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1 Einleitung

1.1 Das Gen spalt bei Drosophila melanogaster

Ein großer Teil unseres gegenwärtigen Wissens über genetische Grundlagen der

Säugetierembryogenese basiert auf der Klonierung und Charakterisierung von

Genen, die aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu regulatorischen Entwicklungsgenen bei

Drosophila isoliert wurden (Kessel und Gruss, 1990). Eine Untergruppe dieser

Regulatorgene bei Drosophila sind die homöotischen Gene, deren Mutation da-

zu führt, dass ein bestimmter Körperteil an einer Stelle im Embryo entsteht, an

der normalerweise ein anderer gebildet wird. Diese Gene kontrollieren folglich

die Identität, nicht aber die Anzahl, Polarität oder Größe von Körpersegmenten

(Lewin, 1997; Manak und Scott, 1994). Die Großzahl dieser homöotischen 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 homöotische Gene be-

schrieben, da sie außerhalb der homöotischen Genkomplexe lokalisiert sind. Es

handelt sich dabei um die Gene fork head (fkh, Jürgens und Weigel (1988)) und

spalt (sal, (Jürgens, 1988)), die die Identität von Kopf- und Schwanz-Regionen des

Drosophila-Embryos bestimmen. Diese Gene werden auch als regionsspezifische

homöotische Gene bezeichnet. Das fkh-Gen kodiert für das sogenannte winged

helix- oder fork head-Motiv (Clark et al., 1993; Lai et al., 1990, 1991), das sal-Gen

für Zinkfinger-Domänen als DNA-bindende Motive (Miller et al., 1985; Pieler und

Theunissen, 1993; Theunissen et al., 1993).

Zinkfinger (ZF) sind ein häufiges Motiv in DNA-bindenden Proteinen. Der Na-

me rührt 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 Aminosäuren 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

C2H2-ZF. Sind zwei oder mehrere Einheiten von C2H2-ZFs miteinander verbunden,

finden sich zwischen diesen Einheiten regelmäßig sieben konservierte, als HC-link

bezeichnete Aminosäuren zwischen dem letzten Histidin des vorangehenden und

dem ersten Cystein des folgenden ZF (Schuh et al., 1986).

Die erste Erwähnung fand das Gen sal in einem Artikel von Nüsslein-Volhard

et al. (1984), in dem der Genort in der Region 32F/33B auf dem linken Arm

von Chromosom 2 beschrieben wurde. Jürgens (1988) charakterisierte das Gen

als regionsspezifisches homöotisches Gen, das die Entwicklung von posterioren

Kopf- und anterioren Schwanzstrukturen im Drosophila-Embryo determiniert. Die

zugehörige Transkriptionseinheit wurde von Kühnlein et al. (1994) beschrieben.

Das sal-Transkript von 6.1 kb setzt sich aus vier Exons zusammen und kodiert für

ein Protein von 1 355 Aminosäuren. Die Exons des Gens sind durch ein aminoter-

minales und zwei carboxyterminale Introns getrennt. Das SAL-Protein zeigt eine

charakteristische Struktur von drei C2H2-Doppelzinkfinger (DZF)-Domänen, wel-

che in größeren Abständen über das Protein verteilt sind (s. Abb. 1.1). Zusätzlich

findet sich kurz hinter der mittleren DZF-Domäne ein einzelner C2H2-Zinkfinger

(ZF). Die drei DZF-Domänen ähneln sich in ihrer Aminosäuresequenz und weisen

jeweils im carboxyterminalen Motiv eine charakteristische Folge von acht Amino-

säuren (FTTKGNLK), die sogenannte SAL-Box (Kühnlein et al., 1994), auf.

Neben der Funktion von sal in der frühen Embryogenese konnten dem Gen

auch wesentliche Funktionen bei der Entwicklung des larvalen Tracheensystems

(Chen et al., 1998; Kühnlein et al., 1994) sowie bei der Morphogenese des adulten

Flügels 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 Vorläuferzellen (El-

stob et al., 2001; Rusten et al., 2001). Dabei agiert das sal-Gen downstream des

für ein Signalmolekül kodierenden Gens hedgehog (Celis et al., 1996; Sturtevant

et al., 1997).

1.2 sal -ähnliche Gene bei Vertebraten

Aufgrund der charakteristischen Struktur des sal-Gens aus Drosophila konnten

in einer Reihe von Vertebratenspezies sal-ähnliche Gene identifiziert werden. Im

Folgenden soll ein kurzer Überblick über das heutige Wissen zur Struktur und

Regulation sal-ähnlicher Vertebratengene gegeben werden.
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1.2.1 sal -ähnliche Gene beim Fisch Medaka, bei Xenopus

laevis und beim Huhn

Aus dem Genom des Fisches Medaka (Oryzias latipes) konnte bislang ein sal-

ähnliches Gen isoliert werden (Köster et al., 1997). Das Medaka-sal-Transkript ist

ca. 4.7 kb lang und kodiert wie das Drosophila sal für ein Protein mit drei DZF-

Domänen. Dem zweiten DZF folgt ein einzelner C2H2-ZF, und alle DZF-Domänen

enthalten im carboxyterminalen Motiv die SAL-Box. Außerhalb dieser Bereiche

finden sich jedoch nur wenige konservierte Regionen. Zusätzlich zu den in Droso-

phila gefundenen Strukturen ist für das Medaka-SAL-Protein ein einzelner ZF vom

C2HC-Typ am aminoterminalen Ende des Proteins beschrieben. Medaka sal ist

ein Zielgen für die Signale von Sonic hedgehog (Köster et al., 1997), ein Mitglied

der Hedgehog-Familie in Vertebraten.

Aus dem Krallenfrosch (Xenopus laevis) konnten bereits zwei sal-ähnliche Ge-

ne isoliert werden, Xsal-1 (Hollemann et al., 1996) und Xsal-3 (Onuma et al.,

1999). Xsal-1 kodiert für ein Protein von 1 278 Aminosäuren. Anders als bei Dro-

sophila und Medaka enthält es vier DZF-Domänen, die aber SAL-ähnlich gleich-

mäßig über das Protein verteilt sind. Nach der zweiten DZF-Domäne folgt ein

einzelner C2H2-ZF, und wie bei Medaka SAL ist der aminoterminale C2HC-ZF

vorhanden. Ein weiterer Unterschied zu sal besteht im Vorkommen alternativer

Transkripte, die entweder alle vier, drei oder nur zwei Doppelzinkfinger-Domänen

kodieren, wobei das Transkript mit herausgespleißtem DZF Nr. 3 dominiert. Xsal-1

wird bereits früh in der Embryonalentwicklung bevorzugt im prospektiven Neuroek-

toderm exprimiert, später in spezifischen Regionen des Gehirns, im Rückenmark,

im Herzen, im Pronephros, in den Gliedmaßenknospen und in den otischen Vesi-

keln (Hollemann et al., 1996).

Für Xsal-3 wurden ebenfalls alternative Transkripte mit einer resultierenden

Länge von 1 061 bzw. 826 Aminosäuren nachgewiesen (Onuma et al., 1999), die

für zwei bzw. drei DZF-Domänen 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 C2HC-ZF. Xsal-3 wird stark in der Neuralfalte und

-platte exprimiert, des Weiteren wurden Transkripte im Mandibular- und Hyalbo-

gen, den anterioren und posterioren Branchialbögen, 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-ähnliche Gene identifiziert worden. Das

von Farrell und Munsterberg (2000) isolierte Csal1-Gen kodiert für ein Transkript
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von 3 924 bp. Wie bei den anderen aufgeführten SAL-Vertebratenproteinen sind

die typischen DZF-Domänen mit den SAL-Boxen und der aminoterminale C2HC-

ZF konserviert. Die Aminosäuresequenz zeigt eine hohe Homologie zum huma-

nen SALL1-Protein (s.u.) (Farrell und Munsterberg, 2000). In den Gliedmaßen-

knospen wird Csal1 in der epithelialen Randleiste und im distalen Mesenchym

exprimiert, des Weiteren im ZNS. Die Expression des Csal1-Gens in den Glied-

maßenknospen wird unter anderem durch Sonic hedgehog reguliert (Farrell und

Munsterberg, 2000).

Für das von Farrell et al. (2001) beschriebene Csal2-Protein treffen ebenfalls

die für SAL-ähnliche Vertebratenproteine beschriebenen Charakteristika zu, es

enthält die üblichen vier DZF-Domänen, den aminoterminalen C2HC-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 frühen Embryonal-

stadien exprimiert, hauptsächlich in der Neuralplatte und später im Neuralrohr,

in bestimmten Gehirnregionen, in den Gliedmaßenknospen, der Schwanzknospe,

dem Mesonephros und dem Genitalhöcker.

1.2.2 sal -ähnliche Gene beim Menschen

Drei sal-ähnliche 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-ähnliche Pseudo-

gen SALL1P identifiziert (Kohlhase et al., 1999b).

Das Gen SALL1 (vormals HSAL1) auf Chromosom 16q12.1 kodiert für ein

Protein von 1324 Aminosäuren (Kohlhase et al., 1996, 1999c). Wie für fast alle

weiteren SAL-ähnliche Vertebratenproteine bereits beschrieben, enthält es vier

DZF-Domänen vom SAL-Typ und das aminoterminale C2HC-ZF-Motiv (s. Abb.

1.1). Das Csal1-Protein ist von den oben beschriebenen SAL-ähnlichen Proteinen

in seiner Struktur und Sequenz dem SALL1-Protein am ähnlichsten (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 für drei DZF-Domänen (s. Abb. 1.1).

Nur zwei dieser Domänen zeigen eine deutliche Ähnlichkeit zu SAL, die carboxy-

terminale Domäne enthält jedoch statt des SAL-ähnlichen DZF mit 49 Aminosäu-
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ren einen Doppelzinkfinger mit 51 Aminosäuren. Zudem findet sich in dieser Do-

mäne keine typische SAL-Box. Die genomische Struktur von SALL2 lässt das

für die meisten sal-Gene von Vertebraten beschriebene 3´-Intron vermissen, die

typische Proteinstruktur und Aminosäuresequenz-Übereinstimmung mit den SAL-

ähnlichen Proteinen weisen SALL2 jedoch eindeutig als Mitglied der sal-Familie

aus (Kohlhase et al., 1996). In adulten Geweben des Menschen wird SALL2

hauptsächlich in Gehirn und Herz exprimiert, auch eine Expression im fetalen Ge-

hirn wird beschrieben.

Das putative Protein des Gens SALL3 auf Chromosom 18q23 (Kohlhase et al.,

1999a) entspricht in seiner Struktur mit vier DZF-Domänen, einem zusätzlichen

C2H2-ZF-Motiv nach dem zweiten DZF und einem aminoterminalen C2HC-ZF-

Motiv dem Bild eines typischen SAL-Vertebratenproteins (s. Abb. 1.1).

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 angehängte Zinkfinger dunkelblau und der aminoterminale
C2HC-Zinkfinger hellblau unterlegt.

Die für die vierte DZF-Domäne 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 Spleißen entsteht ein Produkt ohne das aminoterminale C2HC-

ZF-Motiv, und der von Spleißstellen 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 hauptsächlich im Herzen, schwächer 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 -ähnliche Gene bei der Maus

Das erste murine sal-ähnliche Gen, Msal-1, wurde von Ott et al. (1996) publiziert.

Nach Rücksprache 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 für Msal-1 jetzt Sall3. Das putative Protein enthält vier DZF-Domänen

vom SAL-Typ, ein aminoterminales C2HC-ZF-Motiv und kann alternativ gespleißt

werden. Dem kürzeren Transkript fehlt wie bei SALL3 und Xsal-1 der für den drit-

ten DZF kodierende Bereich, und das vollständige Transkript mit allen vier DZF

wird nur sehr schwach exprimiert (Ott et al., 1996). Während der Embryogenese

wird Sall3 hauptsächlich im sich entwickelnden Neuroektoderm von Gehirn, Inne-

nohr und Rückenmark exprimiert. Weitere Expressionsdomänen sind von der Uro-

genitalleiste abstammende Gewebe wie Testis, Ovar und Nieren. Eine Expression

wurde außerdem in den Kiemenbögen, im Notochord, in den Gliedmaßenknospen

und im Herz festgestellt (Ott et al., 1996).

Ein weiteres murines sal-Gen, Sall2 (vormals Msal-2, Kohlhase et al. (2000)),

kodiert für ein putatives Protein von 1 004 Aminosäuren. Es enthält zwei kurze

5´-Exons, die alternativ gespleißt werden. Exon 2 kodiert für drei DZF-Domänen,

wobei wiederum der zweiten ein einzelner ZF folgt und am aminoterminalen Ende

ein C2HC-ZF-Motiv vorliegt. Das Sall2-Protein ähnelt in hohem Maße dem huma-

nen SALL2-Protein. Das ca. 5 kb lange Sall2-Transkript wird in adulten Mäusen in

abnehmender Stärke 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 Extremitäten (triphalangealer Daumen, präaxiale Polydaktylie) und

Ohrmuscheldysplasien (Kohlhase et al., 1998). Seltener treten Schwerhörigkeit,

urogenitale Fehlbildungen, Zehen- und Fußfehlbildungen 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 sämtliche Veränderungen zu einem vor-

zeitigen Translationsabbruch führen (Kohlhase et al., 1998, 1999c; Marlin et al.,

1999). Es wird angenommen, dass die beschriebenen Mutationen zu funktions-

losen SALL1-Allelen und damit über eine Haploinuffizienz zu TBS führen. 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 Antikörper zum Nachweis des Proteins gewonnen werden. Durch die

Methode der homologen Rekombination sollten knock out-Mäuse 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 ergänzt und die Expression des Gens während der Embryo-

genese analysiert werden. Fusionsproteine sollten erzeugt und zur Herstellung

eines Antiserums genutzt werden. Zudem sollten mittels homologer Rekombina-

tion knock out Mäuse produziert werden, die das homolog rekombinierte Allel in

heterozygotem und homozygotem Zustand enthalten. Diese Mäuse sollten phä-

notypisch charakterisiert werden.

Des Weiteren sollte die embryonale Expression des Gens Sall3 anhand von

whole mount-in situ-Hybridisierungen analysiert werden.
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2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgeführt sind, wurden von der Firma

Merck (Darmstadt) in p.A. Qualität 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 H2O Fresenius, Bad Homburg

Antifading-Lösung Vectashield Camon, Heidelberg

Aqua Poly/Mount Polysciences, Heidelberg

Avidin-FITC-Lösung Serva, Heidelberg

BCIP Roth

Bisacrylamid Serva

Blocking Reagenz Roche Diagnostics

BM Purple AP Substrat Roche Diagnostics

Borsäure Roth

BPB Sigma

BSA (DNase-frei) Biomol

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase Fluka

Chaps Sigma

Chloroform Roth

Dextransulfat Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

DMDC Fluka



2 Material und Methoden 9

DTT Biomol

DNase I Roche Diagnostics

dNTPs Roche Diagnostics

EDTA ICN, Eschwege

Entwickler G AGFA-Gevaert AG, Mortsel, Belgien

Ethanol Roth

Essigsäure Roth

Ethidiumbromid Eurobio, Les Ulis Cedex, Frankreich

Ficoll 400 Amersham Pharmacia Biotech

Fixierer G 354 AGFA-Gevaert AG

Formaldehyd Roth

Formamid Roth

Gelatine Sigma

Glycerol Roth

Glycin ICN

Heparin Sigma

IPTG Biomol

Kaliumacetat Sigma

Kaliumphosphat Sigma

Kanamycin Sigma

Klenow-DNA-Fragment Amersham Pharmacia Biotech

Lachsspermien-DNA Sigma

Levamisol (Tetramisol) Sigma

Lysozym Roche Diagnostics

β-Mercaptoethanol Serva

Mineralöl Sigma

MOPS Sigma

Natriumcarbonat Sigma

NBT Roth

NuPAGETM MOPS SDS Running Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Buffer (20x)

NuPAGETM LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen

Orange G Sigma

Paraplast Sigma

PFA Sigma

Pfu Turbo R© DNA Polymerase Stratagene, Heidelberg
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Phenol Biomol

Platinum R© Taq DNA Polymerase Gibco BRL

Ponceau S Serva

Proteinase K Amersham Pharmacia Biotech

[α-32]P dCTP und [α-32]P dATP Amersham Pharmacia Biotech

(3 000 Ci/mmol)

Restriktionsenzyme Gibco BRL; Biolabs, Schwalbach

RNase A Sigma

RNase Away Roth

RNA-Längenstandard 0.29–9.5 kb Gibco BRL

SDS ICN

Select Peptone Gibco BRL

Select Yeast Extract Gibco BRL

Simply BlueTM Safestain Invitrogen

T3-RNA-Polymerase Roche Diagnostics

T4-DNA-Ligase Gibco BRL

Total RNA Reagent Biomol

Tris Gibco BRL

tRNA Roche Diagnostics

Tween-20 Sigma

X-Gal Biomol

Xylol Roth

2.2 Kits

BigDye R© Terminator Cycle Applied Biosystems (Weiterstadt)

Sequencing Ready Reaction Kit

DIG-RNA Labeling Kit Roche Diagnostics

DYEnamic ET-Terminator-Mix Amersham Pharmacia

Endo Free Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

HexalabelTM DNA Labeling Kit MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

JETsorb Gel Extraction Kit Genomed, Bad Oeynhausen

JETstar Plasmid MIDI Kit Genomed

Megaprime R© DNA Labelling Kit Amersham Pharmacia Biotech

Nick-Translations-Kit Gibco BRL
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QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen

Recombinant Protein Expression and IBA, Göttingen

Purification Kit

RediprimeTM II Random Prime Amersham Pharmacia Biotech

Labeling System

The QIAexpressionistTM Qiagen

2.3 Gebrauchswaren und Geräte

2.3.1 Gebrauchswaren

Gebrauchswaren, die nicht gesondert aufgeführt sind, wurden von den Firmen

Krannich und Schütt (Göttingen), Nunc (Wiesbaden), Greiner (Nürtingen) und

Sarstedt (Nürnbrecht) bezogen.

Affinitätssäulen HiTrap affinity Amersham Pharmacia Biotech

columns, NHS-aktiviert

Aufreinigungssäule MicroSpinTM Amersham Pharmacia Biotech

S-200 HR

Blottingpapier GB 003 Schleicher & Schüll, Dassel

Centrisart I Sartorius, Göttingen

Elektroporationsküvette Gene Pulser BioRad, München

Cuvette, 0.4 cm, gap 50

Filterpapier 0850 Schleicher & Schüll

Fotoklebstoff Fix-o-Gum Marabu, Tamm

Rubber-Cement

Glas-Scintillationsgefäße, steril Sigma

Nitrocellulose-Membran HybondTM-C Amersham Pharmacia Biotech

NuPAGE R© BisTris Gele Invitrogen

Nylon-Membran HybondTM-N Amersham Pharmacia Biotech

Objektträger Superfrost* Plus Schütt

PAGErTM Gold Precast Gels Biozym

Peel-A-Way Einbettungsformen Polysciences

Pipettenspitzen mit Filter Biozym, Hess. Oldendorf

PVDF-Membran HybondTM-P Amersham Pharmacia Biotech

Röntgenfilme HyperfilmTM MP Amersham Pharmacia Biotech

Sterilfilter Sartorius
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2.3.2 Geräte

Automated DNA-Sequencer ABI 377 Applied Biosystems, Foster City, USA

DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer, Überlingen

Dispergierwerkzeug Ultraturrax T25 Schütt

Elektrophoresesystem SCell Invitrogen

SureLockTM Mini-Cell

Fotostereomikroskop SZX12 Olympus, München

Fotomikroskop BX60 Olympus

GeneAmp PCR System 9600 Perkin Elmer

Gene Pulser BioRad

Paraffin-Einbettungsstation Shandon, Frankfurt a.M.

Histocentre 2

Luminometer Typ LB 953 Berthold, Bad Wildbad

Mikrotiterplatten-Photometer BioRad

Microplate Reader 450

Mikrotom RM 2035 Leica, Nussloch

Personal Molecular Imager FX BioRad

Phosphoimager-Screen Kodak, Rochester, New York

Semi-Dry-Blot Fast Blot Biometra, Göttingen

Spektrophotometer Ultrospec 3000 pro Amersham Pharmacia Biotech

SpeedVac concentrator SVC 100H Schütt

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

TurboblotterTM Schleicher & Schüll

Ultraschallstab Ultraturrax Branson, Soest, Niederlande

UV StratalinkerTM 1800 Strategene, Heidelberg

Vibratom 1000M Leica

Video-Dokumentationssystem Herolab, Heidelberg

X-Ray Automatic Processor Curix 60 Agfa, Mortsel, Belgien

2.4 Puffer und Lösungen

Puffer und Lösungen wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt. Die Chemi-

kalien wurden den Erfordernissen entsprechend in bidestilliertem oder deionisier-

tem Wasser gelöst und nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert. Für die Arbeiten
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mit RNA wurden die Puffer, sofern sie kein Tris oder SDS enthielten, üN mit 0.1 %

DMDC inkubiert und anschließend autoklaviert. Tris-Puffer oder SDS-haltige Lö-

sungen wurden in RNase-freien Gefäßen mit DMDC-behandeltem Wasser ange-

setzt. Puffer von Enzymen und gebrauchsfertigen Kits wurden wie vom Hersteller

angegeben genutzt, ihre Zusammensetzung ist hier nicht weiter aufgeführt.

Acrylamid-Lösung 38 % Acrylamid

2 % Bisacrylamid

Auftragspuffer 1 Glycerol (autoklaviert)

1 % BPB

0.25 M EDTA, pH 7.4

Ampuwa H2O

Auftragspuffer 2 15 % Ficoll 400

200 mM EDTA, pH 7.4

0.1 % Orange G

BCIP 5 % w/v

in 100 % DMF

Blocking-Lösung I 5 % BSA

4x SSC

0.1 % Tween

pH 7.0

Blocking-Lösung II 3 % Blocking-Reagenz

0.5 % Tween

0.02 % Natrium-Azid

in 1x PBS

Blotting-Puffer 25 mM Tris-HCl

150 mM Glycin

10 % Methanol

Denaturierungslösung 0.5 M NaOH

1.5 M NaCl

Denhardt´s Lösung (50x) 1 % BSA

1 % PVP

1 % Ficoll 400

DMDC-H2O 0.5 % DMDC in Aqua dest. üN auf Magnetrüher

mischen, danach autoklavieren

dNTP-Lösung 2 mM dATP

2 mM dCTP
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2 mM dGTP

2 mM dTTP

EDTA 0.5 M, mit NaOH auf pH 8.0 einstellen

E-Puffer (10x) 300 mM NaH2PO4

50 mM EDTA

pH 7.0

ES-Lysispuffer 100 mM Tris-HCl pH 8.5

5 mM EDTA

0.2 % SDS

200 mM NaCl

100µg/mL Proteinase K

Färbepuffer 100 mM NaCl

5 mM MgCl2
100 mM Tris-HCl pH 8.0

Färbelösung 10µL NBT

60µL BCIP

in 20 mL Färbepuffer

Gewebe-Lysispuffer 50 mM Tris-HCl pH 8.0

100 mM EDTA

0.5 % SDS

Hybridisierungslösung 1 10 % Dextransulfat

(für Southern- u. Northern-Blot) 12.5x Denhardt´s Lösung

5x SSC

0.1 % SDS

Hybridisierungslösung 2 0.5 M Natriumphosphatpuffer pH 7.2

(für Roboter-erzeugte Filter) 7 % SDS

1 mM EDTA

Hybridisierungslösung 3 50 % Formamid

(für in situ-Hybridisierungen) 5x SSC pH 4.5

50µg/µL Hefe tRNA

100µg/µL Heparin

0.1 % Tween 20

(0.1 % Chaps für Hybridisierungen an

Paraffin-Schnitten)

MAB-Puffer 0.1 M Maleinsäure

0.15 M NaCl
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0.1 % Tween-20

pH 7.5

MAB/Block-Puffer 2 % Blocking-Reagenz in MAB

MEMFA 100 mM MOPS

2 mM EGTA

1 mM MgSO4

1/10 Formaldehyd (37 %)

MOPS-Puffer (10x) 0.2 M MOPS

50 mM NaAc

0.5 M EDTA

pH 7.0

Natriumphosphatpuffer 684 mL Na2HPO4 (1M)

316 mL NaH2PO4 (1M)

pH 7.2

NBT 5 % w/v

in 70 % DMF

Neutralisierungslösung 130 mM NaCl

7 mM Na2HPO4

3 mM NaH2PO4

NTMT 100 mM Tris-HCl pH 9.5

50 mM MgCl2
10 mM NaCl

0.1 % Tween-20

2 mM Levamisol

PBS-Puffer (10x) 130 mM NaCl

7 mM Na2HPO4

3 mM NaH2PO4

pH 7.5

PBT-Puffer 1x PBS

0.1 % Tween 20

RF1-Lösung 100 mM RbCl

50 mM MnCl2
30 mM KAc

15 % (w/v) Glycerol

pH 5.8

RF2-Lösung 10 mM MOPS
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10 mM RbCl

75 mM CaCl2
15 % (w/v) Glycerol

Sammelgel-Puffer 0.25 M Tris-HCl pH 6.8

0.2 % SDS

SDS 10 % in H2O oder DMDC-H2O

SSC (20x) pH 6.8

0.3 M Na3Citrat

pH 7.0 und pH 4.5

TBE (5x) 0.45 M Tris-HCl

0.45 M Borsäure

10 mM EDTA

pH 8.2

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl pH 8.0

1 mM EDTA

TE-Puffer (low EDTA) 10 mM Tris-HCl pH 8.0

0.1 M EDTA

Trenngel-Puffer 1.5 M Tris-HCl pH 8.8

0.4 % SDS

tRNA 20 mg/mL in DMDC-H2O

X-Gal-Lösung 2 % X-Gal in Dimethylformamid

2.5 Sterilisation

Die Sterilisation von Lösungen erfolgte 20 min bei 120◦C und 105 Pa im Dampf-

druckautoklaven (Webco, Bad Schwartau) oder durch Sterilfiltration (Sterilfilter,

0.2–0.45µm Porengröße). Gebrauchswaren wurden entweder autoklaviert oder

für 8–12 h bei 180◦C hitzesterilisiert.

2.6 Kulturmedien

2.6.1 Medien für Bakterien

LB (Luria-Bertani)-Medium 1 % Select Pepton
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0.5 % Select Yeast Extract

1 % NaCl

pH 7.2

Zusätze zur Selektion Ampicillin (0.1 mg/mL)

Kanamycin (0.05 mg/mL)

Zusätze für Oja-Platten 100µM IPTG

0.4 % X-Gal

Agarplatten enthielten 1.5 % (w/v) Agar

Die Medien wurden mit einfach destilliertem Wasser angesetzt und autokla-

viert.

Stammlösungen

100 mg/mL Ampicillin in H2O

25 mg/mL Kanamycin in H2O

0.2 g/mL IPTG in H2O

8 % X-Gal in Dimethylformamid

Die Lösungen wurden sterilfiltriert und bei –20◦C gelagert. Antibiotika, IPTG

und X-Gal wurden nach dem Autoklavieren des Mediums zu den abgekühlten Me-

dien (ca. 50◦C) hinzugefügt. Platten und Flüssigmedien wurden bei 4◦C gelagert.

2.6.2 Medien für die Zellkultur

Medien und Zusätze zur Anzucht eukaryotischer Zellen wurden als sterile Lösun-

gen bezogen (Pan, Aidenbach; Gibco BRL, Eggenstein).

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

0.1 mM nicht essentielle Aminosäuren

1 mM Natrium-Pyruvat

1µM β-Mercaptoethanol

2 mM L-Glutamin

1 000 U/mL LIF

EmFi-Fibroblasten-Zellmedium DMEM

2 mM L-Glutamin

10 % FKS



2 Material und Methoden 18

Zur Langzeitlagerung der Zellen in flüssigem 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 Bakterienstämme

Es wurde mit folgenden Escherichia coli K12-Stämmen gearbeitet:

DH5α Hanahan (1985)

XL1-blue Bullock et al. (1987)

2.7.2 Vektoren

Es wurden folgende Vektoren verwendet:

pASK-IBA2 IBA, Göttingen

pBluescript R© II SK (+/–) Stratagene, Heidelberg

pBluescript R© II KS (+/–) Stratagene

pGEM R©-T Promega, Wisconsin, USA

pGEM R©-T easy Promega

Lawrist 7 RZPD, Berlin

pTKneo Dr. N. Brose, MPI für Experimentelle

Medizin, Göttingen

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 Antikörper

Es wurden folgende Antikörper verwendet:

Biotinylierter Ziege-Anti-Avidin-Antikörper, Serva

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

StrepTactin-Alkalische Phophatase-Konjugat, IBA

Polyklonaler Ziege-Anti-Maus-Alkalische Phosphatase-

konjugierter Antikörper, 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 100µM (100 pmol/µL) eingestellt und als Stock bei –20◦C

gelagert.

Primer Sequenz

pTK R 5�-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�

1B5 R1 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/H F1 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�

CE4 F1 5�-TAA CCT TAT TCC CCC GCC-3�

JBa1 F1 5�-TGC CCT GCT AGG CGG TCT TA-3�

Neo R1 5�-AGG AGC AAG GTG AGA TGA CAG-3�

SA F1 5�-GGC TCA CAA CCA TCC GTA ACA-3�

SA F2 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 5�-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 GTT 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 5�-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-IBA F 5�-AGA GTT ATT TTA CCA CTC CCT-3�

pASK-IBA R 5�-GAC GCA GTA GCG GTA AAC G-3�

Tabelle 2.1: Verwendete Oligonukleotide

2.7.6 Gensonden

Die nachfolgende Tabelle erläutert die Verwendung, Herkunft und Größe sämtli-

cher in der Arbeit verwendeter Gensonden. Die Positionen der Sall1- 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-

bliothek 121

600 bp Bam HI-Subklon

aus Cosmid 7

1B2 Nachweis von Sall2 in

Northern- und Southern-

Blots

1.1 kb Bam HI-Subklon aus

Cosmid 7 (Kohlhase et al.,

2000)

1B6 Screening der Cosmidbi-

bliothek 121

2.4 kb Subklon aus Cosmid

7

CB3E Nachweis von Sall1 bei in

situ-Hybridisierungen

2 kb Bam HI/Eco RI-

Subklon aus Cosmid C

1B7 E/H Nachweis von homo-

log rekombinierten ES-

Zellklonen für den Sall2-

knock out

1.7 kb Eco RI/Hind III-

Subklon aus 1B7 von

Cosmid 7

c-son Hybridisierung der murinen

Cosmid-Bibliothek 121

humanes PCR-Fragment

aus Exon 2 von SALL1

CB0 Nachweis von Sall1 in

Northern-Blots

0.56 kb Bam HI-Subklon

aus Cosmid C

JBa1 X/E4 Bgl II Nachweis von homo-

log rekombinierten ES-

Zellklonen für den Sall1-

knock out

240 bp-Subklon aus JBa1

von Cosmid J

CE 0.95 480 Nachweis von Sall1 in

Northern-Blots

480 bp Eco RI/EcoO109 I-

Fragment aus Cosmid C

CE 0.95 440 Nachweis von Sall1 in

Northern-Blots

440 bp Eco RI/EcoO109 I-

Fragment aus Cosmid C

Sall3 Nachweis von Sall3 bei in

situ-Hybridisierungen

1.7 kb MS3 F1/MS3 R2

PCR-Fragment

Sall3 B 400 Nachweis von Sall3 im

RNAse Protection Assay

320 bp Bam HI-Fragment

aus pSall3 (Ott, 1995)

β-Actin Kontrollhybridisierung von

RNA-Blots

1.6 kb Not I/Sal I-Fragment

aus humanem RZPD-Klon
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Fortsetzung

HEF-2 Kontrollhybridisierung von

RNA-Blots

1.6 kb Bam HI/Bgl II-

Fragment aus pHEF-2

(Rapp et al., 1989)

neo Neomycin-Resistenzgen:

Kontrollhybridisierung von

ES-Blots

830 bp Eco RI/Xba I-

Fragment aus pTKneo

Tabelle 2.2: Gensonden

2.7.7 DNA-Bibliothek

Es wurde eine genomische Cosmid-Bibliothek von Mäusen des Stammes 129/Ola

verwendet. Die Bibliothek (Nr. 121) wurde von der RZPD (Ressourcen-Zentrum-

Primärdatenbank, Berlin) bezogen. Die genomischen Fragmente sind in den Vek-

tor Lawrist 7 kloniert und in E.coli DH5α transformiert.

2.7.8 Mausstämme

Für die Herstellung von Chimären und die Rückkreuzung auf Wildtyp-Stämme

wurden die Mausstämme C57BL und 129/SvJ verwendet. Die Embryonen für die

whole mount-in situ-Hybridisierung an Wildtyp-Mäusen wurden vom Stamm CD1

präpariert. Die Haltungsbedingungen bestanden aus einem 12 h Hell-Dunkel-

Rhythmus bei 22◦C und 55 ± 5 % relativer Luftfeuchtigkeit.

2.8 Molekulargewichtstandards

DNA-Längenstandard (1µg/µL) 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-Längenstandards wurden nach Herstellerangaben verdünnt und mit Auf-

tragspuffer 1 versetzt.
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RNA-Längenstandard (1µg/µL) RNA-Leiter (0.24–9.5 kb)

(Gibco BRL)

SDS-Proteinmarker SDS-Page Standard

10 kDa Protein-Leiter (10–200) kDa

(Gibco BRL)

Gefärbter SDS-Page Standard

SeeBlueTM Plus2 (4–500 kDa)

(Invitrogen, Groningen, Niederlande)

2.9 Nukleinsäuretechnische Methoden

2.9.1 Präparation von Nukleinsäuren

2.9.1.1 Minipräparation 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) durchgeführt. Von einer

üN-Kultur wurde durch Behandlung mit den Puffern E1, E2 und E3 DNA isoliert,

präzipitiert und in H2O aufgenommen. Anschließend wurde eine restriktionsenzy-

matische Spaltung und bei Bedarf eine Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA

durchgeführt.

E1 (Resuspensionspuffer) 50 mM Tris-HCl pH 8.0

10 mM EDTA

100µg/µL RNase A

E2 (Lysispuffer) 0.2 M NaOH

1 % SDS

E3 (Neutralisationspuffer) 3 M KAc pH 5.5

2.9.1.2 Herstellung von Glycerinkryokulturen

Glycerinkryokulturen wurden aus den LB-üN-Kulturen der Plasmid-

Minipräparationen (s. 2.9.1.1) durch Zugabe von 300µL sterilem Glycerin

zu 700µL der Bakteriensuspension hergestellt. Die Reaktionsgefäße wurden gut

durchmischt und bei –70◦C gelagert.
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2.9.1.3 Midi- und Maxipräparation von Plasmid-DNA

Größere Mengen Plasmid-DNA wurden über DNA-Affinitätssäulen aus dem Jet-

star Plasmid Midi- oder Maxi-Kit nach den Angaben der Hersteller aufgereinigt.

Die Bakterien einer üN-Kultur wurden abzentrifugiert und die Plasmid-DNA durch

Behandlung mit den Puffern des Kits und Aufreinigung über die mitgelieferte Säu-

le aufgereinigt, präzipitiert und in H2O gelöst. Die Konzentration der DNA wurde

photometrisch bestimmt.

2.9.1.4 Endotoxin-freie Maxipräparation von Plasmid-DNA

Für die Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen wurde das Plasmid mit dem

EndoFree Plasmid Maxi-Kit (Qiagen, Hilden) Endotoxin-frei präpariert. Dazu wur-

den 100 mL üN-Bakterienkultur abzentrifugiert und mittels alkalischer Lyse aufge-

schlossen. Zelltrümmer, Proteine und Salzkomplexe wurden durch Filtration in der

QIAfilter Maxi Cartridge abgetrennt, das Lysat über eine äquilibrierte Säule ge-

geben, die gebundene DNA gewaschen und in ein steriles, Endotoxin-freies Zen-

trifugenröhrchen aus Glas eluiert. Nach der Präzipitation mit 0.7 Vol Isopropanol

wurde das Pellet mit 70 %igem EtOH (hergestellt mit Endotoxin-freiem H2O aus

dem Kit) gewaschen, luftgetrocknet und in 100–200µL 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 700µL Gewebe-Lysispuffer gemör-

sert. Für die Genotypisierung von Mäusen wurden 1–2 cm der Schwanzspitze 5

Wochen alter Mäuse mit 700µL Gewebe-Lysispuffer versetzt. Dazu wurden 30µL

Proteinase K (10µg/µL) gegeben und dieser Ansatz üN bei 55◦C im Thermomixer

inkubiert. Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die DNA mit 1 Vol Iso-

propanol präzipitiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen, in 100–200µL H2O gelöst

und bei 4◦C gelagert.

2.9.1.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Gesamt-RNA für Northern-Blot-Analysen wurde aus unterschiedlichen Geweben

der Maus isoliert. Da RNA besonders anfällig gegen Abbau durch RNasen ist,

wurden alle Lösungen und das Millipore-H2O üN mit 0.1 % DMDC inkubiert und
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autoklaviert und verwendete Glaswaren für 8–12 h bei 180◦C erhitzt (s. 2.5). Die

Arbeitsschritte wurden nach Möglichkeit auf Eis oder im Kühlraum durchgeführt.

100 mg frisches Gewebe wurde in ein 15 mL Falcon-Gefäß 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 vorgekühltem Chloroform wurde der Ansatz vor-

sichtig invertiert und für weitere 5 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde anschlie-

ßend mit 4 000x g bei 4◦C für 10 min zentrifugiert. Aus dem wässrigen Überstand

wurde die RNA mit 1 Vol Isopropanol gefällt, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und

in DMDC-H2O gelöst. Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung und

einem Integritätstest im denaturierenden Agarosegel (s. 2.9.8.3) wurde die RNA

bei –70◦C gelagert.

2.9.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsäuren erfolgte in einem Spektropho-

tometer (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Es wurden die Extinktionen bei

230, 260, 280 und 320 nm gemessen und die Differenz OD260 – OD320 sowie die

Quotienten OD260/OD280 und OD260/OD320 ermittelt. Unter Zugrundelegung einer

OD260 von 1 bei einer DNA-Lösung von 50 ng/µL (bzw. 40 ng/µL für RNA) wurden

die entsprechenden Konzentrationen errechnet. Die Quotienten OD260/OD280 und

OD260/OD320 sind ein Maß für die Protein- bzw. Salzkontamination und sollten >1.8

bzw. >2.0 sein.

2.9.3 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsäuren

Alle enzymatischen Modifikationen wurden nach den etablierten molekularbiolo-

gischen Standardmethoden durchgeführt, 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 Restriktionsansätze enthielten stan-

dardmäßig 1/10 Vol des vorgeschriebenen Enzympuffers und maximal 1/10 Vol an

Enzym. Es wurden in der Regel 2–10 U RE/µg DNA eingesetzt. Für die simul-

tane restriktionsenzymatische Spaltung mit zwei unterschiedlichen Enzymen wur-
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de, soweit möglich, ein mit beiden Enyzmen kompatibler Puffer eingesetzt, oder

die DNA wurde zwischen den beiden Reaktionen präzipitiert, um einen Puffer-

wechsel zu ermöglichen. Neigten die RE zu unspezifischen Reaktionen, wurde

dem Restriktionsansatz 1µg BSA (10 mg/mL) zugegeben. Die Reaktion erfolgte

über 1–2 h im Temperaturoptimum des verwendeten Enzyms. Je nach weiterer

Verwendung wurden die Reaktionsansätze auf ein Agarosegel aufgetragen, das

Enzym durch Hitze (10 min, 70◦C) inaktiviert oder bei Verwendung von hitzere-

sistenten Restriktionsenzymen diese über eine Phenol/Chloroform-Extraktion und

EtOH-Fällung entfernt.

2.9.3.2 Restriktionsspaltung von genomischer DNA

Für Southern-Blots wurden 20µg genomischer DNA in einem 50µL Reaktionsvo-

lumen mit 5µL RE (50 U) für 2 h restringiert, nachfolgend das Reaktionsvolumen

auf 60µL erhöht, weitere 3µL RE zugegeben und üN inkubiert. Die Vollständigkeit

der Restriktion wurde auf einem Testgel durch Auftragung von 2µL des Ansatzes

überprüft 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-Molekülen,

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 erhöht. Nach Re-

striktionsspaltung, Präzipitation und Aufnahme der Vektor-DNA in H2O wurde ein

30µL-Reaktionsansatz mit 1µL AP (1 U/µL) und 1/10 Vol AP-Puffer hergestellt.

Um die optimale Zn2+-Konzentration für das Enzym zu erreichen, wurde soviel

Verdünnungs-Puffer (Dilution Buffer, DB) dazu gegeben, dass AP + DB 1/10 des

Reaktionsvolumens ergaben, und der Ansatz 1 h bei 37◦C dephosphoryliert. Für

3´-überhängende oder glatte Enden wurden 2µL AP eingesetzt und 1 h bei 50◦C

inkubiert. Darauffolgend wurde das Enzym für 10 min bei 70◦C inaktiviert, die DNA

präzipitiert, das Pellet in einer Endkonzentration von 50 ng/µL in 1x TE-Puffer auf-

genommen und bei –20◦C gelagert.
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2.9.3.4 Auffüllreaktion

(Costa und Weiner, 1994)

Wurden für Klonierungen DNA-Fragmente mit glatten Enden (blunt ends) benö-

tigt, um so nicht kompatible DNA-Überhänge in blunt end-vorbereitete Vektoren zu

ligieren, wurden diese durch eine Reaktion mit der Pfu-Polymerase aufgefüllt. 50–

500 ng DNA wurden in 20µL-Reaktionen mit 2µL Pfu-Puffer, 2µL 5 mM dNTPs

und 2 U Pfu-Enzym gemischt und 60 min bei 72◦C inkubiert. Anschließend wurde

die DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert und präzipitiert.

2.9.3.5 Radioaktive Markierung von Nukleinsäuren

Für die radioaktive Markierung von DNA-Sonden wurde der Rediprime-Kit zum

Einbau von [α-32]P dCTP oder der Hexalabel-Kit zum Einbau von [α-32]P dATP

verwendet. Für die dCTP-Sonden wurden 2.5–25 ng DNA in 45µL TE-Puffer de-

naturiert, abgekühlt in das Reaktionsgefäß mit dem Rediprime-Pellet gegeben und

nach Zugabe von 40µCi [α-32]P 10 min bei 37◦C inkubiert. Der Ansatz wurde auf

eine MicroSpin-Aufreinigungssäule aufgetragen und für 1 min bei 3 000x g zentri-

fugiert. Danach konnte die markierte Probe bei 4◦C bis zur Verwendung gelagert

oder sofort für 10 min bei 95◦C denaturiert und verwendet werden.

Für dATP-Sonden wurden 100 ng DNA in 10µL Reaktionspuffer und H2O de-

naturiert, abgekühlt und nach Zugabe von dNTP-Mix (ohne dATP), [α-32]P dATP

und Klenow-Fragment nach Angaben des Herstellers für 10 min bei 37◦C inku-

biert. Danach wurden 4µL dNTP-Mix dazugegeben, der Ansatz weitere 5 min bei

37◦C inkubiert und die markierte Sonde über eine MicroSpin-Säule aufgereinigt.

2.9.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode wurde eingesetzt, um DNA-Fragmente zur Sequenzierung

(s. 2.9.6) sowie für Hybridisierungs- (s. 2.9.3.5) und Klonierungsexperimente

(s. 2.9.5) zu isolieren. Hierfür 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 anschließend

nach Zugabe einer hochmolaren Lösung des chaotropen Salzes Natriumperchlo-
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rat (NaClO4) bei 50◦C irreversibel aufgelöst und die DNA nach dem von Vogel-

stein und Gillespie (1979) beschriebenen Prinzip in Suspension (Glasmilch) oder

in Säulen an Anionenaustauschersilikat gebunden, mehreren Waschschritten mit

Hochsalzpuffer und Niedrigsalzpuffer unterzogen und mit Ampuwa-H2O oder TE-

Puffer eluiert. Ein Aliquot der aufgereinigten DNA wurde zur Konzentrationsbe-

stimmung auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.9.5 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.9.5.1 Ligation

Die restriktionsenzymatisch gespaltenen (s. 2.9.3.1), isolierten (s. 2.9.4) und bei

Bedarf aufgefüllten DNA-Fragmente (s. 2.9.3.4) konnten direkt in die komple-

mentären Restriktionsschnittstellen des nötigenfalls dephosphorylierten Plasmid-

Vektors (s. 2.9.3.3) ligiert werden. Dafür wurde das Verhältnis der DNA-Enden von

Vektor und Fragment auf ca. 1:3 eingestellt und in einer 10µL-Reaktion mit 2µL

5x Ligase-Puffer, 1µL 10 mM ATP und 1 U T4-DNA-Ligase vermischt. Der Ansatz

wurde entweder 30 min bei RT oder üN bei 16◦C inkubiert.

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde das pGEM-T oder das pGEM-T

easy Vektorsystem genutzt. Das System enthält linearisierten Vektor mit 3´-T-

Überhängen, die kompatibel zu den 3´-A-Überhängen von PCR-Produkten sind,

die von den meisten DNA-Polymerasen erzeugt werden (Clark, 1988; Hu, 1993).

Zur Ligation in diese Vektoren wurde üN bei 4◦C inkubiert.

2.9.5.2 Herstellung kompetenter E. coli -Zellen

(nach Dagert und Ehrlich (1979))

400 mL LB-Medium (15µg/mL Tetracyclin) wurden mit 10 mL einer üN-Kultur

angeimpft und bis zu einer OD550 = 0.5 vermehrt. Die Kultur wurde auf Eis abge-

kühlt und nachfolgend bei 5 000x g für 12 min bei 4◦C abzentrifugiert. Das Pellet

wurde vorsichtig in 66µL 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 flüssigem Stick-

stoff schockgefroren und bei –70◦C gelagert.
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2.9.5.3 Transformation

(Sambrook et al., 1989)

Für die Transformation eines Ligationsansatzes (s. 2.9.5.1) wurden 200µL

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 für 90 sec einem

Hitzeschock ausgesetzt und nach 2 min Inkubation auf Eis mit 200µL LB-Medium

versetzt. Die transformierten Bakterien wurden für 45 min bei 37◦C unter Schütteln

inkubiert, auf Selektionsplatten ausplattiert und üN bei 37◦C inkubiert.

2.9.6 Sequenzanalyse

Die Sequenzierung wurde modifiziert nach dem Kettenabruchverfahren von

Sanger et al. (1977) durchgeführt. 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-

quenzprimer und H2O auf ein Vol von 16µL gebracht und mit 4µL BigDye-Mix

oder DYEnamic ET-Mix gemischt. Die Ansätze wurden mit Mineralöl überschich-

tet und mit folgendem PCR-Programm im DNA Thermal Cycler 480 für 25 Zyklen

sequenziert:

20 sec 98◦C Denaturierung

15 sec 50◦C Anlagerung

1 min 60◦C Verlängerung

Die PCR wurde standardmäßig mit vektorspezifischen Primern oder für die

direkte Sequenzierung mit den Amplifikationsprimern durchgeführt.

Die Ansätze wurden gefällt und das getrocknete Pellet in Formamid-Ladepuffer

(0.5 M EDTA pH 8.0 : Formamid im Verhältnis 1:5) 5 min 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 für PC und das MacMollyTetra R© Software Paket für Apple MacIntosh

Computer verwendet. Vergleiche mit den Sequenzdatenbanken EMBL und Gen-

Bank wurden mit Hilfe des BLAST-Programms (Altschul et al., 1998) über die ent-

sprechenden www Server (z. B. NCBI Blast Notebook, http://www.ncbi.nlm.nih/)

durchgeführt.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/
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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 komplementären Strang (Anlagerung), und die

Polymerase synthetisiert die DNA zwischen den Primern (Verlängerung). Die

meist verwendete Platinum R© Taq DNA Polymerase (Chien et al., 1976) verfügt

über einen hitzelabilen Inhibitor, der während der Denaturierung inaktiviert wird

und damit die Durchführung einer hot start PCR möglich macht, wodurch die

Entstehung unspezifischer Amplifikate während des ersten Zyklus vermieden

wird.

Es wurden zwei verschiedene Termocycler verwendet (s. 2.3.2), wobei entwe-

der 0.2 oder 0.5µL-Reaktionsgefäße verwendet und bei dem Thermocycler ohne

Deckelheizung die Ansätze mit Mineralöl überschichtet wurden.

2.9.7.1 PCR an Plasmid-DNA

Eine PCR an Plasmid-DNA wurde durchgeführt um Fragmente zu erhalten, die

nicht über eine restriktionsenzymatische Spaltung isoliert werden konnten. Dazu

wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt:

xµL Plasmid-DNA (30–500 ng)

5µL 10x Taq Polymerase Puffer

1µL Primer 1 (10 pmol/µL)

1µL Primer 2 (10 pmol/µL)

1.5µL MgCl2 (50 mM)

1µL dNTP-Lösung (10 mM)

0.5µL Taq Polymerase (5 U/µL)

ad 50µL H2O

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

worfen:

30–60 sec 95 ◦C Denaturierung

15–30 sec 50–65 ◦C Anlagerung

30–90 sec 72 ◦C Verlängerung



2 Material und Methoden 31

Vor Beginn des ersten Zyklus wurde die DNA 5 min bei 95◦C denaturiert. An

den letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Verlängerungsschritt von 5 min bei

72◦C an. Nach Abschluss der PCR wurde zur Kontrolle 1/10 des Ansatzes mit

Auftragspuffer 2 gemischt, je nach Größe 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:

xµL DNA (300–500 ng)

2µL 10x Taq Polymerase-Puffer

1µL Primer 1 (10 pmol/µL)

1µL Primer 2 (10 pmol/µL)

0.6µL MgCl2 (50 mM)

1µL dNTP-Lösung (10 mM)

0.2µL Taq Polymerase (5 U/µL)

ad 20µL H2O

Für jede Primerkombination wurden die MgCl2- und dNTP-Menge optimiert und

optional DMSO zu der Reaktion zugegeben. Die Dauer des Verlängerungsschritts

wurde nach der Länge des zu amplifizierenden Fragments gewählt (1 kb ≈ 1 min),

die Anlagerungstemperatur nach dem Schmelzgrad der jeweiligen Primer. Die

PCR begann mit einer initialen Denaturierung für 5 min bei 95◦C, der Zyklus wurde

zumeist 35x wiederholt und nach dem letzten Zyklus ein weiterer Verlängerungs-

schritt für 5 min bei 72◦C durchgeführt. 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-Mäusen

Für die Genotypisierung von knock out-Mäusen wurde ein dritter Primer einge-

setzt, so dass ein Wildtyp- und ein mutiertes Allel unterschiedlicher Länge ampli-

fiziert werden konnten. Dazu wurde folgender Reaktionsansatz zusammen gege-

ben:
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xµL DNA (300–500 ng)

2µL 10x Taq Polymerase-Puffer

1µL Primer 1 (10 pmol/µL)

1µL Primer 2 (10 pmol/µL)

1µL Primer 3 (10 mM)

0.6µL MgCl2 (50 mM)

1µL dNTP-Lösung (10 mM)

0.2µL Taq Polymerase (5 U/µL)

ad 20µL H2O

Die DNA wurde über 30 Zyklen nach folgendem Programm amplifiziert:

30 sec 94◦C Denaturierung

30 sec 64◦C Anlagerung

60 sec 72◦C Verlängerung

Vor Beginn des ersten Zyklus erfolgte eine initiale Denaturierung für 5 min bei

94◦C, an den letzten Zyklus schloss sich ein weiterer Verlängerungsschritt von

5 min 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 hauptsächlich bei Testgelen, Gelen

für Restriktionskartierungen und Insertisolierungen eingesetzt. Je nach Größe

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 Größenbestimmung 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



2 Material und Methoden 33

Dicke des Gels gewährleistet eine bessere Übertragung der DNA beim Blotten.

Zum Abdichten der Innenkammer wurde ein 1.5 %iges Sockelgel aus Agarose

gegossen und nach Aushärtung der Agarose ein 1 %iges Gel darüber geschichtet.

Als Lauf- und Gelpuffer wurde 1x E-Puffer benutzt. Die Elektrophorese wurde

unter ständigem Umwälzen (Peristaltikpumpe Ismatec Sa, Zürich) des Laufpuffers

durchgeführt.

2.9.8.3 Denaturierende Gelelektrophorese

(Hodge, 1994)

Für 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 für die horizontale Elektrophorese 1x MOPS-Puffer und für die

vertikale 1x E-Puffer verwendet wurde. Zusätzlich enthielten diese Gele 7.4 %

Formaldehyd, um die Rückbildung der Sekundärstrukturen der RNA während der

Elektrophorese zu verhindern.

Die Proben (20µg 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 Abkühlen 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 für 6–8 h durchgeführt.

2.9.9 Transfertechniken von Nukleinsäuren

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 >10 kb aus Gelen transferiert werden,

wurden die Gele zunächst für 15 min in 0.25 M HCl depuriniert, alle Gele wurden

15 min mit Denaturierungslösung und 15 min mit Neutralisierungslösung behan-

delt. Das Gel wurde luftblasenfrei auf die mit 20x SSC vorbehandelte Membran

gelegt, unter der sich ein ebenfalls mit SSC getränktes Blotting-Papier sowie ca.

30 weitere, trockene Blotting-Papiere befanden. Auf das Gel wurden luftblasen-

frei zwei weitere getränkte 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 Größen der jeweiligen Papiere und Membrane wurde so gewählt,

dass sie genau die Gelgröße abdeckten.

Der Transfer erfolgte üN, anschließend 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 für das Blotten genomischer DNA ein TurboblotterTM (Schleicher & Schüll,

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-Längenstandard enthal-

tende Spuren wurden vom Filter abgeschnitten, die RNA 15 min in 5 % Essigsäure

auf der Membran fixiert und 10 min in Methylenblau (0.04 % in 0.5 M NaAc, pH 5.2)

angefärbt. Überschüssige Färbung wurde unter fließendem Wasser entfernt, bis

die blaugefärbten RNA-Banden sichtbar wurden, und die Membran anschließend

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 Absättigung

unspezifischer Bindungen mit 15 mL Hybridisierungslösung 1 und 150µL dena-

turierter Lachsspermien-DNA (10 mg/mL) für mindestens 2 h bei entsprechender

Temperatur, die je nach Homologiegrad zwischen eingesetzter DNA-Sonde und

zu hybridisierender DNA oder RNA zwischen 55–68◦C gewählt wurde, vorhybridi-

siert. Die radioaktiv markierte DNA-Probe (s. 2.9.3.5) wurde im Thermomixer bei

95◦C denaturiert, auf Eis gekühlt und der Hybridisierungslösung zugesetzt.

Die Hybridisierung erfolgte üN, anschließend 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 eingeschweißt, in eine Autoradiografiekassette mit Verstärkerfolie

eingelegt, ein Röntgenfilm 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 Hybridisierungslösung

2 mit 500µL Lachsspermien-DNA (10 mg/mL) vorhybridisiert. Nach Zugabe der

denaturierten Sonde und Hybridisierung üN wurden die Filter 2x 20 min in 40 mM

Natriumphosphatpuffer, 0.1 % SDS bei Hybridisierungstemperatur gewaschen, in

PE-Folie eingeschweißt, 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 durchgeführt, um die räumliche

und zeitliche Verteilung von Transkripten während 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)

durchgeführt und in der Arbeitsgruppe von Dr. A. Kispert im Max-Planck-Institut

für Immunbiologie in Freiburg erlernt.

2.9.11.1 Digoxygenin-Markierung von Nukleinsäuren

Die in vitro-Transkripte wurden nach der Anleitung des DIG-RNA Labeling Kits

markiert. Die zu markierende Template-DNA wurde über Phenol/Chloroform-

Extraktion und Ethanolfällung aufgereinigt. Die Reagenzien wurden in folgender

Reihenfolge zum Reaktionsansatz pipettiert:

5µL DMDC-H2O

2µL 10x Transkriptionspuffer

2µL linearisierte Plasmid-DNA (500 ng/µL)

2µL 10x DIG NTP Labeling-Mix

1µL RNase Inhibitor

1µL RNA-Polymerase T3/T7/SP6

2µL 0.2 M DTT

Der Ansatz wurde 2 h bei 37◦C inkubiert und das DNA-Template durch Inkuba-

tion mit 1µL DNAse für 15 min bei 37◦C aus dem Ansatz entfernt. Die markierte

http://www.rzpd.de


2 Material und Methoden 36

RNA wurde durch Zugabe von 100µL DMDC-H2O, 10µL 4 M LiCl und 300µL

EtOH gefällt, das Pellet getrocknet, mit 70 % Ethanol/DMDC-H2O gewaschen und

in 55µL DMDC-H2O gelöst. Ein 5µL-Aliquot wurde auf ein nicht-denaturierendes

TBE-Gel aufgetragen, fotografisch dokumentiert und daraus die einzusetzende

Menge der DIG-markierten Sonde abgeschätzt.

2.9.11.2 Präparation von Maus-Embryonen

Weibliche NMRI-Mäuse bzw. Sall2-knock out-Mäuse wurden verpaart und am

nächsten Morgen auf einen Vaginalpfropf als äußeres Zeichen für eine erfolgte

Verpaarung kontrolliert. Die Embryonen wurden an den gewünschten Tagen post

coitum (dpc; 7.5–14.5 Tage pc, für embryonale Gewebe 12.5–18.5 Tage pc) präpa-

riert, 2x in DMDC-PBS gewaschen und üN in 4 % PFA in PBT fixiert. Am nächsten

Tag folgten zwei Waschschritte in PBT (je 5 min) und eine aufsteigende Methanol-

reihe in PBT (25 %, 50 %, 75 %, 100 %), um das Gewebe zu entwässern. Nach

zweimaliger Inkubation in 100 % Methanol für 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-Szintillationsgefäßen mit Schraubde-

ckel oder 12-Loch Zellkultur-Platten durchgeführt. Die Gefäße 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 %) für je 5–10 min. Durch 2 Waschschritte in PBT für 10 min wur-

den die Methanolreste aus den Embryonen entfernt. Das Bleichen erfolgte in 6 %

H2O2 in PBT für 1 h bei RT, danach wurde erneut in PBT für 3x 5 min gewaschen.

Embryonen, die älter als 8.5 dpc waren, wurden mit einer 0.5 mm Kanüle 1–2x im

Kopfbereich punktiert, um eine unspezifische Einlagerung der Sonde in die Hohl-

räume zu vermeiden (probe trapping). Darauf folgte eine Behandlung mit Protein-

ase K (10µg/mL) bei RT in 12-Loch Zellkultur-Platten, durch die das Gewebe für

die Sonde zugänglich gemacht wurde. Die Inkubationsdauer variierte abhängig

vom Alter der Embryonen.



2 Material und Methoden 37

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 5 min bei RT in PBT gewaschen.

Nach einer Postfixierung für 20 min bei RT in 4 % PFA/0.2 % Glutardialdehyd in

PBT und nachfolgenden 3x 5 min in PBT wurden die Embryonen in Zellkultur-

Platten übertragen und 5 min bei RT mit 1 mL Hybridisierungslösung 3 inkubiert.

Mit frischer Hybridisierungslösung erfolgte darauf eine Vorhybridisierung für 1–2 h

bei 70◦C im Inkubator, wobei die Zellkultur-Platte in einer Feuchtkammer plaziert

wurde. Die Hybridisierung wurde nach erneutem Wechsel der Hybridisierungslö-

sung und Zugabe der DIG-RNA-Sonde üN bei 70◦C durchgeführt.

2.9.11.3.2 Waschschritte und Antikörper-Inkubation

Die Embryonen wurden 3x 30 min in vorgewärmter Waschlösung I bei 70◦C ge-

waschen, anschließend wieder in Szintillationsgefäße überführt und 3x 5 min bei

RT mit TNT gewaschen. Darauf folgte eine Inkubation in den Zellkultur-Platten für

30 min mit 100µg/mL RNase in TNT bei 37◦C, um nicht gebundene und damit ein-

zelsträngige RNA abzubauen. Gewaschen wurde anschließend 5 min bei RT mit

TNT/Waschlösung II (1:1), 3x 30 min bei 65◦C mit Waschlösung II und 3x 5 min bei

RT mit MAB. Zur Absättigung unspezifischer Bindungen wurden die Embryonen

2–3 h in Zellkultur-Platten bei RT mit 10 % Schafserum in MAB/2 % Blocking Lö-

sung I inkubiert, 1–2 mL Antikörperlösung mit Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-

Konjugat (Roche Diagnostics) zugegeben und üN bei 4◦C unter leichtem Schütteln

inkubiert.

2.9.11.3.3 Waschschritte und Farbreaktion

Am nächsten Tag wurden die Embryonen wieder in Schraubdeckelgefäße über-

führt und zunächst 3x 10 min bei RT mit MAB gewaschen, darauf erfolgte ein

stündliches Wechseln der Waschlösung über den Tag und ein Waschschritt mit

MAB bei 4◦C üN. Danach wurde 3x 10 min 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-

wünschte Anfärbung erreicht war; falls nötig, erfolgte die Inkubation üN. Zum Ab-

stoppen der Farbreaktion wurden die Embryonen 3x 5 min bei RT in PBT pH 4.5

gewaschen und nachfolgend 1 h bei RT bis üN 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 für die Anferti-

gung von Schnitten in 70 % Ethanol/isotonische Kochsalzlösung überführt.

2.9.11.3.4 Gelatine-Einbettung

Zur Anfertigung von Vibratom-Schnitten wurden die Embryonen zunächst in einen

Gelatine-Block in einer Einbettungsform eingebettet. Dazu wurde in 2 mL der

Gelatine-Lösung mit 120µL Glutardialdehyd (25 %) eine Polymerisierungsreakti-

on gestartet, kurz verrührt und luftblasenfrei in eine Einbettungsform überführt. Je

nach Größe wurde ein Embryo nach 30–60 sec auf die polymerisierende Schicht

verbracht und mit einer zweiten Gelatineschicht überdeckt. Nach ca. 1 h waren

die Gelatineblöcke vollständig ausgehärtet und konnten im Vibratom auf 20–80µm

geschnitten werden. Zur Lagerung wurde Aqua Poly/Mount aufgetragen, luftbla-

senfrei ein Deckglas aufgelegt und die Objektträger bei 4◦C für max. 1 Woche

gelagert.

Gelatinelösung

2.2 g Gelatine in 450 mL PBS bei 65◦C erhitzen

135 g Rinderserumalbumin bis zum Lösen verrühren

90 g Saccharose fertige Lösung bei –20◦C lagern

2.9.11.4 Herstellung von Paraffinschnitten

Das frisch präparierte Material (Organe, Embryonen) wurde in PBS gewaschen,

üN bei 4◦C in PFA fixiert und erneut 2x 5 min in PBS bei RT gewaschen. Durch

eine aufsteigende Methanolreihe (s. 2.9.11.2) wurde das Gewebe entwässert

und zur vollständigen Entfernung des Alkohols 3x 15 min in Xylol inkubiert. Für

die Einbettung wurde eine Paraffin-Einbettungsstation genutzt. Nach Aushärtung

des Blocks wurde das Material in einem Mikrotom auf 7µm geschnitten und auf

Superfrost-Objektträger überführt. Paraffinblöcke und Schnitte wurden bei 4◦C

gelagert.
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2.9.11.5 In situ Hybridisierung von Schnittpräparaten

2.9.11.5.1 Vorbehandlung und Hybridisierung

Die Embryonen- oder Gewebsschnitte wurden zunächst 2x 10 min in Xylol bei RT

deparaffiniert, 5 min in Methanol gewaschen und durch eine absteigende Metha-

nolreihe in DMDC-H2O (75 %, 50 %, 25 %) rehydriert. Nach einem Waschschritt

in PBS für 5 min wurden die Schnitte durch Inkubation für 20 min in 4% PFA in

PBS postfixiert. Darauf folgten 2x 5 min Waschen mit PBS bei RT und eine Be-

handlung mit Proteinase K (10µg/mL) in 0.1 M Tris pH 7.5 bei 37◦C für 15 min, um

das Gewebe für die Hybridisierung durch die DIG-RNA-Sonde zugänglich 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 für 5 min in

PBS wurden die Schnitte acetyliert. Dazu wurden die Objektträger in eine Küvette

mit 0.25 % Essigsäureanhydrid überführt, unter heftigem Rühren 0.1 M Triethano-

lamin (pH 8.0) zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte

in PBS und DMDC-H2O für je 5 min bei RT, anschließend wurden die Schnitte für

2 h bei 65◦C mit je 100µL Hybridisierungslösung 3 vorhybridisiert. Für die Hy-

bridisierung wurde 50µL frische Hybridisierungslösung 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 Lösung zu vermei-

den. Die Hybridisierung erfolgte üN bei 65◦C in einer Feuchtkammer mit DMDC-

H2O.

2.9.11.5.2 Waschschritte und Antikörper-Inkubation

Der Fotoklebstoff wurde entfernt, die Schnitte 3x 30 min in vorgewärmter Wasch-

lösung I bei 65◦C inkubiert und 3x 5 min mit TNT bei RT gewaschen. Um den

Hintergrund zu reduzieren, folgte eine Behandlung mit 100µL RNase (100µg/mL)

in TNT für 30 min bei 37◦C um den Hintergrund zu reduzieren und darauf ein

Waschschritt für 5 min mit TNT/Waschlösung II (1:1) bei RT. Die 3 Waschschritte

mit Waschlösung II wurden für 30 min bei 65◦C durchgeführt. Zur Vorhybridisie-

rung wurden die Objektträger in MAB/2 % Blocking-Lösung I mit 10% Schafse-

rum für 2–3 h bei RT inkubiert, darauf 200µL Antikörper-Lösung zugegeben, die

Schnitte mit einem Deckglas abgedeckt und in einer Feuchtkammer bei 4◦C üN

inkubiert.
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2.9.11.5.3 Waschschritte und Farbreaktion

Die Schnitte wurden zunächst 3x 10 min bei RT mit MAB, anschließend 3x 10 min

mit NTMT bei RT gewaschen. 100µL Färbelösung wurden auf die Objektträger

gegeben und unter gelegentlicher Überprüfung unter einem Mikroskop so langein-

kubiert, bis die gewünschte Farbintensität erreicht war. Zum Abstoppen der Reak-

tion wurde 2x 10 min mit PBS bei RT gewaschen, die Fixierung erfolgte für 45 min

bei RT in MEMFA. Die Schnitte wurden 2x 5 min in PBS bei RT gewaschen und

zur Lagerung bei 4◦C mit Aqua Poly/Mount überschichtet.

2.9.11.6 Herstellung von Embryo-Pulver

(Harlow und Lane, 1988)

Das Maus-Embryo-Pulver wurde verwendet, um unspezifische Antikörper,

die mit Maus-Antigenen reagieren und den Hintergrund erhöhen können, aus

der Antikörper-Lösung zu entfernen. Zur Herstellung wurden ca. 60 14.5 dpc-

Embryonen aus 5 Mäusen in DMDC-PBS auf Eis mit einem Dispergierwerkzeug

homogenisiert und mit 4x Vol 4◦C kaltem Aceton versetzt. Das Gemisch wurde

kräftig geschüttelt und 30 min auf Eis unter gelegentlichem Schütteln inkubiert.

Nach Zentrifugation bei 10 000x g für 10 min wurde der Überstand verworfen und

das pelletierte Präziptitat in kaltem Aceton gelöst. Erneut wurde kräftig geschüt-

telt, für 10 min auf Eis inkubiert und bei 10 000x g für 10 min zentrifugiert. Das Pel-

let wurde auf einem Filterpapier ausgestrichen und während der Trocknungszeit

bei RT wiederholt mit einem Spatel gemischt und verstrichen. Das Embryo-Pulver

wurde bei –20◦C in einem luftdichten Behälter gelagert. Vor Benutzung erfolgte

eine Hitzeinaktivierung endogener Alkalischer Phosphatasen durch Inkubation bei

70◦C für 30 min in MAB/Block-Puffer.

2.9.11.7 Fotografische Auswertung

Die in situ-gefärbten Embryonen und Schnittpräparate wurden mit einem Fotoste-

reomikroskop und/oder Fotomikroskop mit Hilfe der Analysis R©-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 über mit Hilfe

der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung. Die Methode beruht auf der Hybridisie-

rung von Chromosomenpräparaten mit Biotin-markierten einzelsträngigen DNA-

Fragmenten an komplementäre Sequenzen auf den denaturierten Chromosomen.

Ein Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltes Antikörpersystem ermöglicht die Detektion

des Hybridisierungsergebnisses bei gleichzeitiger Verstärkung des Signals. Die in

dieser Arbeit verwendeten Maus-Metaphasenpräparate der WMP-1-Zelllinie (Zör-

nig et al., 1995) von neugeborenen WMP-Mäusen Chromosomen, die die Ro-

bertsonsche Translokation tragen (Said et al., 1986), wurden freundlicher Weise

von Dr. C. Dixkens angefertigt und zur Verfügung gestellt.

2.9.11.8.1 Markierung der Sonde über Nick-Translation

(Rigby et al., 1977)

Für die Markierung großer genomischer Fragmente mit markierten Desoxyribo-

nukleotiden wird die Methode der Nick-Translation angewandt. Hierbei setzt eine

Desoxyribonuklease I (DNase I) Einzelstrangbrüche (nicks) in die doppelsträngige

DNA, die durch eine Klenow-Polymerase unter Einbau von im Überschuss zuge-

setztem Biotin-16-dUTP wieder komplettiert wird. Zeitgleich kommt es durch die

DNAse I zur Fragmentierung des DNA-Templates, so dass markierte Fragmente

von 200–600 bp Länge entstehen. Diese Länge gewährleistet eine gute Diffusi-

onsfähigkeit durch Chromosomenmatrix zu den Zielsequenzen und eine spezifi-

sche Hybridisierung.

Hier wurde als Sonde für die Hybridisierung von Maus-Chromosomenprä-

paraten murine genomische DNA aus dem Cosmidklon C eingesetzt, die mittels

Nick-Translation mit Biotin-16-dUTP in folgendem Reaktionsansatz markiert wur-

de:

1µL DNA (1µg/µL)

5µL dNTP (je 0.2 mM dATP, dGTP, dCTP)

1.5µL Biotin 16 dUTP (1 mM)

5µL Pol I (0.5 U/µL) / DNase I (0.4 mU/µL)-Mix

ad 50µL H2O

Nach 90 min Inkubation wurde ein Aliquot von 8µL auf ein 1.6 %iges Agarose-

gel (s. 2.9.8.1) aufgetragen und der Fragmentlängenbereich bestimmt. Bei einer
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mittleren Fragmentlänge von 200–600 bp wurde die Sonde mit 10µg Lachs-DNA

(zur Absättigung von unspezifischen Sequenzen, siehe Lichter et al. (1988); Pin-

kel et al. (1986)) und 4µg Cot1-DNA (zur Absättigung von hochrepetitiven Se-

quenzen) präzipitiert und das gewaschene Pellet in Mastermix (8 % Dextransulfat

in 4x SSC) und Formamid (pH 7.0) gelöst. Bei einer deutlich größeren mittleren

Fragmentlänge wurde die Inkubationszeit bei 16◦C verlängert oder erneut 50µL

Markierungsansatz ohne DNA zugegeben, weitere 30 min inkubiert und der Frag-

mentlängentest wiederholt.

2.9.11.8.2 Vorbehandlung und Hybridisierung

Die Proben-DNA wurde bei 75◦C im Heizblock denaturiert, zur Absättigung der

hochrepetitiven DNA-Sequenzen bei 37◦C vorhybridisiert und auf die denaturier-

ten Chromosomenpräparate gegeben. Die Objektträger wurden mit einem Deck-

glas abgedeckt, mit Fotoklebstoff umrandet und üN bei 37◦C in einer Feuchtkam-

mer hybridisiert.

2.9.11.8.3 Waschschritte und Antikörper-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 über ein Verstärkungssystem verstärkt wird. Dazu wur-

de das Biotin-Signal im ersten Detektionsschritt mit einer Avidin-FITC-Lösung und

im zweiten und dritten Detektionsschritt mit einem biotinylierten anti-Avidin mar-

kiert und darauf erneut mit Avidin-FITC verstärkt, wie im Folgenden kurz erläutert.

Die Objektträger wurden 1x in 2xSSC, 3x 10 min in 50 % Formamid/2x SSC

und nochmal 3x 5 min in 2x SSC gewaschen und für 30 min bei 37◦C in Blocking-

Lösung I inkubiert. Die Detektion der gebundenen Sonde erfolgte über eine

Antikörper-Reaktion mit FITC-Avidin, das 1:200 in 1% BSA/4x SSC/0.1% Tween

(pH 7.0) verdünnt wurde. Die Lösung wurde auf die Objektträger aufgetragen,

30 min bei 37◦C in einer Feuchtkammer inkubiert und anschließend 3x 5 min in

4x SSC/0.1% Tween bei 45◦C gewaschen. Die Verstärkung des Signals erfolgte

durch einen zweiten Antikörperschritt mit biotinyliertem Anti-Avidin, 1:100 in 1%

BSA/4x SSC/0.1% Tween verdünnt. Die Inkubation wurde für 45 min bei 37◦C

in einer Feuchtkammer durchgeführt, die Waschschritte erfolgten bei 45◦C 3x in

4x SSC/0.1 % Tween. Anschließend wurde der Biotinnachweis mit FITC-Avidin

wiederholt.
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2.9.11.8.4 Gegenfärbung der Chromosomen

Im Anschluss an den Immunfluoreszenz-Nachweis wurden die Chromosomen-

präparate mit Propidiumjodid (PI) und DAPI (3µg PI und 70µg DAPI in 70 mL

4x SSC/0.1 % Tween, Lin et al. (1977)) für 5–10 min bei RT gegengefärbt. Diese

Substanzen binden ausschließlich an DNA und bilden stark fluoreszierende Farb-

komplexe. Nachfolgend wurden die Objektträger 4x kurz in H2O gewaschen, luft-

getrocknet und mit einer Antifading-Lösung (Johnson und Nogueira Araujo, 1981)

überschichtet. Die Auswertung der Chromosomenpräparate erfolgte mit einem

Zeiss Axiophot-Fluoreszenzmikroskop mit Filterradkombination.

2.10 Proteinchemische Methoden

2.10.1 Herstellung der Strep -tag-Fusionsproteine

Zur Gewinnung spezifischer Antikörper 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 trägt nach dem Polylinker eine Strep-tag II-Sequenz,

die bei Expression der klonierten cDNA C-terminal das Strep-tag II-Peptid NH2-

WSHPQFEK-COOH an das Protein fusioniert. Dadurch kann das Fusionsprotein

in einem Schritt mittels Chromatographie an immobilisiertem StrepTactin von den

bakteriellen Proteinen abgetrennt und über 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 zellulären Regulationsmechanismen un-

terliegt, kann weitestgehend jeder E. coli-Bakterienstamm verwendet werden. In

der vorliegenden Arbeit wurde der Stamm DH5α genutzt.
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2.10.1.1 Klonierung der Plasmide

Der Polylinker des pASK-IBA2-Vektors trägt u. a. die Restriktionsschnittstelle

Bsa I. 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 für das En-

zym enthalten, amplifiziert werden.

Zur Klonierung der verschiedenen cDNA-Fragmente wurden genspezifische

Primer mit 5´-angefügten artifiziellen Bsa I-Schnittstellen mit einer Schmelz-

temperatur von je 64◦C hergestellt. Um den Einbau von nicht komplementären

Nukleotiden in das PCR-Produkt zu vermeiden, wurde die proof reading Pfu

turbo-Polymerase von Stratagene verwendet. Folgende Substanzen wurden in

ein 200µL-Reaktionsgefäß pipettiert:

xµL Plasmid-DNA (20–200 pg)

5µL 10x Pfu-Polymerase-Puffer

2.5µL Primer 1 (10 pmol/µL)

2.5µL Primer 2 (10 pmol/µL)

2.5µL MgCl2 (50 mM)

1µL dNTP-Lösung (10 mM)

1µL Pfu-Polymerase (2.5 U/µL)

ad 50µL H2O

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

geführt:

30 sec 94◦C Denaturierung

30 sec 64◦C Anlagerung

60 sec 72◦C Verlängerung

Die Ansätze wurden einer initialen Denaturierung bei 95◦C für 3 min unterwor-

fen, der Zyklus 35x wiederholt und die Ansätze nachfolgend für 5 min 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 BsaI restriktionsenzymatisch ge-

spalten. Nach Konzentrationskontrolle auf dem Gel erfolgte die Klonierung in den

vorher mit Bsa I linearisierten pASK-IBA2-Vektor (s. 2.9.5.1) und die Überprüfung

der amplifizierten DNA mittels Sequenzanlayse durch vektorspezifische Primer (s.

2.9.6).
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2.10.1.2 Zellwachstum, Genexpression und Präparation des Zellextrakts

Als Wirtsstamm für die Expression wurde der E. coli-Stamm DH5α verwen-

det. 5 mL LB-Medium (100µg/mL Ampicillin) wurden mit einer frisch ausplat-

tierten Einzelkolonie des transformierten Expressionstammes angeimpft und üN

bei 30–37◦C inkubiert. Am nächsten Morgen wurden 2x 100 mL LB-Medium

(100µg/mL Ampicillin) mit je 2.5 mL der Vorkultur angeimpft und bei 37◦C bis zum

Erreichen einer OD550 von 0.5 inkubiert. In einer der Kulturen wurde darauf die

Expression des Fusionsproteins durch Zugabe von 10µL AHT (2 mg/mL) indu-

ziert und beide Ansätze wurden für weitere 3 h inkubiert. Die Ernte der Zellen

erfolgte durch Zentrifugation bei 4◦C und 4 000x g für 12 min. Nach vollständigem

Entfernen des Mediums wurde das Pellet bei 4◦C in 1 mL Puffer W resuspendiert

und die Zellen durch Ultraschallbehandlung für 2 min bei 40 % Impulsstärke mit

einem Ultraschallstab (Branson) aufgeschlossen. Zur Abtrennung unlöslicher Be-

standteile wurde die Suspension bei 4◦C für 15 min bei 14 000x g zentrifugiert,

der klare Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren

Verwendung bei –20◦C gelagert.

Um ähnliche Proteinmengen in der Western-Blot-Analyse einsetzen zu kön-

nen, erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der Proteinextrakte (s. 2.10.3). Die

entsprechenden Mengen wurden anschließend wie unter 2.10.4 beschrieben elek-

trophoretisch aufgetrennt und mit AP-konjugiertem StrepTactin getestet.

2.10.1.3 Aufreinigung des Fusionsproteins

Für die Immunisierung von Kaninchen bzw. zur Gewinnung von monospezifischen

Antikörpern 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 über die StrepTactin-Säule. Die Säule wur-

de zunächst durch Waschen mit Puffer W (2x 2.5 mL) von Resten des Lager-

puffers gereinigt und äquilibriert, anschließend wurde 1 mL des Bakterienextrakts

für 15 min bei 14 000x g und 4◦C abzentrifugiert und der Überstand aufgetragen.

Nach vollständigem 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 enthält. Das Eluat wurde in 0.5 mL-Fraktionen

aufgefangen und die Säule anschließend zur Regenerierung mit 3x 5 mL Puffer

R gespült. Die Bestandteile des Puffers verdrängen das Strep-tag-Peptid von der
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StrepTactin-Bindungsstelle und führen zu einer Rotfärbung der Säule, so dass die

Regenerationskapazität der Säule optisch zu verfolgen ist. Der Puffer R wurde

durch 2x 4 mL Puffer W entfernt und die StrepTactin-Säule konnte bis zur nächs-

ten Aufreinigung in diesem Puffer bei 4◦C gelagert werden. Für die Analyse durch

SDS-PAGE wurden von jeder Fraktion 20µL 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 Überprüfung der Gesamtprotein-Extrakte bzw. der über die StrepTactin-Säule

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 Abschwächung unspezifischer Proteinbindung

erfolgte eine Inkubation des Filters in Blocking-Lösung II. Anschließend wurde die

Membran 3x für 5 min mit PBT gewaschen. Danach wurde der Filter 1 h bei RT

mit ca. 20 mL Blocking-Lösung II mit 1 : 4 000 verdünntem 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 Färbepuffer 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 gewünschten Intensität durch Waschen mit H2O abgestoppt.

2.10.2 Kernproteinextraktion aus Gewebe

Alle für diesen Versuch verwendeten Lösungen wurden auf 4◦C gekühlt und die

Präparationsschritte im Kühlraum auf Eis durchgeführt.

300 mg Gewebe wurden in PBS gewaschen, in 5 mL Kernproteinpuffer A über-

führt und mit einem Dispergierwerkzeug (Ultraturrax) homogenisiert. Nach Zentri-

fugation bei 4◦C für 20 min und 4 000x g wurde das Pellet in 1 mL Kernproteinpuffer

C resuspendiert, 30 min unter Rühren auf Eis inkubiert und anschließend 30 min

bei 4◦C und 15 000x g abzentrifugiert. Der Überstand wurde in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und bei –70◦C gelagert.
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Kernproteinpuffer A

10 mM HEPES pH 7.9

1.5 mM MgCl2
10 mM KCl

0.5 mM DTT

0.5 mM PMSF

0.5µg/mL Leupeptin

0.7µg/mL Pepstatin

1.0µg/mL Aprotinin

Kernproteinpuffer C

20 mM HEPES pH 7.9

25 % Glycerin

1.5 mM MgCl2
0.42 M NaCl

0.2 mM EDTA

0.5 mM DTT

0.5 mM PMSF

0.5µg/mL Leupeptin

0.7µg/mL Pepstatin

1.0µg/mL Aprotinin

2.10.3 Proteinbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung des löslichen Proteins erfolgte nach Bradford

(1976), als Standard wurde BSA eingesetzt. Aliquots des Extrakts wurden unter-

schiedlich stark mit H2O verdünnt, um im linearen Bereich der Eichreihe (0–10µg)

zu messen. Dabei wurde jede Verdünnung 2x angesetzt, um aus den gemes-

senen Werten die Extinktion mitteln zu können. 20µL des verdünnten Extraktes

wurden in 94-Loch-Mikrotiterplatten zu 280 mL Bradfordlösung pipettiert und für

10 min bei RT inkubiert. Der Proteingehalt wurde photometrisch bei 595 nm in

einem Mikrotiterplatten-Photometer bestimmt.
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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, abgekühlt und kurz abzentrifugiert.

Zur Herstellung von SDS-PAGE-Gelen wurden die in der folgenden Tabel-

le aufgeführten Lösungen für das Trenngel zusammen pipettiert, kurz gemischt,

zwischen zwei gesäuberte und mit Agarose abgedichtete Glasplatten gefüllt und

mit Wasser überschichtet. Nach vollständiger Polymerisierung (ca. 1 h) wurde

das Wasser abgeschüttet, die Lösungen für 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 überschichtet. Nach

Entfernen des Gelkamms wurden die Taschen gut mit Elektrophoresepuffer aus-

gespült, die Proben aufgetragen und für 4–8 h bei 100–120 V und 4◦C elektropho-

retisch aufgetrennt.

Trenngel (20 mL)

Acrylamidkonzentration 10 % 12 % 15 %

H2O 10 mL 9 mL 7.5 mL

Acrylamidlösung (40 %) 5 mL 6 mL 7.5 mL

Trenngel-Puffer (4x) 5 mL 5 mL 5 mL

SDS (10 %) 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL

APS (10 %) 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 20µL 20µL 20µL

Sammelgel (10 mL)

H2O 3.7 mL

Acrylamidlösung (40 %) 1.3 mL

Sammelgel-Puffer (2x) 5 mL

10 % APS 50µL

TEMED 10µL
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Die fertigen Gele wurden in die entsprechende Elektrophoresekammer einge-

spannt, die Kammer mit MOPS-Elektrophoresepuffer gefüllt und die Proben bei

RT für 45–120 min bei 200 V aufgetrennt.

2.10.5 Western-Blot

Die Proteine wurden standardmäßig 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 Größe des Trenngels zurechtgeschnitten. Es

wurden 3 Filterpapiere in Blotting-Puffer getränkt und auf die untere Elektrode

des Semi-Dry-Blot-Geräts gelegt. Darauf wurde die zuvor für 10 sec in Methanol

aktivierte und 5 min in H2O und 10 min in Blotting Puffer gewaschene Membran

luftblasenfrei aufgelegt. Das Gel wurde von den Gelplatten gelöst, vorsichtig auf

die Membran aufgebracht und erneut mit 3 in Blotting Puffer getränkten Filterpa-

pieren überschichtet. Nach dem Aufbringen der Kathodenplatte erfolgte der Prote-

intransfer für 1 h bei max. 5 mA/cm2. Die Membran wurde anschließend mit einem

monospezifischen Antikörper bzw. polyklonalen Antiserum gegen das zu detektie-

rende Protein inkubiert. Wurde ein Proteinmarker ohne Bandenfärbung benutzt,

erfolgte eine reversible Anfärbung der Membran (s. 2.10.7).

2.10.6 Färbung von Polyacrylamidgelen

SDS-Gele wurden standardmäßig mit Simply BlueTM Safestain angefärbt. Nach

erfolgter Gelelektrophorese und Blotting wurde das Gel 3x 5 min in H2O gewa-

schen, ca. 1 h in der Färbelösung geschwenkt und darauf erneut in H2O gewa-

schen, um die Hintergrundfärbung zu reduzieren. Das Gel konnte nun in Plastik-

folie eingeschweißt und für einige Wochen gelagert werden.

2.10.7 Reversible Färbung von Western-Blots

(Salinovich und Montelaro, 1986)

An eine Membran gebundene Proteine können reversibel mit 0.5 % Ponceau S

in 1 % Essigsäure angefärbt werden. Diese Methode wurde angewandt, wenn

ein Proteinstandard ohne gefärbte Banden benutzt wurde, um die Qualität des

Proteintransfers zu kontrollieren und die Markerproteine zur späteren Bestimmung

der Molekulargewichte zu markieren. Die Entfärbung erfolgte durch Waschen in

H2O.
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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-Lösung II abgesättigt. Danach wurde der Filter 1–2 h

bei RT mit ca. 20 mL Antiserum (in Blocking-Lösung II verdünnt) inkubiert und an-

schließend ungebundener Antikörper durch 3 Waschschritte von 5–30 min mit PBT

entfernt. Die Inkubation mit dem an eine AP konjugierten Zweitantikörper erfolg-

te für 1 h bei RT, nachfolgend wurden wieder ungebundene Antikörper durch 3x

1–15 min Waschen in PBT entfernt und die Filter auf die Bedingungen des Färbe-

puffers eingestellt. Die Visualisierung der detektierten Banden erfolgte durch die

Farbreaktion der AP mit dem Färbepuffer. Die Farbentwicklung erfolgte in Dunkel-

heit und wurde bei Erreichen der gewünschten Intensität durch Waschen mit H2O

abgestoppt.

2.10.9 Aufreinigung monospezifischer Antikörper mittels

Western-Blot-Verfahren

Die polyklonalen Antiseren gegen Sall1 und Sall2 wurden aufgereinigt, um die

spezifisch gegen die Proteine reagierenden Antikörper von den übrigen im Se-

rum enthaltenen Antikörpern abzutrennen. Hierzu wurde ein bakterieller Protein-

extrakt mit den jeweiligen StrepTag-Fusionsproteinen nach Aufreinigung über die

StrepTactin-Säule 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 Höhe der Fusionsproteinban-

de festzustellen. Diese wurde nach Inkubation mit 200µL des polyklonalen Anti-

serums ausgeschnitten, 3x 10 min in PBT gewaschen und zur Elution der mono-

spezifischen Antikörper 15 min mit 1 mL Elutionslösung mit dem Vortexer kräftig

geschüttelt. Nach Waschschritten in PBS wurde der Filterstreifen erneut mit dem

Antiserum inkubiert.

Die eluierten Antikörper wurden in ein Centrisart-Röhrchen überführt und

durch Zentrifugtion bei 4◦C und 2 500x g konzentriert, wobei der Elutionspuffer

in den inneren Stempel übertritt und der Antikörper durch die Membran im Außen-

röhrchen zurückgehalten wird. Der Überstand wurde verworfen, die Restflüssigkeit

mit PBS auf das Ausgangsvolumen aufgefüllt und erneut zentrifugiert. Dieser Vor-

gang wurde so oft wiederholt, bis das KSCN vollständig aus der Antikörperlösung

entfernt war (3–4x).

Die monospezifische Antikörperlösung wurde mit 0.2 % NaN3 versetzt und bei

4◦C gelagert.
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Elutionslösung

3 M KSCN

0.1 % BSA

in 1x PBS

2.10.10 Aufreinigung monospezifischer Antikörper mittels

Affinitäts-Säulen

N-Hydroxysuccinimid-aktivierte SepharoseTM-Säulen (HiTrap affinity columns,

Amersham Pharmacia Biotech) können kovalent Liganden mit primären Amino-

gruppen binden. So konnten die Peptide, die zur Immunisierung von Kaninchen

gegen SALL1 eingesetzt wurden, an die Säule gebunden und diese zur Aufreini-

gung monospezifischer Antikörper verwendet werden.

Das zur Vermeidung der Deaktivierung von NHS-Gruppen bei der Lagerung

zugegebene Isopropanol wurde direkt vor der Verwendung mit 3x 2 mL 1 mM HCl

(4◦C) ausgewaschen. Die Lösung wurde mit Hilfe einer Spritze und eines Adapters

auf die Säule appliziert. Um die Matrix nicht irreversibel zu komprimieren, wurde

für diesen und alle weiteren Schritte eine Flussrate von maximal 1 mL/min einge-

halten. 1 mL der Peptide S1-I und S1-II, die in einer Konzentration von je 10µg/mL

in Bindungspuffer aufgenommen worden waren, wurden auf je eine Säule gege-

ben und diese nach dem Eindringen der Ligandenlösung 4 h bei 4◦C inkubiert.

Durch eine Behandlung mit 3x 2 mL Puffer A, 3x 2 mL Puffer B, 3x mL Puffer A,

Inkubation bei RT für 30 min, 3x 2 mL Puffer B, 3x 2 mL Puffer A und nochmals 3x

2 mL Puffer B1 wurden die überzähligen aktiven Gruppen, die keinen Liganden ge-

bunden hatten, deaktiviert und unspezifisch gebundene Liganden ausgewaschen.

Die Lagerung der Säulen erfolgte im Lagerungspuffer. Vor der Verwendung für die

Aufreinigung von Antikörpern wurde der Lagerungspuffer mit 3 mL PBS und 3 mL

Elutionspuffer ausgewaschen. Anschließend wurde die Säule mit 10 mL PBS äqui-

libriert und 2 mL des mit PBS 1:4 verdünnten Antiserums appliziert. Durch eine

am unteren Ende der Säule angebrachte Spritze konnte die Serum/PBS-Lösung

mehrmals durch die Matrix gepumpt werden. Die Säule wurde mit 7x 1 mL PBS

gewaschen und der an die Peptide gebundene Antikörper mit 2 mL Elutionspuf-

fer eluiert. Das Eluat wurde wie unter 2.10.9 beschrieben entsalzt. Die Säulen

wurden mit 7x 1 mL PBS reäquilibriert und bis zur weiteren Verwendung in Lage-

rungspuffer bei 4◦C aufbewahrt.
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Bindungspuffer 0.2 M NaHCO3

0.5 M NaCl

pH 8.3

Puffer A 0.5 M Ethanolamin

0.5 M NaCl

pH 8.3

Puffer B 0.1 M NaAc

0.5 M NaCl

pH 4.0

Lagerungspuffer 0.05 M Na2HPO4

0.1 % Natriumazid

pH 7.0

Elutionspuffer 3 M MgCl2
in 1x PBS

2.10.11 Gewinnung eines polyklonalen Antiserums

Aufgereinigte Fusionsproteine können genutzt werden, um Kaninchen durch Injek-

tion mit dem gewünschten Antigen zur Produktion von spezifischen Antikörpern

anzuregen. Zur Präimmunisierung wurden stark überexprimierte, aufgereinigte

Strep-tag-Fusionsproteine ausgewählt und 1:1 mit Freund´s Complete Adjuvans

gemischt. Vor der ersten subkutanen Injektion wurde den Kaninchen Präimmuni-

sierungsserum abgenommen, um nach der Immunisierung eine spezifisch auf das

applizierte Antigen erfolgte Antikörperbildung nachweisen zu können. 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 prü-

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 zellulären Bestandteile wurde das Blut für 1 h bei

37◦C und nachfolgend üN 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 Überprüfung auf eine erfolgte Antikörperbildung 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 Ansäuerung durch

die ES-Zellen täglich gewechselt. Eine erneute Passagierung wurde je nach Dich-

te der Zellen alle 2–3 Tage durchgeführt und die ES-Zellen in Trypsin/EDTA-Puffer

1:3 bis 1:8 geteilt. Vor der erneuten Ausplattierung wurde die Trypsinlösung durch

Zentrifugation mit 270x g für 5 min bei RT entfernt. Bei jeder Passage wurden

Stocks der ES-Zellen in flüssigem 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 Feldstärke vorübergehend per-

meabilisiert, ohne die Membranstruktur zu zerstören. Während der Phase er-

höhter Durchlässigkeit kann ein Eindringen linearisierter Plasmid-DNA durch die

Membran stattfinden. Die Elektroporation der ES-Zellen wurde nach den Anga-

ben von Joyner (2000) durchgeführt. Dazu wurden 7x 106 bis 2x 107 exponentiell

wachsende Zellen nach der Trypsinierung in 800µL Elektroporationspuffer und

40µg linearisierte DNA eingesetzt.

Die wie unter 2.9.1.4 beschrieben aufgereinigte Konstrukt-DNA wurde nach

der Linearisierung mit dem entsprechenden Restriktionsenzym zunächst mit Phe-

nol/Chloroform extrahiert, präzipitiert und gewaschen. Um eine Kontamination mit

Endotoxinen zu vermeiden, fanden dabei sämtliche Schritte, soweit möglich, unter

der Sterilbank statt. Das DNA-Pellet wurde luftgetrocknet und in 100µL Elektro-

porationspuffer aufgenommen. Die ES-Zellen wurden nach der Trypsinisierung in

9 mL Elektroporationspuffer und nach erneuter Zentrifugation in 700µL Elektro-

porationspuffer aufgenommen. Die Suspensionen wurden in einer Gene Pulser

Küvette vereinigt und mit 240 V und 55µF bei RT im Gene Pulser elektroporiert.

Anschließend wurden die ES-Zellen für 20 min auf Eis inkubiert und nachfolgend

in fünf 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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während 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 über 8–9 Tage isoliert. Dazu wurden die Kulturen 1x in

PBS-Puffer gewaschen und mit 10 mL PBS-Puffer überschichtet. 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 5 min durch Zugabe von 50µL ES-Zellmedium

gestoppt. Die vereinzelten Klone wurden auf 24-Loch-Zellkulturplatten mit Fibro-

blasten und frischem ES-Zellmedium übertragen und bei 37◦C kultiviert.

Nach 2–3 Tagen wuchsen die Einzelklone zur Konfluenz und wurden er-

neut trypsinisiert. Eine Hälfte der Zellen wurde wieder auf Fibroblasten aus-

plattiert (master plate), während die andere Hälfte der Zellen auf einer Gelatine-

behandelten Platte (duplicate plate) inkubiert wurde. Die auf Fibroblasten wach-

senden ES-Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz mit 100µL Trypsin/EDTA

bei 37◦C für 5 min dissoziiert, in 1 mL-Kryogefäße (Nunc) überführt und nach Zu-

gabe von 100µL 2x Gefriermedium gemischt und bei –80◦C eingefroren. Die für

die DNA-Isolierung vorgesehenen Zellen wurden ebenfalls bis zur Konfluenz kulti-

viert und anschließend 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

500µL ES-Lysispuffer pro ES-Zellklon üN bei 37◦C inkubiert. Nach erfolgter Zellly-

se wurde die DNA mit 500µL Isopropanol gefällt und 15 min bei RT unter leichtem

Schütteln inkubiert. Der Überstand wurde danach vorsichtig entfernt. Mit 500µL

70 %igem Ethanol wurde die DNA unter Schütteln für ebenfalls 15 min gewaschen

und die DNA in ein Reaktionsgefäß überführt, in dem 90µL TE-Puffer vorgelegt

waren. Die DNA wurde bei offenem Deckel bei 60◦C für 30 min gelöst und dabei

noch vorhandene Ethanolrückstände verdampft. Um ein vollständiges Lösen der

DNA zu erreichen, wurde das Volumen auf 200–300µL mit TE-Puffer aufgefüllt

und eine üN–Inkubation im Wasserbad bei 55◦C durchgeführt.

Die genomische DNA konnte nun restriktionsenzymatisch geschnitten

(s. 2.9.3.1), über 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 Chimären

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 Mäuse wurden von MitarbeiterInnen des Max-Planck-

Instituts für Experimentelle Medizin, Göttingen, durchgeführt. Die ES-Zellen wur-

den aus Tieren des Mausstammes 129/SvJ isoliert, deren Fell eine braune Fär-

bung aufweist (Agouti-Fellmarker). Die bei der Aggregation eingesetzten Blasto-

cysten wurden aus dem C57BL-Stamm isoliert, dessen Mäuse eine schwarze Fell-

färbung zeigen. Sind ES-Zellen an der Entwicklung der reimplantierten Embryo-

nen involviert, können die chimären Tiere anhand einer gescheckten Fellfärbung

identifiziert werden. Männliche Mäuse mit einem Chimerismus von mindestens

80 % wurden auf die Stämme C57BL und 129/SvJ zurückgekreuzt 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

Sall1 -Gens der Maus

Bei Beginn der vorliegenden Arbeit waren zwei spalt-homologe Gene der Maus

bekannt, Sall2 (Kohlhase et al., 2000) und Msal, später Sall3 genannt (Ott et al.,

1996). Da das Gen Msal zum Xenopus-Gen Xsal-1 eine höhere Ähnlichkeit aus-

weist als zu SALL1, wurde vermutet, dass bei der Maus ein weiteres SALL1-

homologes sal-ähnliches Gen existiert. Dieses Gen sollte im Rahmen der vor-

liegenden Arbeit zunächst 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 Exon 2 (c-son, s. 2.2) nach den von der RZPD empfohlenen Bedingungen

(s. 2.9.10.2) mittelstringent hybridisiert. Das 1.5 kb große Fragment aus Exon 2

wurde mit den Primern TF1 und TR2 (Kohlhase et al., 1998) amplifiziert und ent-

hält unter anderem die für 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, MPMGc121J23368Q3 = 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 Aminosäuresequenz von

Sall1

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 durchgeführt und so zunächst eine durchgehende

Sequenz von ca. 5 000 bp erstellt. Der größte offene Leserahmen dieser Sequenz

kodiert im 5´-Bereich für ein vermutliches C2HC-Einzelzinkfinger (EZF)-Motiv ge-

folgt von Sequenzen, die für vier C2H2-Doppelzinkfinger (DZF)-Domänen kodieren

(s. Abb. 3.1.3). Die Sequenz, die für die letzte DZF-Domäne kodiert, ist durch ei-

ne Insertion von 1129 bp unterbrochen. Der Vergleich mit der humanen Sequenz

zeigte eine Konservierung der Spleißstellen am Anfang und Ende der eingefügten

Sequenz, was zu der Annahme führte, dass es sich hierbei um Intron 2 handelt.

Auch die Spleißstelle 105 bp in 5´-Richtung des C2HC-Zinkfingers ist konserviert,

was vermuten ließ, dass die Position des Intron 1 ebenfalls konserviert ist und

somit noch ein weiteres Exon vorliegt. Damit wurde das Exon mit dem Hauptteil

an Zinkfinger-kodierenden Regionen Exon 2 genannt und eine Länge von 3464 bp

festgestellt, das kleine Exon mit 435 bp wurde Exon 3 genannt.

Um das vermutlich einige kb in 5´-Richtung lokalisierte Exon 1 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 Sall1-Gens der Maus

weist 76 bp codierender Sequenz und 17 AS 5´-UTR auf (s. Abb. 3.2). Die Län-

ge des Introns wurde mit 9 079 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 Aminosäuresequenz 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) Domäne vorhanden (s. Abb. 3.2).

Die gesamte in der vorliegenden Arbeit aus den Cosmidklonen ermittelte ge-

nomische Sequenz beträgt 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 Sall1-Transkriptionseinheit wurden elektroni-

sche Datenbanken nach Sall1-EST-Sequenzen durchsucht. Dabei konnte ein

muriner EST-Klon (Zugangsnr. AI426947, IMAGE-Klon-Nr. 537158) gefunden

werden, der mit dem das Stopp-Kodon enthaltenden Bam HI / Xba I-Fragment

CBX überlappt 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 überlappt, 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 klären, ob es

möglicherweise noch weitere Transkripte gibt bzw. die Nutzung beider Poly-AS

bestätigt 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 überprüft. Dabei ergab sich in

dem Hybridisierungsexperiment mit dem Fragment nach dem Poly-AS 1 ein im

Vergleich zur Kontrollhybridisierung mit der CB0-Sonde schwächeres 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´-

wärts jedoch kein weiteres funktionelles Signal vorliegt.
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Abbildung 3.2: Genomische Nukleotidsequenz des Sall1 -Gens und die abgeleitete Amino-
säuresequenz des offenen Leserahmens. Die Sequenz des kodierenden Stranges der cDNA ist
in Großbuchstaben angeführt. Die abgeleitete Aminosäuresequenz ist oberhalb der Nukleotidse-
quenz angeordnet und das Startkodon sowie die Exon/Intron-Übergänge 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 • gekennzeichnet. Die Start- und Endpunkte der überlappenden Bereiche zwischen
den EST-Klonen und der 3´-UTR sind durch Pfeile gekennzeichnet und die Klon-Nummern ange-
geben. Die Nummerierungen für die Nukleotid- und Aminosäuresequenz sind auf beiden Seiten
angegeben.
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3.1.4 Chromosomale Lokalisation von Sall1

Mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (s. 2.9.11.8) wurde die chromosomale

Lokalisation des Sall1-Gens durchgeführt. Dazu wurden Metaphasenpräparate

der Maus-Zellline WMP-1 (Zörnig et al., 1995) mit einer biotinmarkierten Sonde

des Cosmid-Klons CosJ hybridisiert. Die Abbildung 3.3 zeigt die Lokalisierung

von Sall1 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

Sall1 -Gens der Maus

3.2.1 Expression in adulten Geweben

Für die Expressionsanalyse in adulten Geweben wurde von jedem untersuchten

Gewebe 20µg Gesamt-RNA für einen Northern-Blot (s. 2.9.9.2) eingesetzt. Die

Hybridisierung erfolgte bei 65◦C mit der Sonde CB0 (s. Abb. 3.1). Die stärkste
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Expression war in Niere und Gehirn festzustellen (s. Abb. 3.4), zusätzlich wurden

Sall1-Transkripte auch in Leber, Testis und Herz gefunden. In Skelettmuskel und

Lunge konnten keine Sall1-Transkripte festgestellt werden. Das Transkript zeigte

eine Größe von ca. 5.5 kb. Die Integritätskontrolle und Quantifizierung erfolgte

durch eine zweite Hybridisierung mit dem humanen Elongationsfaktor 2 (HEF-2,

s. 2.2).

Abbildung 3.4: Northern-Blot-Analyse des Sall1 -Gens in adulten Geweben. Je 20µg Gesamt-
RNA wurden für die Northern-Blot-Analyse eingesetzt und mit der Sonde CB0 bei 65◦C hybridi-
siert. Die Abb. A zeigt die Detektion des Sall1-Transkripts in RNA aus Niere, Gehirn, Herz, Testis
und Leber, in RNA aus Skelettmuskel und Lunge konnten dagegen keine Transkripte festgestellt
werden. Die Transkriptlänge liegt bei ca. 5.5 kb. 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 Sall1-Gens in Embryonen wurde mit Hilfe der whole mount-

in situ-Hybridisierung untersucht. Dazu wurden Embryonen von 7.0–12.5 dpc

präpariert sowie Metanephren aus 14.5 bzw. 18.5 dpc Embryonen isoliert. Zur

genaueren Analyse wurden einige gefärbte Embryonen in Gelatine eingebettet

und mit einem Vibratom auf 20–80µm geschnitten. Von 12.5 dpc Embryonen

und den Metanephren wurden 7µm dicke Paraffin-Schnitte angefertigt und für 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 Sall1-Expression im neuralen Ektoderm in einer breiten

anterioren Region im zukünfitigen Kopf detektiert (s. Abb. 3.5.A). Diese Expres-

sion bleibt bis 8.5 dpc bestehen, wobei eine zusätzliche Expressionsdomäne 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 späteren 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). Sall1-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 können 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 Sall1-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 Branchialbögen zu finden (s. Abb.

3.5.B,C,E), und an 9.5 dpc in dem Mesenchym, das die Mundhöhle auskleidet

(s. Abb. 3.5.E). Des Weiteren sind Signale im Meso- und Metanephros (s. Abb.

3.5.C,F,P,Q) und im Epithel des Genitalhöckers (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.O). Von 10.5 bis mindestens 12.5 dpc kann Sall1-Expression in der

Augenlinse detektiert werden (s. Abb. 3.5.G,H,I,L).

3.2.4 Expression in den Gliedmaßenknospen

Sall1-Expression kann in allen untersuchten Embryonalstadien in den Gliedma-

ßenknospen detektiert werden (s. Abb. 3.6). Zu Beginn der Gliedmaßenentwick-

lung (10.5 dpc) ist eine verstärkte Expression im posterioren Bereich der Hand-

knospe zu beobachten, ab 11.5 dpc werden die Transkripte zusätzlich anterior de-

tektiert (s. Abb. 3.6.A,B,D). Ab 11.5 dpc teilt sich die Expression in eine proximale

Domäne im Bereich der Handplatte und eine distale Domäne 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-

ßenbereich angesiedelt sind und eine wichtige Rolle bei der Produktion und Steue-

rung von Signalen zur proximodistalen Entwicklung der Gliedmaßen 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 während der Embryonalentwicklung der Maus.
A, B, C und G zeigen whole mount-in situ-Hybridisierungen, K und L Ausschnitte von whole mount-
gefärbten Embryonen. In D, E, F, H, I und J sind Vibratom-Schnitte von whole mount-in situ-
gefärbten 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: Branchialbögen; CR: cortikale Region; DV: Dritter Ventrikel; ES: epen-
dymale Schicht; Gh: Genitalhöcker; Gl: Glomerulus; HG: Hintere Gliedmaßenknospe; Ka: Kapsel;
Li: Linsenvesikel; LV: Lateraler Ventrikel; M: Mundhöhle; Me: Mesenchym; Mh: Mittelhirn; Mn:
Mesonephros; MR: medulläre 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 Gliedmaßenknospe; VV: Vierter Ventrikel.
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Expression in den dorsalen Geweben zu beobachten, jedoch nicht auf der ven-

tralen Seite der Gliedmaßenknospen (s. Abb. 3.6.I,J,L,M). Das Gewebe zwischen

den Fingerstrahlen zeigt eine schwache Färbung an 12.5 dpc (s. Abb. 3.6.F). Im

distalen Bereich beschränkt sich die Sall1-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).

Abbildung 3.6: Expression des Sall1 -Gens während der Gliedmaßenentwicklung. In allen
Bildern sind die Gliedmaßenknospen mit der dorsalen Seite zum Betrachter abgebildet, die an-
teriore Seite ist nach oben gerichtet. Die oberen der paarweise angeordneten Gliedmaßen sind
jeweils die vorderen, die unteren die hinteren Gliedmaßenknospen. Die Vibratomschnitte wurden
aus den whole mount-gefärbten Gliedmaßen 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 Expressionsdomäne; AD: anteriore Expressionsdomäne. Weitere Er-
läuterungen befinden sich im Text.
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3.3 Homologe Rekombination des Sall1 -Gens

Um die Funktion eines Gens in vivo zu untersuchen, bietet sich die Erzeugung

von knock out-Mäusen 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 Gesamtgröße ≥ 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 Gesamtgröße 8.3 kb beträgt,

basiert auf dem pBluescript-Vektor und enthält somit eine Ampicillin-Resistenz zur

Selektion auf geeigneten Agarplatten (s. 2.6.1). Zusätzlich 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 Sall1 -knock out-Konstrukts

Der knock out des murinen Sall1-Gens sollte durch die vollständige Deletion von

Exon 2 und 3 erfolgen, die mit insgesamt 3 899 bp nahezu die gesamte kodieren-

de Sequenz mit allen ZF-Domänen beinhalten. Mit dieser Strategie blieb also nur

Exon 1, das für keine funktionelle Domäne zu kodieren scheint, erhalten. Für die

Herstellung des knock out-Konstrukts war es nötig, 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´-wärts gelegene Fragment

wurde CE 0.95 für die Hybridisierung des zweiten positiven Cosmidklons, Cos J,

eingesetzt. Es konnte ein Bam HI-Fragment (JBa1) isoliert werden, das ausrei-

chend Information über den 3´-Bereich von Sall1 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 Exon 2

sowie 139 bp aus der 3´-UTR gewählt.
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Zunächst 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 Gesamtgröße

des Sall1-knock out-Konstrukts beträgt 15.2 kb, die Strategie ist in Abb. 3.7 darge-

stellt. Abb. 3.8 zeigt die Überprüfung des klonierten knock out-Konstrukts mittels

restriktionsenzymatischer Spaltung.

Abbildung 3.8: Restriktionsanalyse des Sall1 -knock out-Konstrukts. In den mit a bezeich-
neten Spuren wurde restriktionsenzymatisch gespaltene Sall1-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 geprüft werden (1.5 kb).
Mittels Eco RI-Analyse wurde das Vorhandensein beider Gene für die Thymidinkinase im knock
out-Konstrukt und pTKneo-Vektor bestätigt (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 Gesamtgröße 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 (1.1 kb) 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-

stätigt (1.8 kb). Die Restriktion mit Not I, 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 JBa1 X/E4 Bgl II sowie der internen Neomycin-

Sonde neo (s. 2.2). Aufgrund des hohen A/T-Gehalts der relativ kurzen 3´-Sonde

erfolgte die Markierung mit [α-32]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 repräsentiert

(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).

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 JBa1 X/E4 Bgl II, 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 für die eingefügte Mutation.

3.3.3 Generierung von Sall1 -defizienten Mäusen

Die Injektion von rekombinanten ES-Zellen Blastocysten und deren Transfer in

pseudoschwangere Mäuse wurde von MitarbeiterInnen des Max-Planck-Instituts
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für Experimentelle Medizin, Göttingen, durchgeführt. 6 männliche Mäuse mit 60–

100 % Chimärismus 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 durchgeführt 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 Vorwärtsprimer neo F264 aus dem Targeting-Vektor

und SA R164 entsteht ein Produkt von ca. 750 bp.

3.4 Herstellung eines monospezifischen

Anti-Sall1-Antikörpers

3.4.1 Auswahl von Peptiden zur Immunisierung von

Kaninchen

Zur Herstellung eines spezifischen Anti-Sall1-Antikörpers wurden von der Firma

Eurogentec aus der von der humanen SALL1-cDNA abgeleiteten Aminosäure-

sequenz Regionen herausgesucht, die geeignete Epitope darstellen sollten. In

diesen Regionen wurden anschließend zwei Peptide (S1-I und S1-II) ausgewählt,

die eine relativ hohe Homologie zwischen dem murinen Sall1- 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 Sall1- und SALL1-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung der Antiseren sollte über 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

für die Herstellung der Konstrukte zur Generierung von Sall1-Fusionsproteinen

PCRs mit den Primerpaarungen MS1FP F1 / MS1FP R1 (MS1-I, PCR-Produkt von

696 bp) und MS1FP F2 / MS1FP R2 (MS1-II, PCR-Produkt von 669 bp) etabliert

(s. 2.10.1.1). Als Template für die Amplifikation von MS1-I diente der Sall1-Klon

CB3, für die Amplifikation von MS1-II der Sall1-Klon CK4. Für die Herstellung
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Abbildung 3.10: Homologievergleich zwischen den abgeleiteten Aminosäuresequenzen
von Sall1 und SALL1 im Bereich des Peptids S1-I. Die obere Sequenz stellt die aus dem muri-
nen Sall1-Gen abgeleitete Aminosäuresequenz dar, die untere ist die aus dem humanen SALL1-
Gen abgeleitete Sequenz. Das C2HC-Zinkfingermotiv ist unterstrichen. Das für die Immunisierung
engesetzte Peptid S1-I ist fett gedruckt, die Pfeile symbolisieren die Primer zur Herstellung der
murinen und humanen Fusionsproteine.

Abbildung 3.11: Homologievergleich zwischen den abgeleiteten Aminosäuresequenzen
von Sall1 und SALL1 im Bereich des Peptids S1-II. Die obere Sequenz stellt die aus dem mu-
rinen Sall1-Gen abgeleitete Aminosäuresequenz dar, die untere ist die aus dem humanen SALL1-
Gen abgeleitete Sequenz. Die Bereiche, die DZF-Motiven entstammen, sind unterstrichen. Das
für die Immunisierung engesetzte Peptid S1-II 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-I, PCR-Produkt von 531 bp) und HS1FP F2 /

MS1FP R2 (HS1-II, PCR-Produkt von 624 bp) etabliert (s. 2.10.1.1). Hier dienten

als Templates für HS1-I der cDNA-Klon Exon1/2 (Blanck, 2000) und für 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 aufgeführt. Die Positionen der Fragmente innerhalb

des Proteins sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Die Amplifikate wurden mit Bsa

I restriktionsenzymatisch gespalten und in den ebenfalls mit Bsa I linearisierten

Vektor IBA2 ligiert. Mehrere aus der Transformation hervorgegangene Kolonien

wurden in Selektionsmedium angezogen und mittels Restriktionsanalyse vorse-

lektiert. Einige positive Plasmidklone wurden mittels Sequenzanalyse auf mögli-

che Punktmutationen und die Klonierung im korrekten Leseraster überprüft. Von

den korrekt amplifizierten und klonierten Plasmiden wurden für jedes der herzu-

stellenden Fusionsproteine je zwei für die weiteren Versuche ausgewählt.

Abbildung 3.12: Fusionsproteine des Sall1 - und SALL1 -Gens. Die Struktur des Sall1- und
des SALL1-Gens sind aufgrund der großen Homologie schematisch in einer Abbildung gezeigt.
Die Zinkfingerregionen sind als senkrechte Balken innerhalb der Aminosäuresequenz dargestellt.
Die dünnen Striche deuten die für die Amplifikation der FP-Fragmente verwendeten humanen und
murinen Klone an, die dicken Striche stehen für die FP-Fragmente. Die Haken repräsentieren die
Exon-Intron-Übergänge.
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3.4.3 Gewinnung der Sall1- und SALL1-Fusionsproteine

Um die murinen Sall1- 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 übertra-

gen und der Filter mit StrepTactin umgesetzt (s. 2.10.1.4). Dabei konnten Signale

bei der erwarteten Größe von ca. 31.5 kDa (MS1-I), 30.5 kDa (MS1-II), 25.5 kDa

(HS1-I) und 29.5 kDa (HS1-II) detekiert werden (Abb. 3.13). Davon sind etwa

5 kDa auf das Strep-tag II-Peptid zurückzuführen. Die Extrakte zeigten unter-

schiedlich viele unspezifische Banden unklarer Herkunft.

Abbildung 3.13: Western-Blot-Analyse bakteriell exprimierter Sall1- und SALL1-
Fusionsproteine. Die transformierten Bakterienkulturen wurden nach 3 h Inkubation mit
Anhydrotetracyclin geerntet und der Zellextrakt aufgeschlossen. Nach PAGE und Elektrotransfer
wurde die Membran mit AP-konjugiertem StrepTactin umgesetzt und mit NBT/BCIP gefärbt.
1: MS1-I; 2: MS1-II; 3: HS1-I; 4: HS1-II.

3.4.4 Gewinnung von monospezifischen

Anti-Sall1-Antikörpern

Die zur Aufreinigung der Antiseren verwendeten Fusionsproteine konnten nun ein-

gesetzt werden, um aus den bereits vorhandenen Seren monospezifische Anti-

körper gegen Sall1 bzw. SALL1 zu isolieren. Hierzu mussten die Rohextrakte
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der geernteten Proteine zunächst über immobilisiertes StrepTactin aufgereinigt

werden (s. 2.10.1.3). Je 20µL der Eluate wurden mittels SDS-PAGE analysiert

und eine Fraktion mit einer deutlichen Fusionsproteinbande ausgewählt. Das aus-

gewählte Eluat wurde eingesetzt, um wie in 2.10.9 beschrieben eine Antikörper-

Aufreinigung durchzuführen. Die Abbildung 3.14.A zeigt die Detektion der MS1-II-

Fusionsproteinbande mit dem Antikörper, 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 Affinitäts-Säule gebun-

den und die Seren zur spezifischen Bindung der Antikörper auf die so präparierte

Säule gegeben. Die eluierten Antikörper wurden entsalzt und zunächst gegen

Western-Blots der Fusionsproteine getestet. Wie in Abb. 3.14.B gezeigt, konnte

das Fusionsprotein MS1-I erfolgreich mit dem Antikörper, der gegen das Peptid

S1-I hergestellt worden war, detektiert werden. Daher folgten weitere Untersu-

chungen, um die Qualität des aufgereinigten Antikörpers zu testen.

3.4.5 Nachweis von Sall1 in Kernproteinextrakten

Das Sall1-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 Präsenz von Sall1 durch eine Western-

Blot-Analyse gezeigt werden. Für das Sall1-Protein wurde, abgeleitet von der

AS-Sequenz, eine Größe von ca. 158 kDa angenommen. Aus einer Nierengewe-

be wurden wie unter 2.10.2 beschrieben Kernproteine extrahiert und mit dem über

die Affinitätssäule aufgereinigten anti-Sall1-I Antiserum inkubiert. Da durch den

zu Beginn der Aufreinigung durchgeführten Verdünnungsschritt mit dieser Metho-

de keine Anreicherung des Antikörpers erfolgte, wurden die Filter nur mit relativ

geringen Verdünnungen inkubiert (s. 3.15). Das Antiserum detektierte eine Bande

von ca. 160 kDa, die dem angenommenen Molekulargewicht des Sall1-Proteins

entspricht.



3 Ergebnisse 77

Abbildung 3.14: Test der unterschiedlich aufgereinigten Antikörper auf ihre Antigen-
Spezifität. Die Abbildung A zeigt die Detektion der Fusionsproteinbande MS1-II bei ca. 35 kDa
mit dem über das Western-Blot-Verfahren aufgereinigten Antikörper. Die Spuren 1 und 2 wurden
mit StrepTactin, die Spuren 3 und 4 mit einer 1:500-Verdünnung des Antikörpers und die Spuren
5 und 6 mit einer 1:1000-Verdünnung des Antikörpers 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-I FPs mit dem mittels Affinitätssäule aufgereinigten
Antikörper gezeigt. Die Spuren 1 und 2 wurden mit einer 1:50-Verdünnung des Antikörpers um-
gesetzt, die Spuren 3 und 4 mit einer 1:100-Verdünnung, 5 und 6 mit einer 1:250-Verdünnung des
Antikörpers 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 Sall1

Nach der Aufreinigung des Sall1-I-Antiserums mit einer Affinitätssäule war es zwar

gelungen, das Sall1-Protein in Kernproteinextrakten nachzuweisen, jedoch waren

die Spezifität und die Stärke des Signals nicht von einer Qualität, die den Einsatz
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Abbildung 3.15: Nachweis des Sall1-Proteins in Kernproteinextrakten. Aus Nierengewebe
der Maus wurden Kernproteine präpariert und einer PAGE und einem Elektrotransfer unterworfen.
Der Blot wurde mit dem Anti-Sall1-I Antikörper umgesetzt, mit AP-konjugiertem Anti-Kaninchen
Zweitantikörper inkubiert und mit NBT/BCIP gefärbt. Die Spuren 1 und 2 wurden mit einer 1:100-
Verdünnung des Antikörpers inkubiert, die Spuren 3 und 4 mit einer 1:50-Verdünnung.

des Antiserums für in situ-Hybridisierung von Gewebeschnitten erlaubte. Daher

sollten mit einer weiteren Methode, bei der nicht gegen Peptide, sondern gegen

Proteine immunisiert wird, neue Antikörper gewonnen werden. Für die Herstel-

lung eines Antiserums gegen Sall1 sollte das Fusionsprotein verwendet werden,

dass die größte Homologie zwischen der murinen und der humanen Aminosäure-

sequenz aufweist. Folglich wurde das S1-II-FP für die Immunisierung ausgesucht

(vgl. Abb. 3.11). Die Herstellung und Aufreinigung der Strep-tag-Fusionsproteine

für Sall1 und SALL1 ließ erkennen, dass das MS1-II-FP stärker als das HS1-II-FP

in den Bakterien exprimiert wird (s. 3.13), welches daher für 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

hauptsächlich 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 über die embryonale

Expression von Sall2 durchgeführt werden.

Aus dem 1B2-Subklon von Cosmid 7 (s. Abb. 3.17, S. 82) wurde eine DIG-

markierte antisense-Sonde hergestellt und für die in situ-Hybridisierung ver-

schiedener Embryonalstadien (s. 2.9.11.3) eingesetzt. Verwendet wurden dafür

aus CD1-Mäusen präparierte Embryonen der Altersstadien 7.5–12.5 dpc. Ei-

nige der gefärbten 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 frühes-

ten untersuchten Stadien (7.5 dpc) beginnt. Dabei ist eine starke Anfärbung im

neuralen Ektoderm in einer breiten anterioren Region des zukünftigen 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 große 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 Anfär-

bung des Neuralrohrs lässt ab Tag 11.5 nach, das Telencephalon und der dritte

Ventrikel zeigen eine Sall2-Expression bis mindestens 12.5 dpc. In den otischen

Vesikeln können 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 ubiquitär im gesamten neuralen Ek-

toderm und im neuformierten Mesoderm des sich entwickelnden Embryos expri-

miert (s. Abb. 3.16.A,B). Kurz darauf schränkt 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 Anfärbung bevorzugt im Epithel lokalisiert. An 9.5

und 10.5 dpc ist eine starke Anfärbung des Mesonephros zu erkennen (s. Abb.

3.16.C,D,F). Ab 9.5 können 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 Über-

gang zwischen der äußeren und inneren optischen Schicht lokalisiert ist.
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Abbildung 3.16: Expression des Sall2 -Gens während der Embryonalentwicklung der Maus.
A, B, C, F, I und L zeigen whole mount-in situ-Hybridisierungen, in D, E, G, H, J und K Vibratom-
Schnitte von whole mount-in situ-gefärbten 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 Erklärung 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 über die Funk-

tion des murinen Sall2-Gens noch des humanen SALL2-Gens vor. Daher sollten

Sall2-knock out-Mäuse erzeugt werden , durch deren Analyse Erkenntnisse über

die Funktion des Gens gewonnen werden sollten.

Zur Herstellung eines knock out Targeting-Konstrukts musste zunächst die ge-

nomische DNA-Sequenz des Intron 1 und der 3´-untranslatierten Region (3´-UTR)

vervollständigt 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 zusätzliche Informationen

im 3´-Bereich des murinen Sall2-Gens enthält.

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

Um den Intron 1-Bereich näher 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

vollständige Sequenz von Intron 1 erstellt werden konnte (s. Abb. A.2).

Für die weitere Charakterisierung des 3´-Bereichs musste zunächst die geno-

mische Cosmid-Bibliothek 121 der Maus gescreent werden (s. 2.9.10.2), da der für

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 über den 3´-Bereich von

Sall2 enthielt. Durch Hybridisierungen und Restriktionsspaltungen wurde ausrei-

chend Information gewonnen, um ein Fragment für das knock out-Konstrukt aus-

zuwählen (s. Abb. 3.17).

3.6.1.2 Klonierung genomischer Fragmente in den pTKneo-Vektor

Der knock out sollte durch die vollständige Deletion von Exon 1a und Exon 2 er-

folgen, da mit dieser Strategie annähernd die gesamte kodierende Sequenz und

alle Zinkfinger-kodierenden Regionen aus dem rekombinanten Allel entfernt wer-
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den können. Für die Klonierung des knock out-Konstrukts musste eine Strategie

gewählt 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 zunächst

eine Klonierung der beiden Fragmente in pBlueskript.

Zunächst 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 großes Insert mittels Bgl II

gewonnen (s. Abb. 3.18.A), mit der Pfu-Polymerase die Enden des Fragments

geglättet (s. 2.9.3.4) und in den zuvor mit Hinc II linearisierten und dephospho-

rylierten pBlueskript-Vektor ligiert. Aus diesem wurde das Fragment mit den Re-

striktionsenzymen Xho I und Cla I wieder herausgespalten und gerichtet in den

mit Sal I und Cla I geschnittenen pTKneo-Vektor kloniert (s. Abb. 3.18.B). Bei den

Restriktionsenzymen Xho I und Sal I handelt es sich um kompatible Enzyme, die

überlappende und somit wieder ligierbare Überhänge erzeugen, aber durch die

Ligation das Erkennungspalindrom der Ausgangssequenz verlieren. Aus dem 3´-

Bereich des Gens wurde aus Subklon NB4 ein 3 kb großes Fragment mittels Bam

HI und Bgl II isoliert und in die Bam HI-Schnittstelle des zweiten Polylinkers klo-

niert (Bgl II 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 Gesamtgröße von 16.2 kb zur Verfü-

gung, das für 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 7.3 kb-Bande, bestehend aus beiden TKs, dem

pBlueskript-Vektor sowie dem 5´-Bereich des Bgl II/Bgl II-Fragments. Die wei-

teren Banden entstanden durch das im Bgl II/Bgl II-Fragment vorhandenen Bam

HI-Fragment von 2.2 kb und dem übrigen 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 geprüft werden, ob beide TKs im Plasmid vorhanden

sind. Dies wurde durch die in beiden Spuren vorkommende 1.8 kb-Bande bestä-

tigt. Das in beiden Restriktionsanalysen vorkommende 0.8 kb-Fragment besteht

aus dem 5´-Bereich der an den pBlueskript grenzenden HSV-TK. Die zusätzlichen

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 I konnte gezeigt werden, dass sich sowohl im pTKneo-Vektor als auch

im knock out-Konstrukt nur eine Schnittstelle für das Restriktionsenzym befindet.

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 bestätigen die Präsenz beider Gene für 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 für das Restriktionsenzym befinden. Die Gesamtgröße des
vollständig klonierten knock out-Konstrukts beträgt 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

großen 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 repräsentiert. 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 für die Genotypisierung der ES-Zellklone ist in Abb. 3.20 dargestellt. Alle

positiven Klone zeigen ein Hybridisierungssignal von 4.5 kb mit der Neomycin-

Sonde (Daten nicht gezeigt).

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 für die homologe Rekombination positiven Klone
zeigen das native Allel durch eine Bande bei 11.2 kb sowie das mutierte bei 10.6 kb. Die ES-
Zellklone 2, 3, 10 und 84 erwiesen sich als heterozygot für das homolog rekombinierte Allel.

3.6.3 Generierung von Sall2 -defizienten Mäusen

Die Injektion von rekombinanten ES-Zellen in Maus-Blastocysten und deren Trans-

fer in pseudoschwangere Mäuse wurde von MitarbeiterInnen des Max-Planck-

Instituts für Experimentelle Medizin, Göttingen, durchgeführt. Die Mäuse mit dem

stärksten Chimärismus (80–100 %, ca. 10 männliche 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 Identifizierung heterozygoter

Mäuse erfolgen konnte. Die Abbildung 3.21 zeigt ein Beispiel für eine Genotypisie-

rung von Nachkommen einer männlichen Chimäre 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 Chimäre aus der Zucht entfernt. Heterozygote Mäuse zeigten in keiner der
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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 Chimäre mit weiblichen Mäusen des Mausstammes
C57BL. Das vom nativen Gen mit den Primern SA F1 / Ex R1 amplifizierte Fragment zeigt ei-
ne Größe 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) Auffälligkeiten und wurden zur Generie-

rung homozygoter knock out-Mäuse miteinander verpaart. In Abb. 3.22 ist die

Genotypisierung von Tieren aus heterozygoten Verpaarungen dargestellt.

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 Mäusen des Mausstammes C57BL. Das vom na-
tiven Gen amplifizierte Fragment zeigt eine Größe von 400 bp, das mutierte Allel liefert ein 620 bp-
Fragment.
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3.7 Analyse Sall2 -defizienter Mäuse

3.7.1 Statistische Analyse der Wurfgrößen und Genotypen

Erste Beobachtungen der Nachkommen aus heterozygoten Verpaarungen zeig-

ten keinen auffälligen Phänotyp in homozygoten F2-Tieren. Um eventuelle Ab-

weichungen von den Mendel-Regeln feststellen zu können, wurde von den beiden

Zuchtlinien (C57BL und 129/SvJ) eine Statistik über die Wurfgrößen und den Ge-

notyp der Nachkommen erstellt.

3.7.1.1 Der Hintergrund C57BL

Durch Verpaarungen von 4 transmittierenden männlichen Chimären mit Weib-

chen des Stammes C57BL wurden in der F1-Generation heterozygote (+/–) und

Wildtyp-(+/+) Nachkommen generiert. Dabei betrug die Zahl der heterozygoten

Mäuse 30 bei einer Gesamtzahl von 79 in 11 Würfen (durchschnittlichen Anzahl

von 7 Nachkommen pro Wurf). Der Anteil homozygoter (–/–) Nachkommen aus

Verpaarungen heterozygoter Tiere belief sich bei 12 Würfen mit insgesamt 92

Nachkommen auf 18 Tiere (20 %), was nach den Mendelschen Regeln annähernd

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−/−-Mäuse keine embryonalen Entwicklungs-

störungen aufweisen und nach der Geburt normal lebensfähig sind. Die Mäuse

unterschieden sich äußerlich in keiner Weise von ihren Sall2+/−- und Wildtyp-

Geschwistern. Die Nachkommen aus homozygoten Verpaarungen zeigten eben-

falls keine Auffälligkeiten. In Tabelle 3.1 ist die Verteilung der genotypisierten

Nachkommen mit C57BL-Hintergrund in den beiden Generationen dargestellt.

Anzahl Anzahl Mittlere Wildtyp Heterozygot Homozygot

Würfe Nachkom- Wurfgröße (+/+) (+/–) (–/–)

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 -Mäusen auf
dem C57BL-Hintergrund.
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3.7.1.2 Der Hintergrund 129/SvJ

Durch die Verpaarung einer transmittierenden männlichen Chimäre mit Weibchen

des Stammes 129/SvJ wurden in der F1-Generation bei 3 Würfen mit einer durch-

schnittlichen Nachkommenzahl von 6 Tieren 13 heterozygote (+/–) und 5 Wildtyp-

(+/+) Nachkommen generiert. Bei insgesamt 92 Nachkommen von 19 Würfen 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−/−-Mäuse entwickelten sich normal

und zeigten keine Aufälligkeiten oder Unterschiede zu ihren Sall2+/−- und Wildtyp-

Geschwistern. Die homozygoten Sall2−/−-Tiere waren fertil und die Nachkommen

ebenfalls unauffällig. 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

Würfe Nachkom- Wurfgröße (+/+) (+/–) (–/–)

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 -Mäusen auf
dem 129/SvJ-Hintergrund.

3.7.2 Deletionskontrolle des Sall2 -Gens durch

Northern-Blot-Analysen

Für die Kontrolle der Deletion des Sall2-Gens in den Mutanten wurden aus adulten

Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Mäusen (Hintergrund 129/SvJ) Nieren

präpariert und die isolierte RNA mit der 1B2-Sonde hybridisiert.

Die Abbildung 3.23 zeigt, dass wie erwartet in heterozygoten Mäusen die Tran-

skriptmenge verringert ist und homozygote Mäuse keine Sall2-Transkripte expri-

mieren. Die Quantifizierung der eingesetzten RNA-Menge erfolgte durch eine Re-

hybridisierung mit einer menschlichen β-Actin-Sonde (s. 2.2).
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Abbildung 3.23: Northern-Blot-Analyse Sall2 -defizienter Mäuse. Die Abbildung zeigt eine
Northern-Blot-Analyse mit je 20µg Gesamt-RNA aus Nierengewebe von Wildtyp-Mäusen sowie
von heterozygoten und homozygoten Sall2-knock out-Mäusen. Das Sall2-Transkript hybridisierte
bei ca. 5 kb, die β-Actin-Sonde zur Quantifizierung bei ca. 2 kb.

3.7.3 Histologische Analysen an Organen Sall2 -defizienter

Mäuse

Histologische Untersuchungen verschiedener Organe wurden freundlicher Weise

von Dr. Schulz-Schaeffer, Abt. Neuropathologie, Universitätsklinikum Göttingen,

durchgeführt. Mehrere Organe einer adulten Sall2-knock out-Maus auf dem Hin-

tergrund 129/SvJ wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit verschiede-

nen Methoden angefärbt. 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 auffälligen Befunde.

3.7.4 Analyse der Sall1 -Expression in Sall2 -knock

out-Embryonen

Eine mögliche Kompensation der Sall2-Defizienz durch das Sall1-Gen sollte an-

hand von Expressionsanalysen für das Sall1-Gen der knock out-Mäuse überprüft

werden. Erfüllt das Sall1-Gen partiell oder vollständig die Aufgabe des in der

Maus deletierten Sall2-Gens, ist eine verstärkte oder ektopische Expression zu

erwarten. Ist dagegen Sall2 an der Regulation der Sall1-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 Hämalaun-Eosin, C, D und G nach der van Gieson-Methode, F mit PAS
angefärbt. 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: Körnerschicht der Kleinhirnrinde;
KB: Kern einer Bindegewebszelle; KH: Kern einer Herzmuskelzelle; KS: Kern einer Skelettmuskel-
faser; L: Leydig-Zwischenzelle; M: Molekularschicht der Kleinhirnrinde; Mb: Markblätter; Mk: Milz-
knötchen mit Zentralarterie; Of: Optikusfaserschicht; S: äußere plexiforme Schicht der Netzhaut;
Sg: Spermatogonie; Sm: Spermium; So: Stratum ganglionare n. optici; Sp: Stratum photosenso-
rium; Sr: Stratum ganglionare retinae; Sz: Spermatozyt I; T: Tubulus der Niere; Z: Zone der Innen-
und Außenglieder 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 Sall1 (s. Abb. 3.1, S. 57) durchgeführt. Es konnte keine Veränderung 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

Sall1-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 großen 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
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einer posterioren Domäne der vorderen Gliedmaßenknospen beobachtet werden

(s. Abb. 3.25.F).

3.7.5 Morphologische Analysen an Sall2 -knock

out-Embryonen

Im Verlauf der Präparation von Sall2−/−-Embryonen aus Verpaarungen homozy-

goter Sall2-Deletionsmutanten für whole mount-in situ-Hybridisierungen wurden

an mehreren Embryonen verschiedener Altersstadien Fehlbildungen im Kopfbe-

reich festgestellt (s. Abb. 3.25), die bei der Präparation von Wildtyp-Embryonen

für whole mount-in situHybridisierungen nicht beobachtet wurden.

Aus 7 Verpaarungen konnten 16 Embryonen präpariert 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 Störungen 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 Vorderhirnwülste noch auseinander standen. Der

Kopf ähnelte 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 gestörte 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 unvollständig ausgebildet zu sein scheint und die Vorderhirnwülste weit

auseinander klaffen. In den Abbildungen 3.25.I 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

Übergang zum Mittelhirn ist stark eingedrückt 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 Mäuse ohne (A, C, E und G) und mit Gehirnfehlbildungen (B, D, F, H, I, J). Bis auf I
und J sind jeweils die entwicklungsgestörten 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 überfärbt, alle anderen Embryonen wurden mit einer
DIG-markierten Sall1-Sonde hybridisiert. Mh: Mittelhirn; MRG: Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze; Vh:
Vorderhirn.

3.8 Herstellung eines Anti-Sall2/SALL2-Antikörpers

Um die Expression des Sall2-Proteins in situ und in Western-Blots von Mausgewe-

ben untersuchen zu können, sollte ein monospezifischer Anti-Sall2-Antikörper her-

gestellt werden. Dies lässt sich durch eine Immunisierung von Kaninchen mit dem

gesamten Protein, einem Teil des Proteins oder einer kurzen Peptidsequenz aus

dem Protein erreichen. Da die Aminosäuresequenz des murinen Sall2-Proteins



3 Ergebnisse 94

und des humanen SALL2-Proteins sehr homolog ist (86 %, Kohlhase et al. (2000)),

sollte versucht werden, einen Antikörper 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-

tikörpers mit anderen Proteinen zu vermeiden, sollte der Bereich zudem mög-

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, über das hergestellte FP

aus einem gegen das humane SALL2-Protein hergestellten Antiserum (Kohlhase,

2000a) Antikörper 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

Für 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 für 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 17 394 bis bp 17 414, der reverse Primer MS2FP R1 von

bp 17 870 bis bp 17 888. Das amplifizierte Fragment liegt im Bereich der zwei-

ten Doppelzinkfinger (DZF)-Domäne, der ein weiterer Einzelzinkfinger (EZF) folgt

(s. Abb. 3.26). Für 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

Aminosäure (AS)-Sequenz (Kohlhase et al., 2000) im Bereich der AS 535–542

für HS2FP F1 und AS 746–752 für 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 I restriktionsenzymatisch gespalten und

in den gleichfalls mit Bsa I 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 mögliche Punktmutationen und die Klonierung

im korrekten Leseraster überprüft. Von den korrekt amplifizierten und klonierten
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Abbildung 3.26: Fusionsproteine für 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 großen 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 dünnen
Striche repräsentiert. Das Häkchen gibt den Übergang von Exon 1 zu Exon 2 an.

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

ausgewählt.

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 II-Peptid ermöglicht 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

übertragen und diese mit StrepTactin umgesetzt (s. 2.10.1.4). Dabei konnten

Signale der erwarteten Größe von ca. 25 kDa (MS2) und ca. 35 kDa (HS2) de-

tekiert werden (s. Abb. 3.27). Davon sind etwa 5 kDa auf das Strep-tag II-

Peptid zurückzuführen. Das HS2-FP lieferte ein stärkeres Signal als das MS2-FP.

Die 20 kDa-Bande ist auf das bakterielle, kovalent biotinylierte Biotinyl-Carboxyl-

Carrier-Protein (BCCP) zurückzuführen, das ohne Avidin-Behandlung zusätzlich

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.

Abbildung 3.27: Western-Blot-Analyse der Fusionsproteine Sall2 und SALL2. Gezeigt ist ein
mit NBT/BCIP-gefärbter Westernblot der Fusionsproteine MS2 und HS2 nach PAGE und Elektro-
transfer. In den ersten vier Spuren wurden Zelllysate von Sall2-transformierten Bakterien, in den
nächsten 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 Parallelansätze ohne Induktion als Kontrolle dienten. HS2: humanes SALL2-Fusionsprotein;
MS2: murines Sall2-Fusionsprotein; BCCP: biotinyliertes Bakterienprotein.

3.8.3 Gewinnung von Antikörpern gegen das murine Sall2-

und das humane SALL2-Protein.

Die FPs konnten nun eingesetzt werden, um aus dem bereits vorhandenen anti-

SALL2-Serum Antikörper 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 enthält

ein 115 AS großes Fragment des SALL2-Proteins, welches den zweiten Doppel-

zinkfinger sowie den nachfolgenden Einzelzinkfinger einschließt (s. Abb. 3.26). Da

das HS2-FP ein wesentlich stärkeres Signal aufwies als das MS2-FP und die Ho-

mologie zwischen den verwendeten murinen und humanen Aminosäuresequenz

im überlappenden Bereich bei 97 % liegt (Kohlhase et al., 2000), sollte HS2 für die

weiteren Versuche verwendet werden und die so erhaltenen monospezifischen

Antikörper auch zur Detektion des murinen Proteins eingesetzt werden.

Die Rohextrakte der geernteten Proteine wurden zunächst über immobilisier-

tes StrepTactin aufgereinigt (s. 2.10.1.3). Je 20µL der Eluate wurden mittels SDS-

PAGE analysiert und eine Fraktion mit einer deutlichen Fusionsproteinbande ge-
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wählt (s. Abb. 3.28). Das ausgewählte Eluat wurde eingesetzt, um wie in 2.10.9

beschrieben eine Antikörper-Aufreinigung mittels Western-Blot-Verfahren durch-

zuführen. Zur Überprüfung der gewonnenen Antikörper wurde eine Immunode-

tektion gegen das HS2-FP mit verschiedenen Verdünnungen des Antiserums und

des Antikörpers durchgeführt. Wie in Abbildung 3.29 gezeigt, konnte mit dieser

Methode kein wirkungsvoller monospezifischer Antikörper aufgereinigt werden.

Abbildung 3.28: Aufreinigung des Fusionsproteins HS2 über immobilisiertes StrepTactin.
Die Western-Blot-Analyse zeigt die Anreicherung des Fusionsproteins HS2 in den Elutionsfrak-
tionen nach der StrepTactin-Aufreinigung über die Säule. In Spur 1 wurde das Zelllysat, in den
Spuren 2–7 je 20µL der Elutionsfraktionen aufgetragen. Der Filter wurde mit AP-konjugiertem
StrepTactin umgesetzt und mit NBT/BCIP gefärbt. 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 stärkere Expression des humanen HS2-FPs gegenüber dem muri-

nen MS2-FP (s. Abb. 3.27). Die geringe Menge des erhaltenen MS2-FPs ließ

eine erfolgreiche Immunisierung bezweifeln. Da die Homologie der verwendeten

murinen und humanen Aminosäuresequenz für HS2 bzw. MS2 im überlappenden

Bereich bei 97 % liegt (Kohlhase et al., 2000), wurde die Immunisierung von zwei

Kaninchen nur mit dem HS2-FP durchgeführt. 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 würde. Die Analyse
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des Antiserums konnte nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.

Abbildung 3.29: Test des Antiserums und des Antikörpers gegen das Fusionsprotein HS2.
Gezeigt ist ein mit NBT/BCIP-gefärbter Westernblot des Fusionsprotein HS2 nach PAGE und Elek-
trotransfer. Der mit 1 bezeichnete Membranstreifen wurde zur Kontrolle mit AP-konjugiertem Strep-
tactin umgesetzt. Für die mit 2, 3 und 4 bezeichneten Filterstreifen diente das Antiserum als
Erstantikörper in den Verdünnungen (von rechts nach links) 1:100, 1:500 und 1:1000. Der Zweit-
antikörper war mit alkalischer Phosphatase konjugiert. Die drei letzten Spuren auf dem Filter
waren mit dem aufgereingten Antikörper in den Verdünnungen 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 Sall1 und

Sall3 miteinander vergleichen bzw. gegeneinander abgrenzen zu können, sollten

whole mount-in situ-Hybridisierungen mit einer DIG-markierten Sall3-Sonde an

7.5–12.5 dpc Embryonen durchgeführt werden.

3.9.1 Generierung einer Sall3 -Sonde

Ott et al. (1996) haben die Nukleotidsequenz sowie die daraus abgeleitete Ami-

nosäuresequenz des Sall3-Gens beschrieben. Mit Hilfe dieser Daten wurden die

Sequenzen für zwei Primer, MS3 F1 und MS3 R2 (s. 2.7.5), abgeleitet, mit deren
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Hilfe ein 1.7 kb großes Sall3-Fragment an genomischer DNA amplifiziert werden

konnte (2.9.7.2; s. Abb. 3.30). Dieses als Sonde eingesetzte Fragment (Sall3)

beinhaltet die für den C2HC-Zinkfinger und die ersten Doppelzinkfingerkomäne

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.

Abbildung 3.30: Amplifikation der Sall3 -Sonde. Eine PCR mit den Primern MS3 F1 und MS3
R2 wurde an muriner genomischer DNA durchgeführt. Es konnte ein 1.7 kb-Fragment (Sall3) am-
plifiziert werden, das für 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 frühesten 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-

domänen 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

Anfärbung des Neuralrohrs und der Mittel-Rautenhirn-Grenze lässt ab Tag 11.5 pc

nach, die des anterioren Mittelhirn-Bereichs ab 12.5 dpc. Der 11.5 dpc-Embryo

weist eine zusätzliche Sall3-Expressionsdomäne im medianen Telencephalon auf

(s. Abb. 3.31.I).
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Abbildung 3.31: Expression des Sall3 -Gens während 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-gefärbten Embryonen abgebildet. Von den Gliedmaßenknospen
in J, die von einem whole mount-gefärbten Embryo abgetrennt wurden, ist die vordere Gliedma-
ßenknospe oben abgebildet und die hintere Gliedmaßenknospe unten gezeigt. Die Gliedmaßen
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: Gentialhöcker;
HG: hintere Gliedmaßenknospe; Me: Mesencephalon; Mh: Mittelhirn; MRH: Mittelhirn-Rautenhirn-
Grenze; NE: neurales Ektoderm; Nr: Neuralrohr; R: Rumpfregion; Rh: Rautenhirn; Te: Telence-
phalon; VG: vordere Gliedmaßenknospe.
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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 Gliedmaßenknospen findet sich von 9.5 dpc bis mindestens 11.5 dpc, wobei

die Transkripte zunächst posterior lokalisiert sind (s. Abb. 3.31.C,D,F,G) und nach-

folgend in einer breiten mittleren Domäne der sich entwickelnden Gliedmaßen zu

finden sind (s. Abb. 3.31.I,J). Der Bereich grenzt anterior direkt an die ERL. An

11.5 und 12.5 dpc-Embryonen sind Signale im distalen Epithel des Genitalhöckers

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 Verfügung 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 überprüft werden, ob die murinen spalt-Gene Sall1, Sall2 und Sall3

downstream-targets von shh sind. Dazu wurden die Deletionsmutanten mit DIG-

markierten antisense-Sonden für die jeweiligen Gene hybridisiert und die Signale

mit dem Wildtyp-Hybridisierungsmuster verglichen. shh-Deletionsmutanten sind

embryonal letal, zeigen einen stark gedrungenen Rumpf, einen extrem verlänger-

ten Vorderhirnbereich, eine reduzierte Mittelhirnentwicklung und kaum proximo-

distales Wachstum der Gliedmaßenknospen (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 Sall1 -Expression in shh -defizienten Embryonen

Drei verschiedene Altersstadien der shh-Deletionsmutanten wurden mit einer DIG-

markierten Sall1-Sonde hybridisiert. Zunächst 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 schwächer

und diffuser dar als in den Wildtyp (WT)-Embryonen, die an 9.5 und 10.5 dpc eine

distinkte Domäne 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

schwächeres 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 können 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 ähnlich zu sein, das Signal stellt sich jedoch

etwas diffuser dar. Die Expression in den olfaktorischen Plakoden bzw. Bulbi lässt

sich schwer vergleichen, da die Kopfstrukturen insbesondere durch die Zyklopie

und den verlängerten Vorderhirnbereich stark verändert sind. Die Expression in

den vorderen und hinteren Gliedmaßenknospen zeigt den gleichen zeitlichen Ver-

lauf wie die in den WT-Embryonen, die Transkripte in den shh−/−-Embryonen kön-

nen jedoch nur im distalen Bereich der Gliedmaßenknospen gefunden werden (s.

Abb. 3.32.C,E). Im Gegensatz zu den Vergleichsembryonen ist keine verbreiterte

posteriore Expressionsdomäne zu sehen. In den übrigen Sall1-exprimierenden

Strukturen, wie die Branchialbögen, dem Mesonephros und der Schwanzspitze,

lässt 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 ähnliches

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 für

shh−/−-Embryonen, eine Expression beobachtet werden, für die keine entspre-

chende Expressionsdomäne im WT-Embryo vorhanden ist. In der Deletionsmutan-

te ist eine großflächige, 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 Gliedmaßenknospen.

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.I,J). Die Expressiondomäne im Te-

lencephalon scheint im Vergleich zu dem Wildtyp-Embryo stark verkleinert und
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wesentlich schwächer zu sein. Dies trifft auch für die anteriore Expressionsdomä-

ne im Mittelhirn zu. In der MRG ist kein Sall3-Transkript zu finden. Im Neuralrohr

kann ein zur Expression im Verlgeichsembryo sehr ähnliches Expressionsmuster

festgestellt werden. Das Signal in den Gliedmaßenknospen des shh−/−-Embryo

ist sehr schwach und eher distal lokalisiert, somit unterscheidet es sich sehr von

dem Signal im Vergleichsembryo, in dem eine breite Domäne im medianen Be-

reich der Gliedmaßenknospen vorhanden ist.

Abbildung 3.32: Expression verschiedener spalt -Gene in dsh -Deletionsmutanten. Die Ab-
bildung zeigt whole mount-in situ-Hybridisierungen verschiedener Embryonalstadien von shh-
defizienten Mäusen. Die jeweiligen Altersstadien sind angegeben. In der ersten und dritten Reihe
(A,C,E,G,I) 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 Domäne im Te-
lencephalon; HG: hintere Gliedmaßenknospe; Mh: Mittelhirn; MRG: Mittelhirn-Rautenhirn-Grenze;
Nr: Neuralrohr; Te: Telencephalon; VG: vordere Gliedmaßenknospe.
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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; Köster 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 Sall1, Sall2 und Sall3.

4.1 Das Gen Sall1

4.1.1 Zur Struktur des Sall1 -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 Größe dieses Gens ohne regulatorische Regio-

nen beträgt ca. 15.2 kb. Der offene Leserahmen umfasst 3 975 bp und kodiert

für ein putatives Protein von 1 325 Aminosäuren. Die kodierende Sequenz wird

von zwei Introns unterbrochen, wobei Intron 1 73 bp nach dem Startkodon be-

ginnt und eine Länge von 9 079 bp umfasst. Das Intron 2 beginnt 3 464 bp nach

der splice-Akzeptorstelle von Intron 2 und umfasst 1 129 bp. Die Exon/Intron-

Übergänge 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) synthänen Bereich. Aufgrund der

hohen Homologie des isolierten Gens, der chromosomalen Lokalisation sowie der

im folgenden Kapitel erläuterten Strukturdaten des abgeleiteten Proteins wurde

angenommen, dass das isolierte Gen das gesuchte SALL1-homologe Mausgen

darstellt, welches im Folgenden Sall1 genannt wurde.

4.1.2 Zur Struktur des Sall1-Proteins

Das Sall1-Protein entspricht in seiner Struktur dem eines sal-ähnlichen Vertebra-

tengens. Im offenen Leserahmen finden sich mehrere für Zinkfinger kodierende

Regionen. Im 5´-Bereich von Exon 2 konnte eine für einen C2HC-Einzelzinkfinger

(EZF) kodierende Sequenz identifiziert werden, weiter 3´-wärts finden sich in die-

sem Exon vier für C2H2-Doppelzinkfinger (DFZ) kodierende Bereiche, wobei sich

an den zweiten ein weiterer EZF anschließt und der vierte DZF von Intron 2 unter-

brochen wird. Der Vergleich mit dem humanen SALL1-Gen ergab auf der Ebene

der Aminosäuresequenz eine Homologie von 90 % (s. Abb. 4.1).

Bei genauerer Betrachtung der strukturellen Eigenschaften des Sall1-Proteins

im Vergleich zu SALL1 zeigt sich eine partielle Konservierung von mit bestimmten

Aminosäuren 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 enthält

in der Maus zwei dieser Aminosäuren weniger als die entsprechende Region im

Menschen. Prolin-reiche Regionen können als Aktivatoren oder als Repressor-

domänen wirken, abhängig davon, ob sie Threoninreste oder Histidine enthalten

(Han und Manley, 1993). Demnach könnte diese Domäne eine Aktivatorfunktion

übernehmen. Glutamin- und Serin-reiche Regionen können 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 Domäne im huma-

nen Protein funktionell, wäre anzunehmen, dass die putativen Transkriptionsfakto-

ren Sall1 und SALL1 unterschiedliche Effekte auf ihre Zielgene ausüben können.

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 Aminosäuresequenzen der Gene Sall1 und
SALL1 . Die obere Sequenz stellt die aus dem murinen Sall1-Gen abgeleitete Aminosäuresequenz
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), vollständig kon-

serviert und ist daher mit großer Wahrscheinlichkeit von Bedeutung als Transkrip-

tionsaktivator. Von den Drosophila Gap-Genen krüppel, even-skipped und knirps

ist bekannt, dass Alanin-reiche Regionen in ihren Genprodukten als Trankriptions-

Repressor-Domänen wirken können (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

Aminosäure 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 möglicher funktioneller Domänen der abgeleiteten Aminosäurese-
quenzen des murinen Sall1 - und des humanen SALL1 -Gens. In der linken Spalte sind die
auf eine Konservierung hin untersuchten Aminosäuren angegeben. In den weiteren Spalten fin-
den sich die Positionen der Aminosäuren in der murinen bzw. humanen Sequenz sowie die Anzahl
der in den betreffenen Bereichen vorkommenden Aminosäuren.

Die strukturellen Eigenschaften des murinen Sall1-Proteins würden dem puta-

tiven Transkriptionsfaktor also sowohl aktivierende als auch reprimierende Eigen-

schaften ermöglichen. Eventuell ist dies von den Umgebungsfaktoren und dem
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Zielgen selbst abhängig. 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 Sall1 -Gens

4.1.3.1 Expression des Sall1 -Gens in adulten Geweben der Maus

Die Expression des Sall1-Gens wurde zunächst mittels Northern-Blot-Analyse mit

RNA aus adulten Geweben der Maus (s. 3.2.1) untersucht. Dabei zeigte sich

eine Expression in abnehmender Stärke in Gehirn, Niere, Leber, Herz und Tes-

tis. Dies steht größtenteils im Einklang mit den für das humane SALL1-Gen fest-

gestellten Expressionsdomänen (Kohlhase et al., 1996). Für das humane Gen

wurde die stärkste Expression im Nierengewebe, die zweitstärkste für das Ge-

hirn beschrieben. Es konnte keine Expression im Herzgewebe gefunden wer-

den. Die Untersuchungen bezüglich der Expression beim Menschen wurden an

kommerziell erwerblichen Northern-Blots durchgeführt, für 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 erhöht ist. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass

die SALL1-Transkriptmenge der Herzgewebe-RNA im Northern-Blot mit huma-

ner Poly-A+-RNA unterhalb der Detektionsgröße lag. Möglich ist auch, dass sich

die Expression der Gene durch Veränderungen 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 Sall1 -Gens in embryonalen Neuralgeweben

Es zeigte sich in allen untersuchten Stadien der sich entwickelnden Mausembryo-

nen eine ausgeprägte 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 räumlich überlappen. Zunächst wird die Neuralplatte formiert, nachfolgend
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wird sie geformt. Im dritten Stadium erfolgt die Formierung der Neuralfurche durch

das Hochwölben der Neuralplatte, abschließend fusionieren die seitlichen Ränder

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 lässt sich eine Sall1-

Expression im gesamten neuralen Ektoderm feststellen. An 8.5 dpc finden sich

Sall1-Transkripte in der Neuralfurche des noch offenen rostralen Neuroporus,

so dass eine Bedeutung von Sall1 in der dorso-ventralen Organisation möglich

scheint. Dafür spricht auch, dass in 9.5 dpc-Embryonen Sall1-Transkripte nur

im dorsalen Bereich des Neuralrohrs zu finden sind. An Tag 12.5 der Embryo-

nalentwicklung wird Sall1 sowohl in dorsalen als auch in ventralen Bereichen

des Neuralrohrs exprimiert. Die Transkripte sind dabei auf die ventrikuläre Zone

begrenzt. In der ventrikulären Zone reifen die neuronalen Vorläuferzellen heran.

Mit ihrer letzten Teilung migriert ein Teil der Zellen in die subventrikuläre Zone, wo

sie letzte Differenzierungsteilungen durchlaufen, um schließlich zu Neuronen in

lateralen Regionen heranzureifen (Scotting und Rex, 1996). Die Entwicklung der

Neuronen hängt von der präzisen Positionierung der Vorläufer innerhalb des ZNS

ab und involviert lokale Umgebungsfaktoren (Scotting und Rex, 1996). Folglich

könnte das Sall1-Gen an der neuronalen Differenzierung beteiligt sein.

Für 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 Übergang 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 Aktivität der MRG hängt von der spezifi-

schen Expression sezernierter Proteine (Wnt1, Fgf8) und von Transkriptionsfakto-

ren (Otx2, Gbx2, En1, En2, Pax2, Pax5) ab (Simeone, 2000; Wassef und Joyner,

1997). Die Expression von Sall1 in der MRG lässt also eine Funktion im Zusam-

menspiel mit einem oder mehrerer dieser Gene in der Entwicklung oder Aktivität

der MRG vermuten, da Transkripte direkt mit der ersten Ausbildung der MRG (9.5

dpc) detektiert werden können.

Eine weitere Expressionsdomäne des Sall1-Gens umfasst einen Bereich im

anterioren Mittelhirn. In diesem Bereich wird später das Diencephalon ausgebil-

det (s. Abb. 4.2), in dem ebenfalls Sall1-Transkripte lokalisiert sind. Zudem wird

Sall1 in der aus dem Vorderhirn entwickelten Struktur des Telencephalons expri-
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miert. Also spielt das Sall1-Protein vermutlich nicht nur eine Rolle in der frühen

Differenzierung des ZNS, sondern könnte auch an der Spezialisierung von Zellen

für sich später bildende Strukturen beteiligt sein.

Abbildung 4.2: Die frühe Gehirnentwicklung bei Vertebraten. Links sind die drei primären
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 (primäres olfaktorisches Areal) als doppelt angelegte ovale Ausstülpung, in de-

nen das Sall1-Gen stark exprimiert wird. Die sehr differenzierte Anlage der Schalt-

zellen im Bulbus olfactorius benötigt ein komplexes Zusammenspiel der beteiligten

Gene, welches die sensorischen Rezeptorzellen der olfaktorischen (Geruchsinn)

und der vomeronasalen Epithelien (Pheromonsinn) sowie die zugehörigen Nerven

entstehen lässt (Buck, 2000; Demski, 1993; Farbman, 1994). Die Expression von

Sall1 bis über den Tag 14.5 pc hinaus macht eine Beteiligung des Gens an den

geschilderten Prozessen wahrscheinlich. In diesem Zusammenhang könnte 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 Sall1 -Gens in den Gliedmaßenknospen

Eine starke und spezifische Expression des Sall1-Gens zeigt sich auch in den

Gliedmaßenknospen (s. 3.2.4). Die Entwicklung der Gliedmaßen muss in drei

Richtungen koordiniert werden. Dabei bestimmt die proximo-distale Achse das

Längenwachstum, die anterior-posteriore Achse determiniert die Unterscheidung
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von Daumen und kleinem Finger bzw. großem und kleinem Zeh, und entlang der

dorso-ventralen Achse werden Hand- und Fußrücken bzw. Hand- und Fußfläche

ausgebildet (s. Abb. 4.3). Diese Prozesse werden durch komplexe Interaktionen

von Signalmolekülen und Transkriptionsfaktoren gesteuert (Chen und Johnson,

1999; Johnson und Tabin, 1997; Schwabe et al., 1998; Tickle, 1995, 1996). Bei ei-

ner Störung dieses Systems z. B. durch Mutationen in bestimmten Genen können

eine Reihe von kongenitalen Fehlbildungen auftreten (Cohn und Bright, 1999), wie

es auch bei TBS der Fall ist.

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

In welchem der oben genannten Prozesse zur Steuerung der Gliedmaßen-

Entwicklung könnte das Sall1-Gen involviert sein? Die Expressionsstudien deu-

ten auf eine Beteiligung an zumindest zwei der drei genannten Prozesse hin. Zu-

nächst zum proximo-distalen Wachstum: Sall1 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 Oberfläche des Embryos, induziert

durch das Mesoderm. Die ERL verläuft entlang des distalen Randes der Glied-

maßenknospen und stellt eines der wichtigsten Zentren für ihre Entwicklung dar

(Johnson und Tabin, 1997; Schwabe et al., 1998). Ihre Rolle beinhaltet (1) die

Aufrecherhaltung des unter ihr liegenden Mesoderms in der Proliferationsphase,

die das proximo-distale Wachstum ermöglicht, (2) die Aufrechterhaltung der Ex-

pression von Molekülen, 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 über ihre Differenzierung erhält.

Die Aktivität der ERL wird hauptsächlich durch Fibroblasten-Wachstumsfaktoren

(Fgfs; Niswander et al. (1993, 1994)) gesteuert. Das Längenwachstum der Glied-
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maßenknospen erfolgt durch die Proliferation der Mesenchymzellen unterhalb der

ERL, der sogenannten Progress-Zone (PZ). Das Modell der PZ erklärt die Bestim-

mung der proximo-distalen Identität durch die Verweildauer der Zellen in dieser Zo-

ne. Je später eine Zelle sie verlässt, desto distaler ist ihre Identität (Summerbell

et al., 1973).

Sall1 wird zunächst in der ERL und einem mit der PZ überlappenden Bereich

des darunterliegenden Mesenchyms exprimiert. Zumindest in der ERL und weite-

ren distalen Mesenchymzellen bleibt die Expression lange erhalten. Selbst nach

der fast vollständigen Anlage der Gliedmaßen in eine Struktur mit fünf voneinan-

der getrennten Fingern bzw. Zehen und den Hand- und Fußplatten 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 Gliedmaßen

sehr wahrscheinlich, die so geartet sein könnte, dass das Sall1-Protein die Diffe-

renzierung der Zellen im distalen Bereich in der frühen Gliedmaßen-Entwicklung

verhindert. Die nachfolgende Herabregulierung von Sall1, dessen distale Expres-

sionsdomäne sich verkleinert und schwächer wird, könnte dann im distalen Be-

reich die Formierung der entsprechenden Strukturen erlauben.

Eine weitere wichtige Rolle in der Gliedmaßenentwicklung ist die Spezifizie-

rung der anterior-posterioren Achse. Hier übernimmt die sogenannte Zone po-

larisierender Aktivität (ZPA, s. Abb. 4.3) die Organisiation. Dabei handelt es sich

um eine kleine Gruppe mesodermaler Zellen nahe der posterioren Verbindung

zwischen Gliedmaßenknospe und Körperwand (Saunders und Gasseling, 1968;

Summerbell, 1979; Tickle et al., 1975), deren Lokalisation von mehreren Faktoren

kontrolliert wird (Masuya et al., 1997). Die Identität der gebildeten Finger bzw.

Zehen wird durch den Grad der Entfernung zur ZPA bestimmt (Tickle et al., 1975).

Die Zone ist identisch mit der Expressionsdomäne von sonic hedgehog (shh), des-

sen sezerniertes Signalmolekül allein ausreicht, um die anterior-posteriore Achse

in den Gliedmaßen festzulegen (Riddle et al., 1993). Die Expressionsdomäne von

Sall1 überlappt in den frühen Stadien der Gliedmaßenentwicklung mit der ZPA.

Demnach könnte Sall1 als mögliches Zielgen von Shh posterior induziert werden,

allerdings wahrscheinlich nur in der frühen anterior-posterioren Organisation eine

Bedeutung haben.

Die dorso-ventrale Determinierung der Gliedmaßen 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 Sall1 eine

ausgeprägte Expression im Bereich der Hand- bzw. Fußplatte, wobei die Domä-
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nen der dorsalen und ventralen Seite sehr unterschiedlich ausgeprägt sind. Die

dorsale Expressionsdomäne ist wesentlich größer, bildet sich aber sehr schnell

zurück, wohingegen die ventrale, kleinere Domäne noch bis mindestens 14.5 dpc

bestehen bleibt. Dies lässt vermuten, dass dem Sall1-Gen unterschiedliche Be-

deutungen in der jeweiligen Region zukommen, und da die Expressionszentren

eher epidermal angesiedelt sind, könnten 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 Gliedmaßen hat Sall1 dagegen

vermutlich nicht, da schon zu Beginn der Knospung sowohl ventral als auch dorsal

Transkripte vorhanden sind.

Die Gliedmaßenknospen werden während der Embryonalentwicklung zu-

nächst paddelförmig 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 vollständig. 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 Sall1 ist zu Beginn der apoptotischen Vorgänge an 12.5 dpc

festzustellen. Somit könne das Gen bei der Festlegung der dem programmierten

Zelltod zugedachten Bereiche eine Rolle spielen.

4.1.3.4 Expression des Sall1 -Gens während der Nierenentwicklung

Fehlgebildete Nieren finden sich bei ca. 100 genetischen Syndromen (Piscione

und Rosenblum, 1999), so auch beim TBS (Newman et al., 1997). Sall1 wird so-

wohl in der adulten Niere wie auch in früheren Stadien der Nierenentwicklung ex-

primiert. Die Entwicklung der Säugerniere durchläuft 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 intermediären Meso-

derm ventral der anterioren Somiten der Pronephros (s. Abb. 4.4), der in Säugern

nicht funktionell ist. In diesen frühen Entwicklungsprozess scheint Sall1 nicht in-

volviert zu sein, da es nicht in diesem Gewebe exprimiert wird. Die pronephri-

schen Gänge initiieren die Bildung neuer Nierengänge im angrenzenden Mesen-

chym und degenerieren. Die neuen Gänge stellen den Mesonephros dar, wel-

cher Sall1-Expression zeigt. In der Maus übernimmt 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

intermediären Mesoderms der Metanephros gebildet, in dem das Sall1-Gen in den

sich entwickelnden Glomeruli und Tubuli exprimiert wird. Das Sall1-Protein könnte

daher ein Faktor für die Differenzierung der Tubuli und Glomeruli sein.

Abbildung 4.4: Die Entwicklung der Vertebratenniere. Das Schema zeigt die generellen Abläufe
während der Nierenentwicklung von Vertebraten. A: Während seiner caudalen Migration induziert
der Nierengang die Bildung weiterer Tubuli. B: Die mesonephrischen Tubuli bilden sich während
die pronephrischen Tubuli degenerieren. C: Die endgültige Säugetierniere, der Metanephros, wird
durch die Ureterknospe induziert. (Nach Gilbert (1997))

4.1.3.5 Expression des Sall1 -Gens im Genitalhöcker

Eine Sall1-Expression findet sich ab 11.5 dpc auch im Genitalhöcker und dem

Bereich der Kloakenmembran mit den angrenzenden Geschlechtsfalten. Der Ge-

nitalhöcker ist am kranialen Ende der Kloakenmembran lokalisiert und verlängert

sich im Verlauf der Embryonalentwicklung (s. Abb. 4.5). Danach beginnt die Diffe-

renzierung in männliche oder weibliche äußere Genitalien (Moore, 1996).

Die molekularen Mechanismen der Formierung des Genitalhöckers sind nur

wenig erforscht, es exisitieren jedoch Vermutungen, dass die Entwicklung des Ge-
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Abbildung 4.5: Die frühe Entwicklung der äußeren Genitalien. Das Schema zeigt die frühen
Stadien, die bei beiden Geschlechtern gleich sind. (Nach Moore (1996))

nitalhöckers Ähnlichkeiten zur Entwicklung der Gliedmaßenknospen aufweist (Dol-

le et al., 1991; Yamaguchi et al., 1999). Bisher konnten weder ERL-ähnliche Struk-

turen noch Kandidaten-Moleküle für ERL-Funktionen identifiziert werden (Dolle

et al., 1991; Murakami, 1986), jedoch wird den (Fgf )-Genen eine zentrale Rolle

bei der Entwicklung des Genitalhöckers zugedacht (Haraguchi et al., 2000). Im

distalen Plattenepithel exprimiert, steuern sie vermutlich die mesenchymale Gen-

expression und das Wachstum des Genitalhöckers und erfüllen damit die Funktion

eines Signalzentrums für die Entwicklung. Sall1 zeigt eine größere Expressions-

domäne, die sich von der Spitze des Genitalhöckers nach caudal bis über die

Kloakenmembran erstreckt. Damit könnte das Gen eine Rolle bei der Differenzie-

rung der Zellen und/oder beim proximo-distalen Wachstum der Struktur einneh-

men. Des Weiteren wäre eine Funktion bei der Anlage der Kloakenmembran und

der morphologischen Veränderungen der Geschlechtsfalten möglich.

4.1.3.6 Expression des Sall1 -Gens in der Augenentwicklung

Sall1 wird ebenfalls im sich entwickelnden Auge der Maus exprimiert. Die For-

mierung des Vertebratenauges involviert die koordinierte Morphogenese verschie-

dener embryonaler Gewebe, darunter das Oberflächenektoderm, 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-

überliegende 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 darüberliegende Ektoderm zur

Differenzierung in die Cornea (Gilbert, 1997). Eine Sall1-Expression findet im

Linsenvesikel statt, so dass Sall1 bei der Invagination des Vesikels oder bei der

Cornea-Induktion benötigt werden könnte.

4.1.3.7 Expression des Sall1 -Gens in den Branchialbögen

Sall1-Transkripte sind auch in den Branchialbögen (Schlundbögen, Kiemenbögen)

zu finden. In der frühen Entwicklung der Branchialbögen wird Sall1 im ersten und

zweiten Branchialbogen, auch Mandibular- und Hyalbogen genannt, exprimiert.

Am Tag 9.5 der Embryonalentwicklung sind die Sall1-Transkripte in epithelialen

Bereichen lokalisiert. Aus dem ersten Branchialbogen entstehen u. a. der Maxil-

larfortsatz und der Mandibularfortsatz, die beide wichtig für 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 Sall1 im Bereich des dritten und vierten Kiemenbogens sowie in den

beiden nicht auf der Oberfläche sichtbaren fünften und sechsten Branchialbögen

exprimiert. Die Knorpel des vierten und sechsten Branchialbogens sind die Ur-

sprünge des späteren Schildknorpels. Aus den Knorpeln des ersten Branchial-

bogens bilden sich zwei Gehörknöchelchen, Malleus und Incus. In den dorsalen

Abschnitten des Mandibular- und Hyalbogens bilden sich die Auricularhöcker. Die-

se und tiefere Gewebsabschnitte bilden das Gewebe der späteren 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 Sall1 beschreiben. Das Gen wurde unter dem nicht mit der offiziellen

Nomenklatur übereinstimmenden Namen Msal-3 publiziert.

4.1.4 Sall1 -Expression in der Maus und das TBS

Die große Homologie zwischen dem murinen Sall1-Gen und dem humanen

SALL1-Gen (90 %, s. Abb. 4.1) lässt auch eine funktionelle Konservierung zwi-

schen diesen beiden Genen vermuten. Die Expression in adulten Geweben ent-
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spricht sich zudem größtenteils. Dies lässt 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 große

Übereinstimmung der bei TBS-Patienten betroffenen Organe mit den in diesen Un-

tersuchungen festgestellten Expressionsorten des Sall1-Gens der Maus erhärtet

diese Vermutung noch.

Eine Aufstellung der beim TBS mehr oder weniger häufig betroffenen Orga-

ne und eine mögliche Entsprechung in Expressionsdomänen des murinen Sall1-

Gens findet sich in Tabelle 4.2. Dieser Vergleich zeigt, dass in vielen der beim TBS

betroffenen Organe das Sall1-Gen während der Embryonalentwicklung der Maus

exprimiert wird. Nimmt man eine ähnliche Expression des SALL1-Gens während

der Embryonalentwicklung des Menschen an, finden sich viele Ansatzpunkte zur

Klärung der beim TBS auftretenden Fehlbildungen.

Fehlbildung bei TBS Embryonale Expression von Sall1

Anorektale und Urogeni- Kloakenbereich und

tale Fehlbildungen Genitalhöcker

Daumenanomalien Gliedmaßenknospen

Nierenfehlbildungen Meso- und Metanephros

Schwerhörigkeit Branchialbögen

Geistige Behinderung Zentrales Nervensystem

Iriskolobom und Katarakt Linsenvesikel

Äußeres Ohr Keine Entsprechung

Keine Entsprechung Bulbus olfactorius

Tabelle 4.2: Vergleich der betroffenen Organe beim TBS und der Expressionsdomänen des
murinen Sall1 -Gens.

Der Phänotyp der triphalangealen Daumen könnte dadurch entstehen, dass

das zu Beginn der Gliedmaßen-Entwicklung vornehmlich posterior exprimierte

Sall1-Gen durch eine verminderte Transkript-Dosis bei Heterozygotie einem Fak-

tor für posteriore Determinierung nicht mehr genug entgegenwirken kann. So

könnte durch die ausbleibende Begrenzung eines Signals auf den posterioren Be-

reich durch Sall1 der anteriore Bereich Signale zur Ausbildung einer posterioren

Struktur erhalten. Riddle et al. (1993) zeigten, dass das Shh-Molekül in der Zone

polarisierender Aktivität (ZPA, s. Abb. 4.3) für die anterior-posteriore Determinie-
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rung von Gliedmaßen ausreicht. Als mögliches Zielgen des Shh-Signals in dieser

Region könnte Sall1 einer der signalvermittelnden Faktoren sein. Das Fehlen des

Sall1-Transkripts könnte folglich eine gestörte anterior-posteriore Determinierung

hervorrufen. Zusätzlich könnte es durch die verminderte Transkriptmenge zu ei-

ner eingeschränkten Regulation im proximo-distalen Wachstum kommen, die in

den beobachteten triphalangealen Daumen resultieren könnte.

Eine reduzierte SALL1-Expression in den Branchialbögen könnte die Ausbil-

dung der Gehörknöchelchen einschränken und zu konduktiven Komponenten der

beschriebenen Schwerhörigkeit führen. Es konnte zwar keine konkrete Expressi-

onsdomäne im Bereich der Aurikularhöcker festgestellt werden, die an der Aus-

bildung des äußeren 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 Sall1-Gens im Auge während der Embryonalentwicklung

der Maus lässt 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-

höcker und im weiter caudal liegenden Epithel im Bereich der Kloakenmembran

exprimiert wird, ist vorstellbar, dass durch ein vermindertes SALL1-Signal die Ent-

wicklungsvorgänge nicht mehr ausreichend koordiniert ablaufen. Ein fehlgesteu-

ertes Wachstum des Sinus urogenitalis könnte eine Verschiebung des Darmaus-

gangs hervorrufen, eine ausbleibende Auflösung der Analmembran eine Anala-

tresie. Die Fehlbildungen der Niere bzw. die einseitig fehlenden Nieren lassen

vermuten, dass das Sall1-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 Störungen der neuronalen Entwicklung auftreten,

welche zu der bei etwa 10 % der TBS-Patienten festgestellten mentalen Retardie-

rung (Kohlhase, 2000a) führen könnten. Eine Störung des Geruchsinns wurde

bei TBS-Patienten bisher nicht untersucht, dies könnte jedoch im Hinblick auf die

prominente Expression von Sall1 im Bulbus olfactorius interessant sein.
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4.1.5 Funktionsanalyse des Sall1 -Gens

Die Erzeugung von Funktionsverlustmutanten durch das gene targeting bietet die

Möglichkeit, anhand des Phänotyps der gendefizienten Mäuse genauere Kennt-

nisse über 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 für das Townes-Brocks-Syndrom (TBS, s. 1.3) ge-

schaffen werden, um weitere Erkenntnisse über die Pathogenese des Syndroms

und die Funktion und Regulation des Gens Sall1 bzw. des humanen Homologs

SALL1 zu gewinnen. Die Mäuse sollten anschließend im Hinblick auf ihre Embryo-

nalentwicklung und postnatale Entwicklung mit besonderer Beachtung der Struk-

turen, die beim TBS fehlgebildet sind, analysiert werden. Zudem können für 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 Sall1-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 Chimären in 2.5 Tage alte

Mausembryonen injiziert und die erhaltenen Chimären mit Mäusen der Stämme

C57BL und 129/SvJ verpaart. Die Analyse der F1-Generation konnte aus zeitli-

chen Gründen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr erfolgen.

Mit der gewählten Strategie sollte das Sall1-Gen vollständig 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 führen durch

Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Basen zu einem frameshift und durch

das verschobene Leseraster zu einem frühzeitigen Translationsabbruch, wobei

Transkripte, die ein vorzeitiges Stoppkodon in ihrem Leseraster enthalten, präfe-

renziell abgebaut werden (Hentze und Kulozik, 1999). Es kann jedoch nicht aus-

geschlossen werden, dass das verkürzte Protein noch einen Einfluss unbekannter

Art ausübt. Daher könnte die vollständige Deletion des Sall1-Gens eine andere

Situation herstellen als es bei den TBS-Patienten der Fall ist. Als Beispiel soll

hier kurz ein Mausmodell für das Renal-Coloboma-Syndrom herangezogen wer-

den, das zu Veränderungen am Nervus opticus und Störungen der Nierenfunktion

führt. Es ist auf Mutationen im Pax2-Gen zurückzuführen. Das aus den bekannten

Mutationen resultierende Protein ist vermutlich, wie das SALL1-Protein beim TBS,

nicht funktionell, da ihm mit der paired- und der Homeodomäne alle funktionellen

Domänen fehlen. In der Pax2-knock out-Maus kommt es zu einem ausgepräg-
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ten Phänotyp mit schweren Abnormalitäten im Meso- und Metanephros, die zu

einem Fehlen des Genitaltrakts und der metanephrischen Niere führen (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 Störung der Nierenanlagen, aber nicht

den selben Phänotyp wie die knock out-Mäuse. Ein zweiter Schritt bei der Analyse

des Sall1-Gens könnte also sein, in Mäuse ein knock in-Konstrukt einzubringen,

in welchem das Sall1-Gen eine TBS-typische Mutation trägt. Dies wäre insbeson-

dere dann interessant, wenn die knock out-Mäuse einen vom TBS abweichenden

Phänotyp zeigen.

4.2 Das Gen Sall2

Sall2 ist ein weiteres spalt-ähnliches 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 gespleißt werden. Auf ge-

nomischer Ebene umfasst das Gen 17 140 bp vom Exon 1 bis zum Polyadeny-

lierungssignal, wobei der Transkriptionsstartpunkt im 5´-Bereich nicht identifiziert

wurde (Kohlhase et al., 2000). Die 3´-UTR umfasst 1 545 bp. Die abgeleitete

Aminosäuresequenz weist die typischerweise über einen großen Bereich verteil-

ten Zinkfingerdomänen auf: im 5´-Bereich von Exon 2 befindet sich der in al-

len bisher isolierten sal-ähnlichen Vertebratengenen vorhandene, jedoch nicht im

sal-Gen selbst vorliegende C2HC-Einzelzinkfinger (EZF), darauf folgen drei C2H2-

Doppelzinkfinger (DZF), wobei der zweite von einem weiteren EZF charakteristi-

scher Struktur gefolgt ist. Der carboxyterminale DZF enthält ungewöhnlicher Wei-

se 51 statt der üblichen 49 Aminosäuren. Nur das humane SALL2-Gen weist

dieselbe Struktur auf (Kohlhase et al., 1996).

4.2.1 Charakterisierung des Intron 1 und der 3´-UTR von Sall2

Mit Hilfe von Subklonierungen und Sequenzierungen eines bereits vorliegenden

murinen Cosmidklons konnte das ca. 9 kb lange Intron 1 vollständig 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 Stärke in Gehirn, Niere, Lunge, Ovar und Milz. Damit

entspricht das Expressionsmuster größtenteils dem des humanen SALL2-Gens,

wobei für letzteres Transkripte im Herzgewebe detektiert wurden (Kohlhase et al.,

1996), jedoch nicht für Sall2 (Kohlhase et al., 2000). Eine RT-PCR zeigte die frühe

Expression beider alternativer Transkripte (ab 8.5 dpc für Exon 1a, ab 9.5 dpc für

Exon 1). Die genaue Analyse der embryonalen Expression von Sall2 wurde in

dieser Arbeit durchgeführt.

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 frühe

(spätestens am 7.5 dpc) und auf das gesamte neurale Ektoderm ausgedehnte

Expression lässt vermuten, dass Sall2 bei der Differenzierung der verschiede-

nen ZNS-Bereiche vom neuralen Ektoderm zum Gehirn, Neuralrohr und weiteren

Strukturen eine Rolle spielt. Während 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 ältesten untersuchten Embryonalstadium von 12.5

dpc. Daher lässt 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 für 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 Oberflächen-

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 Säugetierohrs entstehen. Die

Regulation dieses Prozesses wird durch komplizierte Interaktionen einer Vielzahl
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von Faktoren gewährleistet (Fekete, 1996, 1999; Fritzsch et al., 1997; Torres und

Giraldez, 1998). Die starke Expression von Sall2 im sehr frühen Stadium der In-

nenohrentwicklung lässt 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 lässt sich somit eine Beteiligung dieser Gene bei der Differenzierung und der

späteren Funktion der Niere annehmen.

Das Sall2-Gen wird lateral im optischen Vesikel exprimiert, zudem ist eine Ex-

pression im Linsenvesikel während 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 könnte

das Sall2-Protein möglicherweise beteiligt sein, indem es bei der Vermittlung der

Signale oder der folgenden Reaktion der Gewebe beteiligt ist.

Abbildung 4.6: Die Entwicklung des Vertebratenauges. A: Das optische Vesikel invaginiert
und kontaktiert das darüber 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 möglich, dass auch SALL2 eine ähn-

lich große Bedeutung in der menschlichen Entwicklung einnimmt. Zur Erzeugung

Sall2-defizienter Mäuse wurden Exon 1a und Exon 2 mit Hilfe eines knock out-

Konstrukts durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen deletiert

(s. 3.7). Die Stammzellen wurden zur Generierung von Chimären in Blastocysten

injiziert und die erhaltenen Chimären mit Mäusen der Stämme C57BL und 129/SvJ

verpaart. Heterozygote Sall2+/−-Mäuse der F1-Generation wurden untereinander

verpaart und brachten homozygote Sall2−/−-Mäuse hervor.

Außer im Genotyp unterschieden sich diese Tiere nicht von den heterozygoten

und den Wildtyp-Mäusen, ihre Nachkommenzahl war jedoch unterdurchschnittlich

(s. 3.7.5). Bei der Präparation von Embryonen aus Verpaarungen homozygoter

Mäuse auf dem Hintergrund 129/SvJ zeigten sich bei einem Teil der Embryonen

schwere Deformationen im Kopfbereich (s. Abb. 3.25), die ein ähnliches Bild zei-

gen wie es für die Anencephalie beim Menschen beschrieben wird (Norman et al.,

1995). Da alle geborenen Mäuse völlig normal waren, muss davon ausgegan-

gen werden, dass diese Fehlbildungen zum pränatalen Absterben führen oder

betroffene Tiere aufgrund ihrer geringeren Vitaliät im Vergleich zu den normalen

Tieren von der Mutter durch Kannibalismus aus dem Wurf entfernt werden. Da

das Sall2-Gen während der Embryonalentwicklung stark im Kopfbereich expri-

miert wird, könnte es sich um einen aus der Deletion des Gens resultierenden

Phänotyp handeln.

Fehlbildungen des Neuralrohrs, zu denen die Spina bifida, die Enzephalozele

und die Anencephalie gerechnet werden, betreffen eines von 1 000 Neugebore-

nen (Jorde et al., 1995). Die Anencephalie führt in den meisten Fällen kurz nach

der Geburt zum Tod (Norman et al., 1995). Der Phänotyp präsentiert sich zumeist

in dem Fehlen des Schädeldaches, einer fehlenden oder nach hinten gewölbten

Stirn, hervorstehenden Augen, congenitalen Herzfehlbildungen und verlängerten

Armen (Norman et al., 1995). Fälle von Anencephalie wurden in Fällen 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 Schließung 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 Säu-

getieren wird die Schließung des Neuralrohrs an verschiedenen Stellen entlang

der anterior-posterioren Achse initiiert, wobei die nicht erfolgte Schließung einer

dieser Stellen zu bestimmten Neuralrohrdefekten führt (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 für die Formie-

rung des Neuralrohrs der Maus beschrieben worden. Da eine Rolle von Sall2 bei

diesen Prozessen aufgrund des Expressionsmusters möglich ist, könnte 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 Phänotyp haben, zum anderen von multiplen Um-

gebungsfaktoren, die in Wechselwirkung mit vielen Genen den Phänotyp beein-

flussen. Es könnte also unter den Nachkommen eines Wurfes eine unterschiedli-

che genetische Prädisposition zur Ausbildung der Deformation vorliegen. Zudem

könnte der Phänotyp durch unterschiedliche Umgebungsfaktoren entstehen oder

von ihnen verstärkt werden. Diese könnten während der Embryonalentwicklung

der Maus z. B. dadurch gegeben sein, dass die Plazenten der einzelnen Nach-

kommen unterschiedlich gut durchblutet werden.

Durch die Polygenie ließe sich auch erklären, weshalb die analysierten adulten

Mäuse keinen Phänotyp zeigen, obwohl durch einen Northern-Blot gezeigt werden

konnte, dass in den heterozygoten Nachkommen eine verringerte Transkriptmen-

ge vorliegt und die für die Deletion homozygoten Mäuse keine Sall2-Transkripte

mehr aufweisen. Der Verlust oder die Mutation eines Gens, welches an der Steue-

rung eines so wichtigen Prozesses wie die Schließung des Neuralrohrs beteiligt

ist, könnte durch weitere Gene kompensiert werden. In den Sall2−/−-Mäusen

könnten also andere Entwicklungsgene die fehlende Sall2-Aktivität ersetzen. Ei-

ne Erklärung hierfür wäre, dass durch Genduplikationen ohne Funktionsverluste

im Verlauf der Evolution eine Art Absicherung entstanden ist, um die Sensibilität

der Organismen Mutationen gegenüber zu senken. Das Auftreten dieser Entwick-

lungsstörungen als Resultat der Spontanmutation eines anderen Gens ist fast aus-
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zuschließen, da bei einem rezessiven Erbgang der Anteil betroffener Embryonen

bei 25 % liegen sollte. Dies ist hier nicht gegeben.

Um zu prüfen, ob die Funktion des Gens durch ein anderes Gen der Familie

muriner sal-ähnlicher Gene übernommen wird und dieses entprechend verstärkt

oder ektopisch exprimiert wird, wurden whole mount-in situ-Hybridisierungen mit

einer Sall1-Sonde an Sall2−/−-Embryonen durchgeführt. Sowohl in den adulten

Tieren wie auch während der Embryonalentwicklung entpricht die Expression je-

doch dem Muster in Wildtyp-Tieren.

Die partielle Überlappung der Sall2- und Sall1-Expressionsdomänen allein

könnte eventuell schon ausreichen, um die Ausprägung eines Phänotyps in den

Sall2−/−-Mäusen zu unterdrücken. Dies vermuteten auch Chu et al. (2000) bei

der knock out-Mauslinie für das FHL2 (SLIM2)-Gen, das spezifisch im Cardio-

vaskularsystem exprimiert wird. Es wurde jedoch weder ein Phänotyp noch eine

verstärkte Expression FHL2-homologer Gene, deren Expressionsmuster teilweise

überlappen, 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 verläuft. 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 Präparation von Embryonen

und die Auswertung der durchschnittlichen Nachkommenzahl zu untermauern. Es

wurde bereits mehrfach von einem Einfluss des genetischen Hintergrunds auf den

Phänotyp einer Deletion oder Mutation bei der Maus berichtet (Bonyadi et al.,

1997; LeCouter et al., 1998; Liu et al., 1993). Die Ursache hierfür liegt in der

unterschiedlichen Kompetenz des genetischen Hintergrunds zum Ausgleich be-

stimmter Genverluste.

Es muss auch in Betracht gezogen werden, dass das Sall2-Gen für die ent-

wicklungsbiologischen Prozesse der Strukturen, in denen es spezifisch exprimiert

wird, keine wesentliche Rolle spielt. Dies wäre 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 ähnlich 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
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ein Gen entstanden, das keine essentielle Funktion erfüllt, aber zur Optimierung

einer Funktion dient, die unter natürlichen Bedingungen wichtig ist.

4.3 Embryonale Expression des Gens Sall3

Ott et al. (1996) publizierten eine Arbeit mit Daten zur Expression des Sall3-

Gens, beschränkten sich dort jedoch hauptsächlich auf das ZNS. Für den Ver-

gleich mit den anderen murinen sal-ähnlichen Genen Sall1 und Sall2 wur-

den daher whole mount-in situ-Hybridisierungen zur Betrachtung weiterer Sall3-

Expressionsdomänen durchgeführt.

Das murine Sall3-Gen wird stark im ZNS in allen untersuchten Embryonal-

stadien exprimiert (s. Abb. 3.31). Im frühesten 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 Expressionsdomänen sind im anterioren Mittelhirn und im ventralen Bereich

von Mittel- und Vorderhirn lokalisiert. Die Expression des Gens begrenzt sich im

Verlauf der frühen Embryonalentwicklung vom gesamten neuralen Ektoderm auf

distinkte Bereiche des ZNS, so dass Sall3 eine Bedeutung bei der Differenzie-

rung zu bestimmten neuronalen Strukturen tragen könnte. Im Neuralrohr, das

mindestens am Tag 12.5 der Embryonalenwicklung deutliche Sall3-Expression

zeigt, könnte dem Gen eine Bedeutung bei der Differenzierung der Neuroblasten

und/oder Glioblasten zukommen.

Zu Beginn des Knospungsprozesses der Gliedmaßen wird das Gen Sall3 im

posterioren Bereich, überlappend mit der Zone polarisierender Aktivität (ZPA,

s. Abb. 4.3), exprimiert. Dem Sall3-Gen könnte daher eine Bedeutung in der

frühen anterior-posterioren Determinierung zukommen. Anschließend ist die Ex-

pression in einer relativ regelmäßig verlaufenden Zone im Bereich der Hand- bzw.

Fußplatte von anterior nach posterior lokalisiert. In dieser Phase könnte das Gen

Funktionen beim proximo-distalen Wachstum erfüllen. Dafür spricht die partiell

mit der PZ überlappende Expressionsdomäne. Das Sall3-Gen könnte also an

zwei wichtigen Prozessen der Gliedmaßenentsicklung beteiligt sein. Dies trifft je-

doch nur für den Beginn des Wachstums der Gliedmaßen zu, da ab 12.5 dpc keine

Transkripte mehr in den Gliedmaßenknospen gefunden werden können.

Neben den Gliedmaßenknospen wird Sall3 in einer weiteren aus dem Meso-

derm entstandenen Struktur exprimiert, den Branchialbögen. 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 Genitalhöcker

(s. Abb. 4.5). Die Lokalisierung der Expressionsdomäne im distalen Bereich las-

sen eine Bedeutung im proximo-distalen Wachstum vermuten.

Parallel zu Durchführung 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) hauptsächlich 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 -ähnlichen 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 für ein sal-ähnliches

Vertebratengen auf (≥3 weit auseinander liegende DZF-Motive in der abgeleite-

ten Aminosäuresequenz, interne Sequenzähnlichkeiten zwischen diesen Motiven,

ein EZF am aminoterminalen Ende, ein am zweiten DZF angehängter EZF). Ih-

re Ähnlichkeit untereinander ist jedoch größtenteils auf die Homologien in diesen

konservierten Bereichen beschränkt. Die hier angegebenen Daten wurden durch

einen Vergleich mit Hilfe des Programms Complign der Software MacMolly R© Te-

tra (Soft Gene, Berlin) ermittelt. Dabei wurden jeweils die gesamten abgeleiteten

AS-Sequenzen betrachtet, nicht jedoch einzelne konservierte Domänen. Daher

ergeben die Vergleiche relativ geringe Homologiewerte (s. Tab. 4.3). Die relativ

geringe Homologie von Sall2 zu Sall1 und Sall3 lässt sich zum einen durch die

Struktur des Sall2-Proteins erklären, das eine DZF-Domäne weniger aufweist und

wesentlich kürzer ist als die anderen beiden Proteine, zum anderen sind auch die

DZF weniger homolog als zwischen Sall1 und Sall3.
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AS-Sequenzen Homologie

Sall1 / Sall2 14 %

Sall1 / Sall3 26 %

Sall2 / Sall3 14 %

Tabelle 4.3: Homologievergleich der murinen sal -ähnlichen Gene. Deutlich wird die größere
Homologie zwischen Sall1 und Sall3, die Sall2-Sequenz weist im Vergleich eine weniger hohe
Konservierung auf.

4.4.2 Expressionsvergleich

Die verschiedenen sal-ähnlichen Gene der Vertebraten sind wahrscheinlich durch

Duplikationsvorgänge entstanden, wie es für viele Gene von weiteren Genfamilien

bekannt ist (Greer et al., 2000; Mansouri et al., 1996). Die Gene einer Familie kön-

nen trotz hoher Homologie in der Sequenz sehr unterschiedliche Funktionen er-

füllen, wenn sie verschiedenen Regulationsmechanismen unterliegen. Eine funk-

tionelle Äquivalenz verschiedener Gene einer Gruppe konnte z. B. für Hoxa3 und

Hoxd3 gezeigt werden, die identische biologische Funktionen erfüllen können 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 Ähnlichkeiten oder Unterschiede in ihren Funktionen zu er-

halten, wurden die Expressionsmuster der in der vorliegenden Arbeit untersuchten

sal-ähnlichen Gene der Maus verglichen. Dabei zeigte sich eine größere Ähn-

lichkeit im Expressionsmuster zwischen Sall1 und Sall3. Alle drei Gene zeigen

eine prominente Expression im ZNS. Mit Beginn der Entstehung des neuralen Ek-

toderms können alle drei Transkripte dort nachgewiesen werden. Dabei zeigen

Sall2 und Sall3 eine ausgedehntere Expression, die sich später als bei Sall1 auf

bestimmte Strukturen begrenzt. Alle drei Gene werden sowohl in unterschiedli-

chen wie auch überlappenden 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 ausgeprägt, Sall1 und Sall3 werden dort nicht oder nur schwach exprimiert.

Sall1 wird als einziges der drei Gene in den Bulbi olfactorii exprimiert. Sehr pro-

minent und bis in spätere Stadien hinein detektierbar ist bei allen drei Genen die

Expression im Neuralrohr. Dabei wird zunächst nur Sall2 im dorsalen Bereich

exprimiert. Die Transkripte von Sall1 und Sall2 sind zunächst in einer medianen

Region angesiedelt und erst später verlagert sich ihre Expression nach dorsal.

Sall2 zeigt die stärkste Expression im optischen Vesikel, also in der frühen Pha-

se der Augenentwicklung. Die Sall1-Expression in der Augenanlage tritt erst spä-

ter im Linsenvesikel auf, Sall3 wird gar nicht im Auge exprimiert. Das Sall2-Gen

zeigt eine Expression in den Gliedmaßenanlagen, es findet sich dort jedoch keine

bestimmte Expressionsdomäne. Sall1 und Sall3 dagegen werden zu Beginn der

Gliedmaßenentwicklung in sehr spezifischen Regionen exprimiert und überlappen

zu Anfang beide mit der ZPA. Die Expression von Sall1 gliedert sich nachfolgend

in einen distalen Bereich, der die ERL mit einschließt, und eine proximale Domäne

im Bereich der Hand- bzw. Fußplatte. Sall3 wird nur in einer proximalen Domäne

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 überlappenden Bereichen der

Branchialbögen exprimiert. In der Urogenitalleiste werden Sall1 und Sall2 stark in

den mesonephrogenen Tubuli exprimiert. Das Epithel des Genitalhöckers koexpri-

miert Sall1 und Sall3.

Die drei sal-ähnlichen 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 könnte dadurch entstehen, dass bei den vermutlich aufgetretenen Gendu-

plikationen im Verlauf der Evolution zunächst die Promotorbereiche mit dupliziert

wurden, nachfolgend aber unterschiedlich mutierten. Ob die verschiedenen sal-

ähnlichen Gene der Maus eine funktionelle Äquivalenz beibehalten haben, ließe

sich durch knock in-Mäuse untersuchen, in denen ein Gen durch ein anderes er-

setzt wird. Dies ist z. B. für En-1 und En-2 beschrieben (Hanks et al., 1995).
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Abbildung 4.7: Vergleich der embryonalen Expressionsmuster von Sall1 , Sall2 und Sall3 .
Gezeigt sind Embryonen der embryonalen Entwicklungsstadien 10.5 und 11.5 dpc, die mit DIG-
markierten Sonden für Sall1, Sall2 oder Sall3 hybridisiert wurden. Aufgrund der größeren Ähnlich-
keit zwischen der Expression der Gene Sall1 und Sall3 sind diese nebeneinander gestellt. A, D
und G zeigen Embryonen, die mit der Sonde gegen Sall1 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 -ähnliche Vertebratengene lassen sich in

Homologiegruppen einteilen

Zwei der drei isolierten murinen sal-ähnlichen Gene konnten aufgrund ihrer Ho-

mologie zu einem humanen sal-ähnlichen Gen isoliert werden (Buck et al., 2000;

Kohlhase et al., 2000). Zwischen diesen beiden Spezies scheint also ein hoher

Konservierungsgrad von sal-ähnlichen Genen vorzuliegen. Fast alle anderen iso-

lierten sal-ähnlichen Gene aus Vertebraten (Farrell und Munsterberg, 2000; Farrell

et al., 2001; Hollemann et al., 1996; Köster et al., 1997) zeigen eine große Homo-

logie zu einem der murinen sal-Gene und somit auch zu den humanen sal-Genen.

sal-ähnliche 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 früh von der Entwicklungslinie der höheren Säu-

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 R© Tetra gewonnenen

Homologiedaten. Die Werte sind auf die gesamte AS-Sequenz oder die präfe-

rierte Spleißvariante bezogen. Der deutlichste Unterschied zwischen der Gruppe

der Sall1-ähnlichen und der Sall3-ähnlichen Gene besteht darin, dass hauptsäch-

lich oder ausschließlich die Spleißvariante ohne den dritten DZF translatiert wird

(Farrell et al., 2001; Hollemann et al., 1996; Köster et al., 1997; Kohlhase et al.,

1999a; Ott et al., 1996). Dieser Gruppe gehören die meisten der bisher isolierten

sal-ähnlichen Vertebratengene an. Csal2 und Medaka-sal (Olsal) wurden daher

mit dieser Spleißvariante des Sall3-Gens verglichen. Die Aminosäuresequenzen

wurden aus der NCBI Genbank (zugänglich über http://www.ncbi.nlm.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 ungewöhnliche

Prozessierung keinem anderen sal-ähnlichen Vertebratengen ähnelt. Es wurde

bisher kein weiteres Gen isoliert, das in die Gruppe von Sall2 und SALL2 ein-

zuordnen ist. Ein phylogenetischer Vergleich, in ähnlicher Form von Farrell et al.

(2001) vorgeschlagen, ist in Abbildung 4.8 gezeigt. Das Modell basiert auf der

http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/
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Sall1-Gruppe Sall2-Gruppe Sall3-Gruppe

AS- Homo- AS- Homo- AS- Homo-

Sequenzen logie Sequenzen logie Sequenzen logie

Sall1 / SALL1 90 % Sall2 / SALL2 88 % Sall3 / SALL3 78 %

Sall1 / Csal1 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 erhältlichen Aminosäuresequenzen zugrunde
gelegt.

Annahme, dass zunächst 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 o.ä. erworbene

vierte DZF-Motiv wieder verloren haben (Kohlhase, 1996). Die andere Linie ver-

änderte sich weiter und brachte drei verschiedene Gruppen hervor, die alle für vier

DZF-Domänen kodieren und dennoch charakteristische Unterschiede aufweisen.

Abbildung 4.8: Phylogenetischer Vergleich aller sal -ähnlicher Vertebratengene. Die Gene
können 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 für die Gliedma-

ßenentwicklung bei Vertebraten, da er während der Embryonalentwicklung in vivo

manipuliert werden kann, z. B. durch Transplantationsexperimente oder Applika-

tion synthetischer Signalmoleküle (Gilbert, 1997). Die Expression von Csal1 in

den Gliedmaßenknospen des Huhns (Farrell und Munsterberg, 2000) ähnelt sehr

dem für Sall1 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 Flügel- 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 lässt sich die Vermutung ab-

leiten, dass die beiden homologen Gene trotz der großen Überlappung der Ex-

pressionsdomänen in späteren Stadien der Embryonalentwicklung unterschiedli-

chen Regulationsmechanismen bzw. unterschiedlichen Regulatorgenen unterwor-

fen sind. Das frühe Expressionsmuster ist jedoch sehr ähnlich, so dass einige

Beobachtungen aus dem Huhn auf die Maus abgeleitet werden können. Farrell

und Munsterberg (2000) stellten für das Huhn fest, dass Sonic hedgehog (Shh)

die Csal1-Expression nur zusammen mit weitere Faktoren aus der epithelialen

Randleiste (ERL) erhöhen kann. Zudem vermuten die Autoren eine Kooperation

von Wnt3a und Wnt7a mit Fgf-Signalen zur Induktion und Aufrechterhaltung der

Csal1-Expression. Die Sall1-Expression könnte also unter der Kontrolle verschie-

dener Signalmoleküle stehen. Die mögliche Regulation von Sall1 durch shh wird

in 4.6 ausführlicher 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 lässt sich feststellen, dass alle bisher bekannten Gene der Gruppe

Sall1-ähnlicher Gene während 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-

ähnlicher Gene gehören, wurden bisher nicht isoliert.

Wie in Tabelle 4.4 gezeigt, gehören die meisten bisher isolierten sal-ähnlichen

Vertebratengene der Gruppe der Sall3-ähnlichen 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; Köster 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 frühen

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

Expressionsdomänen der homologen Gene aus verschiedenen Spezies partiell.

Die Expression des Csal2-Gens in den Gliedmaßenknospen des Huhns ist wie

bei dem Sall3-Gen nur vorübergehend und beginnt im posterioren Bereich (Far-

rell et al., 2001), jedoch ist die Expressionsdomäne stets auch auf diesen Bereich

der sich entwickelnden Gliedmaßenknospen begrenzt. Bei Xenopus wird Xsal-

1 in einer der PZ entsprechenden Region exprimiert (Hollemann et al., 1996).

Ein identisches Expressionsmuster beschreiben Köster et al. (1997) bei Meda-

ka. Farrell et al. (2001) berichten von einer Expression des Csal2-Gens im Ge-

nitalhöcker des Huhns, wie sie auch bei Sall3 festzustellen ist. In Medaka liegen

Medaka-sal-Transkripte im exkretorischen System vor (Köster et al., 1997). Csal2

wird im Augenbecherstiel exprimiert, Medaka-sal im Augenbecherstiel und im op-

tischen Vesikel. Sall3 wird dagegen nicht während 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 übereinstimmendes

Expressionsmuster. Somit scheint die Bedeutung, die diese Gene bei der Steue-

rung von Entwicklungsprozessen einnehmen, über die weite evolutionäre Spanne

von Fisch zu Mensch bemerkenswert gleich geblieben zu sein.

4.6 Zur Regulation des murinen sal -ähnlichen

Gene durch Sonic hedgehog

In einem multizellulären Organismus ist die Ausbildung der Strukturen von Posi-

tionierungsinformationen abhängig, die durch vorübergehende Gradienten sekre-
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tierter Signalmoleküle generiert werden (Lawrence und Struhl, 1996). Diese ab-

gestufte Aktivität wird durch die differenzielle Expression von Zielgenen dauerhaft

etabliert. In Drosophila wird eines dieser Signalmoleküle zur Positionierung und

Musterbildung von dem Segment-Polaritätsgen hedgehog (hh) kodiert. Es vermit-

telt die Musterbildung während der Segmentierung (Lee et al., 1992) und während

der Determinierung der Imaginalscheiben (Tabata und Kornberg, 1994). Das dif-

fundierende Hh-Protein vermittelt die Musterbildung im Embryo sowohl über kurze

als auch über lange Distanzen (Chuang und Kornberg, 2000; Johnson et al., 1996;

McMahon, 2000).

In Säugetieren 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

Signalmolekülen (Zardoya et al., 1996). Aus dieser Familie ist sonic hedgehog

(shh) am besten charakterisiert. Zunächst wird shh im Embryonalknoten expri-

miert, ist dann während der Achsenformierung in der ventralen Mittellinie lokali-

siert und nachfolgend im Notochord, in der Bodenplatte und im anterioren Bereich

im prächordalen Mesoderm angesiedelt. Später findet sich shh-Expression in der

ZPA der sich entwickelnden Gliedmaßenknospen und im exkretorischen System

(Hammerschmidt et al., 1997).

Die Strukturierung des Vertebratenauges wird durch Shh, das vom darunter-

liegenden prächordalen Mesoderm der embryonalen Mittellinie sezerniert wird,

vermittelt. shh-defiziente Mäuse zeigen Zyklopie (Chiang et al., 1996), was die

Vermutung nahelegt, dass Mittelliniensignale von Shh für die richtige Separati-

on der anterioren Augendomäne benötigt werden. Shh spielt eine wichtige Rolle

bei der Musterbildung des Zentralen Nervensystems (Goodrich und Scott, 1998;

Hammerschmidt et al., 1997; McMahon, 2000), da es für die Differenzierung ver-

schiedener Zelltypen im ventralen Rückenmark benötigt 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). Während der Gliedma-

ßenentwicklung wird Shh in der ZPA generiert und ist an der Organisation der

anterior-posterioren Polarität der Gliedmaßen beteiligt (Kraus et al., 2001; Wang

et al., 2000; Yang et al., 1997).

Alle Mitglieder der Hh-Familie agieren vermutlich über 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 große Ähnlichkeit zwischen den embryonalen Expressions-

domänen muriner sal-ähnlicher Gene und denjenigen des shh-Gens. Sall1

und Sall3 werden wie shh in der Mittel-Rautenhirn-Grenze (MRG), dem Neural-

rohr, den Gliedmaßenknospen sowie in Bereichen des exkretorischen Systems

(Mesonephros, Metanephros) exprimiert. In Drosophila wird sal in der Flügel-

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

(Köster et al., 1997).

Um die Abhängigkeit der Expression sal-ähnlicher Gene in der Maus vom Shh-

Signal zu prüfen, wurden shh−/−-Embryonen mit Sonden für Sall1, Sall2 und Sall3

hybridisiert (s. Abb. 3.32). Dabei zeigt sich zunächst ein recht ähnliches Expres-

sionsmuster zwischen den Deletionsmutanten und den Wildtyp-Embryonen, bei

einer genaueren Analyse lassen sich dann jedoch signifikante Unterschiede in

bestimmten Domänen feststellen. Das trifft besonders für den Kopfbereich zu,

wo bei allen drei Genen mehrere Expressionsdomänen kleiner und/oder diffuser

erscheinen als bei den Wildtyp-Embryonen. So ist die Transkription von Sall1 in

der MRG der shh−/−-Embryonen schon an 10.5 dpc nicht mehr detektierbar, und

die aneinander angrenzenden und überlappenden Expressionsdomänen der drei

Gene im Mittelhirn sind in den Deletionsmutanten stark eingeschränkt. Hier könn-

te man also eine Abhängigkeit der Sall1-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 würde die Rolle

von shh nicht darin liegen, die Transkription von Sall1 zu induzieren, sondern auf

bestimmte Gewebe zu lokalisieren. Die Expression in den Gliedmaßenknospen

ist ebenfalls in den shh−/−-Embryonen beeinträchtigt. Sall1-Transkripte sind nur

in den distalen Bereichen festzustellen, und das vornehmlich im mittleren Bereich
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exprimierte Sall3 lässt eine wesentlich reduzierte Transkription erkennen. Even-

tuell werden also Sall1 und Sall3 in den mittleren Regionen der Gliedmaßenknos-

pen durch Shh reguliert. Weitere Expressionsdomänen wie der Genitalhöcker, die

Branchialbögen und die Schwanzspitze scheinen in den knock out-Mäusen unbe-

einflusst zu sein.

Die Auswertung dieser Ergebnisse unterliegt der Problematik, dass sich das

äußere Erscheinungsbild der shh−/−-Embryonen stark von dem der Wildtyp-

Embryonen unterscheidet (Chiang et al., 1996). Es muss daher die Möglichkeit 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 abhängig. Ist also die

entsprechende Region wie z. B. ein Mittelhirn-Bereich nicht oder nur rudimentär

vorhanden, bleibt auch die Expression der für diese Region spezifischen Gene

aus oder ist auf den verkleinerten Bereich beschränkt. Weitere Untersuchungen

können diese Problematik beheben, indem für 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 Weiterführende Arbeiten

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eröffnen vielfältige Möglichkeiten für weite-

re Forschungsarbeiten. Ein bedeutender Schritt wird dabei die Analyse der Sall1-

knock out-Mäuse sein. Hieraus können Rückschlüsse auf die Funktion des Gens

bei der Maus und beim Menschen gezogen werden. Dabei könnten genaue Un-

tersuchungen der beim TBS betroffenen Organe Erkenntnisse über die Entste-

hung der Fehlbildungen liefern. Bei einem Phänotyp, der auf eine ähnliche funk-

tionelle Bedeutung des Sall1- und SALL1-Gens bei der Maus und beim Menschen

schließen lässt, würde durch die Herstellung einer knock in-Maus, in welche ein

Konstrukt mit einer TBS-typischen Mutation eingebracht wird, ein idealer Modell-

organismus für das TBS geschaffen werden. Über die gegen das murine Sall1-

und das humane SALL1-Protein erzeugten Antikörper könnte sich klären lassen,

ob durch die zum TBS führenden Mutationen ein trunkiertes SALL1-Protein, das

über den Dominant-Negativen Effekt eine Haploinsuffizienz bewirkt, entsteht, oder

das verkürzte Protein durch Proteolyse wieder abgebaut wird. Auch wird es dann
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möglich sein, die Lokalisation des Proteins im Gewebe zu bestimmen.

Für die Sall2-knock out-Linie sind in nächster Zeit weitere Ergebnisse zu er-

warten. Sollte sich die Vermutung, mit Sall2 ein wichtiges Signal zur Gehirnent-

wicklung identifiziert zu haben, bestätigen, würden weitere Untersuchungen z. B.

die Hybridisierung der Embryonen mit bekannten Markergenen für die Gehirnent-

wicklung einschließen. Sollte damit die Einordnung des Gens in die Signalkaska-

de gelingen, wäre ein wichtiger Schritt zur Aufklärung der Bedeutung des Gens

in den Säugetieren getan. Eine Kreuzung der Sall1- und Sall2-knock out-Linien

könnte neue Anhaltspunkte für eine partielle Redundanz der biologischen Funk-

tionen der beiden Gene liefern. Langfristig sollte auch eine Sall3-knock out-Maus

hergestellt werden, um die Erkenntnisse über die Bedeutung der sal-ähnlichen

Gene in Säugetieren zu komplettieren.



5 Zusammenfassung

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 über die Herstellung einer

Restriktionskarte, Klonierungen und Sequenzierungen. Anhand einer Northern-

Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass das Sall1-Gen am stärksten 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-

maßen 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 vollständige 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 Chimären werden zur Zeit mit Wildtyp-

Mäusen gekreuzt. Ein Antiserum aus Kaninchen, das gegen ein humanes SALL1-

Peptid hergestellt worden war, wurde durch das Binden des Peptids an eine Säule

aufgereinigt. Anhand des aufgereinigten Antikörpers konnte das homologe Sall1-

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 größtenteils 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 Exon 1a und Exon 2 in embryonalen Stammzellen eingesetzt. Positive

ES-Zellen wurden in Blastocysten injiziert und die daraus enstandenen Chimären

mit Wildtyp-Mäusen verpaart. Mittels Genotypisierung über PCR identifizierte he-
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terozygote Sall2+/−-Mäuse der F1-Generation wurden weiter verpaart und die in

der F2-Generation auftretenden für die Deletion homozgygoten Mäuse auf einen

Phänotyp hin untersucht. Die adulten Mäuse zeigten keine Auffälligkeiten, die

durchschnittliche Anzahl an Nachkommen bei Verpaarungen von homozygoten

Sall2−/−-Mäusen war jedoch geringer als normal. Durch die Präparation von Em-

bryonen konnte gezeigt werden, dass mehrere Embryonen Defekte in der Schlie-

ßung des Neuralrohrs aufwiesen, die wahrscheinlich zum pränatalen Absterben

der Tiere führen. Ein Bereich aus Exon 2 wurde für die Herstellung eines Strep-

tag-Fusionsproteins zur Produktion eines Antiserums ausgewählt. Anhand des

Strep-tag-spezifischen StrepTactin-Moleküls wurde die Überexpression des Fusi-

onsproteins in Bakterienkulturen nachgewiesen und nach einer Aufreinigung des

Proteins mit der Immunisierung von Kaninchen begonnen.

Anhand der in der Genbank veröffentlichten 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-ähnlichen Gene der Maus wur-

den anhand ihrer Expressionsdaten verglichen. Durch die whole mount-in situ-

Hybridisierung von shh−/−-Embryonen mit den drei Sonden für Sall1, Sall2 und

Sall3 konnte gezeigt werden, dass die für andere Vertebraten gezeigte Abhän-

gigkeit der sal-Expression von Sonic hedgehog für die Maus nur in bestimmten

Organen zutrifft. Es wurde gezeigt, dass die murinen sal-Gene für ihre Expressi-

on nicht generell auf das Shh-Signal angewiesen sind.
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Anhang

Gen Genbank-Zugangsnummer
Sall1 NM021390
Sall2 AJ007396
Sall3 X97581
SALL1 NM002968
SALL2 X98834
SALL3 AJ007421
Csal1 AF288697
Csal2 AF304358
Xsal-1 L46583
Xsal-3 AB030827
Medaka-sal U77376

Tabelle A.1: Genbank-Zugangsnummern der verglichenen sal -ähnlichen Gene von Verte-
braten. Diese Nummern werden von der genebank-Datenbank als accession numbers ver-
geben. Die Datenbank ist über die entsprechenden www Server (z. B. NCBI Blast Notebook,
http://www.ncbi.nlm.nih/) zugänglich.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/
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Anhang 162

Abbildung A.1: Genomische Nukleotidsequenz des Sall1 -Gens. Dargestellt ist der in der vor-
liegenden Arbeit sequenzierte Bereich des Sall1-Gens ohne regulatorische Regionen und Exon
1a. Die DNA-Sequenz des kodierenden Stranges der cDNA ist in Großbuchstaben angeführt,
die intronische Sequenz in Kleinbuchstaben. Das Translationsstart- und Stoppkodon sowie die
Exon/Intron-Übergänge sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Nummerierungen für die Nu-
kleotidsequenz ist auf beiden Seiten angegeben.
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Anhang 168

Abbildung A.2: Genomische Nukleotidsequenz des 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 Großbuchstaben angeführt, die intronische Sequenz
in Kleinbuchstaben. Die beiden alternativen Translationsstartpunkte, das Stoppkodon sowie die
Exon/Intron-Übergänge sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Nummerierungen für die Nu-
kleotidsequenz ist auf beiden Seiten angegeben.
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