale Ektoderm ausgedehnte
Expression lasst vermuten, dass Sall2 bei der Differenzierung der verschiede-
nen ZNS-Bereiche vom neuralen Ektoderm zum Gehirn, Neuralrohr und weiteren
Strukturen eine Rolle spielt. Wahrend der Entwicklung der drei zuerst im Kopfbe-
reich gebildeten Gehirnarealen (Prosencephalon oder Vorderhirn, Mesencephalon
oder Mittelhirn, Rhombencephalon oder Rautenhirn, s. Abb. 4.2) wird das Gen im
gesamten dorsalen Bereich dieser Strukturen exprimiert. Auch die Expression im
dorsalen Bereich des Neuralrohrs ist sehr prominent. Im gesamten ZNS finden
sich Sall2-Transkripte bis zum &ltesten untersuchten Embryonalstadium von 12.5
dpc. Daher lasst sich eine Beteiligung von Sall2 an der Ausbildung des ZNS bei
der Maus vermuten. Im adulten Gehirn der Maus ist eine hohe Transkriptmenge
vorhanden (Kohlhase et al., 2000), so dass eine Bedeutung von Sall2 fur die Funk-
tion der Zellen wahrscheinlich ist. Auch das humane SALL2-Gen wird im Gehirn
exprimiert und im fetalen menschlichen Gehirn konnten Transkripte in Neuronen
gezeigt werden (Kohlhase et al., 1996). Beide Gene scheinen also auch an der
Funktion bestimmter Zellen im adulten Zustand beteiligt zu sein, wobei bislang
unklar ist, welche Zellen Sall2 bzw. SALL2 exprimieren.

Zudem wird Sall2 in den otischen Vesikeln exprimiert. Diese entstehen durch
die Invagination der otischen Plakode, die wiederum eine Region von Oberflachen-
und neuralem Ektoderm auf dem lateralen Rhombencephalon darstellt (Baker und
Bronner-Fraser, 2001; Hinrichsen, 1990). Elongationen und Verwindungen las-
sen dann die sechs separaten Organe des inneren Saugetierohrs entstehen. Die
Regulation dieses Prozesses wird durch komplizierte Interaktionen einer Vielzahl
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von Faktoren gewdhrleistet (Fekete, 1996, 1999; Fritzsch et al., 1997; Torres und
Giraldez, 1998). Die starke Expression von Sall2 im sehr frihen Stadium der In-
nenohrentwicklung lasst eine Rolle dieses Gens bei den Entstehungsprozessen
vermuten.

4.2.4 Expression des Sall2-Gens in anderen
Embryonalgeweben

Eine weitere Sall2-exprimierende Struktur stellt der Mesonephros dar. Er ist bei
der Maus nicht funktionell, von ihm geht jedoch die Induktion des Metanephros
aus, der zur adulten Niere weiter differenziert (s. Abb. 4.4). Auch in der adulten
Niere sind Transkripte vorhanden (Kohlhase et al., 2000), des Weiteren wird in
der adulten humanen Niere das SALL2-Gen exprimiert (Kohlhase et al., 1996).
Es lasst sich somit eine Beteiligung dieser Gene bei der Differenzierung und der
spateren Funktion der Niere annehmen.

Das Sall2-Gen wird lateral im optischen Vesikel exprimiert, zudem ist eine Ex-
pression im Linsenvesikel wahrend der Einfaltung zur Linse (s. Abb. 4.6) zu beob-
achten. Durch den Kontakt des optischen Vesikels zum Ektoderm wird die Bildung
des Linsenvesikels aus der Linsenplakode induziert. An diesem Prozess konnte
das Sall2-Protein moglicherweise beteiligt sein, indem es bei der Vermittlung der
Signale oder der folgenden Reaktion der Gewebe beteiligt ist.

A B C

Abbildung 4.6: Die Entwicklung des Vertebratenauges. A: Das optische Vesikel invaginiert
und kontaktiert das darlber liegende Ektoderm. B,C: Das Ektoderm differenziert zu Linsenzellen
und bildet das Linsenvesikel. Aus dem eingefalteten optischen Vesikel bildet sich die pigmentier-
te und die neurale Schicht. E: Ektoderm; Li: Linse; LP: Linsenplakode; LV: Linsenvesikel; NS:
Neuralschicht; OV: Optisches Vesikel; PS: Pigmentschicht; VH: Vorderhirn. (Nach Gilbert (1997))
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4.2.5 Funktionsanalyse des Sall2 -Gens

Bislang ist keine durch SALL2-Mutationen verursachte Erkrankung bekannt. Auf-
grund der starken Konservierung des Gens und der Identifizierung von SALL1 als
TBS-verursachendes Gen scheint es jedoch mdglich, dass auch SALL2 eine &hn-
lich grof3e Bedeutung in der menschlichen Entwicklung einnimmt. Zur Erzeugung
Sall2-defizienter Mause wurden Exonla und Exon2 mit Hilfe eines knock out-
Konstrukts durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen deletiert
(s. 3.7). Die Stammzellen wurden zur Generierung von Chimaren in Blastocysten
injiziert und die erhaltenen Chimaren mit Mausen der Stamme C57BL und 129/SvJ
verpaart. Heterozygote Sall2*/~-Mause der F1-Generation wurden untereinander
verpaart und brachten homozygote Sall2~/~-Méause hervor.

AuRRer im Genotyp unterschieden sich diese Tiere nicht von den heterozygoten
und den Wildtyp-Mausen, ihnre Nachkommenzahl war jedoch unterdurchschnittlich
(s. 3.7.5). Bei der Praparation von Embryonen aus Verpaarungen homozygoter
Mause auf dem Hintergrund 129/SvJ zeigten sich bei einem Teil der Embryonen
schwere Deformationen im Kopfbereich (s. Abb. 3.25), die ein ahnliches Bild zei-
gen wie es fur die Anencephalie beim Menschen beschrieben wird (Norman et al.,
1995). Da alle geborenen Mause vdllig normal waren, muss davon ausgegan-
gen werden, dass diese Fehlbildungen zum pranatalen Absterben fliihren oder
betroffene Tiere aufgrund ihrer geringeren Vitaliat im Vergleich zu den normalen
Tieren von der Mutter durch Kannibalismus aus dem Wurf entfernt werden. Da
das Sall2-Gen wahrend der Embryonalentwicklung stark im Kopfbereich expri-
miert wird, kdnnte es sich um einen aus der Deletion des Gens resultierenden
Phanotyp handeln.

Fehlbildungen des Neuralrohrs, zu denen die Spina bifida, die Enzephalozele
und die Anencephalie gerechnet werden, betreffen eines von 1000 Neugebore-
nen (Jorde et al., 1995). Die Anencephalie flhrt in den meisten Fallen kurz nach
der Geburt zum Tod (Norman et al., 1995). Der Phanotyp prasentiert sich zumeist
in dem Fehlen des Schadeldaches, einer fehlenden oder nach hinten gewdlbten
Stirn, hervorstehenden Augen, congenitalen Herzfehlbildungen und verlangerten
Armen (Norman et al., 1995). Falle von Anencephalie wurden in Féllen von Tri-
somie 18 (Nisani et al., 1981), Trisomie 20 (Zumel et al., 1989), partieller Deleti-
on von Chromosom 13 (Rudelli, 1987) und einer Duplikation von Chromosom 2
(Singer et al., 1987) beschrieben. Es konnte bisher kein konsistentes Muster ei-
ner chromosomalen Anomalie im Zusammenhang mit Anencephalie beschrieben
werden. Es existieren also keine Daten zu einer Kopplung mit 14q, dem Lokus
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des humanen SALL2-Gens.

Die SchlieBung des Neuralrohrs involviert ein komplexes Zusammenspiel von
extrinsischen und intrinsischen Faktoren (Copp et al., 1990; Schoenwolf und
Smith, 1990; Smith und Schoenwolf, 1991; van Straaten et al., 1993). In Sau-
getieren wird die SchlieBung des Neuralrohrs an verschiedenen Stellen entlang
der anterior-posterioren Achse initiiert, wobei die nicht erfolgte Schlie3ung einer
dieser Stellen zu bestimmten Neuralrohrdefekten fuihrt (Van Allen et al., 1993). Ei-
nige Gene wie Pax3 (Gruss und Walther, 1992; Strachan und Read, 1994) und
shh (Chiang et al., 1996; Roessler et al., 1996) sind als notwendig fur die Formie-
rung des Neuralrohrs der Maus beschrieben worden. Da eine Rolle von Sall2 bei
diesen Prozessen aufgrund des Expressionsmusters maoglich ist, kdnnte durch die
fehlende Gendosis ein entsprechender Entwicklungsdefekt auftreten.

Die Deformation betrifft immer nur einen Teil des Wurfs. Dies ist nicht verwun-
derlich, da Neuralrohrdefekte beim Menschen polygen und multifaktoriell bedingt
sind (Gelehrter et al., 1998). Zum einen werden diese Fehlbildungen also durch
mehrere verschiedene Gene verursacht, die einzeln betrachtet nur geringe oder
keine Auswirkungen auf den Phanotyp haben, zum anderen von multiplen Um-
gebungsfaktoren, die in Wechselwirkung mit vielen Genen den Phénotyp beein-
flussen. Es konnte also unter den Nachkommen eines Wurfes eine unterschiedli-
che genetische Pradisposition zur Ausbildung der Deformation vorliegen. Zudem
koénnte der Phanotyp durch unterschiedliche Umgebungsfaktoren entstehen oder
von ihnen verstarkt werden. Diese kénnten wéhrend der Embryonalentwicklung
der Maus z.B. dadurch gegeben sein, dass die Plazenten der einzelnen Nach-
kommen unterschiedlich gut durchblutet werden.

Durch die Polygenie liel3e sich auch erklaren, weshalb die analysierten adulten
Mause keinen Phanotyp zeigen, obwohl durch einen Northern-Blot gezeigt werden
konnte, dass in den heterozygoten Nachkommen eine verringerte Transkriptmen-
ge vorliegt und die fur die Deletion homozygoten Mause keine Sall2-Transkripte
mehr aufweisen. Der Verlust oder die Mutation eines Gens, welches an der Steue-
rung eines so wichtigen Prozesses wie die SchlieBung des Neuralrohrs beteiligt
ist, konnte durch weitere Gene kompensiert werden. In den Sall2—/—-M&usen
kénnten also andere Entwicklungsgene die fehlende Sall2-Aktivitat ersetzen. Ei-
ne Erklarung hierfir ware, dass durch Genduplikationen ohne Funktionsverluste
im Verlauf der Evolution eine Art Absicherung entstanden ist, um die Sensibilitat
der Organismen Mutationen gegenuber zu senken. Das Auftreten dieser Entwick-
lungsstorungen als Resultat der Spontanmutation eines anderen Gens ist fast aus-
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zuschlie3en, da bei einem rezessiven Erbgang der Anteil betroffener Embryonen
bei 25 % liegen sollte. Dies ist hier nicht gegeben.

Um zu prifen, ob die Funktion des Gens durch ein anderes Gen der Familie
muriner sal-ahnlicher Gene tbernommen wird und dieses entprechend verstarkt
oder ektopisch exprimiert wird, wurden whole mount-in situ-Hybridisierungen mit
einer Sall1-Sonde an Sall2~/~-Embryonen durchgefiihrt. Sowohl in den adulten
Tieren wie auch wéahrend der Embryonalentwicklung entpricht die Expression je-
doch dem Muster in Wildtyp-Tieren.

Die partielle Uberlappung der Sall2- und Sall1-Expressionsdoménen allein
kénnte eventuell schon ausreichen, um die Auspragung eines Phénotyps in den
Sall2=/~-Mausen zu unterdriicken. Dies vermuteten auch Chu et al. (2000) bei
der knock out-Mauslinie fur das FHL2 (SLIM2)-Gen, das spezifisch im Cardio-
vaskularsystem exprimiert wird. Es wurde jedoch weder ein Phanotyp noch eine
verstarkte Expression FHL2-homologer Gene, deren Expressionsmuster teilweise
Uberlappen, festgestellt (Chu et al., 2000).

Das Auftreten dieses Defekts konnte bisher nur auf dem 129/SvJ-Hintergrund
festgestellt werden. Da auf dem C57BL-Hintergrund eine normale Anzahl von
Nachkommen zu beobachten ist, ist anzunehmen, dass die Embryonalentwick-
lung dort normal verlauft. Auf dem Hintergrund 129/SvJ scheint also eher eine
genetische Veranlagung zur Anencephalie vorzuliegen als auf dem Hintergrund
C57BL. Dies ist noch eingehend durch die weitere Préaparation von Embryonen
und die Auswertung der durchschnittlichen Nachkommenzahl zu untermauern. Es
wurde bereits mehrfach von einem Einfluss des genetischen Hintergrunds auf den
Phanotyp einer Deletion oder Mutation bei der Maus berichtet (Bonyadi et al.,
1997; LeCouter et al., 1998; Liu et al., 1993). Die Ursache hierfur liegt in der
unterschiedlichen Kompetenz des genetischen Hintergrunds zum Ausgleich be-
stimmter Genverluste.

Es muss auch in Betracht gezogen werden, dass das Sall2-Gen fur die ent-
wicklungsbiologischen Prozesse der Strukturen, in denen es spezifisch exprimiert
wird, keine wesentliche Rolle spielt. Dies ware entgegen aller Erwartungen, be-
trachtet man den hohen Grad der Konservierung dieses Gens im Verlauf der Evo-
lution sowie das spezifische Expressionsmuster und die hohen Transkriptmengen.
Es wurden jedoch bereits verschiedene erfolglose knock out-Versuche geschildert,
bei denen &hnlich gute Hinweise auf eine wichtige Funktion des entsprechenden
Gens vorlagen (Finkenzeller et al., 2000; Harroch et al., 2000; Rojo et al., 2000).
Eventuell ist auch bei der Duplikation der Gene bei der Entstehung dieser Familie



4 Diskussion 126

ein Gen entstanden, das keine essentielle Funktion erfullt, aber zur Optimierung
einer Funktion dient, die unter natirlichen Bedingungen wichtig ist.

4.3 Embryonale Expression des Gens Sall3

Ott et al. (1996) publizierten eine Arbeit mit Daten zur Expression des Sall3-
Gens, beschrankten sich dort jedoch hauptséchlich auf das ZNS. Fur den Ver-
gleich mit den anderen murinen sal-ahnlichen Genen Salll und Sall2 wur-
den daher whole mount-in situ-Hybridisierungen zur Betrachtung weiterer Sall3-
Expressionsdoméanen durchgefiihrt.

Das murine Sall3-Gen wird stark im ZNS in allen untersuchten Embryonal-
stadien exprimiert (s. Abb. 3.31). Im frihesten analysierten Stadium (7.5 dpc)
ist das Transkript im gesamten neuralen Ektoderm sehr prominent. Zudem wird
das Gen am Tag 9.5 und 10.5 der Embryonalentwicklung in der MRG exprimiert,
die ein wichtiges Organisationszentrum in der Gehirnentwicklung darstellt. Wei-
tere Expressionsdomanen sind im anterioren Mittelhirn und im ventralen Bereich
von Mittel- und Vorderhirn lokalisiert. Die Expression des Gens begrenzt sich im
Verlauf der frihen Embryonalentwicklung vom gesamten neuralen Ektoderm auf
distinkte Bereiche des ZNS, so dass Sall3 eine Bedeutung bei der Differenzie-
rung zu bestimmten neuronalen Strukturen tragen kénnte. Im Neuralrohr, das
mindestens am Tag 12.5 der Embryonalenwicklung deutliche Sall3-Expression
zeigt, konnte dem Gen eine Bedeutung bei der Differenzierung der Neuroblasten
und/oder Glioblasten zukommen.

Zu Beginn des Knospungsprozesses der Gliedmal3en wird das Gen Sall3 im
posterioren Bereich, tUberlappend mit der Zone polarisierender Aktivitat (ZPA,
s.Abb. 4.3), exprimiert. Dem Sall3-Gen konnte daher eine Bedeutung in der
frihen anterior-posterioren Determinierung zukommen. Anschliel3end ist die Ex-
pression in einer relativ regelmafig verlaufenden Zone im Bereich der Hand- bzw.
FuRplatte von anterior nach posterior lokalisiert. In dieser Phase kdnnte das Gen
Funktionen beim proximo-distalen Wachstum erfillen. Dafur spricht die partiell
mit der PZ Uberlappende Expressionsdoméne. Das Sall3-Gen kdnnte also an
zwei wichtigen Prozessen der Gliedmal3enentsicklung beteiligt sein. Dies ftrifft je-
doch nur fur den Beginn des Wachstums der Gliedmal3en zu, da ab 12.5 dpc keine
Transkripte mehr in den GliedmalRenknospen gefunden werden kdnnen.

Neben den Gliedmalienknospen wird Sall3 in einer weiteren aus dem Meso-
derm entstandenen Struktur exprimiert, den Branchialbégen. Von 9.5 dpc bis 10.5
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dpc sind Transkripte im Hyal- und Mandibularbogen zu finden, aus denen wich-
tige Bestandteile der Gesichtsmuskulatur und des Kopfskeletts gebildet werden.
Eine weitere Struktur, in der das Sall3-Gen exprimiert wird, ist der Genitalhdcker
(s.Abb. 4.5). Die Lokalisierung der Expressionsdoméne im distalen Bereich las-
sen eine Bedeutung im proximo-distalen Wachstum vermuten.

Parallel zu Durchfihrung der hier dargestellten Expressionsstudien wurde ei-
ne Beschreibung des Sall3-Expressionsmusters anhand von whole mount-in si-
tu-Hybridisierungen von Ott et al. (2001) publiziert, wobei die Autoren wie bei der
Erstbeschreibung des Gens (Ott et al., 1996) hauptsachlich das ZNS betrachten.
Es konnte in der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu den von Ott et al. (1996)
publizierten Daten keine Expression im Auge oder im Mesonephros nachgewie-
sen werden. Die Autoren berichten jedoch von einer schwachen Expression in
diesen Strukturen. Eventuell ist die Transkriptmenge des Sall3-Gens so gering,
dass die Expression nur mit der von Ott et al. (1996) angewandten Methode der
radioaktiven Hybridisierung von Paraffinschnitten nachgewiesen werden kann.

4.4 Vergleich der drei sal -ahnlichen murinen Gene

4.4.1 Strukturvergleich

Die in der vorliegenden Arbeit behandelten Gene aus der Maus (s. 3.1, Kohlhase
et al. (2000); Ott et al. (1996)) weisen alle Charakteristika fur ein sal-ahnliches
Vertebratengen auf (>3 weit auseinander liegende DZF-Motive in der abgeleite-
ten Aminosauresequenz, interne Sequenzahnlichkeiten zwischen diesen Motiven,
ein EZF am aminoterminalen Ende, ein am zweiten DZF angehéngter EZF). |h-
re Ahnlichkeit untereinander ist jedoch gréRtenteils auf die Homologien in diesen
konservierten Bereichen beschrankt. Die hier angegebenen Daten wurden durch
einen Vergleich mit Hilfe des Programms Complign der Software MacMolly® Te-
tra (Soft Gene, Berlin) ermittelt. Dabei wurden jeweils die gesamten abgeleiteten
AS-Sequenzen betrachtet, nicht jedoch einzelne konservierte Domanen. Daher
ergeben die Vergleiche relativ geringe Homologiewerte (s. Tab. 4.3). Die relativ
geringe Homologie von Sall2 zu Salll und Sall3 lasst sich zum einen durch die
Struktur des Sall2-Proteins erklaren, das eine DZF-Doméne weniger aufweist und
wesentlich kurzer ist als die anderen beiden Proteine, zum anderen sind auch die
DZF weniger homolog als zwischen Salll und Sall3.
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AS-Sequenzen Homologie

Salll / Sall2 14%
Salll / Sall3 26 %
Sall2 / Sall3 14%

Tabelle 4.3: Homologievergleich der murinen  sal -dhnlichen Gene. Deutlich wird die groRRere
Homologie zwischen Salll und Sall3, die Sall2-Sequenz weist im Vergleich eine weniger hohe
Konservierung auf.

4.4.2 Expressionsvergleich

Die verschiedenen sal-&hnlichen Gene der Vertebraten sind wahrscheinlich durch
Duplikationsvorgange entstanden, wie es fur viele Gene von weiteren Genfamilien
bekannt ist (Greer et al., 2000; Mansouri et al., 1996). Die Gene einer Familie kon-
nen trotz hoher Homologie in der Sequenz sehr unterschiedliche Funktionen er-
fullen, wenn sie verschiedenen Regulationsmechanismen unterliegen. Eine funk-
tionelle Aquivalenz verschiedener Gene einer Gruppe konnte z. B. fiir Hoxa3 und
Hoxd3 gezeigt werden, die identische biologische Funktionen erfullen kénnen und
deren unterschiedliche Rollen in der Entwicklung das Resultat quantitativer Modu-
lationen in der Genexpression sind (Greer et al., 2000). Das Gen Otx1 kann die
meisten Funktionen des Otx2-Gens in der Maus-Embryogenese ersetzten (Su-
da et al., 1999). Pax2 und Pax5 haben ebenfalls seit ihrer Duplikation zu Beginn
der Vertebratenevolution gleiche biochemische Funktionen beibehalten (Bouchard
et al., 2000). Zwischen En-1 und En-2 entsteht der funktionelle Unterschied nur
durch ihr divergierendes Expressionsmuster (Hanks et al., 1995).

Um Hinweise auf Ahnlichkeiten oder Unterschiede in ihren Funktionen zu er-
halten, wurden die Expressionsmuster der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
sal-ahnlichen Gene der Maus verglichen. Dabei zeigte sich eine groRere Ahn-
lichkeit im Expressionsmuster zwischen Salll und Sall3. Alle drei Gene zeigen
eine prominente Expression im ZNS. Mit Beginn der Entstehung des neuralen Ek-
toderms kénnen alle drei Transkripte dort nachgewiesen werden. Dabei zeigen
Sall2 und Sall3 eine ausgedehntere Expression, die sich spater als bei Salll auf
bestimmte Strukturen begrenzt. Alle drei Gene werden sowohl in unterschiedli-
chen wie auch Uberlappenden Bereichen der Gehirnvesikel zu Beginn der Kopf-
entwicklung exprimiert. Sall2 wird im Gegensatz zu den anderen beiden Genen
nicht in der MRG exprimiert, die ein wichtiges Organisationszentrum der Gehirn-
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entwicklung darstellt. Die Expression von Sall2 im otischen Vesikel ist dagegen
sehr ausgepragt, Salll und Sall3 werden dort nicht oder nur schwach exprimiert.
Salll wird als einziges der drei Gene in den Bulbi olfactorii exprimiert. Sehr pro-
minent und bis in spatere Stadien hinein detektierbar ist bei allen drei Genen die
Expression im Neuralrohr. Dabei wird zun&chst nur Sall2 im dorsalen Bereich
exprimiert. Die Transkripte von Salll und Sall2 sind zun&chst in einer medianen
Region angesiedelt und erst spater verlagert sich ihre Expression nach dorsal.

Sall2 zeigt die starkste Expression im optischen Vesikel, also in der frihen Pha-
se der Augenentwicklung. Die Sall1-Expression in der Augenanlage tritt erst spa-
ter im Linsenvesikel auf, Sall3 wird gar nicht im Auge exprimiert. Das Sall2-Gen
zeigt eine Expression in den Gliedmalienanlagen, es findet sich dort jedoch keine
bestimmte Expressionsdoméne. Salll und Sall3 dagegen werden zu Beginn der
GliedmaRenentwicklung in sehr spezifischen Regionen exprimiert und Uberlappen
zu Anfang beide mit der ZPA. Die Expression von Salll gliedert sich nachfolgend
in einen distalen Bereich, der die ERL mit einschlief3t, und eine proximale Doméane
im Bereich der Hand- bzw. Ful3platte. Sall3 wird nur in einer proximalen Doméane
exprimiert und ist an 12.5 dpc nur noch sehr schwach zu detektieren. Die Expres-
sion des Sall1-Gens ist bis mindestens 14.5 dpc noch stark in den Finger- bzw.
Zehenspitzen vorhanden.

Alle drei Gene werden in verschiedenen und Uberlappenden Bereichen der
Branchialbdgen exprimiert. In der Urogenitalleiste werden Salll und Sall2 stark in
den mesonephrogenen Tubuli exprimiert. Das Epithel des Genitalhéckers koexpri-
miert Salll und Sall3.

Die drei sal-ahnlichen Gene der Maus werden einerseits in vielen gemeinsa-
men Strukturen exprimiert, unterscheiden sich andererseits jedoch in der genauen
Lokalisierung oder dem Zeitpunkt der Expression. Diese unterschiedliche Regu-
lation kénnte dadurch entstehen, dass bei den vermutlich aufgetretenen Gendu-
plikationen im Verlauf der Evolution zun&chst die Promotorbereiche mit dupliziert
wurden, nachfolgend aber unterschiedlich mutierten. Ob die verschiedenen sal-
ahnlichen Gene der Maus eine funktionelle Aquivalenz beibehalten haben, lieRe
sich durch knock in-M&ause untersuchen, in denen ein Gen durch ein anderes er-
setzt wird. Dies ist z. B. fur En-1 und En-2 beschrieben (Hanks et al., 1995).
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Sall1 Sall3 Sall2
A

11.5
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Abbildung 4.7: Vergleich der embryonalen Expressionsmuster von Salll, Sall2 und Sall3.
Gezeigt sind Embryonen der embryonalen Entwicklungsstadien 10.5 und 11.5 dpc, die mit DIG-
markierten Sonden fiir Sall1, Sall2 oder Sall3 hybridisiert wurden. Aufgrund der gréReren Ahnlich-
keit zwischen der Expression der Gene Salll und Sall3 sind diese nebeneinander gestellt. A, D
und G zeigen Embryonen, die mit der Sonde gegen Salll hybridisiert wurden. B, E und H zeigen
Hybridisierungen mit der Sonde gegen Sall3. Die Embryonen in C und F wurden mit der Sonde
gegen Sall2 hybridisiert.
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4.5 sal-ahnliche Vertebratengene lassen sich in
Homologiegruppen einteilen

Zwei der drei isolierten murinen sal-ahnlichen Gene konnten aufgrund ihrer Ho-
mologie zu einem humanen sal-ahnlichen Gen isoliert werden (Buck et al., 2000;
Kohlhase et al., 2000). Zwischen diesen beiden Spezies scheint also ein hoher
Konservierungsgrad von sal-ahnlichen Genen vorzuliegen. Fast alle anderen iso-
lierten sal-ahnlichen Gene aus Vertebraten (Farrell und Munsterberg, 2000; Farrell
et al., 2001; Hollemann et al., 1996; Koster et al., 1997) zeigen eine grofl3e Homo-
logie zu einem der murinen sal-Gene und somit auch zu den humanen sal-Genen.
sal-ahnliche Vertebratengene lassen sich daher in Gruppen einteilen und sollen
im Folgenden kurz untereinander im Hinblick auf ihre Struktur und ihre Expression
verglichen werden.

4.5.1 Strukturvergleich

Gene aus einem in der Evolution frih von der Entwicklungslinie der héheren S&u-
getiere abgetrennten Organismus wie Xenopus weisen eine erstaunliche Homo-
logie zu den neueren Vertebratengenen auf. Tabelle 4.4 zeigt eine Aufstellung der
mit Hilfe des Programms Complign der Software MacMolly® Tetra gewonnenen
Homologiedaten. Die Werte sind auf die gesamte AS-Sequenz oder die prafe-
rierte Spleil3variante bezogen. Der deutlichste Unterschied zwischen der Gruppe
der Salll-ahnlichen und der Sall3-ahnlichen Gene besteht darin, dass hauptsach-
lich oder ausschlief3lich die SpleiRvariante ohne den dritten DZF translatiert wird
(Farrell et al., 2001; Hollemann et al., 1996; Kdster et al., 1997; Kohlhase et al.,
1999a; Ott et al., 1996). Dieser Gruppe gehodren die meisten der bisher isolierten
sal-ahnlichen Vertebratengene an. Csal2 und Medaka-sal (Olsal) wurden daher
mit dieser SpleiBvariante des Sall3-Gens verglichen. Die Aminosauresequenzen
wurden aus der NCBI Genbank (zugénglich tber http://www.ncbi.nim.nih.gov/) er-
mittelt. Die Zugangsnummern sind im Anhang dargestellt (s. Tab. A.1).

Ein weiteres aus Xenopus isoliertes Gen, das Xsal-3-Gen (Onuma et al.,
1999), ist wahrscheinlich einer vierten Gruppe zuzuordnen, da die ungewohnliche
Prozessierung keinem anderen sal-ahnlichen Vertebratengen ahnelt. Es wurde
bisher kein weiteres Gen isoliert, das in die Gruppe von Sall2 und SALL2 ein-
zuordnen ist. Ein phylogenetischer Vergleich, in &hnlicher Form von Farrell et al.
(2001) vorgeschlagen, ist in Abbildung 4.8 gezeigt. Das Modell basiert auf der
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Sall1-Gruppe Sall2-Gruppe Sall3-Gruppe
AS- Homo- AS- Homo- AS- Homo-
Sequenzen logie Sequenzen logie Sequenzen logie
Salll / SALL1 90% Sall2 / SALL2 88% Sall3/SALL3 78%
Salll/Csall 82% Sall3/Csal2 70%

Sall3/ Xsal-1 67%
Sall3 / Olsal 46 %

Tabelle 4.4: Homologievergleich zwischen den einer Gruppe zugerechneten Vertebraten-
proteinen. Es wurden die aus der NCBI Genbank erhéltlichen Aminosduresequenzen zugrunde
gelegt.

Annahme, dass zunachst durch eine Duplikation zwei Linien entstanden, die sich
unterschiedlich weiterentwickelten. Aus einer entstand die Gruppe der SALL2-
Gene, die das vermutlich vorher durch intragenische Duplikation o0.4. erworbene
vierte DZF-Motiv wieder verloren haben (Kohlhase, 1996). Die andere Linie ver-
anderte sich weiter und brachte drei verschiedene Gruppen hervor, die alle fuir vier
DZF-Doménen kodieren und dennoch charakteristische Unterschiede aufweisen.

Sall1
Csal1

SALL3

Sall3

Csal2

Xsal-1

Olsal

spalt —

Xsal-3
SALL2
Sall2

Abbildung 4.8: Phylogenetischer Vergleich aller sal -ahnlicher Vertebratengene. Die Gene
kdnnen aufgrund ihrer Homologie Gruppen zugeordnet werden.
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4.5.2 Vergleich der embryonalen Expression

Der Embryo vom Huhn ist ein wichtiges Untersuchungsobjekt fur die Gliedma-
Renentwicklung bei Vertebraten, da er wahrend der Embryonalentwicklung in vivo
manipuliert werden kann, z.B. durch Transplantationsexperimente oder Applika-
tion synthetischer Signalmolekile (Gilbert, 1997). Die Expression von Csall in
den Gliedmafienknospen des Huhns (Farrell und Munsterberg, 2000) ahnelt sehr
dem fir Salll festgestellten Expressionsmuster. Ein erheblicher Unterschied be-
steht jedoch darin, dass die Transkriptmenge ab dem Hamburger-Hamilton- (HH;
(Hamburger und Hamilton, 1951)) Stadium 24/25 im Mesenchym von Flugel- und
Beinknospen herunterreguliert wird und die Expression in der ERL im HH 26 en-
det. Das Huhn zeigt also nicht die bei der Maus festgestellte hohe Transkript-
menge in den Finger- und Zehenspitzen. Daraus lasst sich die Vermutung ab-
leiten, dass die beiden homologen Gene trotz der groRen Uberlappung der Ex-
pressionsdomanen in spateren Stadien der Embryonalentwicklung unterschiedli-
chen Regulationsmechanismen bzw. unterschiedlichen Regulatorgenen unterwor-
fen sind. Das friihe Expressionsmuster ist jedoch sehr ahnlich, so dass einige
Beobachtungen aus dem Huhn auf die Maus abgeleitet werden kénnen. Farrell
und Munsterberg (2000) stellten fir das Huhn fest, dass Sonic hedgehog (Shh)
die Csall-Expression nur zusammen mit weitere Faktoren aus der epithelialen
Randleiste (ERL) erhéhen kann. Zudem vermuten die Autoren eine Kooperation
von Wnt3a und Wnt7a mit Fgf-Signalen zur Induktion und Aufrechterhaltung der
Csall-Expression. Die Sall1-Expression kénnte also unter der Kontrolle verschie-
dener Signalmolekile stehen. Die mogliche Regulation von Salll durch shh wird
in 4.6 ausfuhrlicher diskutiert. Die embryonale Expression des SALL1-Gens wur-
de an Schnitten aus fetalem Gehirngewebe untersucht (Kohlhase et al., 1996),
dazu liegen keine vergleichbaren Daten von anderen Genen dieser Gruppe vor.
Zumindest lasst sich feststellen, dass alle bisher bekannten Gene der Gruppe
Salll-&hnlicher Gene wahrend der Embryonalentwicklung in Gehirnstrukturen ex-
primiert werden.

Die embryonale Expression des humanen SALL2-Gens wurde ebenfalls an
fetalen Gehirnschnitten untersucht (Kohlhase et al., 1996), zu denen keine ver-
gleichbaren Daten bei der Maus vorliegen. Weitere Gene, die zur Gruppe Sall2-
ahnlicher Gene gehdren, wurden bisher nicht isoliert.

Wie in Tabelle 4.4 gezeigt, gehdren die meisten bisher isolierten sal-ahnlichen
Vertebratengene der Gruppe der Sall3-ahnlichen Gene an. Die Homologie dieser
Gene spiegelt sich auch in ihren embryonalen Expressionsmustern wider. So wer-
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den Sall3, SALL3, Csal2, Xsal-1 und Medaka-sal im sich entwickelnden ZNS des
Embryos exprimiert (Farrell et al., 2001; Hollemann et al., 1996; Koster et al., 1997,
Kohlhase et al., 1999a; Ott et al., 1996). Wiederum wurden die Daten des huma-
nen Sall3-Gens an fetalen Gehirnschnitten gewonnen (Kohlhase et al., 1999a),
die nicht mit den Daten aus whole mount-in situ-Hybridisierungen vergleichbar
sind. Im Huhn beginnt die Expression des Csal2-Gens wie bei Sall3 in den friihen
Stadien der Neuralplatte, in Xenopus in parallelen Streifen der Neuralplatte. Wie
Sall3 werden auch Csal2 und Medaka-sal in der MRG exprimiert, nicht jedoch das
Xsal-1-Gen. Auch im weiteren Verlauf der ZNS-Entwicklung entsprechen sich die
Expressionsdoméanen der homologen Gene aus verschiedenen Spezies partiell.

Die Expression des Csal2-Gens in den GliedmalRenknospen des Huhns ist wie
bei dem Sall3-Gen nur vortibergehend und beginnt im posterioren Bereich (Far-
rell et al., 2001), jedoch ist die Expressionsdoméne stets auch auf diesen Bereich
der sich entwickelnden GliedmaRRenknospen begrenzt. Bei Xenopus wird Xsal-
1 in einer der PZ entsprechenden Region exprimiert (Hollemann et al., 1996).
Ein identisches Expressionsmuster beschreiben Koster et al. (1997) bei Meda-
ka. Farrell et al. (2001) berichten von einer Expression des Csal2-Gens im Ge-
nitalhdcker des Huhns, wie sie auch bei Sall3 festzustellen ist. In Medaka liegen
Medaka-sal-Transkripte im exkretorischen System vor (Kdster et al., 1997). Csal2
wird im Augenbecherstiel exprimiert, Medaka-sal im Augenbecherstiel und im op-
tischen Vesikel. Sall3 wird dagegen nicht wahrend der Augenentwicklung expri-
miert. Medaka-sal wird im Pronephros exprimiert, Xsal-1 im Opistonephros und
Csal2 sowie Sall3 im Mesonephros.

Die mit dem Sall3-Gen verglichenen sal-homologen Gene aus Vertebraten,
die aufgrund ihrer Homologie in einer Gruppe zusammengefasst wurden, zeigen
in vielen Bereichen der sich entwickelnden Organismen ein lbereinstimmendes
Expressionsmuster. Somit scheint die Bedeutung, die diese Gene bei der Steue-
rung von Entwicklungsprozessen einnehmen, Uber die weite evolutionare Spanne
von Fisch zu Mensch bemerkenswert gleich geblieben zu sein.

4.6 Zur Regulation des murinen sal-ahnlichen
Gene durch Sonic hedgehog

In einem multizellularen Organismus ist die Ausbildung der Strukturen von Posi-
tionierungsinformationen abhangig, die durch voriibergehende Gradienten sekre-
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tierter Signalmoleklle generiert werden (Lawrence und Struhl, 1996). Diese ab-
gestufte Aktivitat wird durch die differenzielle Expression von Zielgenen dauerhaft
etabliert. In Drosophila wird eines dieser Signalmolekile zur Positionierung und
Musterbildung von dem Segment-Polaritéatsgen hedgehog (hh) kodiert. Es vermit-
telt die Musterbildung wahrend der Segmentierung (Lee et al., 1992) und wahrend
der Determinierung der Imaginalscheiben (Tabata und Kornberg, 1994). Das dif-
fundierende Hh-Protein vermittelt die Musterbildung im Embryo sowohl tber kurze
als auch tber lange Distanzen (Chuang und Kornberg, 2000; Johnson et al., 1996;
McMahon, 2000).

In Séaugetieren konnten bisher drei hh-homologe Gene isoliert werden: de-
sert hedgehog (dhh), indian hedgehog (ihh) und sonic hedgehog shh, alle Eche-
lard et al. (1993)). Es exisitert also eine hedgehog-Genfamilie von sekretierten
Signalmolekilen (Zardoya et al., 1996). Aus dieser Familie ist sonic hedgehog
(shh) am besten charakterisiert. Zuné&chst wird shh im Embryonalknoten expri-
miert, ist dann wahrend der Achsenformierung in der ventralen Mittellinie lokali-
siert und nachfolgend im Notochord, in der Bodenplatte und im anterioren Bereich
im prachordalen Mesoderm angesiedelt. Spater findet sich shh-Expression in der
ZPA der sich entwickelnden Gliedmaf3enknospen und im exkretorischen System
(Hammerschmidt et al., 1997).

Die Strukturierung des Vertebratenauges wird durch Shh, das vom darunter-
liegenden préachordalen Mesoderm der embryonalen Mittellinie sezerniert wird,
vermittelt. shh-defiziente Mause zeigen Zyklopie (Chiang et al., 1996), was die
Vermutung nahelegt, dass Mittelliniensignale von Shh fir die richtige Separati-
on der anterioren Augendoméane ben6tigt werden. Shh spielt eine wichtige Rolle
bei der Musterbildung des Zentralen Nervensystems (Goodrich und Scott, 1998;
Hammerschmidt et al., 1997; McMahon, 2000), da es fur die Differenzierung ver-
schiedener Zelltypen im ventralen Rickenmark bendtigt wird. Zudem kontrolliert
die laterale Diffusion von Shh aus den Mittellinienstrukturen die Strukturierung des
paraxialen Mesoderms (Fan und Tessier-Lavigne, 1994; Fan et al., 1995; Johnson
et al., 1994). Im exkretorischen System bewirkt Shh zahlreiche Musterbildungs-
prozesse und Induktionsereignisse (Chiang et al., 1996). Wéahrend der Gliedma-
Renentwicklung wird Shh in der ZPA generiert und ist an der Organisation der
anterior-posterioren Polaritat der GliedmalRen beteiligt (Kraus et al., 2001; Wang
et al., 2000; Yang et al., 1997).

Alle Mitglieder der Hh-Familie agieren vermutlich Gber das Transmembranpro-
tein Patched (ptc), das als Hh-Rezeptor dient. In der Abwesenheit eines Hh-
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Liganden inaktiviert Ptc das Transmembranprotein Smoothened (Smo; (Alcedo
und Noll, 1997; Chen und Struhl, 1998; Marigo et al., 1996; Murone et al., 1999;
Stone et al., 1996)). Die Inhibierung von Smo wird durch die Bindung von Hh
an Ptc aufgehoben und Smo kann das Hh-Signal transduzieren. Dieser Vorgang
resultiert in der Produktion einer aktiven Form des Transkriptionsfaktors Cubitus
interruptus (Ci) oder dessen homologen Vertebraten-Faktoren, kodiert von Mit-
gliedern der Gli-Genfamilie (Aza-Blanc et al., 1997; Chen et al., 1999; Methot und
Basler, 1999; Ohlmeyer und Kalderon, 1998; Sasaki et al., 1999; Wang et al.,
2000).

Es besteht eine groRe Ahnlichkeit zwischen den embryonalen Expressions-
domanen muriner sal-dhnlicher Gene und denjenigen des shh-Gens. Salll
und Sall3 werden wie shh in der Mittel-Rautenhirn-Grenze (MRG), dem Neural-
rohr, den GliedmalRenknospen sowie in Bereichen des exkretorischen Systems
(Mesonephros, Metanephros) exprimiert. In Drosophila wird sal in der Flugel-
Imaginalscheibe durch hh aktiviert (Sturtevant et al., 1997). Im Fisch Medaka
wird sal durch ektopische Shh-Signale aktiviert, und die Reduktion der hh-Signale
durch den Antagonisten Proteinkinase A resultiert in verminderter sal-Expression
(Koster et al., 1997).

Um die Abhangigkeit der Expression sal-ahnlicher Gene in der Maus vom Shh-
Signal zu prifen, wurden shh=/~-Embryonen mit Sonden fiir Sall1, Sall2 und Sall3
hybridisiert (s. Abb. 3.32). Dabei zeigt sich zunachst ein recht ahnliches Expres-
sionsmuster zwischen den Deletionsmutanten und den Wildtyp-Embryonen, bei
einer genaueren Analyse lassen sich dann jedoch signifikante Unterschiede in
bestimmten Doménen feststellen. Das trifft besonders flr den Kopfbereich zu,
wo bei allen drei Genen mehrere Expressionsdomanen kleiner und/oder diffuser
erscheinen als bei den Wildtyp-Embryonen. So ist die Transkription von Salll in
der MRG der shh~/~-Embryonen schon an 10.5 dpc nicht mehr detektierbar, und
die aneinander angrenzenden und tberlappenden Expressionsdomanen der drei
Gene im Mittelhirn sind in den Deletionsmutanten stark eingeschrénkt. Hier konn-
te man also eine Abhangigkeit der Salll-Expression vom Shh-Signal vermuten.
Im Neuralrohr ist die Expression nicht reduziert, sondern scheint, eventuell auf-
grund des fehlenden Shh-Signals, diffuser zu sein. In dem Fall wirde die Rolle
von shh nicht darin liegen, die Transkription von Salll zu induzieren, sondern auf
bestimmte Gewebe zu lokalisieren. Die Expression in den Gliedmal3enknospen
ist ebenfalls in den shh~/~-Embryonen beeintrachtigt. Sall1-Transkripte sind nur
in den distalen Bereichen festzustellen, und das vornehmlich im mittleren Bereich
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exprimierte Sall3 lasst eine wesentlich reduzierte Transkription erkennen. Even-
tuell werden also Salll und Sall3 in den mittleren Regionen der Gliedmal3enknos-
pen durch Shh reguliert. Weitere Expressionsdoméanen wie der Genitalhdcker, die
Branchialbdgen und die Schwanzspitze scheinen in den knock out-Mausen unbe-
einflusst zu sein.

Die Auswertung dieser Ergebnisse unterliegt der Problematik, dass sich das
auRere Erscheinungsbild der shh—/—-Embryonen stark von dem der Wildtyp-
Embryonen unterscheidet (Chiang et al., 1996). Es muss daher die Mdglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass die Unterschiede in der Expression der drei Gene
nicht oder nicht allein daraus resultieren, dass durch das fehlende Shh-Signal ihre
Expression vermindert aktiviert wird. Die Expression eines Gens ist meist auch
von Umgebungsfaktoren wie dem entsprechenden Gewebe abhangig. Ist also die
entsprechende Region wie z. B. ein Mittelhirn-Bereich nicht oder nur rudimentar
vorhanden, bleibt auch die Expression der fur diese Region spezifischen Gene
aus oder ist auf den verkleinerten Bereich beschrankt. Weitere Untersuchungen
kénnen diese Problematik beheben, indem fir bestimmte Gewebsbereiche be-
kannte Markergene zur Hybridisierung von shh~/~-Embryonen verwendet werden
und so festgestellt werden kann, ob die Umgebungsfaktoren zur Expression der
murinen sal-Gene gegeben sind oder nicht.

4.7 WeiterfUhrende Arbeiten

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergffnen vielfaltige Moglichkeiten fur weite-
re Forschungsarbeiten. Ein bedeutender Schritt wird dabei die Analyse der Salll-
knock out-Mause sein. Hieraus kénnen Rickschlusse auf die Funktion des Gens
bei der Maus und beim Menschen gezogen werden. Dabei kdnnten genaue Un-
tersuchungen der beim TBS betroffenen Organe Erkenntnisse uber die Entste-
hung der Fehlbildungen liefern. Bei einem Phéanotyp, der auf eine &hnliche funk-
tionelle Bedeutung des Salll- und SALL1-Gens bei der Maus und beim Menschen
schlie3en lasst, wirde durch die Herstellung einer knock in-Maus, in welche ein
Konstrukt mit einer TBS-typischen Mutation eingebracht wird, ein idealer Modell-
organismus fur das TBS geschaffen werden. Uber die gegen das murine Salll-
und das humane SALL1-Protein erzeugten Antikdrper konnte sich klaren lassen,
ob durch die zum TBS fuhrenden Mutationen ein trunkiertes SALL1-Protein, das
Uber den Dominant-Negativen Effekt eine Haploinsuffizienz bewirkt, entsteht, oder
das verkurzte Protein durch Proteolyse wieder abgebaut wird. Auch wird es dann
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maoglich sein, die Lokalisation des Proteins im Gewebe zu bestimmen.

Fur die Sall2-knock out-Linie sind in nachster Zeit weitere Ergebnisse zu er-
warten. Sollte sich die Vermutung, mit Sall2 ein wichtiges Signal zur Gehirnent-
wicklung identifiziert zu haben, bestatigen, wirden weitere Untersuchungen z. B.
die Hybridisierung der Embryonen mit bekannten Markergenen fir die Gehirnent-
wicklung einschlie3en. Sollte damit die Einordnung des Gens in die Signalkaska-
de gelingen, wéare ein wichtiger Schritt zur Aufklarung der Bedeutung des Gens
in den Saugetieren getan. Eine Kreuzung der Salll- und Sall2-knock out-Linien
kénnte neue Anhaltspunkte flr eine partielle Redundanz der biologischen Funk-
tionen der beiden Gene liefern. Langfristig sollte auch eine Sall3-knock out-Maus
hergestellt werden, um die Erkenntnisse uber die Bedeutung der sal-ahnlichen
Gene in Saugetieren zu komplettieren.
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Das zu dem humanen SALL1-Gen homologe Sall1-Gen der Maus wurde durch die
mittelstringente Hybridisierung einer murinen Cosmid-Bibliothek mit einer SALL1-
Sonde isoliert. Die genaue Charakterisierung erfolgte tber die Herstellung einer
Restriktionskarte, Klonierungen und Sequenzierungen. Anhand einer Northern-
Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass das Sall1-Gen am starksten in Nieren-
und Gehirngeweben der Maus exprimiert wird. Mittels whole mount-in situ-
Hybridisierungen von Embryonen und Paraffinschnitten von Embryonen wurde ge-
zeigt, dass das Gen im zentralen Nervensystem, im Mesonephros, in den Glied-
malf3en und in weiteren Strukturen der Embryonen verschiedener Entwicklungs-
stadien exprimiert wird. Mit Hilfe des pTKneo-Vektors wurde ein Konstrukt zur Ge-
nerierung einer Sall1-knock out-Maus hergestellt. Durch homologe Rekombinati-
on in embryonalen Stammzellen wurde das vollstandige Exon 2 und ein Teil des
Exon 3 auf einem Allel der positiven ES-Zellen durch das Neomycin-Resistenzgen
ersetzt. Aus den ES-Zellen hergestellte Chiméaren werden zur Zeit mit Wildtyp-
Mausen gekreuzt. Ein Antiserum aus Kaninchen, das gegen ein humanes SALL1-
Peptid hergestellt worden war, wurde durch das Binden des Peptids an eine Saule
aufgereinigt. Anhand des aufgereinigten Antikdrpers konnte das homologe Salll-
Protein der Maus in Kernproteinextrakten nachgewiesen werden.

Mittels whole mount-in situ-Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dass das
Sall2-Gen im zentralen Nervensystem im Mesonephros sowie im optischen und
otischen Vesikel exprimiert wird. Zu dem bereits isolierten und grof3tenteils cha-
rakterisierten murinen Sall2-Gen wurden weitere Daten durch die Isolierung ei-
nes weiteren Cosmidklons, Klonierungen und Sequenzierungen gewonnen. Mit
Hilfe dieser Daten wurde ein Sall2-knock out-Konstrukt hergestellt und zur Dele-
tion des Exonla und Exon2 in embryonalen Stammzellen eingesetzt. Positive
ES-Zellen wurden in Blastocysten injiziert und die daraus enstandenen Chimaren
mit Wildtyp-Mausen verpaart. Mittels Genotypisierung tber PCR identifizierte he-
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terozygote Sall2*/~-Mause der F1-Generation wurden weiter verpaart und die in
der F2-Generation auftretenden fur die Deletion homozgygoten M&ause auf einen
Phanotyp hin untersucht. Die adulten Mause zeigten keine Auffalligkeiten, die
durchschnittliche Anzahl an Nachkommen bei Verpaarungen von homozygoten
Sall2~/~-M&usen war jedoch geringer als normal. Durch die Praparation von Em-
bryonen konnte gezeigt werden, dass mehrere Embryonen Defekte in der Schlie-
Rung des Neuralrohrs aufwiesen, die wahrscheinlich zum pranatalen Absterben
der Tiere fuhren. Ein Bereich aus Exon 2 wurde fur die Herstellung eines Strep-
tag-Fusionsproteins zur Produktion eines Antiserums ausgewahlt. Anhand des
Strep-tag-spezifischen StrepTactin-Molekiils wurde die Uberexpression des Fusi-
onsproteins in Bakterienkulturen nachgewiesen und nach einer Aufreinigung des
Proteins mit der Immunisierung von Kaninchen begonnen.

Anhand der in der Genbank veréffentlichten Nukleotidsequenz des Sall3-Gens
wurden Primer hergestellt und ein Fragment aus genomischer Maus-DNA amplifi-
ziert. Das DIG-markierte Fragment wurde zur whole mount-in situ-Hybridisierung
von Embryonen eingesetzt. Alle drei isolierten sal-ahnlichen Gene der Maus wur-
den anhand ihrer Expressionsdaten verglichen. Durch die whole mount-in situ-
Hybridisierung von shh—/~-Embryonen mit den drei Sonden fiir Sall1, Sall2 und
Sall3 konnte gezeigt werden, dass die fur andere Vertebraten gezeigte Abhan-
gigkeit der sal-Expression von Sonic hedgehog fir die Maus nur in bestimmten
Organen zutrifft. Es wurde gezeigt, dass die murinen sal-Gene fir ihre Expressi-
on nicht generell auf das Shh-Signal angewiesen sind.
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Anhang

Gen Genbank-Zugangsnummer
Salll NM021390
Sall2 AJO007396
Sall3 X97581
SALL1 NM002968
SALL2 X98834
SALL3 AJ007421
Csall AF288697
Csal2 AF304358
Xsal-1 L46583
Xsal-3 AB030827
Medaka-sal u77376

Tabelle A.1: Genbank-Zugangsnummern der verglichenen sal -dhnlichen Gene von Verte-
braten. Diese Nummern werden von der genebank-Datenbank als accession numbers ver-
geben. Die Datenbank ist Uber die entsprechenden www Server (z.B. NCBI Blast Notebook,
http://www.ncbi.nlm.nih/) zuganglich.
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Anhang 158
1 tagtaatttt ttattctgece ccagetgatg tttgageCAG CATGTCGCGG AGGAAGCAAG 60
61 CGAAGCCTCA ACATTTCCAA TCCGACCCCGE AAGTGGCCTC GCTCCCCCGG CGAGATGgtg 120
121 agtgctecgg cgoecgeggac acacagacac geactcacac gcacactoegg acccacgeac 180
181 acgcggeggg coccgegooe accgecgoett tegecttoetyg cactoeggoege gtetgatttt 240
241 atttcatgct tcctcgattt aatttgccgg goccaggetce ccoctgtccegg gagageccage 300
301 ctatcccgge tggagectttce cggagttccg tgtcctecgac tgggcggagt agggtcgact 360
361 ggeceggetoeg ctectocgoee cagagggtced gaggagoecge ggccacgace ctgecegeccee 420
421 gaggggegat ctoetegggea dgaggecatcet ggagetgoce acgegagoete tetocccegete 480
481 cecegegegee accegggtce ccgggctggg cotctgtcge ctgggecctca ccgeccagec 540
541 ctgcggccaa cgttaaagaa gtttacttcg tcegggtgge tgaacgccga gecgecatgggg 600
601 aactctccgt acccaccccc ccaaactctc gttcccactt ggeoctageocggg cgaaatatgg 660
66l tacctttyggyg ggttoccgage cgtgagaact gyggggttyggyg gtggaggage gacatcectgg 720
721 Jggtegeggoeo gagtgoetgooe ggtoegoetoetyg gagactgget tagggacagg gaagtgtcoge 780
781 ttggtccgge ttcccaagtt tgttctcctg togtttettt ccacacttge acccataacce 840
841 cgtcaaagtc gggcttggat gtgtgcaccc cacgtattat ggagtcccat ccttcgggac 900
901 ccgttetggt aagggtcatt agacactttc ttgggtcccyg ggtattagee cgoccagaccee 9260
961 ctggagccag ccgagceaatyg aaggcagggt tecgaaagga ctgaatgagt agggaaaagt 1020
1021 ttgtgtgcgg gaactgtgge ctagaatggg agagacccgc gcagggaact ggggtcactg 1080
1081 agggaagacc cccctccgac cccagcocttga cctgaactgt tctagggeocag agtttccgag 1140
1141 ctcecccaggee agaggcetacyg cteggttooeg gggtcaccegg actttgtgee tgactetecg 1200
1201 ctgcgtaggt tggagagtga ccagacccga ggcteggoegg ccccggoetge ccettegggaa 1260
126l tccctcgatc ccocgggogtgg aggaaggage tgcaccccag cagagoctcgg aagecgtgacce 1320
1321 tgagatccgc acctctggeoc actacgctct gcgggcgotg gagoccccaca tctgeocagget 1380
1381 ccgtecccag aggectgget ctgagegget ctgggtgoegg gtacgoegeag geagagoecag 1440
1441 agcgacaagg gatcegacage ttacttcocte ctegetgttg ggagagggea atcctggegt 1500
1501 gagacacctg gacatttttt caggcgatct gagagccatt aaggcactgt tttgocccage 1560
1561 acctttgaaa gctgaagcct caccagtgtg attctctgag tcctctggaa ggatcccttg 1620
1621 aaacacacce agttteccac cccaaaagaa ceggtttgag ggtaaaacca gatgaaatta 1680
1681 gccaaggecog cagcaaccac teggactatt tttgtggggt ttotcageta gtttoettagg 1740
1741 ctttctgeccg cccccacaac aatctttcct aaagtgagge ctttgcaccg ggatgetgtt 1800
1801 aaaacttaac aatttgcata cgggggtygygyg ggtgggagaa aaacaacctyg gggaaagaga 1860
1861 ggtgtttttt ggtttttgtt ttttaaattt atactggttg tttgtatttt ccacgcaaag 1920
1921 aatttcaaaa ctaacaacca ccacctcgag cttcggaaga aaagaccctt gctagttcectt 1980
1981 cgctttgagt ctagagetgg aatttttaat agttaagget tcetcataaag cgatageatt 2040
2041 aaaggagttc actgectoctt actattatta tttattagta caattttttt ttagtttatt 2100
2101 tgagctttga ggtaagttaa ttaaggaact gaatcaagtt tcctttcttt cttttecctte 2160
2161 ttttttttca cttaatttct ccttttttct tcctaaaage tggttcattg tcgacaaage 2220
2221 agtgattatc ccgaacaccc taggaaacac ccctcccagg ccagctcctt actccctcecct 2280
2281 tttettcagt agtaatagtt ttaggttatg actgttttta catggcetgaa caataagttt 2340
2341 gggagaagtt gectagaggg caggttttgt aatagggtta caggatttag tgtgetgtaa 2400
2401 tagtactcta cacaagcagc cctccccage agctgacagt caggagggce cgeccatacce 2460
2461 cgaatctttt catttgggaa tagttgtgag agacatacag aggaaagtge atgacacage 2520
2521 tcacgtttge tttttaaaag tcgactoette tgcaacgagt ccagecatcet ccatccattt 2580
2581 ccctacccag aacagaacat gtgectgagg agecgetget gttgggegtt tggtgggttt 2640
2641 tttgtttttg tttttgtttt tttttacttt ggaaggcaac cccttactca gatgccaget 2700
2701 ttacactttec tcttgtectca agagggtctt actacacaca gcatatgaaa tatcaggcat 2760
2761 taccaaagta gatcttgttt agacccttcee ccctocccttg ttgtecccca gactgtetga 2820
2821 cttctacaca gaggaaaacce ttagaaaagt tttcagagece acagtggecce tgaageagece 2880
2881 tctctaatte tatgttectgt ggccccatcc tgtagtatgt gtecgtgtttg agttttacaa 2940
2941 agaaagctac gccttgectaa gcaccagtcc caacacctcc attcaatttt taaaaaaaat 3000
3001 gattatttag ttgatcttag aagttaatcet tagaaccttg atagtttatt ctacttgagt 3060
3061 attecctataa ggtatttttce tgttoccttat gaaaactggg attgtggtga gtagggttca 3120
3121 tctcttaaaa gatattcaac aagtctccag ttacttgtag agagataagt agccttggaa 3180
3181 gaattattta ccatgatgga taaatcctgg aaaagggaat gtgcaaatct aatgatttaa 3240
3241 tttgtggtta ctttttottt gagtttggat ttoccaggtge gtgcctgtgt gtgtgtgtgt 3300
3301 gtgtgtctgt gtgtetgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt ctgtgtgtgt 3360
3361 gtgtgtgtat ctgtgtgtgt gtgtctgtgt gtgtgtctgt gtgtgtgttg ggttttttgg 3420
3421 tgggttggtt cactccattt ggtggtgatg gtttcaagat tcctgecaget tctgacagge 3480
3481 ccecattccga cteccattoegt ttaacaattt tgctgcetcag ctttttaaag gaaaggataa 3540
3541 tgttggaaga aacttagaac atcgggaatt acagadaaag cattgactcet cctaaggaat 3600
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3601 acctgaaaac cccttcttac tcatattaat aaagaaattc tattatttac caaagtaatt 3660
3661 tactcattgt aagcagctta atggccacac attgatttct gggcccaaaa ggttagagaa 3720
3721 aactataatg aattctctta taaaacaaaa acaaacaaat aaacaaaaaa aaaaaaaaaa 3780
3781 aacaagaaaa Jaaccctgac acctgcaaga taaggceadgtt ggaaagaatt catgtttcat 3840
3841 caagcccatt tttaagtttg gcataataga agattctaga tgagaaaatg tgaactgttt 3900
3901 tttggtcttg ttttgttttg ttgecgatttg cttcaggctg caaatacttt ctaaatgtta 3960
3961 aaaaacaagc acccegggaaa gectgoetgag gcaggagata aactgggaag gtagettttoe 4020
4021 ggcattgage aattgttggt gtattttaca tecagtttoet gecaatggete agggcacaag 4080
4081 taccaaatta tagggtgctg tttgggaaac cgtttctttt ctctaaggtt ggagacttet 4140
4141 agttgtcttt ttaccaacaa tatccttcag aaggcaaaag cccacatttt tectggtageg 4200
4201 aatctggagg gcgatgggag gagggaattc aggecaggttc cgggtttcaa aacttagecca 4260
4261 agctcactca gtgtgaagta accagaaaaa aatcgaaatt cttetgcage ttaaatgtgt 4320
4321 tttttteccaa cacagtceccect agtgcagaaa acctgtgttc taaaatatte tttgaggaga 4380
4381 gaaagagaat attaacctga ggcttgacac tcctccccocca agaaggaaaa aaagttggtg 4440
4441 tgccaggctt tagaaaacct ggacgtgtag agctgtttta acctttgecca gectecctcee 4500
4501 atgcagaggt gacaaggtcc agatcataat gtgtecttca gtgtoettoce ggtgacccce 4560
4561 aatttgagtce ttgctagtca cttagecagga acttggtagt ttattttagt ttotccttat 4620
4621 cagcttgget tcottttccta accttattce ccecgeccaccc cccagatgec agacccccaa 4680
4681 aggggaagat tgacaggtag ttcccacgge tcagcttcac cctcoccaacaa cagggattta 4740
4741 gtttettgtg actttgcecaa tgtttgtgta gtcagtgttt agatctegee ttaaggagtce 4800
4801 tctettttac goegtcactgyg aataggaaaqg ccacagagta gtttgtgaac aaacccettge 4860
4861 tgttggatcc ccatctagtg ttcactttaa ttctccatag ggaagacatt ttcccocctteca 4920
4921 ttgtgagcecg gaggtgggte tggaccagaa ctttaaatgg agtatcttgt cecatgttatt 4980
4981 ttttttccag agggttttet tgtctecttc cacacaatca gggetggeac tgtaaacttg 5040
5041 aaggggacca gttcatttgt catttggttyg tatgoetgcat aaaaggaact tcagacatta 5100
5101 cagaaaatat gcgcagcata tgttgtattt acagettttt ttttttctgg aaccttaagt 5160
5161 tggacattcg gatcctgctt ttaaaaaata aaacataaaa agataaagca cactcaatca 5220
5221 aatatgttca tgatcgccte tgcaagcecagg cctgtgggaa ggaacagect gttaaaatta 5280
5281 ggggccccaa Jgtcecactatt gtttgagtte tattaagaaa tgctaatgta gtettaaggt 5340
5341 actggcaagt agtgttaagt gtctttctga ggcgectccca aagagaaaac taaatctggt 5400
5401 agagcctggt ggttggtttce tacttttttg ttttgttttg ctttgetttg ttttetgttt 5460
5461 tgtttttgtt ttcccctcct cttetctect ggeoctggeotga acctttcectgt geogaggecata 5520
5521 gtttttatat ttttgctttc tgagtagaga ggctgcaacg cttcgtttte ctgcttccaa 5580
5581 attctgctgt gtttggttaa gaggataaaa agtgacaaat ttgaattggg tacctagata 5640
5641 gttcagccag agcettaaaca tctggaattt aagtgacaat ttggtaatga ttcaacatct 5700
5701 ccttcaaaaa aagaacagaa attctaagca tcttttgggg gggttgctga ggggaaaaaa 5760
5761 gggctcttge tttgtaaatg ttcctatctg gctggaatta cgagatttgt gtgaatgcaa 5820
5821 aatccataga aaagaatctg gaatgtgatt ttcactacaa taggaggaac aagggaactg 5880
5881 tagttactaa aaggaggtca ccagttgcocca tectgtgtaa cagattattt aaagagatac 5940
5941 aagaacacag Jggctetgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtttetgoect €000
6001 gctcgttatc taattgtaac ttttagtcat tccttttagt aactgggeocta aagatccatg 6060
6061 ctggtttccc tggaattctg ttcaccatge agaatggttt aaagttagge actgtagagt 6120
6121 gtagcaacac ctgcettcetga gocgaatcaa aatagatgcee aggatttggg agggagcaga 6180
6181 ttgttcataa acatcaggaa attaaattag ctgatggtac agtgcegatca aatgtcaget 6240
6241 tgctaaattg tgaaaatcga agctcaaata tggccaactt ttataaaggg tctctctcecte 6300
6301 tctctctcte tctctctcecte tctctctecte tctctcaaaa gcaagcagge atttatttcect 6360
6361 aagegtoettt attttccate taattageat aatcctaaat ataaaaatgt tcecaggtagaa 6420
6421 aaacttaaaa attctctcaa gtgagtcettg aageggeacyg aatgcaaaac cccagtgecag 6480
6481 ggaagtagaa atcagtgtaa ccttcgaaag taacctagct tttatttttt ttctatatat 6540
6541 tatgagaata tcagatgttt gcaagttata aagaattaaa atgcccttta accgtgagca 6600
6601 cagatgtgct aaatatttga agcaaccaca ttgtaatgtg tacaattgat gaagtcagtt 6660
6661 ttctgattte ccttgetggt tatttagttce tgaatcetgte attatttgtce taageccage 6720
6721 tgaccaagca aaactgtgtt ttaaagtggc tttatgtttt gataaatgtg agctggttga 6780
6781 aaagtatttt ccactgaatg cagagcttaa tagaacatgc tgacataata gttttaatgc 6840
6841 attttgttga aaatgtygtga acaaacagaa tagettttgt tecttcecataa ttggetgtaa €900
6901 aagtagatgg aaacatagcce attacatatg gaaatgtgca aagagaaaga aataacattt €960
6961 ctgttgaata tattaggaat tgcatttcct agtttaaaat aagcatctga aatgggggat 7020
7021 catttaaaat cagttgtcaa aatacgaagc tttacactga atttttgtca catcattttt 7080
7081 tttttgtcce gegtgaggca ggataacttt agcaaatttce atttaatatt ttgtttgtag 7140
7141 tatttcaagt caggagaaga gacagaaadt gcttaaaaca gcecaccttcag cgageatggg 7200



Anhang 160
7201 aatctggtgec caattaggat gattaaacat taaattaaaa ctggatcatt attggtattt 7260
7261 tctgctacaa ctgcgatttg tttggtgttg ttaatgcatg ttgcactata accccgtgta 7320
7321 gatttaaaga tggggattag gaaagcetgge ttattaaata taactcagece actaaaacta 7380
7381 tgccagtgag gagagtgcac gegtocccte tetoectoetgg ccageagact ttaccagggyg 7440
7441 ccctaatcaa cttcctecatc actccaggca gatagagtta aggaatttca caagtgacta 7500
7501 tttaggtgtt aattgtattt tctgaaatgc aaaactcttc cgagecttttt agatgecttaa 7560
7561 tccaaaagga taacctcetgg ctettoetgaa tgtgoetoetgg gttgactggg atttetgggyg 7620
7621 taggcagcat tttgattttc catgtattca tatctgcaat tacttttttt tttectectyg 7680
7681 caagttttct agaagattca atttggaagt catggaaact acctattatc tgattcaget 7740
7741 ctgtagaaaa gcatgcgggg aggcaatcct tgaattaaac agtttttttt ttttcacage 7800
7801 ctttggagat gaccacacac accattcgta caacaggagc tggtgttcce catgcectgage 7860
7861 aaacaaggygg acgcecattoet gtcectttgaat aggatgttag cttggagttg gagatttgat 7920
7921 Jgtttaattta caaatggatc ttagtgagaa gacatctgag caaccagtaa agccaaacaa 7980
7981 tcaagggata tgaataggga gatggatgga tggatggatg gatggatgga tggatggatg 8040
8041 gatgtgtgtg tgtgggtgtg tgtgggtgtg tgtgtgatgt atatgtatat gtatatgtat 8100
8101 atgcaatgta ttcaggacaa tcetgttagac aatcgataac accaaaagge aaagtatttt 8160
816l taaaggcatt cagacaagaa tttccaaact ctecccectggg tgggeatgat ttoettaagga 8220
8221 agggaggacc tctcagcacc ttcottcttca gctagcattt agcagaactg tagatgccac 8280
8281 gccaattttt agagacagaa agaccacttt tgaggattat ttagaaccta geccacgtgga 8340
8341 gcatggtgge atatattcett tacctaggag aatgtagcecag cagagoetcaa tcectgaattt 8400
8401 gaaaaattca cgtcetggugy gggggtgata cataggtace agacaggoect gtgagggata 8460
8461 accatcctgc attcttttca ttttgecectgt gagggtgttg ctttetggtt tgaagtcgaa 8520
8521 acgggtctgt tactgattgg actgaactgt gtttgtcacc actgggccecc caagctcagg 8580
8581 atccaggcag ggacttgagg tgattectgaa gtcatcagte cccagoetggg tgatatgeat 8640
8641 tttccccccet tgtcaacaac tgattggaac ctgaacgact acaaattagt ttagtgacag 8700
8701 aacagactgt cacagatatc tttgcatcag ttgaaaatga ataaggttga cagaaactca 8760
8761 agagcctaat aagtcctcag tgtgctggag ggaccctcotc ccggecaagta gacaatcggt 8820
8821 gtataaaata ttggaaatca atattttget atggaatttc attatgtace aatgtccacce 8880
8881 cttcatggta ttttatattt tgatgaatta tctaaaggce ttaactatcee aaaataccag 8940
8941 ctagtcagga gttcctcgge atcccaggaa atacagecctg gectttggggg ggtcacattt 9000
9001 ggagtttage agatagaaag catttatgge cctttoetate aatttcaagt cattactgac 2060
9061 agtctgtect cgoettecactt ttaaccctge accttttgat gtttgtagGGe GACACAGAGA 92120
9121 AGGGTCAACC AAGTCGCCCC ACTAAGAGCA AGGATGCCCA TGTCTGTGGC CGGTGCTGCG 9180
9181 CTGAATTCTT TGAATTATCA GACCTTCTGC TCCATAAAAA GAGCTGCACT AAAAATCAAT 9240
9241 TAGTTTTGAT TGTCAATGAA AGTCCAGCCT CCCCAGCAAA AACCTTCCCT CCTGGCCCGT 9300
9301 CTCTCAATGA TCCCGATGAC CAAATGAAAG ACGCGGCGAA TAAAGCAGAC CAAGAAGACT 9360
9361 GCAGCGACCT TTCAGAACCC AAGGGGCTTG ACAGGGAAGA GTCCATGGAG GTGGAGGTCC 9420
9421 CAGTTGCCAC CACCACCACC ACCACCACTG GCGGCAGCGG CGGGAGTGGT GGCAGCACTC 9480
9481 TGAGCGGTGT CACCAACATC ACCACCCCGA GCTGCCACAG CGGCTGTTCC TCGGGTACCT 9540
9541 CAGCGATCAC AACCTCTCTA CCTCAACTGG GGGACCTGAC GACACTGGGC AACTTCTCGG 9600
9601 TGATCAACAG CAACGTCATC ATTGAGAATC TCCAGAGCAC CAAGGTAGCG GTGGCCCAGT 9660
9661 TCTCCCAGGA GGCGAGGTGT GGGGGGGCCT CCGGAGGCAA GCTGCTCATC TCAACCCTCA 9720
9721 TGGAACAACT CCTGGCTCTG CAGCAGCAGC AGATTCACCA GCTGCAGCTC ATAGAGCAAA 9780
9781 TACGTCACCA AATACTGCTG CTGGCCTCTC AGAGCGCAGA CCTGCCGGCA GCACCCTCTA 9840
9841 TCCCGTCTCA AGGTACTCTG CGAACATCTG CCAACCCCTT GACCACACTG AGCTCCCATC 9900
9901 TGTCTCAACA GCTGGCGGTG GCAGCTGGAT TAGCACAGAG CCTTGCTAGC CAATCTGCCA 9960
9961 ACATCAGCGG TGTGAAGCAG CTTCCCCACG TCCAGCTACC TCAGAGCAGC TCCGGCACCT 10020
10021 CCATCGTCCC GCCCAGTGGT GGCACTTCTC CCAACATGAG CATAGTGACG GCTGCAGTGC 10080
10081 CCACCCCGTC CTCAGAAAAA GTGGCTTCCA ATGCTGGTGC CTCCCATGTC AGCTCCCCGG 10140
10141 CCGTCTCAGC ATCGTCCTCA CCAGCATTCG CAATAAGCAG TCTGTTGAGT CCTGAATCTA 10200
10201 ACCCACTTCT ACCTCAGCCG ACCCCAGCTA ACGCTGTTTT CCCTACCCCT TTGCCTAACA 10260
10261 TTGCAACAAC CGCAGAAGAT TTGAACTCCC TGTCTGCCTT GGCCCAGCAA AGAAAAAGCA 10320
10321 AGCCACCAAA TGTCACTGCC TTTGAAGCGA AAAGTACTTC AGACGAGGCG TTCTTTAAAC 10380
10381 ACAAGTGCAG GTTCTGTGCG AAGGTCTTCG GGAGCGACAG TGCCTTGCAG ATCCACTTGC 10440
10441 GCTCCCATAC TGGAGAGAGG CCGTTCAAGT GCAACATCTG TGGGAACAGG TTCTCTACTA 10500
10501 AGGGCAATCT GAAAGTCCAC TTTCAGCGCC ACAAAGAGAA GTACCCCCAC ATCCAGATGA 10560
10561 ACCCCTACCC TGTACCGGAG CACTTGGACA ATGTCCCCAC GAGCACCGGC ATTCCCTACG 10620
10621 GCATGTCCAT CCCTTCAGAG AAGCCAGTTA CCAGCTGTCT AGACACCAAG CCAGTCCTGC 10680
10681 CCACTCTGAC CACTTCCGTC GGCCTACCAT TGCCTCCAAC TCTCCCAAGC CTCACGCCCT 10740
10741 TCATCAAGAC GGAAGAGCCA GCCCCCATCC CTATTAGCCA TTCTGCTGCC AGTCCCCAAG 10800



Anhang 161
10801 GCTCAGTCAA AAGTGACTCT GGGGCCCCTG ATTTGGCCAC AAGAAACCCA AGCGGCGTCC 10860
10861 CCGAGGAAGT GGAAGGGETCT GCTGTGCCAC CCTTTGGTGG CAAGGGTGAA GAGAGTAACA 10820
10921 TGGCAAGCTC CGCCGTCCCG ACAGCGGGCA ACAGTACTCT GAACTCCCCA GTGGCTGACG 10980
10981 GTGGTCCAGG AGGGACCACC TTCACCAACC CTCTGTTGCC CCTCATGTCT GAGCAGTTCA 11040
11041 AGGCCAAGTT TCCTTTTGGG GGACTCTTAG ATTCTGCCCA GGCCTCAGAG ACATCCAAGC 11100
11101 TGCAGCAACT GGTAGAAAAC ATTGACAAGA AGGCCACGGA TCCCAATGAG TGTATCATCT 11160
11161 GCCACCGGGT TCTCAGCTGC CAGAGCGCCT TGAAAATGCA CTACCGGACA CACACTGGGG 11220
11221 AGAGGCCCTT CAAGTGTAAG ATCTGCGGCC GGGCTTTCAC CACGAAAGGG AACCTCAAGA 11280
11281 CCCATTACAG CGTCCATCGG GCTATGCCTC CACTCAGAGT CCAGCATTCC TGCCCCATCT 11340
11341 GTCAGAAGAA GTTCACAAAC GCAGTGGTCC TCCAGCAGCA TATTCGTATG CACATGGGAG 11400
11401 GCCAGATCCC CAACACCCCA GTCCCTGACA ACTACCCTGA GTCCATGGAG TCTGACACAG 11460
11461 GCTCCTTTGA TGAGAAAAAT TTCGACGACT TAGACAACTT CTCAGATGAG AATATGGAAG 11520
11521 AGTGTCCTGA GGGCAGCATC CCAGACACAC CCAAGTCAGC GGACGCTTCC CAAGATAGCC 11580
11581 TGTCATCTTC GCCTCTGCCC CTCGAGATGT CGAGCATCGC TGCTCTGGAA AATCAGATGA 11640
11641 AGATGATCAA TGCTGGCCTG GCGGAGCAGC TGCAGGCCAG CCTGAAGTCT GTGGAGAACG 11700
11701 GATCCATGGA AGGGGATGTG CTGACCAACG ACTCTTCCTC AGTGGGTGGC GACATGGAGA 11760
11761 GCCAGAGTGC AGGCAGCCCA GCCATCTCAG AGTCTACCTC TTCCATGCAG GCTCTGTCCC 11820
11821 CGTCCAACAG CACCCAAGAA TTTCACAAGT CACCCGGCAT GGAGGAAAAG CCACAGCGAG 11880
11881 TGGGGCCAGG CGAGTTCGCC AATGGTCTAT CTCCCACCCC AGTGAACGGA GGTGCTTTGG 11940
11941 ACTTGACTTC TAGTCATGCA GAGAAAATCA TCAAAGAAGA TTCTCTGGGA ATCCTCTTTC 12000
12001 CTTTCAGAGA CCGGGGTAAA TTTAAAAACA CTGCTTGCGA CATTTGTGGC AAGACCTTTG 12060
12061 CTTGTCAGAG TGCCTTGGAC ATTCACTACA GAAGTCATAC CAAAGAGAGA CCGTTCATTT 12120
12121 GCACAGTTTG CAATCGTGGC TTTTCCACAA AGGGTAATTT GAAGCAGCAC ATGTTGACAC 12180
12181 ATCAGATGCG AGATCTGCCA TCGCAGCTCT TTGAGCCCAG TTCCAACCTC GGCCCCAATC 12240
12241 AGAACTCTGC AGTGATTCCC GCCAACTCGC TGTCATCTCT CATCAAAACA GAGGTCAACG 12300
12301 GCTTTGTACA CGTTTCTCCT CAGGACAGTA AGGACGCCCC CACTAGTCAT GTCCCTCAGG 12360
12361 GGCCTCTGTC GTCCTCTGCG ACATCCCCAG TTCTGCTCCC AGCTCTGCCC CGGAGAACTC 12420
12421 CCAAACAGCA CTATTGTAAC ACGTGTGGTA AAACCTTCTC TTCTTCGAGT GCCCTGCAGA 12480
12481 TCCACGAGAG AACTCACACT GGAGAGAAGC CCTTTGCTTG CACTATCTGT GGAAGAGCAT 12540
12541 TCACAACAAA AGGCAATCTG AAGgtaccaa atttattcaa ggcgttggga caggcagcaa 12600
12601 gctacagget geccettgtooe ctgecatgat ccetgacctcea caaggoetoct ccatgtetece 12660
12661 ccacctcagc tacgtggagc aggtcccctt tccagaacct tctccctgge tacgecagetg 12720
12721 agggctccag gaccatgtgc aatcatcaac caagggcatg gggaagggct gaggggoggt 12780
12781 agggtgcgygyg cagagoegggt acctaagoega ageagcecagge ctoetttetge tgtoetagett 12840
12841 aagtgcatca aatgaattge tttacctacce aaatcagaca goctggegtt goecatggggt 12900
12901 attgattaaa gacctccgtg tggcctgcac actgcccata tcacttaata attacagectc 12960
12961 tctacggctc tcttcocggegt atgcagectat ttttcataac cccagtctag catggtttat 13020
13021 ttttctagca acagtaacgt cactcctcac ctaatgggta ttatgataat tgattacacg 13080
13081 acatttccta ctgatatgtyg ttggaaatat aagccaatat gcacggtoeta gagcaacagt 13140
13141 tgagcactct cgetgtgtac atttttoetgt tgacagagta ttoectoeggga ggttgetgec 13200
13201 agtaatgtgg gatgaataat tactttctgg gtttttctct ctgecgcaagg ccctccaatg 13260
13261 ggcaatcagt gagggttact ttcttcccat ctgaaaagga catctacagg gtaaagagtg 13320
13321 tcagatacaa tacttaccac tgcaatgaga gtggacataa caattctaac cctgcgagga 13380
13381 getatctatyg actgectgge ttgettgagyg ccattataag ctaaatacag gtaataaaaa 13440
13441 cagagtaagt aaggcgagtt agccaggaag aagagagcca acccagcact gcagagagca 13500
13501 aacacgttat tactagacca tgggagtgga tggttcctgg tgtcttttcec cctgtcectgte 13560
13561 ctgtaataag aatagacatt cgggtcactt getttgtega gtgttgggat atgaagttga 13620
13621 gacagaaatc ggctattaag ctececctgget ctetoettgtt totoetoetett cocccaacce 13680
13681 acattacagG TCCACATGGG CACCCATATG TGGAACAGCA CCCCTGCACG CCGGGGCCGG 13740
13741 CGGCTCTCAG TGGATGGCCC CATGACATTT CTAGGAGGCA ATCCTGTCAA GTTCCCAGAA 13800
13801 ATGTTCCAGA AGGATCTAGC GGCGAGGTCA GGAAGCGGGG ATCCGTCCAG CTTTTGGAAC 13860
13861 CAGTATACAG CAGCACTGTC CAACGGGLCTG GCCATGAAGG CCAACGAGAT CTCTGTCATT 13920
13921 CAGAACGGCG GCATCCCTCC AATTCCTGGA AGCCTGGGCA GTGGGAGCTC ACCTATCAGT 13980
13981 GGGCTGACTG GGAACGTGGA AAAACTGGGC AATTCGGAAC CCAGTGCTCC TCTGGCTGGC 14040
14041 CTGGAGAAAA TGGCGAGCAG CGAGAACGGA ACCAACTTCC GTTTCACCCG CTTCGTGGAG 14100
14101 GACAGCAAAG AGATCGTCAC AAGCTAAAGC TGCCAGAGTG CTTCCTCTCA GAATGTCGCC 14160
1416l CCGAGGTTGG CCTCCTGCCC CTCCCCCCGC CCTTTACCTT CTGGCCCCTG GGACTATGAA 14220
14221 CTACACTATG AAGACATTCT TTTGTATGTT GTTCAACCTC TAGAGTTCTA AGAAAGCTTA 14280
14281 TTTATTAGTG CTATAACCTT GCTTTGCAAA CAGAGTGCAG GCATTAACTT TGGTCTTCTG 14340
14341 TATTTTGGAC TAAATACTAA TGGACTAGAG TGCTCCTAGC TTGCTGTAAC ATTTATGGCA 14400



Anhang 162
14401 ATCGCAAGTT GCCCTGCTAG GCGGTCTTAA TCCGGCATTA ACTTATTTTC TATATCCAGT 14460
14461 TTAATATGAA TCTGGTGTTT GATGCAATGC CTCCCGTGAT ACGTTAGATC TCTAATAAAG 14520
14521 TTGTATATAA ATGTACACTT TGATCCTGCT GGAAAATTTT ATCAGCGAAC ACATTGTCTA 14580
14581 ATCTTTCCAA ACAGATTTAA GGGAAGGACT TTAAGTACAG GCTGAACATT TGGAAGGCTT 14640
14641 AGGGTTTGTT GTTGTTGTITG TTTGTTTGTT TGTTTGTTTG TTTTGGTTTT GGTTTCATTT 14700
14701 TGATTCTAAA CTTCAACCTG CTTTTTTTTT TTTGGTTTTG TTTTAGAGAG TTAACCATTT 14760
14761 CCGTTTTGAA CTATTTGTAT TGTGCTTTTT ACTTGAGTCG TCTTCAATGT TAATACGTTT 14820
14821 TCTGTACAGT AATAAGCACG CAGAATTCTT TAGCAGGAAA AAAAAAACCA CAAGTGTTGT 14880
14881 TTTGGTAGTT GAAACTGAGA CGTAGCATTT TGGCCTTGTA GGGTATATTC ACAGTAGAAA 14940
14941 ACGTGTGCTG GAATTTCACA ATGCTGCTAA CGATAGCATC TTGAACGACC TTCAGTGGAG 15000
15001 AAATGTAGAT GCTCTTCTAT ATACAATAAG AAATATCACT TTCATTAAAA TGTACATATG 15060
15061 TTCCTTACAA GAGCARAATGC CTCTTGATCA AGAGCAGGTA TAGTGTTGGT TTATTTTGTA 15120
15121 TTAGGTATGG AAGGAAAAAA ATGGACTGTT ACATGCACTT TCTTGGAAAG TTGAAGGGGG 15180
15181 GGTTCCAATT TCTTTAACAT TTAATACTTA CTAACAACAG AGATACTGTA ATTTTACTCA 15240
15241 AGTAATCAAA TACAtttttt ttgccacaga taacagagtyg cttectctceca gaatgtoegee 15300
15301 ccecgaggttge ctectgecce tecccccgeoe ctttaccette tggeccctgyg gactatgaac 15360
15361 tacactatga agacattctt ttgtatgttyg ttcaacctcet agagttctaa gaaagettat 15420
15421 ttattagtgc tataaccttg ctttgcaaac agagtgcagg cattaacttt ggtcttetgt 15480
15481 attttggact aaatactaat ggactagagt gctcctaget tgctgtaaca tttatggecaa 15540
15541 tcogecaagttyg cectgcectagyg cggtettaat coeggeattaa cttattttet atatccagtt 15600
15601 taatatgaat ctggtgttga tgcaatgoct ccegtgatacyg ttagatctet aataaagtet 15660
15661 gtatataaat gtacactttg atcctgctgg aaaattttat cagcgaacac attgtctaat 15720
15721 ctttccaaac agatttaagg gaaggacttt aagtacaggc tgaacatttg gaaggcttag 15780
15781 ggtttgttgt tgttgttgtt tgtttgtttyg tttgtttgtt ttggttttgg tttcattttg 15840
15841 attctaaact tcaacctgoet tttttttttt tggttttgtt ttagagagtt aaccatttec 15900
15901 gttttgaact atttgtattg tgctttttac ttgagtcgtc ttcaatgtta atacgtttct 15960
15961 gtacagtaat aagcacgcag aattctttag caggaaaaaa aaaaccacaa gtgttgtttt 16020
16021 ggtagttgaa actgagacgt agcattttgyg ccettgtaggyg tatattcaca gtagaaaacg 16080
16081 tgtgctggaa tttcacaatyg ctgetaacga tagecatcettyg aacgaccttce agtggagaaa 16140
lel4l tgtagatgct cttctatata caataagaaa tatcactttc attaaaatgt acatatgttc 16200
16201 cttacaagag caaatgcctc ttgatcaaga gcaggtatag tgttggttta ttttgtatta 16260
16261 ggtatggaayg gaaaaaaatyg gactgttaca tgcactttoet tggaaagttyg aagggggggt 16320
16321 tccaatttct ttaacattta atacttacta acaacagaga tactgtaatt ttactcaagt 16380
16381 aatcaaatac attttttttg ccacagataa 16410

Abbildung A.1: Genomische Nukleotidsequenz des Salll-Gens. Dargestellt ist der in der vor-
liegenden Arbeit sequenzierte Bereich des Sall1-Gens ohne regulatorische Regionen und Exon
la. Die DNA-Sequenz des kodierenden Stranges der cDNA ist in GroRbuchstaben angefihrt,
die intronische Sequenz in Kleinbuchstaben. Das Translationsstart- und Stoppkodon sowie die
Exon/Intron-Ubergange sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Nummerierungen fiir die Nu-
kleotidsequenz ist auf beiden Seiten angegeben.



Anhang 163
1 aagctttata cacaaatgag ggaactggct tatgectcaag cagtctgact tgggggaact 60

61 agcgacctta acaatactat aaaccagtgc tagaactcat tagaccgata gacaataagg 120
121 aaacccaaac tggaaatget gataaatatt agaaaatatce gtatagaatce tcaaaactac 180
181 cagcttcetca toetagaatat cocctcaaace tecaggetgoce aggaggatcea aatagtgeca 240
241 gaggtggaaa aagtctcatt ttcctattgt gtatcatttc cagtgccectt gagtacctet 300
301 tcagggtctt ggaaactaag tccttagtta cattttccaa gaattagatc acagattgaa 360
361 gygagaaagat tgctacacte atgttttoett gtcacaggte toettectttt ttocatttet 420
421 atctetectt tcattettte toetccetgtooe tttetttoct totecctoce toetttecccet 480
481 tcccctecce tctecacttc accacacaca gaaatccctt ttgaaagggg ctttttttcece 540
541 aactcagtga agtaaagtct ttgccccttt gtggggaagg ctcattaaca ttcccoctcage 600
601 agcatctctt caaggattct acttttgtaa ttccgaaggg aggtcaagag gccacaatgg 660
661 agaggtaaaa aagagaaaaa aaaatgtggt aaagaggagyg aggtggaaga atggagagga 720
721 Jggggaaagag accttocttt cataataagg ccggcaaaaa gagggaaaat aggaaaagat 780
781 gaagatggcc gagactcaaa aaaaaagaca aatacgggtc cccaagtatg cccttttaga 840
841 tgtcacacag atgtctgaga aaagcagaat gctgtgtgtg tgectcttcoctt tttettcete 900
901 acgaagggaa taaacggtgc aaacaacagqg aagagggtaa caggacacaqg tccatttect 960
961 tgaaaagcta gaatctttcoo tgcctcacct acaatgttcoce actaaaatat gtgttaaaat 1020
1021 gtgaggagcg ggacttcgaa aaacagagag tgaggcagcc gctcaggacc tgaaactaaa 1080
1081 catctggtaa aatagcagag attctgggaa ctccacaaac ggggagcaat gagttgccaa 1140
1141 acatcteccac aagtggeate ttectectoeoe teaatgoetag catcgoettet agcaccaget 1200
1201 gecettettte toettttttag tatttgtcac actagoccygg acttgtcegag acaacagage 1260
1261 tttgcatcat caacataaaa ggaaaaaata atgcttttct aattggtgtt tcaaatgttg 1320
1321 tcctgecctga goccagaagag aaaatgtata cacagttaaa caagggaatt cggatactat 1380
1381 gactagagga tagggcatga ctgggatatt ctagacccaa tactactoege ccggggaaga 1440
1441 cgccataatt agaagttaaa gaacaaagec gggegtgatyg getcacacct ttagteccag 1500
1501 cactcaggag gcagaggcag gcagatttct gagtctgagg ccagcctgga ctacaaagtg 1560
1561 agttccagga cagccagggc tacacagaga aaccctgtct tgaaaaacaa aaaagaagaa 1620
1621 gaagaagaag Jgagaagaaga agaagaagaa Jdaagaagaad aagaagaaga agaagaagaa 1680
1681 gaagaagaag aagaagaaga agaagaagaa Jdaagaagaad aagaaggggt atggcetgagg 1740
1741 ctgagttaat tttttaaaat tagtgggtgg tggtttatgc tgataaatac tgtgcoctctaa 1800
1801 tggtcaagge aggaggactyg ctgtgagttc caggecagtt tagattgcag agtgaattcece 1860
186l aagttagcct gggctacgga gtaaaagtcc tatctcaaaa caacaacaac aacaacaacc 1920
1921 tgttattgtt tttctgacta agcatctata cgtgtagctg gtgctaacct taaatttagg 1980
1981 agctcctaaa ttoettgggta ttaagaatge agatacacaa cagtgtgocce agetgggtga 2040
2041 atteccttett tttgttttte ccttatggtyg atggggatta aactaaagece attcactgeg 2100
2101 ctaggcaaat gctctgetgg taaactgecag cacagcctac ctgccagatt atttaaaagg 2160
2161 tctaatttga cacccacaag cagtcctttc cacagaaccc ttgactgtta tttcctacct 2220
2221 gtgaagacgt taaagaggat ccacggattc agcacagcct cctctcagac tttattctga 2280
2281 agcgcagaaqg gaaatcatct getctocctgt cttoetcacaa geatcecttte cactgaaaga 2340
2341 cctggacagg accaggagag acagetgtee acagcagage attcttataa aaacctgetg 2400
2401 tggatgttgt atgtggtgac acacacacct gtaaattcta gcgcttgaga ggcagaggca 2460
2461 ggcaggtcta tgtgaatttg aggccaacct gtctatacag tgagttccag gccageccaga 2520
2521 gctacaaaat gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gttgtgtatyg gyggggagggy 2580
2581 cygctgetgtyg ggetggcaca aattgtoeteca goccttgetg atcaagtetg acaaactgag 2640
2641 ttggattccec aaaactggga tccagatgta aggagaaaac caactcccca caaagttgte 2700
2701 ttttgatttc cacgttegtt cattcatgtc ggatcaggaa tgctcattca cacatgaatc 2760
2761 atgcacacat acacagtaat aactttttca ttaaaaaatt taaaagctge tgagetaatt 2820
2821 tcaagaattt tagtactaaa atacatcata gaagtggaga tctgtataaa ttattaaage 2880
2881 tatatctaca tgattattat aatgtctatg tgtactcagt ctaccaatct ttacatattc 2940
2941 cattttcatc tggcaatagc tgacttcttg gcctgaaaaa aatcaatata tatgagaaag 3000
3001 tttgtgttga agtttctaac ccagaagctg agettoegtca aggcacaatt atggaaaaat 3060
3061 caaaaggctc cgaaaggaagd atattgggag aagAGTTAGA ACAGCAAGCC TTGGGCAGTC 3120
3121 CCAGAGAGGC CGGCAGAGTC CTGGCAGGGA GGAGAGGGTT AAATCCCTTC CTCTGCAGTA 3180
3181 CAAAAGAAAA GAGTGTGCGG AAAGATTAGG ATTTTTGCTT TTACAATAGG AGCTGCAGGA 3240
3241 GCGTTGGGAA GAAGCTGAAG GGAAAAAAAG GGGGCGTCTC TCCTTTAAAG ACTTGGGAGA 3300
3301 TTGAGAGAGA AAGGGAGTCG GGAAAGAGTC ACACTAGTCA GTCCGGCTCT GGGACGGGAG 3360
3361 AATTCCTCTG CTCCTCAGTG GTTTGCACTG GGGTACCGAT ACCCGTTGGC CTCAGGCTAG 3420
3421 ACAGGGTGAT CGGACCAGGT CACCCCATTA AAACTCAGTG CGCGGTGAGG TGCCCTCCCT 3480
3481 CTCTTACCGC TCACTACTCG GGAATGTCTC GGCGAAAGCA ACGGAGACCC CAACAGTTAA 3540
3541 TCTCGGACTG TGAAGGTCCC AGCGCATCTG AGAACGgtgg gtgctggggg caggaggtag 3600



Anhang 164
3601 cggggattcg gggggtgggg gggggggagg tgtaggattc aaagecctgeca tggttcagge 3660
3661 cagggcaatg gagggcacct cggccaagag ccaaacctga gcaggacttg gtcactgggg 3720
3721 atgtgaagga ctctagactt gaggatgaggd agagggceteg tgcaaaggag atacccccce 3780
3781 ttggcetgttyg tegggattca ttetgtttgt gttttecttg cttttetecyg gatgaaatgt 3840
3841 agttttcaaa ctggctctgt ctctctaccc aagagttttc tctccaagte cttcectttget 3900
3901 cgctggtctt tgtgccgttg ctaagtaacg tcctcagacc tgaagaccgt ctcecttaNgga 3960
3691 tgggatttcoco ccctettoett tetggagaga gttgggttge aagagaatga attggataaa 4020
4021 cgtgaaggtt cccctgaggy gggaagagaa taaagtttoet cattgttgeg ctgggetgag 4080
4081 agcagaactc ccagaggaag aaagctaatg tcggtcagaa tgcaggctag cttgggggtg 4140
4141 tgctecctcet tatccgaagg gaaactgaaa gacagccctg taaagggact caggtttgtg 4200
4201 ttttaaggga ggcaaagatg gtatttaacg tgcgagttaa cataactgtt catatacget 4260
4261 atcactgtat aaggatcttg ctatttattt atttttttag tttoetgggac gatctgetta 4320
4321 tgttgcccag actagcetcta tagtcactat acagecctgg ttggoectgga acttttggea 4380
4381 attctcctgt ctcagacatc tgaacaaatg tgcaccatca tgctaagttg ctgtattttt 4440
4441 ttttttttta atcaacaaat ttecctttggg agaagagaac aggctatatg gagctgtage 4500
4501 caagctggece ttaaactggt aatcctcecag cccctcetace ttetgtgtge tgtgattaca 4560
4561 gccatgecact ggcacagcaqg aatgcaaaaqg tetgtgcagt cttagacaac tccagecaggt 4620
4621 gaaaggccgt gagaggaaga ggaggacatt aggaactgat tgttcaacgc ctccgagata 4680
4681 accgaagacg tggtcagcgg gaaaaaaatt atgtatctgg atgecttatat cecctaagget 4740
4741 ggtgatactce actgtcetgag goetgagcecag gaataggtat ctatgtoetag atgagtcetga 4800
4801 gactcaagac agttttggat taagtagtat agctacatgt gtgectacaa catggaagtce 4860
4861 agaaagttca accctgggge cagtcttttg cttagcaaac acatggtatg cctcaaaata 4920
4921 tataaaataa ggttatgcat aagggttctg aagtcatatt tttaggattg gttttttttt 4980
4981 ggacaaaccce agtteccccet ctatgetage tatacaaget tggttttget tetoetgtgece 5040
5041 tcagtttctt catctgttag acagagatgg ataagtacaa tagttacctt attaacctgg 5100
5101 gtaagctctt tggggaaatg gccagcataa atggecatttc ttagagacat acttaccata 5160
5161 agtacttagt gagaaggaat attgcagtta tcacatgtga gggcagtgac cactcaggga 5220
5221 cctecagtatyg cctttataag acacgcaggg ctetggggga ctgtatttgt ggcagetaga 5280
5281 actaattatyg aactgaactt gtttccactc tacaaaaatg acttteggtce gagtcagtge 5340
5341 agcatgcaca atgaaacctt aacaaacaag ttaagtttgg ggtaggacca tcttcccaag 5400
5401 ccattgcttyg getgagatoee cactgtgece atatttagag gttctatggt gatggeatce 5460
5461 ttccceccctg agacacatta agccttcectta atgectgectat aggeoccggatg tttcecttectg 5520
5521 gagctctata ggagatttcc cctagagect gagagttgec tctcagtcct gettccctge 5580
5581 tggtcaattyg tggaactgtyg ctgaacgcoca cccccaacee ccaagaggea tgttetecte 5640
5641 geecttettoo catcectgoetea cccattoecce acacegtgge tgagggaaag ttttetgcac 5700
5701 aagtcagagg gtgtccagca gctggattct caagecctttt agggtacagt ttcactagga 5760
5760 gggctctgga tacctggaag tgtagtgacg ctgctgtaga tccattccta tagaaaccgg 5820
5820 aaaggcttac accctatgaa gcaagaaaat ttaggtagat aaactttgca ttggtaggag 5880
5881 aggccaaagyg taacataggg atctgocctta agcagaagga aagtgcetgac cagetcetcetg 5940
5941 tcecgtggcag tggtectcag ccttoctaat gotgcaaccee tttaacacag ttoectcecatga 6000
6001 tgtggtggcc ccaaccataa catttgtgtt gctactgcat aactttaatt ttgectactgt 6060
6061 tatgaatcat catgtaagta tctgttttct gatggtctta ggcgacccct gtgcaagggt 6120
6121 catttggtet ctaagaggtce ggtccaaaca cacaggttga gaaacagttyg gtceccatggea 6180
6181 tatgcacacyg cacataaata ctactactcce tacaataata ataaatcata aacaatcttt 6240
6241 ttttttttga gatggggttt ctctgtgtag ttttggectgt cctagaactt gaatctgtaa 6300
6301 actcgcctag ccttgattgt tgttggattt ttttgecttgt ttgtttgttt gettgtttta 6360
6361 aagatttgct ctaaggcata agagcacaga ttgetttatce agaggaccca atttagattce 6420
6421 acagtaccaa catggecaget cacaaccatce tgtaattcta gtgcecagggt acccattgee €480
6481 ctcttctgge ttccatgggt accaggtcca aaagtggtgt gtatacatag atgcatgcaa 6540
6541 gacactcata gctataaaat aaaaataaat acattttaaa gaaaatattt atttatttta 6600
6601 tgtatatgag tacactgtag ctgtcettcaa acacaccaga ggagagtatc agatcccatt 6660
6661 acagaaggtt gtgageccgece atgtggttge tgggaattga actegggace tetggaagag 6720
6721 cagtcagtgc tcttaagccc ctgagccacc tatacagcoccc aataaataaa ttttttttaa 6780
6781 aaatctacct taagaactcc taaagttctg ggcatggtgg tactctaatc ccagtgctga 6840
6841 ggagacagag acaggtcgat ctoetgtgaga ccaagaccat caaagaaaaq agaaagaacg 6900
6901 aaagaacgaa agaacgaaad aacgaaagaa agdaaagaaaqg aaagaaagaa agaaagaaaqg 6960
6941 aaaggaagga aggaaggaag gaaggaagga aggaaadgaag gaaggaagga acggagggag 7020
7021 ggaagggagg gagggagcag aaagaactcc taagggtttt tatatcagaa cteccttggag 7080
7081 attttettat ctagtctocct ttcatgaccet gaatagagge ctgttggtte toetectgcaa 7140
7141 ttgacatggce tatctaaaac tetcetoccttt cttataagea tgtaacatat aaattcetcat 7200



Anhang 165
7201 tctctectect tcataggggt gtctctaaaa ggattggget atagtagaaa goctaaagaga 7260
7261 ttgcctggeca ttecatgggga goccctgecctt atcatttaca cagaatccac taatacccat 7320
7321 geoecatcatta tgtttcoctaac cttgocttcee accccagage atggeccaga gttagacagg 7380
7381 aaggattcgg gatgtaactc agggaaagag cgtgtgtgag goeccttggtt ttatctacac 7440
7441 acaaagcaat gattacacta aataagacct gcctgccgtc catcctttge ttatctgtaa 7500
7501 acttagagtg catttctatt gtgecctttaa gaaacagccc cgagaaacct attttcccac 7560
7561 tttettcettyg cacagcectocce tgatgagaac atcaaaacct aacagaatac ttceccacaca 7620
7621 taagtgatga gcaggaaaga ggctacttac tcaaaaactc gggagaaaga agaagagtct 7680
7681 ctccceccaca gagtctagat atcagaatta gagggcataa gggacatcac cggaggaaat 7740
7741 gttaactggt acatctgggg aatgatcaga agcccagata tttagtgagg agaaaccagg 7800
7801 acaacagcca cgcagacctg gagggagaga agggagctgg caaacagcaa gaatagcaga 7860
7861 Jgygcaaggaaqg Jcaaaaaata gggcacctta cacatgaaag agagggcetca toetetcecagge 7920
7921 ttctgaacce acagagactt cagttttagg tacctgcetge agtggecgte agaaagaata 7980
7981 tatctctaag tagacagaaa gtaattcagg agtctgtgtt gtgcgtgaag caggatgatc 8040
8041 atgagttcaa ggccagtctg agcaactcta gactgtcaag aaaggatggg agacagggag 8100
8101 agagactgac tgacttagec ttggcetagaa cttgggataa ggaaacagaa aacccacctt 8160
816l ttetttttet ttoetttettt tgtttttgtt cgttogtttg tttgtttgte cttgagacag 8220
8221 gttttctctg tttgttttge tatcactctg tagaccaggg tagcctcaag ctcaaagaga 8280
8281 tctgecttgtc tcotgecctcet aaatgectggg attaaaggca tgcagcacac tgcccttcge 8340
8341 ccttetttgg agtaaactgg gttttcaaat taaagggage tgggcagtgg tgcatgettt 8400
8401 taatcccage acttgggagyg cagaggcagg tggatttoetg atttoegagge cagectggte 8460
8461 tacagagtga gttccaggac agctagggct acacagagaa accctgtccc agaaaaaaaa 8520
8521 aaaaattaaa ctagtctgge gctcaaggat atatgatatg accttttaac cctgaacaaa 8580
8581 ttectttttte ccaagttttc aaggaaggga aacccaccca ccccccacte ctcattttgt 8640
8641 tttgtgtttt ggttgtttgg tttgttttgg tgatggcate actgtagete agactggete 8700
8701 tctgtgaatc cctgatcctt ctgcttecage ctcecccageocc ctgggatcag aagecctatge 8760
8761 caatattcat acccatgtgg atctcaggtg tgggctgeocca gaccatagtg ctcaccaggg 8820
8821 acacatgcag tggcetgtget cocgetgttoet gttettgecac ttocttecatt ttattectte 8880
8881 ccactecctee atcatcaget gocctacaat aacttgtttg tttgtttgtt gtttattetg 8940
8941 agacagggtc tcactaagta gccctagcoctg geccttgaact cacaagagat ctgtctgeet 9000
9001 cagtcacctg aatgctgaga ttaaaggcat gtgcetaccac atctagetgt cttcatttceca 2060
9061 ttatttttat tttagecgtct ttattttatt ttatgtgtat gggtgtttta cctgecatata 9120
9121 tgccagtgtt ctacatgtgt gcttggtgct tgtagaggcc agaagagggg gtcagagggg 9180
9181 gtcagatcct gtagaactgg ggttacagtc agttgtgatyg tgggtgctgyg gaaccaaacce 9240
9241 tgggtectet geaagaacaqg caaatgcatce catttgatce aaaacttgga ggcagaggga 9300
9301 ggcagatctc tgagtttgag gccaacctag gtccacagag ccagtttcag gacageccaag 9360
9361 gctactcagt aaccttgtct taaaaaaaaa aaaaaaaagg aaaagaaaaa aaaaaaagaa 9420
9421 taagaataag aagaataagg catggtggca cacaattaca cagttttaat ctttgecacte 9480
9481 agaagaaaaa gataaatgga tctcetgtgag ttceccaggtag cctggtatac agaatgagtt 9540
9541 tcaagccatce cagggcetaca gagagacccet gtttcaagat gaaagaaaga aaggaagaga 2600
9601 gacagacaga cagagagaca gagtcagaga ttctcctcaa gttgaaaaga gaaaaaaacc 9660
9661 ctttaattga ctatttgtge tcagtgaagg gtcagatctc taaaatacct ttgagecttca 9720
9721 agacagtgcet tgcattctac acaaatgtet tectcacttg gtatctggta tetgagtecat 9780
9781 cttgecctete atctactgeyg tggaacagge catgggtgcea tetgeaggtt tcagtatage 9840
9841 agtttggttt gacaaagaac gacgtgtatg agtttagtaa agaagactga gaaaagagac 9900
9901 agtggaacag tctctaaaaa gtgatcttgg caacatttac aagtctattt ctatttaccg 9960
9961 aggctgccga tgagcagcega tttaattcag gtagecacttyg tgaggaacad gggaaggttt 10020
10021 gaagagcata gtecttgaag ctetattatt ggagtacttg cctoettettg tgtgoetgtgg 10080
10081 gatgggattg tgtgtgtgct ggacacggaa cccaaggcocct gtggactgat aatactttge 10140
10141 cactggacag cagcagcagc agaccatagt ttcaacacgt cattgatatc tgtaatatat 10200
10201 atcagggtct tactctatgt agetcagaaa ttaaatagtyg gcacagecag acactggagt 10260
10261 gacaggcact catgeccact ctgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt 10320
10321 gtgtgtgtat acatgcatgg ttcacttagg attaaactca gagcctcaat ttgtattagg 10380
10381 taagtgctct tccactgaaa ggtccttccc ageoccttcage agtacaatgg aataagtgag 10440
10441 gagcttcata aaacactaat gettaggoetyg gagagatgge tcagoeggtta agagcactga 10500
10501 ctgetettoe agaggtectyg agttcaaate ccagcaacca catggtgget cacaaccatce 10560
10561 tgtaatggga tcctgccctt agggcctttg aatgtatttt ageccttgaga tgggtttttt 10620
10621 tgtttgtttg gtttggggtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgttttgt 10680
10681 tgtttactct ttetttettt ctttetttet ttotttottt ctttotttet ttetttectt 10740
10741 ccctecettee ttccctectt ccttecttoe tteccttectt coctteocttee tteccttecctt 10800



Anhang 166
10801 cctcecctcece tccctcccto coctteccocttet tectgtttgtg attgaactca gggactcctt 10860
10861 ttgagttata gtcccagccc aagacatcag aatgtcctaa aagctctaaa ggcagtccta 10920
10921 atgacagtaa aggctgagag ccactgttta gatacaccac toetgoetgece aggecctatg 10980
10981 tggttttgac tgtgttcectte ctaaccatte tetceccaage ctgaageage ttateggggt 11040
11041 accaggtttt ttgcttattt ctcagatagt gtcttatata gttcaggcta gccactaact 11100
11101 tatgttgaag tcaataagga tacccttgac cttctgattc agctgcctcc gactccaaag 11160
11161 tgctggggtt aaggtgtgtyg tgectggttt atgttgggga ttgaaaccca ggggtttgtyg 11220
11221 cttgtgccag actcetcectgoee tactgaacta gacccctage ttoetggatac caggoectaga 11280
11281 agagaagcta cttggectttt tttgtttgtt tattttattt tattttattt tattttttca 11340
11341 gctcttecgta aatttgaaca accatgtgca ggtccacatc catcacagac cccctttctg 11400
11401 ctacctaggt gtcacctgct tagcatgtcc ctgtgttcta tgactttage cctgtctgeca 11460
11461 cgagaatctc getcetetttt tcaggatoegyg cactgagtga aaaggggtge caaggagtgg 11520
11521 gtggttecte ttacagtgge tgcetgataca tcacctttea ccagggacta aacttaccett 11580
11581 aaagggtgta gatcaaatga cacatcagaa agcacatttc attacaaagc aagaaagggg 11640
11641 acactgtttc ccaggagaag aagaaaagaa aaggatttct tttcttgtcc aaggacttga 11700
11701 cagaacagca actggatatc aaatgttcegyg tgetaattaa cgactgceteg gtagaaagtce 11760
11761 tccatctgat tecctcetoete tgacttgadgyg geagggagga gocacacagqg ctoecetttete 11820
11821 cagctttagg atacgcatgg gaaactggac aggagccaga gtggtgactg ctgctccatt 11880
11881 gaattactct gtggacttga aaaagtcgct taacctctgt gagcttcagt ttccttatect 11940
11941 gtaacactaa agcttagetyg tgtcetcaaac aaactgaaac cctgaactec atceteegttt 12000
12001 gecaggggtca ggtcettagaa aaacagagtt agetcatcca tttcagtget ctgattcecatg 12060
12061 aggcttataa ggctaaatct tttcttgtcect tttttttttt tttaagattt attttatgta 12120
12121 aatgagtgct ctatctatat atacaactgc atgccagaag agggcatcag atcccaggga 12180
12181 tagatggttyg tgtgcecccca tgtggttget gggaattgaa ctcaggaccet ctggatgetce 12240
12241 ttaaccactyg agccatcttt cagecctggyg attattccaa ggtttaaaac ataagatggg 12300
12301 tattattatt aattatttga ccagagtggt ctcaaactca gagagtcatt cacttgcctc 12360
12361 tgcttgtatt gctgggatta aagacatgcg ccacaactgc ccggctattt tcagtttata 12420
12421 aatacagtag ctgtttactc tttttttttt tttttttttt ttttttttta aagacagggt 12480
12481 ctcactatat aacccaagat ggtcectggage tetctatgta gaccaggetg goetttgaact 12540
12541 aattgcctcc tgagtgctgg ggtcaaaggt atgtgccacc actctcaagt atgtactgaa 12600
12601 attttgatta gattggggca catactccce tteoctaagge toetttaaccet agacatagge 12660
12661 cagtgatacc actcagaaat taacaaggtt ggggagctga aggacgaggc tggcgcoctcag 12720
12721 gaggagagct cttgctctag catttgtggg atcctaggtt caatccccac aatgttggga 12780
12781 tgcagtggac atggtgaatc aggtttataa taatctgagt ccatgggtag taggagceagyg 12840
12841 aagaggctag ccagtctgtyg ctatgtagta agtttgagge cagectggte tacagagtga 12900
12901 gttccaggac agccaggggc tacacagaga aaccctgtct cgaagaaaaa aaaaaaaaga 12960
12961 caaccaacaa gcaaaaagat attattttag ttgtatgtgt attttaggtt ctcttattaa 13020
13021 aaatataaat ttcctaatcc ataatattta aggatcttca aatttaaaaa agttcctaat 13080
13081 ttatattctc ttttggaggy gaaaaagtce cacatatgtt aatactttge ttcaageatt 13140
13141 ccctagtetyg ggcatacage teggtggtygyg gtcacttggt acaaagttec attgoecagea 13200
13201 ccacaaaaac aaacggtttg caatttgtct gctttcaaaa tattttttct gatagtgtat 13260
13261 gtaaaatatt gtctctttat aaaaaggggg atggggcatt ttccgtgecaa ctggectccag 13320
13321 cttatcagcoe aggcaaaaac agaagtggga agactgtgat tgtagaattt gaggaagget 13380
13381 gtgagcettac cactagactc aggtacaaag accatgtttc aaaatcaaac agaaccgagyg 13440
13441 aagccatagt tggagcccta geocatttggga agcoctgaggca ggaaggttge tgattcaaag 13500
13501 tcaacttggg ttacaccgaa catttcaaaa agaaaaagaa aagaaaaaga caaaaagaaa 13560
13561 aagaaaggaa caatatgagt ttatttattyg ctaccaccaa aacacaaatce caagacctga 13620
13621 gatcactttt tttttccatyg taaaaatacyg ggatttgggg ctggtgagat ggctcagtgg 13680
13681 gtaagaatac ctgactgctc ttccaaaggt ccagtgttca agtcccagca accacatggt 13740
13741 ggctcacaac catccgtaac aagatctgac gccctcttcect ggtgtgtctg aagacagcta 13800
13801 cagtgtactt acatataata aataaatctt acaaaaacaa aaaacaaaaa acgggatttt 13860
13861 gcocecgggeagt ggtggegeac gectttagtt ccagcaattg ggaggcagag goeagacggat 13920
13921 ttctgagttc gaggtcagcc tggtctacaa agtgagttcc aggacagcca gggccataca 13980
13981 gagaaaccct gtcttgaaga aaaaaataaa taaacaaagg attttaggaa gtaggggacc 14040
14041 ctttaaatct cagttcaagyd aagaaaaaga atgcagaata cctggtetge ggtacttact 14100
14101 ccctetgaat aaaaggcagyd geccgatgga ggtgagoeagg tgtcagtett gtttaggaat 14160
14161 tgaaatccgc ttggggcccg ttaggagectt tggatcctga gotgcagaca gtgaaageccce 14220
14221 attccgcatc ttccccattg tttcagaagg agctcccctce cccccagggt tggagectggg 14280
14281 tggacctect taggectttyg taagctaata tettatttaa ttgtccacat tagggacggg 14340
14341 gtgggttgga aagagggtac cgaaccggaa agaagggett ttttaaaagt aggaactetg 14400



Anhang 167
14401 catttggtat atggccggtg gocctgtggac tageocttgtgt tgaactctgg gggaaggget 14460
14461 tggtgttcct caagaagggg ccctcaaatg actcccttgg gaattctatc ttgcaatcca 14520
14521 cccccectece caaacttoett ttgtgaaaag agatgaggdt aagatgggag taggggtgaa 14580
14581 gacaaaactt gagatcattc tgeggtgtge gagetggtaa ggggtgggtg tttgaggetyg 14640
14641 ctcctcccat tcttgtccte cgacctctga ggocgageoctga gcaccctttg gaatccacgt 14700
14701 tttccgagct cagcagatcc tttatccaaa gaaaaattac tgaagcctat cgccttaatc 14760
14761 tattgagcegyg gcaatgttte ccactgtggyg cttgaggetg acccagtgga agcagetagg 14820
14821 ataaagacat ctggggtggyg gagetggcad aggataggge acagtgggece ccetaaggtge 14880
14881 ctcactgaca ccTGACCCAG AGCCGGAGTA AAGCTTCCTA GACTTGCCCC CTCCCCGCTC 14940
14941 CCCCCTCCCC CCCTCCCCCC CGCACTCTCC GCTCTCGCCT CCTCCAGCTT TCGTCTCCCT 15000
15001 CCCTGGAGCT TCTCCCCACA AACTCTCCTC CCCCATCTCC CCACTACCAG CTTTCGCCGC 15060
15061 TCCAGCTCCT CCCCTCCTCC GCGCCTTCTC GCTTCCCTCC CCCCTCCGCC GCTGCTCCCT 15120
15121 GCCCCCGCCA CCGCCGTTCT CCTCCGCAGT CTGGGTCGCT GGGTGCAAAG ACTGCCGCAG 15180
15181 CGCCGGCGGC CTCCCCAGAC CGGATACCCA TTGTGTCTTA ACCCATCCCG CCTTCCAATT 15240
15241 CCCACGGCCA TGGCGCAGGA AACCGGGAGC AGCTCTCGAC TCGGGGGACC CTGCGGGGAG 15300
15301 CCTGCGGAGC GCGGAGgtge ggtagggcca ggcottgggca gagatggggg cctagggaac 15360
15361 actegtgtgt aaggacttta agtgggcegga taaaatgtgt gattoctgecac ataggeccca 15420
15421 ggtctcgecat ccattctcac ccttecctggg ccagaggagg gggaggggta acggaggagg 15480
15481 ctgggagagt gcgcgcccta tcccccaacc cccocgttttge tggeoctgtcca ggaaccacga 15540
15541 gagteggatce tggtcectgaga getagettoeo tgeagggtet gactgtaage ttaaattecg 15600
15601 accctaaccyg gaggttoctyg ggcecgeccedgt tetttagage ctoecgttate caacactgtyg 15660
15661 gecattaccca cacttttote cttgtoettet cceccagGTGA TGCTAGCGAG GAACACCACC 15720
15721 CCCAAGTCTG TGCCAAATGC TGCGCACAAT TCTCTGACCC GACCGAATTC CTCGCTCACC 15780
15781 AGAACTCATG TTGCACTGAC CCACCGGTAA TGGTGATAAT TGGAGGCCAG GAGAATCCCA 15840
15841 GCAACTCTTC AGCCTCCTCT GCGCCCCGAC CAGAGGGCCA CAGTAGGTCC CAGGTCATGG 15900
15901 ATACAGAGCA CAGCAATCCC CCAGATTCTG GGTCCTCTGG GCCCCCGGAT CCCACTTGGG 15960
15961 GGCCAGAGCG GAGGGGAGAG GAATCTTCTG GGCAATTCCT GGTCGCTGCC ACAGGTACAG 16020
16021 CGGLTGGGGE AGGTGGGGGC CTTATCTTGG CCAGTCCCAA GCTGGGAGCA ACCCCATTAC 16080
16081 CTCCAGAATC CACTCCTGCA CCCCCTCCTC CCCCACCTCC CCCTCCCCCT CCAGGTGTAG 16140
16141 GCAGTGGCCA CTTGAACATT CCTCTGATCT TGGAAGAGTT GCGGGTGCTG CAGCAGCGCC 16200
16201 AGATTCACCA GATGCAGATG ACTGAACAAA TCTGCCGCCA GGTGCTGCTA CTTGGCTCCT 16260
16261 TGGGGCAGAC CGTGGGTGCC CCTGCCAGTC CCTCAAAGCT ACCTGGGACA GGGGCTGCCT 16320
16321 CTTCCACCAA GCCCCTACTG CCTCTCTTCA GTCCCATCAA GCCAGCGCAA ACTGGCAAGA 16380
16381 CACTGGCATC TTCCTCTTCG TCATCCTCCT CCTCTGGAGC TGAACCGCCT AAGCAGGCTT 16440
16441 TCTTCCACCT TTACCATCCA CTGGGATCAC AGCATCCCTT CTCTGTAGGA GGGGTITGGGC 16500
16501 GGAGCCACAA ACCCACCCCT GCCCCTTCCC CTGCGCTGCC AGGCAGTACG GATCAGCTGA 16560
16561 TTGCTTCACC TCATCTGGCA TTCCCAGGCA CCACTGGACT CCTGGCAGCT CAGTGTCTTG 16620
16621 GGGCAGCAAG GGGCCTTGAG GCTGCTGCCT CCCCAGGGCT CCTGAAGCCA AAGAACGGAA 16680
16681 GTGGTGAACT GGGCTATGGG GAAGTGATCA GTTCCTTGGA GAAACCCGGT GGAAGGCACA 16740
16741 AATGCCGCTT TTGTGCAAAA GTATTCGGCA GTGACAGCGC CCTGCAGATC CACCTTCGTT 16800
16801 CCCACACTGG TGAGAGGCCC TATAAGTGCA ACGTCTGTGG TAACCGTTTC ACAACTCGGG 16860
16861 GCAACCTCAA AGTACATTTT CACCGGCATC GTGAGAAGTA CCCACATGTG CAAATGAATC 16920
16921 CACATCCAGT ACCTGAGCAC CTAGACTACG TCATCACCAG CAGTGGGCTG CCTTACGGAA 16980
16981 TGTCTGTGCC ACCAGAGAAA GCAGAAGAGG AGGCAGGCAC ACCAGGCGGA GGTGITGAAC 17040
17041 GCAAACCCCT AGTGGCCTCC ACCACAGCAC TCAGTGCCAC AGAGAGCCTG ACACTGCTCT 17100
17101 CCACTGGCAC AAGCACAGCA GTGGCTCCTG GGCTCCCTAC TTTCAACAAG TTTGTGCTCA 17160
17161 TGAAGGCAGT GGAACCCAAG AGTAAAGLCGG ATGAGAACAC GCCCCCAGGG AGTGAGGGCT 17220
17221 CCGCCATCGC TGGAGTAGCA GACAGTGGCT CAGCAACCCG AATGCAGCTA AGTAAGCTGG 17280
17281 TGACGTCACT ACCGAGTTGG GCACTGCTTA CTAATCACTT GAAGTCAACT GGAAGTTTCC 17340
17341 CCTTCCCTTA TGTGCTAGAA CCCTTGGGGG CTTCGCCTTC TGAGACCTCA AAGCTGCAGC 17400
17401 AGCTAGTAGA AAAGATTGAC CGCCAAGGAG CTGTGGCGGT GGCATCTACT GCCTCGGGAG 17460
17461 CTCCCACCAC TTCTGCCCCT GCACCTTCCT CCTCCGCTTC TGGACCTAAC CAGTGTGTGA 17520
17521 TCTGTCTTCG GGTCCTGAGC TGCCCTCGGG CTCTACGCCT GCATTATGGC CAACATGGAG 17580
17581 GTGAGCGGCC CTTCAAGTGT AAAGTGTGTG GCCGAGCTTT CTCCACAAGG GGCAATTTGC 17640
17641 GCGCACATTT CGTGGGTCAC AAGACCAGTC CAGCTGCCCG GGCTCAGAAC TCCTGCCCCA 17700
17701 TTTGTCAGAA GAAGTTCACT AATGCTGTCA CTCTGCAGCA ACATGTTCGG ATGCACCTGG 17760
17761 GGGGCCAGAT CCCCAATGGGE GGTTCCGCAC TTTCTGAAGG TGGGGGAGCT GCCCAGGAAA 17820
17821 ACAGCTCTGA GCAGTCTACA GCCTCTGGAC CAGGGAGTTT CCCCCAGCCG CAGTCCCAGC 17880
17881 AGCCATCTCC AGAAGAGGAG ATGTCTGAGG AAGAGGAAGA GGATGAGGAA GAGGAGGAAG 17940
17941 ACGTGACAGA TGAAGATTCC CTAGCAGGAA GAGGCTCTGA GAGTGGGGGA GAGAAGGCCA 18000
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20241
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Abbildung A.2: Genomische Nukleotidsequenz des
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18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18440
18500
18560
18620
18680
18740
18800
18860
18920
18980
19040
19100
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19220
19280
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19400
19460
19520
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Sall2 -Gens. Dargestellt ist der kodieren-

de Bereich des Sall2-Gens und die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Sequenzdaten aus
Intron 1. Der Beginn der 5°-UTR und das Ende der 3-UTR sind nicht enthalten. Die DNA-Sequenz
des kodierenden Stranges der cDNA ist in GroRbuchstaben angefiihrt, die intronische Sequenz
in Kleinbuchstaben. Die beiden alternativen Translationsstartpunkte, das Stoppkodon sowie die
Exon/Intron-Ubergéange sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Nummerierungen fiir die Nu-
kleotidsequenz ist auf beiden Seiten angegeben.
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