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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Foxql gehort zur Gruppe der fork head Transkriptionsfaktoren, die zuerst von Weigel et al.
(1989) mit dem Drosophila-Gen fork head beschriecben wurden. Fork head
Transkriptionsfaktoren sind gekennzeichnet durch eine 110 Aminosduren umfassende DNA-
Bindedoméne, die in allen fork head Genen hochkonserviert ist. Die Struktur dieser
Bindungsdoméne konnte von Clark et al. (1993) mittels Kristallisationsexperimenten an
HNF-3y aufgeklart werden. Mittlerweile wurden weit iiber 100 fork head Gene in
unterschiedlichen Spezies wie z.B. Ciona intestinalis, Branchiostoma lanceolatum, Gallus
gallus, Rattus norvegicus, Mus musculus und Homo sapiens beschriecben. Um eine
Vereinheitlichung der Nomenklatur in Chordata zu erreichen, werden die fork head Gene seit
2000 (Kaestner et al., 2000) als Fox-Gene (,,fork head box*) bezeichnet und entsprechend der
Homologie zwischen den fork head-Doménen in einzelne Subklassen unterteilt. Das Foxql-
Gen gehort mit insgesamt drei Fox-Genen aus Rattus norvegicus, Mus musculus und Homo

sapiens zur Q-Subklasse.

1.1  Das Foxql-Gen

Das murine Foxgl-Gen wurde 1998 in unserer Arbeitsgruppe durch Screening einer Nieren-
spezifischen cDNA-Bibliothek mittels einer Sonde isoliert, welche die fork head-Doméne des
HNF3a-Gens der Ratte enthielt. Das Foxgl-Gen ist lokalisiert auf dem Chromosom 13 der
Maus, ungefiahr 16,8 ¢cM vom Zentromer entfernt (Frank und Zoll, 1998; Hong et al., 2001).
Es besteht aus einem Exon und kodiert fiir eine Aminosduresequenz, die 400 Aminosduren
beinhaltet. Durch eine Northern-Blot Analyse konnte eine starke Expression des 2,7 kB
umfassenden Foxql-Transkripts in der Niere und im Magen der adulten Maus gezeigt werden
(Frank und Zoll, 1998). Eine schwache Expression konnte in Leber, Lunge, Darm und Gehirn
detektiert werden. Des Weiteren wurde eine Foxql-Expression wihrend der prd- und
postnatalen Entwicklung der Niere und des Magens in allen untersuchten Stadien beginnend
mit 18,5 days post coitum (dpc) beobachtet. Mit Hilfe einer RT-PCR Analyse liel} sich ein
Foxql-Transkript in allen untersuchten embryonalen Stadien beginnend mit 10,5 dpc
detektieren. In situ Hybridisierung an Gewebeschnitten der adulten Niere liel eine Expression
von Foxgl in der duBeren Medulla, in den Markstrahlen und im Transitionalepithel des

Nierenbeckens erkennen.
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Bieller et al. (2001) konnten eine starke Expression des humanen 2,7 kB umfassenden
FOXQ1-Gens in der gastrischen Mucosa des menschlichen Magens zeigen. Mit Hilfe des
humanen MTE Array konnte ferner eine starke Expression in der Speicheldriise, der Trachea
und der Blase beobachtet werden. Auflerdem wurde eine stark gesteigerte Expression von
FOXQL1 in einem Colonkarzinom im Vergleich zu normalem Colongewebe detektiert. Mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnte FOXQ1 auf die zur Maus syntéinen Region
6p23-25 des Menschen lokalisiert werden. Das vermutlich intronlose humane Gen kodiert fiir
ein 403 Aminosduren umfassendes Protein, dessen fork head-Doméne eine Homologie von
100 Prozent zur fork head-Doméne des Foxql der Maus aufweist. Die Homologie zum
murinen Foxgl liber den gesamten kodierenden Bereich des Gens liegt bei 82 Prozent.

Im Rahmen einer Dissertation in der Arbeitsgruppe Zoll (Pasche, 2001) konnte eine
vermutete Kernlokalisation des murinen Foxql-Proteins mit Hilfe eines Foxql-GFP
Fusionsproteins in der NP1-Nierenzelllinie gezeigt werden. Ferner wurde in der Dissertation
der Promotorbereich des Foxql-Gens detailliert untersucht. Es konnte ein zwischen Maus und
Mensch hochkonservierter 400 Bp umfassender Bereich beginnend etwa 500 Bp vor dem
Translationsstartpunkt gefunden werden, der unter anderem putative Bindestellen fiir SP-
Faktoren, NF-Y, MZF-1 und Foxql enthélt. Luciferase-Assays mit verschiedenen
Promotorkonstrukten lieen eine essentielle Beteiligung zweier putativer SP-Bindungsstellen
im Bereich von 641 Bp bis 691 Bp vor Translationsstart an der Transaktivierung des Foxql-
Gens vermuten. Gel Retardation Assays mit spezifischen Antikorpern gegen Spl- und Sp3-
Transkriptionsfaktoren konnten ferner eine Bindung von Spl bzw. Sp3 an die zuvor
beschriebenen putativen Sp-Bindungsstellen aufdecken, wobei Spl mit hoherer Affinitit an
die Bindungsstelle bei 641 Bp vor Translationsstart bindet. SP3 bindet bevorzugt an die Sp-
Bindungsstelle bei 691 Bp vor Translationsstart.

Um die Funktion des Foxql-Gens zu untersuchen, wurde im Rahmen der zuvor erwidhnten
Dissertation damit begonnen, Foxql-defiziente Mause mittels homologer Rekombination zu
generieren. Dafiir wurde die gesamte kodierende Region des Gens deletiert. Die daraus
resultierenden adulten Foqu" -Maiuse zeigten jedoch keinen offensichtlichen Phénotyp.
Wihrend der Erzeugung Foxql-defizienter Méduse wurde in einer Veroffentlichung von Hong
et al. (2001) fiir Satin-Mé&use (sa) gezeigt, dass sie eine Mutation im Foxql-Gen tragen. So
wurde fiir das urspriingliche sa Allel gezeigt, dass es eine durch y-Strahlen induzierte
intragenische Deletion von 67 Bp (Position 686 — 752 nach Translationsstart) im Foxql-Gen
aufweist. Diese Deletion fiihrt zu einer verkiirzten Form des Foxql Proteins, bei dem die C-

terminale putative Transaktivierungsdoméne fehlt. Homozygote Satin-Méuse weisen ein
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seidig glanzendes Fell auf, das aus einer Fehlentwicklung der innersten Haarschicht, der
Medulla, resultiert. Des Weiteren wurde von dieser Arbeitsgruppe eine Expression von Foxql
in den medullaren Vorlduferzellen mittels in situ Hybridisierung detektiert.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte darauthin der Phinotyp der Foxql-defizienten Mause
genauer analysiert werden. Neben der Untersuchung der Haarstruktur sollten vor allen Dingen
die Entwicklung, die Histologie und die funktionelle Analyse des Magens von Foxq 17" -Tieren

im Vordergrund stehen. Hierzu wurden von Hong et al. (2001) keine Daten présentiert.

1.2 Magenexprimierte Gene

Der Magen, seine Funktion und das Zusammenspiel [ — — — — — _
der einzelnen Zelltypen der gastrischen Mucosa sind
schon seit Jahren ein Feld des Interesses. Allerdings i

konnten erst in den letzten Jahren einzelne Gene

identifiziert werden, die zum einen in die

i @ ~— Pre-parietal cell
- +—— Mini-granule

Magenentwicklung, die Zellerneuerung und die

______ , I". "‘“"‘—F're-r?g}:]kcell
Synthese der verschiedenen Magensekrete involviert

MNeck cells

sind und zum anderen an der Genese von

Pre-zymogenic
cell

Magenkarzinomen beteiligt sind. So wurde fiir das in

den Entero-endokrinen G-Zellen exprimierte und

Zymogenic
cells

sekretierte Hormon Gastrin gezeigt, dass es neben der Base

Stimulierung der Magensauresekretion (Friis-Hansen

o
-— Entercendocrine
A2 cell

et al., 1998) auch eine Rolle als Wachstumsfaktor der

gastrischen Mucosa spielt. Ein erhohter Gastrin- | — - — — — — _ 5 D

Spiegel  fiihrt zu  einer  Hyperplasie  der [Abb. 1.1: Gastrische Einheit des
Magens (Karam et al., 2003)

Magenschleimhaut durch eine erhdhte Zahl an ECL
Zellen (enterochromaffine-like) und Parietalzellen (Crean et al., 1969; Larsson et al., 1986).
Anhaltend hohe Gastrinspiegel sind aulerdem assoziiert mit ECL Zelltumoren (Hakanson und
Sundler, 1990). Fiir das pradominant im Magen exprimierte TFF1-Gen wurde gezeigt, dass es
einerseits die Regeneration der Schleimhaut stimuliert (Hoffmann, 2005) und andererseits als
Tumorsuppressor Gen fungiert. TFF1-Null-Mause entwickelten in 30% der Fille
Adenokarzinome (Lefebvre et al.,, 1996). In der Regel wird die Expression von TFF1 in
Karzinomzellen nicht beobachtet (Henry et al., 1991; Muller und Borchard, 1993). Die
Inaktivierung von TFF1 wurde durch Loss of Heterozygosity (Park et al., 2000) und
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Hypermethylierung des Promotors (Fujimoto et al.,, 2000) in Magenkarzinomen
nachgewiesen.

Um weitere magenspezifisch bzw. pridominant im Magen exprimierte Gene zu finden, wurde
in Vorarbeiten zu dieser Dissertation eine auf PCR basierende subtraktive cDNA-Bibliothek
erstellt. Hierfiir wurden die Transkriptome von Magen und Diinndarm miteinander
verglichen. Die resultierenden cDNA-Fragmente wurden sequenziert und mittels
Datenbankrecherche néher charakterisiert (siche Tab. 3.4). Hieraus sollten nicht beschriebene
bzw. unbekannte Gene, denen eine pridominante Magenexpression per Datenbankanalyse
prognostiziert wurde, ausgewihlt werden und zundchst mittels Northern-Blot Analyse an
unterschiedlichen Geweben der Maus auf ihr Expressionsmuster hin untersucht werden.
Magenspezifisch bzw. prddominant im Magen exprimierte Gene sollten daraufhin durch

weitere Expressionsanalysen charakterisiert werden.

Ziele der vorliegenden Arbeit:
Im Rahmen dieser Dissertation sollten Foxql-defiziente Miuse, die auf den ersten Blick
keinen von Wildtyp-Méusen abweichenden Phénotyp zeigen, genauer untersucht werden.
Besonderes Augenmerk sollte dabei auf die Analyse der Entwicklung, die Histologie und die
funktionelle Analyse des Magens gerichtet werden. Hierfiir wurden keinerlei Studien von
Hong et al. (2001) oder einer anderen Arbeitsgruppe verodffentlicht. Ferner sollte der von
Hong et al. (2001) beschriebene Haarphanotyp der homozygoten Satin-Mduse auch an den
Foxgl-defizienten Méusen untersucht werden.
Um weitere magenspezifische bzw. priddominant im Magen exprimierte Gene zu
charakterisieren, sollten Gene aus der subtraktiven cDNA-Bibliothek nach folgenden
Kriterien ausgewahlt werden:

- prognostizierte magenspezifische Expression bzw. pridominante Expression im

Magen

- unbekannte oder nicht charakterisierte Gene

Die prognostizierte magenspezifische Expression bzw. pridominante Expression im Magen
sollte mittels Northern-Blot Analyse verifiziert werden. Anschlieend sollte eine weitere

Charakterisierung durch detaillierte Expressionsstudien erfolgen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

MATERIAL

2.1  Chemikalien und Reagenzien

Alle Substanzen, die nicht aufgefiihrt sind, wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe) und

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Chemikalien Hersteller

Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Ampicillin Roth, Karlsruhe

Ampuwa Fresenius AG, Bad Homburg
Aqua Polymount Polyscience, Warrington (USA)

BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphat p-Toluidinsalz)
Bacto-Trypton

Borsédure

BugBuster” GST+Bind " Purification Kit
Chloroform

Coomassie-Brilliant Blau R250
Dextransulfat
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
DIG Nucleic Acid Detection Kit
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Dithiothreitol (DTT)

DPBS

dNTPs (100mM)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Mallinckrodt Baker B.V. , Deventer (NL)
Fluka, Neu-Ulm

Amresco, Solon (USA)

Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt

PAN Biotech, Aidenbach

Invitrogen, Karlsruhe
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Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
Entwickler

Eosin-Férbeldsung

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Eukitt mounting medium

Ficoll 400

Fixierer

Formaldehyd

Formamid, deionisiert

Glutaraldehyd

Glycerol

Héamatoxilin-Farbelosung

Hefeextrakt

Heparin, Natriumsalz

Histamin Dihydrochlorid
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)

Kanamycin

Methanol

Milchpulver

3 (N-Morpholino)-Propansulfonsiure
(MOPS)

Natriumacetat

Natriumcacodylat

Natriumhydroxid

Nitro Blau Tatrazolium Chlorid (NBT)
NuPAGE® MOPS SDS Running buffer
NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel
NuPAGE® LDS Sample buffer
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Orange-G

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

Kodak, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Mallinckrodt Baker B.V. , Deventer (NL)
Eurobio, Courtaboeuf (FR)
Fluka (Sigma-Aldrich), Miinchen
Applichem, Darmstadt

Kodak, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Mallinckrodt Baker B.V. , Deventer (NL)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
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Pentagastrin

Phenol

Puffer P1

Puffer P2

Puffer P3

QIAquick Gel Extraction Kit
Radioaktiv markiertes [o **P]-dCTP
Rapid-Hyb" Puffer
Rediprime®II

RNAse A

Saccharose

Salzsdure

TriReagent®

Tris

Tween 20

VECTASHIELD" Mounting Medium

2.2  Biochemikalien und Enzyme

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Molecular Research Center, Cincinnati (USA)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Enzym

Hersteller

Complete mini,

Proteinase Inhibitor Cocktail
MangoTaq

DNAse (RNAse frei)
Platinum-Tag-DNA Polymerase
Proteinase K, PCR grade
Restriktionsendonukleasen

Reverse Transkriptase SuperScript II

RNAse A

Roche Diagnostics, Mannheim
Bioline, Luckenwalde
Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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2.3 Gebrauchswaren

Nicht aufgefiihrte Gebrauchswaren wurden von den Firmen Omnilab (Gottingen), sowie

Sarstedt (Niimbrecht) und Greiner (Frickenhausen) bezogen.

Gebrauchsware

Hersteller

Blotting Papier GB 002
Blotting Papier GB 003
Hybond®-XL Membran
Fixogum

MicroSpin S-200 HR Séule
Porablot NY plus Membran
Pipettenspitzen
Reaktionsgefille

Rontgenfilme

Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schiill, Dassel
GE Healthcare, Miinchen
Marabuwerke, Tamm

GE Healthcare, Miinchen
Macherey-Nagel, Diiren
Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Perbio Science, Bonn

Menzel-Gléser, Braunschweig

Schleicher & Schiill, Dassel

SuperFrost Plus Objekttrager
Turbo-Blot-Apparatur

2.4 Sterilisationsverfahren

Gebrauchswaren, Losungen und Kulturmedien wurden bei 121°C und 1,5 Bar autoklaviert
oder iiber Nacht bei 220°C hitzesterilisiert. Hitzeempfindliche Losungen wurden sterilfiltriert.
Wissrige Losungen fiir RNA-Priparationen und RNA-Analysen wurden mit 0,1% (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, fiir 12 bis 24 h bei RT inkubiert und anschlieend

autoklaviert.


http://www5.amershambiosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/Products?OpenDocument&parentid=577900&moduleid=46938
http://www5.amershambiosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/Products?OpenDocument&parentid=577900&moduleid=46938
http://www5.amershambiosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/Products?OpenDocument&parentid=577900&moduleid=46938
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2.5  Puffer und Stammldsungen

Die Losungen fiir den routineméfigen Laborbetrieb wurden nach Sambrook et al. (1989)
angesetzt. Die benétigten Chemikalien wurden den Erfordernissen gemil in bidestilliertem

oder DEPC-behandeltem Wasser geldst und nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert.

Losung/Puffer Zusammensetzung
Ampicillin-Stammlésung 50 mg/ml in H,O
AP (Alkalische Phosphatase)-Puffer 100 mM NacCl

50 mM MgCl,

100 mM Tris/ HCI pH 9,5

BCIP-Stocklosung 50 mg/ml in DMF
Blockierungslosung
(in situ-Hybridisierung) 4% Bovines Serum Albumin (BSA)
1x PBS
Blockpuffer I 5% Milchpulver
1x PBS
Coomassie-Entfarbelosung 30 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure
Coomassie-Farbelosung 30% (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure

0,05 % (w/v) Coomassie-Brilliant Blau R250

50 x Denhardts Losung 1 % (w/v) Rinderserumalbumin
1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1 % (w/v) Ficoll 400
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Denaturierungslosung

DEPC-H,O

dNTP-Mix

Histamin-Stammlosung

Hybridisierungslosung (in situ)

I[PTG-Stammlosung

Kanamycin-Stammldsung

Lachs-Spermien-DNA

NBT/BCIP-Férbelosung

NBT-Stocklosung
10x MOPS Puffer

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Inkubation fiir 24 h unter Riithren und

anschlieBend Dampfdrucksterilisation

10 mM dATP
10 mM dGTP
10 mM dCTP
10 mM dTTP in Ampuwa

50 mg/ml in 0,9% NaCl-Lésung

40% (v/v) deionisiertes Formamid
10% (w/v) Dextransulfat

1x Denhardts Losung

4x SSC

250 pg/ml Hefe t-RNA

100 mM in H,O

50 mg/ml in H,O

100 pg/ml (Scherung durch Sonifikation)
200 ml NBT/BCIP-Stocklésung (Roche)
oder

45 ul NBT-Stocklosung +

35 ul BCIP-Stocklésung

in 10 ml AP-Puffer

75 mg/ml in 70% DMF

50 mM Natriumacetat

10
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Neutralisationslosung

Paraformaldehyd-Ldsung (4 %)

1 x PBS

1 x PBT

Pentagastrin-Stammldsung

RNA-Ladepuffer

RNA-Probenpuffer

Puffer 1 (in situ)

20 x SSC

Stopp-Mix

10 mM EDTA
200 mM MOPS (pH 7,0)

0,5 M Tris/HCI (pH 5,5)
1.5 M NaCl

4 % (w/v) PFA
in 1 x PBS auf 60 °C erhitzen

130 mM NacCl
7 mM NazHPO4
4 mM NaH,HPO4

0.1% Tween-20 in 1 x PBS

20 mg/ml in DMF

Stopp-Mix
0,025% Ethidiumbromid

1,5 x MOPS-Puffer
9,25% Formaldehyd
60% Formamid

100 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl

3 M Na(Cl
0.3 M Na; Citrat (pH 7.0)

15% Ficoll 400
200 mM EDTA
0.1% Orange G
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5 x TBE 445 mM Tris/HCI (pH 8,0)
445 mM Borsaure
10 mM EDTA

2.6 Medien und Zusétze

LB-Medium (pH 7,5) 1 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

Zusitze zur Selektion: Ampicillin (50 pg/ml)
Kanamycin (50 pg/ml)
IPTG (100uM)
0,4% X-Gal
Agarplatten enthielten 1,5 % (w/v) Agar.
S.0.C. Medium Invitrogen, Karlsruhe
2.7  Langenstandards
1 kB DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe
0,5 - 10 Kb RNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe

2.8 Verwendete Vektoren und Bakterienstdmme

2.8.1 Vektoren

pBlueScript II SK +/- Stratagene, La Jolla (USA)
pET41a(+) Merck, Darmstadt
pGEM®-T Easy Vector System II Promega, Mannheim
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2.8.2 Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a Invitrogen, Karlsruhe
Escherichia coli BL21(DE3) Merck, Darmstadt

2.9  Gensonden, Oligonukleotide und Antikorper

2.9.1 Gensonden

HEF-2 (Rapp et al., 1989; Hanes et al., 1992)

Zur Uberpriifung der Integritit und der Quantitit von RNA wurde ein cDNA-Fragment fiir
den humanen Elongations-Faktor-2 (HEF-2) benutzt. Das als Gensonde verwendete 1,6 Kb
Fragment wurde mit Bam HI und Bgl II aus der HEF-2-cDNA abgespalten, die dem Institut
fiir Humangenetik freundlicherweise von Prof. Dr. K.H. Scheit, Max-Planck-Institut fiir
Biophysikalische Chemie, Gottingen, zur Verfligung gestellt wurde.

Zur Erstellung aller anderen Sonden wurde mittels PCR ein Fragment amplifiziert und in
pGEM®-T Easy kloniert. Durch Restriktion mit EcoRI wurden cDNA-Fragmente abgespalten,

die als spezifische Gensonden verwendet wurden.

2.9.2 Synthetische Oligonukleotide

Alle fiir die Experimente verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Operon (Koln)
synthetisiert und im lyophilisierten Zustand erworben, mit Ampuwa auf eine Konzentration

von 100 pM (100 pmol/ul) eingestellt und als Stock bei -20°C gelagert.

Name Sequenz

AmylinF1 5’-CATGCAGACTTGGGCTGTAG-3’
AmylinR1 5’-TTCAGGAAATCACCAGAGCA-3’
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AmyF1
AmyR1
CckbrF1
CckbrR1
EzrinF1
EzrinR1
Foxql 5°F1
Foxql 5’R1
mGAPDH-F
mGAPDH-R
GastF1
GastR1
Hist2RezF1
Hist2RezR1
HKAF1
HKARI1
HPRTF1
HPRTRI1
MYLKFI
MYLKRI1
NHE2F1
NHE2R1
PepsF1
PepsR1
SomaF1
SomaR1
SX-RTF1
SX-RTR1
TphlF1
TphR1

5’-GGCTGTCGGATTTATGTTGG-3’
5’-GCAATAAATGGGTCCTCAGC-3’
5’-GATGGTGATAATGACAGCGAGA-3’
5’-AGGTGTAGCTCAGCAAGTGGAT-3’
5’-CGAGAAGAAGAGGCGAGAGA-3’
5’-TGTAGCCCATAGGCTCTGCT-3’
5’-TTGGAGGTGTTCGTCCCACGCGCA-3’
5’-CAGTGGAGATGGCACGTCGTCGTC-3’
5’-CATCACCATCTTCCAGGAGC-3’
5’-ATGACCTTGCCCACAGCCTT-3’
5’-AGATGCCTCGACTGTGTGTG-3’
5’-GGCTCTGGAAGAGTGTTGCT-3’
5’-TCCTCACCACCCTCATCTTC-3’
5’-ATCCCATCCACCAGTCCATA-3’
5’-GCTGACATGATCTTGCTGGA-3’
5’-CCTGCTGGAAAACAGAGAGG-3’
5’-CGTCGTGATTAGCGATGATG-3’
5’>-TATGTCCCCCGTTGACTGAT-3’
5’-CGAGAACATCATGTGTGTCAAC-3’
5’-CCATGTTCTTGGTGTCTTTCAT-3’
5’-TCTTCGGGAAAGTCTCAGGA-3'
5’-GGGAATCAGTGGCTTGACTC-3'
5’-GGAAGAACCTGGCATTTTCA-3’
5’-CCTCCTCAAAGTTGCTCCTG-3’
5’-CCTGAGGACCTGCGACTAGA-3’
5’-GGGCCAGGAGTTAAGGAAGA-3’
5’-AGTTGGGATCATCATCGGAG -3’
5’-AGCTCTGGGTGTGGTTGAAT -3’
5’-GGCTTGCTTTCTTCCATCAG-3'
5’>-TCCAGGTGTGCATTTTCAGA-3'

14



Material & Methoden

15

2.9.3 Antikorper

Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragments
Anti-Somatostatin
Anti-H" K ATPase (B-Untereinheit)
Schaf Anti-Maus AP

(Alkalische Phosphatase) konjugiert
Ziege Anti-Kaninchen FITC
(Fluoreszeinisothiocyanat) konjugiert
Ziege Anti-Maus FITC

(Fluoreszeinisothiocyanat) konjugiert

2.10 Mausstamme

Die verwendeten Madéuse der Stimme

Roche Diagnostics, Mannheim
Zymed (Invitrogen), Karlsruhe
Acris Antibodies, Hiddenhausen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

129Sv, C57BL/6]J und CD1 stammten aus

institutseigenen Bestdnden oder dem Max-Planck Institut fiir experimentelle Medizin

(Gottingen). Die Haltungsbedingungen bestanden aus einem zwdolfstiindigen Hell-Dunkel-

Rhythmus bei 22°C und 55 + 5% relativer Luftfeuchtigkeit. Tierfutter wurde von der Firma

ssniff-Spezialdidten (Soest) bezogen.
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METHODEN

2.11  Methoden zur Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.11.1 Isolierung von Plasmid-DNA durch Minipraparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Mafistab (Minipriparation) wurde mit den
Losungen des QIAGEN-Plasmid-Kits (QIAGEN, Hilden) mittels alkalischer Lyse (Birnboim
und Doly, 1979; Birnboim, 1983) aus 5 ml LB-Ubernachtkulturen mit entsprechendem
plasmidkodiertem  Antibiotikum  durchgefiihrt, wobei auf die Reinigung iiber
Anionenaustauschersdulen verzichtet wurde. Die Qualitit dieser DNA ist hinreichend gut, um

sie in Sequenzierungsreaktionen, in Restriktionen und fiir die Insert-Isolierung einzusetzen.

2.11.2 Herstellung von Glyzerinkryokulturen

Glyzerinkryokulturen wurden aus den LB-Ubernachtkulturen der Plasmid-Minipriparationen
durch Zugabe von 500 pl sterilem Glyzerin zu 800 upl der Bakteriensuspension,

anschlieBender Durchmischung und Lagerung bei -80 °C hergestellt.

2.11.3 Ethanolfallung von DNA aus wassrigen Ldsungen

Die Ethanolfillung wurde eingesetzt, um DNA zu konzentrieren und sie von
Salzverunreinigungen zu befreien. Zur Féllung von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten
wurde der Ansatz mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) und 3 Vol kaltem
96%igem Ethanol versetzt. Die Prizipitation erfolgte durch Inkubation fiir 15 min bei -80°C
oder fiir 2 h bei -20°C. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 16000 x g zentrifugiert und das
Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet getrocknet und in

einem entsprechenden Volumen H,O aufgenommen.
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2.11.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe der Maus
(modifiziert nach Chomczynski und Sacchi, 1987)

RNA wurde mit Hilfe von TriReagent® (Molecular Research Center, Cincinnati (USA)) nach
Herstellerangaben isoliert. Zum Schutz vor RNasen wurden RNase-freie Kunststoff Einweg-
Gefidlle und Filterspitzen verwendet. Frische oder bei -80°C gelagerte Gewebe wurden in
einem Glas/Glas-Potter in 0,5-1 ml TriReagent” bei Raumtemperatur aufgeschlossen, mit 100
- 200 pl Chloroform gemischt (15 s Vortex) und nach einer Inkubationszeit von 10 min
zentrifugiert (15 min, 16000 x g, 4°C). Dadurch bildet sich eine untere organische Phase,
welche die Proteine enthélt, eine durch DNA gebildete Interphase und eine wéssrige obere
Phase, in der die RNA gelost ist. Die RNA-Phase wird in ein neues Gefdl3 liberfiihrt und
durch Zugabe von 250 - 500 ul (bezogen auf das TriReagent® Volumen) Isopropanol gefillt,
zentrifugiert (15-30 min, 15000 x g, 4°C), mit 800 ul 70%igem Ethanol gewaschen und in
RNAse freien H,O gel6st.

2.11.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Mini-Praparation und isolierter Gesamt-RNA wurde mit einem
Spektralphotometer (BioPhotometer, Eppendorf) bestimmt. Nach Abgleichen des Nullwertes
konnten die Absorption der gemessenen Nukleinsdurelosung (bei 260 nm) bestimmt und
gleichzeitig Verunreinigungen durch Proteine (bei 280 nm) bzw. Salze (bei 320 nm)
festgestellt werden. Die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration wurde nach folgender
Formel durchgefiihrt:

C [pg/ul] = (E260) x fx ¢

C = Nukleinsdurekonzentration der gemessenen Probe; E = Extinktion;

f = Verdiinnungsfaktor; ¢ = nukleinséurespezifischer Koeffizient in pg/pl

fiir doppelstrangige DNA: ¢ = 0,05 pg/pl

fiir einzelstringige DNA: ¢ = 0,025 pg/ul

fiir RNA: ¢ = 0,04 pg/ul
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2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.12.1 Reverse Transkription (Loh et al., 1989)

Bei der Erststrang-Synthese dient die mRNA als Matrize fiir das Enzym Reverse
Transkriptase, welches eine der mRNA komplementidre cDNA synthetisiert. Hierbei konnen
entweder ein Oligo(dT)-Primer, der mit dem Poly(A)-Schwanz der mRNA hybridisiert, oder
ein genspezifischer Primer verwendet werden. Im Falle des Oligo(dT) -Primers werden alle
vorhandenen mRNAs revers transkribiert, wéihrend bei der Verwendung -eines
genspezifischen Primers Transkripte umgeschrieben werden, an die der Primer binden kann.
Im Idealfall sind dies nur die Transkripte eines Gens. In einer anschlieBenden PCR wird mit
Hilfe von sequenzspezifischen Primern ein DNA-Fragment amplifiziert. Die RT-PCR wurde
mit Hilfe der SuperScript™II Reversen Transkriptase von Invitrogen (Karlsruhe)
durchgefiihrt.

Fiir die Erststrang-Synthese wurden 1 ng - 5 pg RNA zusammen mit 1 pl Oligo(dT)-Primer
(500 pg/ml) und 1 pl ANTP-Mix (10 mM) eingesetzt. Mit RNase-freiem Wasser wurde der
Ansatz auf ein Gesamtvolumen von 12 pl aufgefiillt. Zunichst erfolgte die Denaturierung der
RNA bei 65°C fiir 10 min. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurden 4 pl 5x First-Strand Puffer
und 2 pl 0,1 M DTT zugegeben und fiir 2 min auf 42°C temperiert. AnschlieBend folgten die
Zugabe von 1 ul SuperScript™II RT (Invitrogen, Karlsruhe) und eine 50 miniitige Inkubation
bei 42°C. Zuletzt wurde das Enzym fiir 15 min bei 70°C inaktiviert.

2.12.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde mit folgendem Reaktionsansatz durchgefiihrt:

x pl Template-DNA (10— 200 ng DNA)
Il forward Primer (10 pmol/pl)

1l reverse Primer (10 pmol/ul)

I ul dNTP-Mix (10 mM)

Sul Taqg-Polymerase Puffer (10x)

0,4 ul Taq-Polymerase (2,5 U/ul)

ad 50 pl Ampuwa
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Die DNA-Amplifikation erfolgte mittels 30-40 Zyklen in einem PTC-200 Thermocycler der
Firma MJ Research. Die Anzahl der Zyklen, die einzelnen Temperaturschritte und die
jeweilige Dauer der Zyklen mussten fiir jedes DNA-Fragment und die dafiir eingesetzten

Primer neu gewéhlt werden. Ein Zyklus bestand aus folgenden Einzelschritten:

95°C 5 min Vordenaturierung
94°C 30s Denaturierung
x°C (primerspezifisch) 30s 30-40 Zyklen  Annealing

72°C 1 min/kb Elongation

72°C 5 min Endelongation
4°C 0 Aufbewahrung

2.12.3 RT-PCR Analysen an Intron-losen Genen

Bei der RT-PCR Analyse von Intron-losen Genen muss vorher die genomische DNA, die
nach der RNA-Priparation in geringen Mengen vorhanden ist, eliminiert werden. Dazu
wurden 2 - 5 ul RNA einer DNAse-Behandlung nach Herstellerangaben (Roche, Mannheim)
unterzogen.

Um die Eliminierung der DNA zu bestétigen wurde eine Kontroll-PCR mit der behandelten
RNA durchgefiihrt und auf einem Agarosegel aufgetragen. Wenn kein Signal nach der PCR
mit behandelter RNA zu erkennen war, konnte diese RNA fiir die weitere RT-PCR Analyse

verwendet werden.

2.12.4 DNA-Sequenzanalyse (Sanger et al., 1977)

Die nichtradioaktive Sequenzierung basiert auf dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens
(Sanger et al., 1977), wobei vier Didesoxynukleotide zum Einsatz kommen, die jeweils mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, welche wiederum wihrend der
gelelektrophoretischen Analyse iiber Laserabtastung automatisch detektiert werden. Die
Sequenzreaktion wurde mit 200 ng/kb Plasmid-DNA, 10 pmol sequenzspezifischem Primer

und 4 pl ET-Mix (DYEnamic ET Dye Terminator Kit (MegaBACE), GE Healthcare,
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Miinchen) in einem Gesamtansatz von 10 pl aufgefiillt. Die Kettenabbruchreaktion wurde als

PCR in einem Thermocycler mit dem folgenden PCR-Programm betrieben:

95°C 1 min Denaturierung
95°C 20 s Denaturierung
60°C 30s 25 Zyklen Annealing
60°C 1 min Elongation
60°C 5 min Elongation

Anschlieend wurde der Ansatz mit 10 pl H20O aufgefiillt und iiber eine Sephadex
MultiScreen-HV Platte (Millipore) aufgereingt. Die gelelektrophoretische Analyse erfolgte
mit der automatischen Sequenzieranlage MegaBACE™1000 der Firma GE Healthcare

(ehemals Amersham).

2.13  Gelelektrophoretische Methoden

2.13.1 Auftrennung von DNA Uber Agarosegele

Zur Analyse und Grdéflenbestimmung von DNA wurden 0,8% bis 1,5%ige Agarosegele mit
0,4 pM Ethidiumbromid eingesetzt. Die DNA-L&sungen wurden mit 1/5 Stopp-Mix versetzt
und bei 100V fiir 1 bis 2 h elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 0,5x TBE.
Durch Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA-Doppelhelix konnte die DNA unter
UV-Beleuchtung sichtbar gemacht werden.

2.13.2 Auftrennung von RNA Uber Formaldehyd-Agarosegele

Die Auftrennung erfolgte in 1% bis 1,5%igen Formaldehydgelen nach Sambrook et al.

(1989). Die RNA-Proben wurden in 2 Volumen RNA-Probenpuffer 10 min bei 65°C
denaturiert und anschlieBend 5 min auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 6 pl RNA-
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Ladepuffer wurden die Proben mit 1x MOPS-Puffer als Laufpuffer bei 30 bis 40 V N bei
4°C elektrophoretisch aufgetrennt.

2.14  Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen

StandardméBig wurden 10 U Enzym pro 1 pg DNA iiber 1-2 Std. beim Temperaturoptimum
des verwendeten Enzyms nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Vollstindigkeit der

Restriktion wurde in einer Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift.

2.15 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Restriktionsfragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden). Diese Methode beruht auf dem von
Vogelstein und Gillespie (1979) beschriebenen Prinzip der reversiblen Bindung von
Nukleinsduren an Partikel eines Anionenaustauschersilikats. Die gewiinschte Bande wurde
nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter UV-Licht (354 nm oder 374 nm) aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und die DNA den Herstellerangaben folgend extrahiert.

2.16 Transfertechniken und Hybridisierungen

2.16.1 Northern Blot

Die elektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde durch Diffusion nach der von Sambrook et al.
(1989) beschriebenen Methode 12 bis 16 h lang auf eine Nitrocellulose- (GE Healthcare,
Miinchen) oder eine Nylon- (Macherey-Nagel, Diiren) Membran transferiert. Anschlieend
wurde die RNA bei 80°C fiir 2 h an die Membran fixiert.
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2.16.2 Random Prime Markierung

Fiir die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde das Rediprime® II Kit (GE
Healthcare, Miinchen) benutzt. 20 bis 25 ng DNA wurden in 46 pl TE-Puffer gelost, 5 min
denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Dieser Ansatz wurde mit 4 pl [0**P]dCTP und dem
Rediprime®II-Ansatz gemischt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde iiber eine

MicroSpin S-200 HR Saule (GE Healthcare, Miinchen) aufgereinigt.

2.16.3 Hybridisierung radioaktiver DNA-Sonden an membrangebundene

Nukleinsauren

Die Membran wurde fiir 2 h bei 65°C mit 10 ml Rapid-Hyb® Puffer (GE Healthcare,
Miinchen) durchgefiihrt. Nach der Vorhybridisierung wurde das aufgereinigte, radioaktiv
markierte DNA-Sonde fiir 5 min denaturiert, 3 min auf Eis abgekiihlt und zur
Vorhybridisierungslosung gegeben. Die Hybridisierung erfolgte GiN bei 65°C. Anschlilend
wurde die Membran einmal 15 min bei 65°C mit 2x SSC/0,1% SDS und einmal fiir 10 bis 30
min mit 0,2x SSC gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Autoradiographie bei -80°C fiir

einige Stunden bis zu mehreren Tagen.

2.17 Invitro Transkription

2.17.1 Herstellung Digoxigenin-markierter RNA Sonden

Fiir die in situ und die whole mount in situ Hybridisierung wurde DNA-Proben in vitro
transkribiert. Dazu wurde das gewiinschte DNA-Fragment in den pGEM®-T Easy kloniert,
der Bindungsstellen fiir die SP6- und T7-RNA-Polymerase beinhaltet. Es wurden 2 Klone
ausgesucht, die das DNA-Fragment in gegenldufiger Orientierung trugen. Das Plasmid wurde
so linearisiert, dass die in vitro Transkription vom T7-Translationsstart beginnen konnte.
Nach der Aufreinigung mit Hilfe von RNAse freien Losungen wurde der Ansatz nach

Herstellerangaben (Roche, Mannheim) erstellt und inkubiert. Die entstandene Digoxigenin-
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markierte RNA wurde mit LiCl und Ethanol gefillt und in 30 ul RNAse freiem Wasser

aufgenommen. Zur Kontrolle wurde 1 pl auf eine 1,2%-iges Agarosegel aufgetragen.

2.17.2 Dot-Blot Analyse der in vitro Transkription

Von den Verdiinnungsreihen der in vitro Transkription und einer Standardprobe mit
bekannter Konzentration (Roche, Mannheim) wurden jeweils 1 bis 2 pul auf eine
Nylonmembran (Macherey-Nagel, Diiren) gegeben. Die Membran wurde fiir 3 min
luftgetrocknet. AnschlieBend wurde die RNA mittels UV-Crosslinking an die Membran
gebunden. Danach wurde die Membran mit Blockpuffer I 30 min bei RT inkubiert. Die
Inkubation mit Anti-Digoxigenin-AP Antikorper (Roche, Mannheim) (1:5000 in 1x PBS/2%
Milchpulver) erfolgte im Anschluss daran fiir 2 h bei RT. Nach dreimaligem Waschen fiir 10
min mit Waschpuffer (1x PBS/2% Milchpulver) wurde die Membran fiir 1 min in AP-Puffer
aquilibriert. Durch Zugabe der AP-Férbelosung (10ml AP-Puffer, 35ul BCIP-Stockldsung,
45ul NBT Stocklosung) wurde die Farbentwicklung gestartet. Nach Erreichen der
gewiinschten Farbintensitidt wurde die Reaktion mit dH,O gestoppt. Durch einen Vergleich
mit der Standardreihe konnte eine Abschitzung der Konzentrationen der in vitro

Transkriptionsansétze vorgenommen werden.

2.18 Fixierung von Magengewebe der Maus

Der Magen der Maus wurde entnommen und entlang der grolen Kurvatur aufgeschnitten. Um
den restlichen Mageninhalt zu entfernen, wurde der Magen dreimal in PBS gewaschen.

Fiir die anschlieBende Fixierung in Paraformaldehyd (PFA) wurde der Mausmagen auf eine
Korkplatte mit Nadeln aufgespannt. Fiir die Fixierung fiir die Elektronenmikroskopie wurde

der Magen nicht aufgespannt.

2.18.1 Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA)

Der auf Kork aufgespannte Magen wurde N in 4% PFA-Ldsung bei 4°C inkubiert. Nach

anschlieBendem Waschen in PBS wurde der Magen mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe
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(50% Ethanol, 70% Ethanol, 100% Ethanol je 1 h) entwissert. Nachdem die Korkplatte
enfernt wurde, erfolgte eine Inkubation in Methylbenzoat iiN bei RT. AnschlieBend wurde der
Magen in Xylol fiir 2 h inkubiert. Es folgte eine 2-stlindige Inkubation in Xylol/Paraplast (1:1
bei 60°C). Danach wurde das Gewebe in Paraplast (60°C) tiberfiihrt und fiir 1 bis 2 Tage bei
60°C inkubiert und im Anschluss daran in Paraplast eingebettet. Die Blocke wurden bis zur

Verwendung bei 4°C gelagert.

2.18.2 Fixierung fur die Elektronenmikroskopie

Der Magen der Maus wurde entnommen, in PBS gewaschen und in Fixierungldsung (1%
PFA, 3% Glutaraldehyd in 0,1M Cacodylatpuffer pH 7,4) iiberfiihrt. Die Gewebeproben
wurden im Anschluss daran auf Eis an Herrn PD Dr. med. Matthias Ochs, Experimentelle
Morphologie, Universitdit Bern (CH) geschickt, der die -elektronenmikroskopische

Untersuchung der Parietalzellen vornahm.

2.18.3 Fixierung von Embryonen und Gewebe fur die Hamatoxilin/Eosin (HE)-Farbung

Embryonen am Tage 10,5 pc und der Magen von adulten Miusen wurden entnommen und in
Bouin-Fixativ fixiert. Die weitere Behandlung der fixierten Proben wurde von Herrn PD Dr.

Jorg Ménner, Zentrum fiir Anatomie, Universitit Gottingen vorgenommen.

2.19 Herstellung von Gewebeschnitten

Das eingebettete Gewebe wurde mit einem Mikrotom (Jung RM 2035 von Leica, Nussloch)
mit einer Schichtdicke von 5 pm geschnitten. Die Schnitte wurden auf 45°C warmes dH,O
gelegt, mit einem Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig) aufgenommen und auf einer
Wirmeplatte getrocknet. Nach Inkubation bei 45°C iiN wurden die Schnitte bei 4°C bis zur

Verwendung gelagert.
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2.20 Immunlokalisation von Proteinen in Parafinschnitten

Die Schnittpriaparate wurden in Xylol inkubiert, in einer absteigenden Alkoholreihe gewissert
und anschliefend in 1x PBS fiir 10 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Priparate in
Blockierungslosung (4% BSA/10% Schafsserum in 1x PBS) fiir 1 h blockiert. Die Inkubation
mit dem spezifischen Erstantikdrper wurde N bei 4°C in Hybridisierungslosung (4%
BSA/1% Schafsserum in 1x PBS) durchgefiihrt. Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte
gemil den Herstellerangaben. AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal 10 min bei RT
mit 1x PBS gewaschen. Die Umsetzung mit dem Sekundirantikdrper (Verdiinnung nach
Herstellerangaben) wurde fiir 2 h bei RT in Hybridisierungslosung durchgefiihrt. Nach
anschlieBendem dreimalige Waschen in 1x PBS wurden die Schnittpréparate entweder mit
VECTASHIELD" (Vector Laboratories, Burlingame (USA)) iiberschichtet und eingedeckelt
(FITC konjugierte Sekundérantikdrper) oder zur Farbumsetzung mit NBT/BCIP-Farbelosung
inkubiert (Alkalische Phosphatase gekoppelte Sekundérantikorper). Nach Eintreten der
gewlinschten Farbintensitit wurde die Farbreaktion in 1x PBS gestoppt. AnschlieBend wurden
die Schnittpréparate mit Aqua Polymount (Polyscience, Warrington (USA)) iiberschichtet und

eingedeckelt. Danach erfolgte die mikroskopische Analyse.

2.21 Herstellung und Aufreinigung eines Gastrokine 2-GST Fusionsproteins

Fiir die Erstellung eines Fusionsproteins wurde ein 240 Bp (79 Aminoséduren + Stoppkodon)
umfassender Bereich in korrekter Orientierung in den pET41a(+)-Expressionsvektor, der liber
einen GST-Tag verfiigt, kloniert. Das daraus resultierende Gastrokine 2-GST Fusionsprotein
besteht aus 299 Aminosduren. Dies entspricht einem Molekulargewicht von ungefihr 33
Kilodalton (kDa). Fiir die Expression des Fusionsproteins wurde das Konstrukt in den E. coli-
Stamm BL21(DE3) transformiert. Ein Liter LB-Kulturmedium (+ Kanamycin) wurde mit
einem transformierten Klon versetzt und wihrend einer Ubertagkultur bei 37°C geschiittelt.
Das Bakterienwachstum wurde durch Uberpriifung der optischen Dichte (OD) kontrolliert.
Nach Erreichen einer OD von 0,5 wurde die Expression des Fusionsproteins durch eine
Zugabe von 1mmol IPTG (Endkonzentration 1mM) und eine dreistiindige Inkubation bei
37°C induziert. Anschlieend wurden die Bakterien pelletiert. Die Isolierung der bakteriellen
Proteine und die Aufreinigung des Fusionsproteins wurde mit Hilfe des BugBuster”

GST+Bind" Purification Kit (Merck, Darmstadt) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur
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Uberpriifung der Aufreinigung wurden unterschiedliche Fraktionen der Aufreinigung auf
einem SDS-Polyacrylamidgel (NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel, Invitrogen

(Karlsruhe)) aufgetrennt und mittels Coomassie-Farbung angeférbt.

2.22  Insitu Hybridisierung an Magengewebeschnitten

(modifiziert nach Herstellerangaben (IG Applikation Manual (Roche, Mannheim))

Alle Losungen fiir die in situ Hybridisierung, die vor oder wahrend der Hybridisierung
gebraucht wurden, waren mit DEPC-dH,0 hergestellt worden. Die Schnittpréparate wurden
in Xylol inkubiert, in einer absteigenden Alkoholreihe gewissert und anschliefend in 1x PBS
fiir 10 min inkubiert. Nach einer Behandlung mit 0,3% Triton X-100 in 1x PBS fiir 15 min
wurden die Schnitte fiir 10 min in 1x PBS gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit
Proteinase K (20 pg/ml in 1x PBS) fiir 30 min bei 37 °C. Nach anschliefendem zweimaligen
Waschen mit 1x PBS fiir je 5 min wurden die Schnittprdparate zur Vorhybrisierung mit
Hybridisierungspuffer iiberschichtet und bei 42°C bis 55°C 1h vorhybridisiert.
Waihrenddessen wurde pro Objekttrager zu 94 pl Hybridisierungslosung Sul Lachsspermien-
DNA (10pg/pl; vorher denaturieren) und 5-10 ng Digoxigenin-markierte RNA gegeben.
Dieser Ansatz wurde fiir 2 min bei 70°C inkubiert und gut gemischt. Die
Vorhybridisierungslosung wurde entfernt und es wurden 100ul der Hybridisierungslosung auf
den Objekttrager aufgetragen. Nach Auflegen eines Deckglases wurde die
Hybridisierungslosung mittels Fixogum versiegelt. Die Hybridisierung erfolgte iiN bei 42° bis
55°C in einer Feuchtkammer. AnschlieBend wurde das Fixogum vorsichtig entfernt und die
Deckel wurden durch eintauchen der Objekttrager in 2x SSC/1% SDS abgeldst. Es erfolgte
ein zweimaliges Waschen bei RT in 2x SSC/1% SDS. Im Anschluss daran wurden die
Objekttriger zweimal 20 min bei 60°C inkubiert. Nach Uberfiihrung der Schnittpriiparate in
Puffer 1 (100mM Tris/HCl pH 7,5; 150 mM NacCl) erfolgte optional zur Beseitigung des
Hintergrunds eine Inkubation mit RNAse A in Puffer 1 fiir 1 bis 10 min. Nach zweimaligem
Waschen in Puffer 1 wurden die Objekttrager mit Blockierungslosung tiberschichtet und fiir
30 bis 120 min inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit der Antikorperlosung (Anti-
Digoxigenin-AP, 1:500 in Blockierungslosung) iiN bei 4°C. AnschlieBend wurden die
Schnitte dreimal in Puffer 1 gewaschen und kurz in AP-Puffer dquilibriert. Die Farbreaktion
erfolgte durch Zugabe der NBT/BCIP-Férbelosung und wurde nach Erreichen der
gewlinschten Farbintensitit nach 2 bis 24 h durch waschen in 1x PBS gestoppt. Die
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Schnittprdaparate wurden mit Aqua Polymount {iberschichtet, eingedeckelt und der

mikroskopischen Analyse unterzogen.

2.23  Whole mount in situ Hybridisierung an Embryonen
(modifiziert nach Belo et al., 1997)

Alle Losungen bis nach der Hybridisierung wurden mit DEPC-dH,0 erstellt. Die Embryonen
wurden am gewiinschten Tag post coitum in 1x PBS prépariert. Embryonen, die élter als 9,5
dpc waren, wurden mit einer Nadel dreimal im Kopfbereich perforiert. Fiir die hier
durchgefiihrten Experimente wurden Embryonen 10,5 dpc verwendet. Nach einer Inkubation
bei 4°C 1N in 4% Paraformaldehydlosung (in 1x PBS) wurden die Embryonen zweimal mit
1x PBT (1x PBS mit 0,1% Tween-20) gewaschen und anschlieBend in einer aufsteigenden
Methanolreihe entwéssert. (25%, 50%, 75%, 100% Methanol in 1x PBT je 10 min). Die
Embryonen konnten in Methanol bis zu 2 Monate bei - 20°C gelagert werden. Fiir die whole
mount in Situ Hybridisierung wurden die Embryonen zunichst in einer aufsteigenden
Methanolreihe (75%, 50%, 25% Methanol in 1x PBT je 10 min) gewéssert. AnschlieBend
wurden die Embryonen fiir 1 h bei RT in 6% H,0O, in 1x PBT gebleicht. Nach dreimaligem
Waschen in 1x PBT fiir je 5 min, erfolgte eine Inkubation der Embryonen in 10pg/ml
Proteinase K in 1x PBT fiir 6 min. Danach wurden die Embryonen fiir zweimal 10 min bei RT
in Glycine-Losung (2mg/ml Glycine in 1x PBT; frisch herstellen) geschwenkt. Es folgten ein
dreimaliges Waschen in 1x PBT fiir 5 min bei RT und eine Nachfixierung in 4%
Paraformaldehyd/0,2% Glutaraldehyd in 1x PBT (frisch herstellen). Nach drei Waschritten in
Ix PBT fiir 5 min bei RT, wurden die Embryonen mit Prahybridisierungslosung (50%
Formamide, deionisiert; 5x SSC pH 4,5; 1% SDS; 50ug/ml Hefe tRNA; 50ug/ml Heparin) fiir
I bis 2 h bei 70°C inkubiert. Die Priahybridisierungslésung wurde entfernt, durch
Hybridisierungslosung (Prahybridisierungslosung mit 1pg/ml Dig-markierter Probe) ersetzt
und N bei 70°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Embryonen dreimal 30 min in
Waschlésung 1 (50% Formamid; 5x SSC pH 4,5; 1% SDS; angewirmt) und dreimal 5 min in
TNT-Losung (10 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,1% Tween-20) gewaschen. Es folgte
eine Inkubation mit RNAse A (100 pg/ml RNAse A in TNT-Ldsung) fiir 1 h bei 37°C.
Danach wurden die Embryonen 5 min bei RT in einem 1:1 Gemisch aus TNT-Losung und
Waschlosung 2 (50% Formamid; 2x SSC pH 4.5; 0,2% SDS) gewaschen. Es folgten 3
Waschritte mit Waschlosung 2 fiir 30 min bei 65°C. Anschlieend wurden die Embryonen fiir



Material & Methoden 28

dreimal 5 min in MAB-L6sung (100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl; 2mM Levamisol; 0,1%
Tween-20 (frisch herstellen; einstellen auf pH 7,5)) tiberfiihrt und danach in MAB/Block-
Losung (2% Roche Blockreagenz in MAB-Losung bei 65°C losen; anschlieBend auf Eis
abkiihlen) fiir 2 h bei RT blockiert. Nach Entfernen der Blockierungslosung wurden die
Embryonen mit Antikérperlésung (Anti-Digoxigenin-AP Antikorper (1:5000) in MAB/Block-
Losung) GiN bei 4°C inkubiert. Es folgten einstiindige Waschritte wéihrend des ganzen Tags
mit MAB-L6sung bei RT mit anschlieBendem Waschen iiN bei 4°C mit MAB-Ldsung. Im
Anschluss wurden die Embryonen in AP-Puffer iiberfiihrt und dreimal 30 min inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Farbumsetzung in NBT/BCIP-Farbelosung bis zum Erreichen der
gewlinschten Farbintesitét (2 bis 24 h). Die Embryonen wurden darauthin dreimal 10 min in
1x PBT (pH 4,5) inkubiert und mit 4% Paraformaldehyd/0,1% Glutaraldehyd N bei 4°C

nachfixiert.

2.24  pH-Wertmessung des Magensaftes
(modifiziert nach Wood und Dubois, 1983)

Foqu'/'- und Wildtypméusen wurde iN das Futter und die Einstreu entzogen. Fiir die
Uberpriifung des basalen pH-Wertes des Magensaftes wurde den Miusen der Magen
entnommen und entlang der groen Kurvatur gedftnet. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min in
Ix PBS mit gelegentlichem Schiitteln. AnschlieBend wurde der Magen aus der Losung
genommen und auf einem Whatmannfilter trocken getupft. Die Feuchtmasse des Magens
wurde bestimmt. Die Losung wurde gegebenenfalls durch Zentrifugation vom restlichen
Mageninhalt befreit. AnschlieBend wurde der pH-Wert dieser Losung bestimmt. Um die
Auswirkungen eines Sekretagog-Stimulus durch Histamin oder Gastrin zu untersuchen, wurde
den Maéusen dieses intraperitoneal verabreicht. 30 min nach Histamingabe (10ug/g
Korpergewicht) und 60 min nach Pentagastrininjektion (1pg/g Kérpergewicht) wurde der pH-

Wert des Magensaftes nach oben beschriebener Vorgehensweise bestimmt.
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3 ERGEBNISSE

3.1  Expressionsanalysen von Foxgl wahrend der embryonalen Magenentwicklung

Fiir Foxgl konnte bereits eine Expression in Magen und Niere der adulten Maus gezeigt
werden (Frank und Zoll, 1998). AuBlerdem wurde im Rahmen einer fritheren Dissertation
(Frank, 1997) eine Expression wihrend der prianatalen und postnatalen Magenentwicklung ab
Tag 18,5 dpc mittels Northern Blot Analyse nachgewiesen. Mit Hilfe einer RT-PCR Analyse
konnte in derselben Dissertation die Expression von Foxql auch in friiheren prénatalen
Stadien, beginnend mit 8,5 dpc, beobachtet werden. Im Rahmen der vorgelegten Dissertation
sollte die Expression in friiheren Stadien der embryonalen Mausentwicklung untersucht
werden. Dafiir wurde durch einen RT-PCR Assay die Expression von Foxql in Morulae,
embryonalen Stammzellen (ES) und post-implatativen Stadien von 8,5 dpc bis 12,5 dpc
untersucht. Hierbei konnte eine Expression in allen untersuchten Stadien gezeigt werden

(Abb. 3.1.1).

&
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Foxql <«— 353 Bp
Gapdh <«— 302 Bp

Abb. 3.1.1: Foxql Expression in pranatalen Mausstadien

RT-PCR Assay mit RNA unterschiedlicher pranataler Entwicklungsstufen der Maus. Ein
Foxql Transkript ldsst sich bereits im Morulastadium der embryonalen Mausentwicklung
und in ES Zellen detektieren. In allen untersuchten spiteren Stadien (8,5 dpc bis 12,5 dpc) ist
ebenfalls ein Transkript nachweisbar. Gapdh = Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
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Mit Hilfe der Northern-Blot Analyse sollte auBBerdem die Expression von Foxql in der
Magenentwicklung genauer untersucht werden. Hierfiir wurde RNA des gesamten Embryos
(8,5 dpc bis 14,5 dpc) oder RNA des Magens (15,5 dpc bis adult) verwendet. Ein Foxql
Transkript lieB sich in Magen-RNA aller Stadien beginnend mit 15,5 dpc nachweisen, wobei
eine Zunahme der Expression ab 18,5 dpc zu beobachten war. Kein Transkript lie sich

dagegen in Gesamt-RNA von Embryonen fritherer Entwicklungsstadien erkennen (Abb.

3.1.2).

Embryo Embryo Magen
gesamt Magen
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Abb. 3.1.2: Foxqgl Expression wahrend der pranatalen und postnatalen
Magenentwicklung

Northern-Blot Analyse mit RNA aus gesamtem Embryo (8,5 dpc — 14,5 dpc) oder mit RNA
des Magens (15,5 dpc bis adult). Foxql Expression ist ab 15,5 dpc detektierbar. Frithere
Stadien zeigen keine Expression. Eine Rehybridisierung erfolgte mit S-Aktin.

Die Ergebnisse dieser Studien zur embryonalen Foxql-Expression veranlassten uns dazu, die
Expression von Foxgql im Mausembryo genauer zu untersuchen. Hierfiir wurde eine whole
mount in situ Hybridisierung an Embryonen 10,5 dpc durchgefiihrt. Mittels eines Foxql
spezifischen DNA-Abschnitts wurden durch in vitro Transkription mit SP6- bzw. T7-RNA-
Polymerase RNA-Sonden hergestellt. Von diesen Sonden fungierte jeweils eine Sonde als
Sense- bzw. Antisense-Sonde. Die whole mount in situ Hybridisierung mit der Antisense-

Sonde lieB nach kurzer, einstiindiger Inkubation in der Farbelosung eine Foxgql Expression im
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Rautenhirnbereich (Rhombencephalon) erkennen (Abb. 3.1.3 A bis C). Eine lidngere
Exposition von drei Stunden fiihrte zusitzlich zu einer Farbung im Mes- und Prosencephalon
(Abb. 3.1.3 D bis F). Die Hybridisierung mit der Sense-Sonde lieferte keine Farbung der
Embryonen (Abb. 3.1.3 G).

Abb. 3.1.3: Embryonale Foxgl Expression an Tag 10,5
dpc (A bis F) Foxgl Expression lief sich mittels Antisense-
Sonde nachweisen. (A bis C) Nach einstiindiger
Férbereaktion war eine Farbung im Rautenhirn (Pfeil) zu
beobachten.

( D bis F) Nach dreistiindiger Exposition wurden zusédtzliche
Féarbungen im Vorder- und Mittelhirnbereich (Pfeilkopf)
erkennbar. (G) Hybridisierung mit der Sense Sonde fiihrte zu
keiner Farbung. VergroBerung: x30
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Wie bereits erwéhnt (3.1), wurde fiir Foxgl eine starke Expression im Magen gezeigt (Frank
und Zoll, 1998). Um die zellspezifische Expression von Foxql im Magen aufzudecken, wurde
eine in situ Hybridisierung an Magenschnitten durchgefiihrt. Als Sonden wurden die oben
erwihnten Sense- bzw. Antisense-RNA-Sonden verwendet. Foxql Expression war nur nach
Hybridisierung mit der Antisense-Sonde zu beobachten (Abb. 3.1.4 I bis III). Hybridisierung
mit der Sense-Sonde lieB3 kein Signal erkennen (Abb. 3.1.4 IV). Foxql positive Zellen in den
Magenschnitten lassen ihrer Gestalt und Lage nach vermuten, dass es sich um Parietalzellen
handelt. Um diese Vermutung zu erhérten, wurde die Verteilung von Parietalzellen in der
gastrischen Mucosa untersucht. Hierfiir wurde ein Antikérper gegen den Parietalzell-
spezifischen Marker H',K' ATPase verwendet. Die Parietalzellen wurden durch eine
Immunfirbung detektiert (Abb. 3.1.4 V). Foxql und H', K" ATPase weisen das gleiche
Expressionsmuster in der Magenschleimhaut auf, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass es sich bei den Foxql exprimierenden Zellen der gastrischen Mucosa um Parietalzellen

handelt.
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Abb. 3.1.4: Foxql Expression im Magengewebe
(I bis 1) Foxql Expression ldsst sich mittels
Antisense-Sonde nachweisen. Eine Farbung ist nur
im Cytoplasma und nicht im Kern zu finden (I11).
(1V) Hybridisierung mit der Sense Sonde fiihrt zu
keiner sichtbaren Fiarbung. Die angeférbten Zellen
sind ihrer Lage und Form nach sehr wahrscheinlich
Parietalzellen. Vergleicht man das
Expressionsmuster von FOXg1l mit einer
Immunférbung fiir den Parietalzell-spezifischen
Marker H',K" ATPase (V), so lassen sich starke
Uberlagerungen erkennen. VergroBerung: I, I1, IV +
V: x100; III: x200
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3.2 Analyse von Foxql-defizienten Mausen

Um die physiologische Funktion von Foxgql aufzukldren, wurden im Rahmen einer
vorherigen Dissertation (Pasche, 2002) Foxgl-defiziente Maiuse mittels homologer
Rekombination generiert, wobei die gesamte kodierende Region des Foxgql-Gens deletiert
wurde. Um die Inaktivierung von Foxql zu iiberpriifen, wurde zunichst eine Northern Blot
Analyse an Magen RNA von 3 Monate alten Wildtyp-, Foxql*"- und Foxql”-Miusen
durchgefiihrt. Mittels Hybridisierung mit einer Foxgl-spezifischen Sonde aus dem 5’
codierenden Bereich liel sich ein starkes Signal bei Wildtypmdusen, eine reduzierte
Signalstirke bei heterozygoten Tieren und kein Signal im Magen von Foxql-defizienten

Maiusen beobachten (Abb. 3.2).

$/+ +/- /-

Foxql «— 27kB

2 L

Abb. 3.2: Analyse der Foxqgl-Inaktivierung im Mausmagen

Northern Blot Analyse an Magen-RNA aus Wildtyp-, Foxql*"- und Foxql”-Musen.
Foxgl Expression ist in Wildtypméusen deutlich, in heterozygoten Mausen schwicher
und in Foxql”-Miusen gar nicht zu erkennen. Die Rehybridisierung wurde mit hEF
durchgefiihrt.
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3.3  Haaranalyse Foxql-defizienter Mause

In einer zuvor erschienen Verdffentlichung (Hong et al, 2001) wurde eine Foxql Expression
in den primedulliren Zellen der Haarwurzel beschrieben. Ferner wurde gezeigt, dass
homozygote Satin (sa) Miusen, die durch eine Bestrahlung mit y-Strahlen erzeugt wurden,
eine Deletion im kodierenden 3’-Bereich des Foxgl-Gens aufweisen. Satin Méuse sind durch
eine Fehlbildung der inneren Haarschicht, der Medulla, gekennzeichnet. Nach auflen hin
resultiert dies in einem seidig gldnzenden Fell. Diese Beobachtungen veranlassten uns dazu,
das Fell und die Haarstruktur von Foqu'/'-M’ciusen genauer zu untersuchen. Hierbei lief3 sich
feststellen, dass Foxql-defiziente Méause ebenfalls den von Hong et al. (2001) beschriebenen
Haarphinotyp zeigen. Neben dem seidig gldnzenden Fell (Abb. 3.3 A und B) konnte mit Hilfe
von Durchlichtmikroskopaufnahmen der Haare gezeigt werden, dass die beschriebene
Fehlbildung der Medulla (Abb. 3.3 C und D) ebenfalls besteht. Untersuchungen der dulleren
Haarstruktur und der Haarwurzel mittels eines Rasterelektronenmikroskops lieBen dahingegen

keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Foxq 17" -Haaren erkennen (Abb. 3.3 E bis H).
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Abb. 3.3: Haaranalyse von Wildtyp- und Foqu"'-Mausen.

(A und B) Makroskopischer Vergleich des Fells von (A) Wildtyp- und (B) Foxq'/'-Méiusen.
(C und D) Analyse der Haare im Durchlichtmikroskop. (D) Hierbei ist deutlich die Stérung
der inneren, medullaren Haarstruktur bei Foxq 1"-Méusen zu erkennen. (C) Haare von
Wildtypmausen zeigen das typische gebanderte Muster. (E bis H) Elektronenmikoskopische
Untersuchungen der (E und F) duBBeren Haarstruktur und (G und H) der Haarwurzel zeigten
keine Unterschiede.
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3.4  Konsequenzen der Foxgl Defizienz fur die Embryonalentwicklung der Maus

Wie unter 3.1 gezeigt, wird Foxgl schon wiéhrend der frithen Embryonalentwicklung der
Maus exprimiert. Um zu tiberpriifen, ob der Verlust der Foxql Expression Auswirkungen auf
die Embryonalentwicklung hat, wurden zunichst die Nachkommen von heterozygoten
Kreuzungen auf einem C57BL/6Jx129/Sv-Hybridhintergrund und auf einem 129/Sv-
Inzuchthintergrund genotypisiert und die Daten ausgewertet. Es lie3 sich eine Reduzierung
von ungefahr 40% des Anteils an Foqu‘/ -Tieren auf dem Hybridhintergrund beobachten. Das
Verhéltnis von Wildtypmédusen zu Foxql*"-Tieren und zu Foxql™-Tieren wich mit 1,3 : 2,1 :
0,6 signifikant von der erwarteten Mendelschen Verteilung ab (Tab. 3.1a). Diese signifikante
Abweichung von der Mendelschen Verteilung wurde auf dem 129/Sv-Hintergrund nicht
festgestellt.

Tab. 3.1a Analyse der Nachkommen (n = 100) aus heterozygoten Verpaarungen

C57BL/6JX129/Sv-Hintergrund

Genotyp
+/+ +/- /-
Prozent 31,7 53.3 15,0
Verhiltnis 1.3 2.1 0,6
129/Sv-Hintergrund
Genotyp
+/+ +/- /-
Prozent 309 46,8 223
Verhiltnis 1.2 1,9 0,9

Tab. 3.1b Wurfaréfien von Foxql - (C57BL/6JX129/Sv-Hybridhintergrund) und Wildtyp Verpaarungen

Genotyp der Eltern
+H+ X4+ -/- X -/-
Wurfarofe 9,1+/-1,3 4,5+/-2.2




Ergebnisse 38

Die Reduktion des Anteils an Foxql-defizienten Nachkommen lieB uns eine erhohte
Absterberate von Foqu'/'-Embryonen wihrend der Schwangerschaft vermuten. Diese
Vermutung wurde aullerdem erhértet durch die Beobachtung, dass Foxql”™ x Foxql”-
Kreuzungen eine signifikante Reduzierung der Wurfgrof3e um ungefahr 50% aufwiesen (Tab.
3.1b).

Unter Beriicksichtigung der embryonalen Expression von Foxgl im Kopf (3.1.3) sollten die
Ursachen und der Zeitpunkt der embryonalen Letalitdt mit besonderem Augenmerk auf
Fehlbildungen des Kopfes genauer untersucht werden. Daflir wurden Embryonen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung aus Foqu'/'-Verpaarungen
prépariert und analysiert. Die Untersuchungen zeigten, dass Fehlbildungen im Kopfbereich
bei etwa 50% der Embryonen an 10,5 dpc zu beobachten waren (3.4.1). Solche Fehlbildungen
konnten bei Embryonen an 12,5 dpc nur vereinzelt festgestellt werden. Dahingegen lieBen
sich Fehlbildungen in anderen embryonalen Korperteilen zu keinem untersuchten Zeitpunkt
beobachten. Neben diesen Ergebnissen lief3 sich eine deutliche Abnahme an Embryonen nach
10,5 dpc feststellen, die einherging mit einer Zunahme an resorbierten Embryonen. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass Embryonen mit Fehlbildungen des Kopfes an 10,5 dpc
im Verlauf der Embryonalentwicklung absterben. Fehlbildungen oder eine Reduktion der
Embryonenanzahl an 8,5 dpc konnten nicht beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass

Foxql Defizienz keine sichtbaren Auswirkungen auf die friihe Embryonalentwicklung hat.

Anzahl
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T _ —o— Wildtyp
10,0 -
£ \-\ T —B— Foxql defizient
8,0 d

resorbierte Embryonen

(Foxqg1-/-)

6,0 B
auffallige Embryonen
(Foxqg1-/-)

4,0

2,0

0,0 +— ‘ ‘ ; ; ‘ ‘ ‘ — Tag
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Abb. 3.4.1: Analyse von Embryonen aus Foxql™ -Verpaarungen

Graphische Darstellung der Embryonenanalyse von Wildtyp- und Foxq 1'/'-Verpaarungen zZu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung. Alle Stadien zeigen den Mittelwert aus zehn
Wiirfen mit der dazugehdrigen Standardabweichung. Wahrend der Embryonalentwicklung
zwischen dem Tag 8,5 dpc und 15,5 dpc lieB sich eine Dezimierung um etwa 50% der
Embryonen aus Foxq 1'/'-Verpaarungen beobachten. Die Hilfte der vorhandenen Embryonen
am Tag 10,5 dpc zeigte Auffalligkeiten, die sich in bei 12,5 dpc Embryonen vereinzelt finden
lieBen.

Um die Fehlbildungen im Kopfbereich der Mausembryonen, die vermutlich die Ursache fiir
die embryonale Letalitit sind, genauer zu untersuchen, wurden Embryonen aus Foxql”-
Verpaarungen an 10,5 dpc pripariert, fixiert und in Paraffin eingebettet. Die anschlieBenden
HE-Férbungen an Schnittpréparaten dieser Embryonen, lieen eine Stérung der Ausbildung

des dritten und der lateralen Ventrikel erkennen (Abb. 3.4.2).

Abb. 3.4.2: HE-Farbung von Embryonen an Tag 10,5 dpc

Embryonen aus (A) Wildtyp- und (C und E) Foxq 1‘/'-Verpaarungen.
Vorderhirnfehlbildungen waren sichtbar in (C) weniger schwerer und in (E) sehr schwerer
Form. (B,D,F) Dazugehorige Schnittpréparate nach HE-Farbung. Im Vergleich mit dem (B)
Wildtyp lieBen sich (D) Fehlbildung des dritten (dV) und der lateralen Ventrikel (IV) bis
hin zu einem zylinderformigen Kopf (F) erkennen.
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Diese Fehlbildungen waren in weniger schwerer Ausbildung (Abb. 3.4.2 C und D) und in
schwerer Ausbildung bis hin zu einem zylinderférmigen Koptbereich (Abb. 3.4.2 E und F) zu
beobachten. Unter den nicht betroffenen Foxql™-Embryonen konnten préi- und postnatal bis

hin zur adulten Maus keine Entwicklungsstorungen beobachtet werden.

3.5  Strukturelle Untersuchung des Magens von Foxql-defizienten Mausen

Wie bereits gezeigt, wird Foxgl schon friih im embryonalen Magen exprimiert (Abb.3.1.2).
Unter der Annahme, dass Foxql involviert ist in die Magenentwicklung, wurden
histologische Analysen an Schnitten des adulten Mausmagens mittels HE-Féarbung
durchgefiihrt. Unterschiede in der Struktur der Magenschleimhaut, der Submucosa und des
Magenmuskels konnten im Vergleich zu Wildtyppraparaten (Abb. 3.5 A und B) nicht
festgestellt werden. Die Anordnung der Zellen innerhalb der gastrischen Einheit erschien
ebenfalls nicht verdndert. Da Foxgl in den Parietalzellen der Magenschleimhaut exprimiert
wird, wurde die Anzahl und die Anordnung der Parietalzellen innerhalb der Mucosa in Foxql
defizienten Mausen untersucht. Eine Immunfirbung an Schnittpriparaten von Migen aus
Wildtyp- und Foxql™-Tieren mittels eines Antikorpers gegen die Parietalzell-spezifische
H' K" ATPase lieBen keinen Unterschied in Anzahl und Anordnung von Parietalzellen (Tab.

2; Abb. 3.5 C und D) erkennen.
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Abb. 3.5: HE- und Immunférbung an adultem Mausmagen

(A und B) HE-Farbung von (A) Wildtyp- und (B) Foqu'/ -Magen. (C und D) Expression von
H',K" ATPase (B Untereinheit) im glanduliren Magenbereich von (C) Wildtyp und (D)
Foxql™-Tieren. VergroBerung: A + B: x200; C + D: x100

Tab. 2: Parietalzellanzahl der gastrischen Mucosa von Wildtypméusen und Foxq ! -defizienten M#usen

Wildtyp Foxgl-/-

Parietalzellanzahl 91 +/- 13,2 89.6 +/- 13,1
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3.6  Expressionsanalyse von Magenzelltyp-spezifischen Markergenen

Die in 3.5 durchgefiihrten Untersuchungen gaben lediglich einen groben Uberblick iiber
etwaige Verdnderungen in der Histologie des Magens von Foxgl-defizienten Méusen. Eine
RT-PCR Analyse sollte deshalb Hinweise auf die Expression unterschiedlicher Zelltyp-
spezifischer Markergene geben. Unterschiede in der Expression konnten zum einen auf eine
Anderung in der Anzahl dieser Zelltypen hindeuten. Dies ist vor allen Dingen hilfreich fiir
Zelltypen, die nur in geringer Anzahl in den gastrischen Einheiten des Magens vorhanden
sind (Entero-endokrine Zellen, ECL-Zellen). Zum anderen konnten Expressionsunterschiede
auf eine Regulation der Expression dieser Markergene durch Foxql zuriickzufiihren sein.

Mittels der RT-PCR Analyse konnte eine verringerte Expression von Somatostatin (Sst) im
Foxgl-defizientem Magen aufgedeckt werden (Abb. 3.6.1 A). Dieses Ergebnis konnte durch
eine Northern-Blot Analyse verifiziert werden (Abb. 3.6.1 B). Die mittels RT-PCR zu
beobachtende alternierende Expression von Pepsinogen (Pgc) lieB sich mit Hilfe der

Northern-Blot Analyse nicht bestétigen.

A B
A+ +- /- +H+ A - -
Zymogene Zellen Pge
sst -
Sst
Entero-
endokrine Zellen lapp
Gast .
Gast
ECL-Zellen Tphl
Atpda ' - -
Zymogene Zellen Amy2
Atp4a
Parietalzellen Pgc .. —
Slc9a2
Pitzellen SX

hEF - - - e

Gapdh
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Abb. 3.6.1: Funktionelle Analyse von Foxqgl mittels Magenzelltyp-spezifischer
Markergene

(A) RT-PCR Assay und (B) Northern-Blot Analyse von verschiedenen Zelltyp-spezifischen
Markergenen zeigte eine stark verringerte Expression von Somatostatin (Sst) im Foqu'/'-
Magen. Pgc = Pepsinogen; Sst = Somatostatin; lapp = Amylin; Gast = Gastrin; Tphl =
Tryptophan hydroxylase 1; Amy2 = Amylase 2; Atpda = H* K™ ATPase (o. Untereinheit);
Slc9a2 = Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 2; Gapdh =
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase; SX = Stomach gene on X chromosome; ECL-
Zellen = Enterochromaffin-like Zellen

Expressionsunterschiede fiir die anderen untersuchten Zelltyp-spezifischen Markergene
(Entero-endokrine  Zellen: lapp (D-Zellen), Gast (G-Zellen); ECL-Zellen: Tphil;
Parictalzellen: Atp4a, Slc9a2; Pitzellen: SX; Zymogene Zellen: Amy2) konnten mittels dieser
RT-PCR Analyse nicht beobachtet werden (3.6.1 A).

Da Somatostatin nur von den entero-endokrinen D-Zellen im glanduldren Bereich und im
Antrum des Magens exprimiert wird, sollte iiberpriift werden, ob die verringerte Expression
von Somatostatin das Ergebnis einer reduzierten D-Zellzahl oder das Ergebnis einer
verminderten Expression in den D-Zellen ist. Fiir diese Untersuchung wurde durch eine
Immunfirbung mittels Somatostatin-Antikorper die D-Zellzahl in Foxgl defizienten Mégen
ermittelt. Somatostatin exprimierende D-Zellen waren hierbei in gleicher Menge im Foxqgl

defizienten Magen und im Wildtyp-Magen zu beobachten (Tab. 3; Abb. 3.6.2).
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Abb. 3.6.2: Histologische Bestimmung von Somatostatin exprimierenden D-Zellen.
Magenschnitte von (A) Wildtyptieren und von (B) Foxql-defizienten Tieren wurden mittels
Immunfirbung mit einem Somatostatin-Antikdrper auf Vorhandensein von Somatostatin
exprimierende entero-endokrine D-Zellen untersucht. Vorhandene D-Zellen sind durch einen
weillen Pfeil gekennzeichnet. Andere sichtbare Signale stammen von einer Kreuzhybridisierung
des verwendeten Zweitantikorpers mit Erythrozyten. Vergroerung: x100

Tab. 3: D-Zellanzahl der gastrischen Mucosa von Wildtypméusen und Foxgl -defizienten Mausen

Wildtyp Foxql-/-

Panetalzellanzahl 2.94+/-09 2.3+-173

Ferner spricht auch die unverinderte Expression von Amylin (lapp) (Abb. 3.6.1 A), welches
ausschlieBlich in entero-endokrinen D-Zellen exprimiert wird, dafiir, dass der Unterschied in

der Somatostatinexpression nicht auf eine Verringerung der D-Zellanzahl zuriickzufiihren ist.

3.7 Funktion von Foxql bei der Magenséauresekretion

Die spezifische Expression von Foxgl in den Magensédure sezernierenden Parietalzellen und
die stark verringerte Expression von Somatostatin, welches eine wichtige Rolle in der
Regulierung der Magensduresekretion spielt, lie uns eine Beteiligung von Foxgl an der
Sekretion oder der Regulation der Magenséduresekretion vermuten. Aufgrund dessen wurde
der pH-Wert des Magensaftes von Foqu'/'-Méiusen im Vergleich zu Wildtypméausen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass keine Anderungen der basalen pH-Werte zu
beobachten war (Abb. 3.7.1 A und B). AnschlieBend wurde die Magensduresekretion nach

Sekretagog-Stimulation (Histamin oder Gastrin) untersucht.



Ergebnisse 45

oy
w

7,5
o 140 O+/+ o
Y 5,5 m-/- “
] e [}
=] —
g 6,0 -+ g
@ 5,5 g‘
= =
1_: 5,0 4’::
¢ 4,5 (1}
: ]
] qi'O s
a [+%

35

3,0

0 30 120 0 60 120
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 3.7.1: pH-Wert Bestimmung nach Skretagog-Stimulation.

Graphische Darstellung der pH-Wertmessung. (A) Histamin (10ug/g KG) und (B) Gastrin
(1pug/g KG) wurden Foxql™- und Wildtyp-Miusen intraperitoneal verabreicht. Die Méuse
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Injektion getdtet und der gastrische pH-Wert
wurde gemessen. Die Werte reprasentieren den Mittelwert von 6 Messungen mit
dazugehériger Standardabweichung. P < 0,001; +/+ = Wildtyp; -/- = Foxql™

Der intragastrine pH-Wert in Médgen von Wildtypméusen fiel 30 min nach Histamin-
Stimulation vom basalen pH-Wert 6,79 + 0,22 auf einen Wert von 4,30 &= 1,02 (Abb 3.7.1 A).
Die Gastrin-Stimulation lie den pH-Wert 60 min nach Stimulation auf einen Wert von 4,27 +
1,26 absinken (Abb. 3.7.1 B). Im Gegensatz dazu wurde nach beiden Sekretagog-
Stimulationen in Foqu'/'-Méiusen eine signifikant (P < 0,001) geringere Magensiuresekretion
beobachtet.

Um die Ursachen dieser reduzierten Magensduresekretion (Hypochlorhydrie) zu untersuchen,
wurde zunéchst die Expression des Histamin- und des Gastrin-Rezeptors, Histaminrezeptor
H2 (Hrh2) und Cholecystokininrezeptor b (Cckbr), untersucht. Hierbei handelt es sich um die
spezifischen Rezeptoren von Histamin und Gastrin, die in der Plasmamembran von
Parietalzellen lokalisiert sind. Da die Expression der Gene zu gering war um in einer
Northern-Blot Analyse detektiert zu werden, wurde mit Hilfe einer semiquantitativen RT-
PCR die Expression der Gene in Foqu'/'—Mégen mit der Expression in Wildtyp verglichen.
Mittels dieser Methode lieBen sich keine signifikanten Expressionsunterschiede von Hrh2
(Abb. 3.7.2 A) und Cckbr (Abb. 3.7.2 B) erkennen.

Hoggatt et al. (2001) konnten eine Reprimierung von Telokin (MYLK) durch Foxql in glatter
Muskulatur mittels Luciferase Assay zeigen. Des Weiteren weisen Foxql”-Miuse einen
dhnlichen Phénotyp der Magenséduresekretion auf, wie er fiir Ezrin knockdown-Maiuse

(Vil2*) peschrieben wurde (Tamura et al., 2005). Daraufhin wurde eine mogliche
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Regulation der Expression von MYLK und Ezrin im Magen von Foxql-defizienten Méusen
mittels einer semiquantitativen RT-PCR Analyse untersucht. Mit Hilfe dieser Methode
konnten keine signifikanten Unterschiede in den Expressionen beider Genen zwischen

Foxq 17 und Wildtyp-Mausen beobachtet werden (Abb. 3.7.2 C).

A
Anzahl PCR Zyklen 22 25 28 31 35
wf+ =/- /v /- )+ =/ 4]+ /- 1)+ -/-
B
Anzahl PCR Zyklen 30 32 34 36
Cckbr
HPRT
C
Anzahl PCR Zyklen 28 30 32 35
+/+ -~ M+ /- H+ -+ /-
oo T
HPRT p— - -

Abb. 3.7.2: Semiquantitative RT-PCR Analyse der Expression von Hrh2, Cckbr, Ezrin
und MYLK.

Die Expression von (A) Hrh2, (B) Cckbr, (C) Ezrin und MYLK wurde in Foxql™- und
Wildtyp-Méusen mittels semiquantitativer RT-PCR Analyse untersucht. +/+ = Wildtyp; -/- =
Foxgl™; Cckbr = Cholecystokininrezeptor b; Ezrin = Vilin 2; Gapdh = Glyceraldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase; HPRT = Hypoxanthin Huanin Phosphoribosyl Transferase 1; H2
Rezeptor = Histaminrezeptor H2; MYLK = Myosin Light Chain Kinase
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3.8 Ultrastrukturelle Analyse von Foxgl-defizienten Parietalzellen

Um die Frage zu beantworten, ob die beobachtete Hypochlorhydrie aus ultrastrukturellen
Fehlbildungen von Parietalzellen hervorgeht, wurden elektronenmikroskopische Analysen an
Magenschnitten durchgefiihrt. Hierfiir wurden nicht behandelte, Histamin- und Gastrin-
stimulierte Wildtyp- und Foxql™-Mause untersucht. In nicht stimulierten Wildtyp- und
Foxql”-Miusen waren weder auf lichtmikroskopischer (Abb. 3.8 A und B) noch auf
elektronenmikroskopischer (Abb. 3.8 C und D) Ebene Unterschiede in der Parietalzellstruktur
zu erkennen. Die Histaminbehandlung der Méiuse hatte keinen sichtbaren Effekt auf die
Parietalzellen. Es lieBen sich weder im Lichtmikroskop (Abb. 3.8 E und F) noch im
Elektronenmikroskop Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten Tieren
beobachten (Abb. 3.8 G und H). Unterschiede zwischen der Wildtyp- und der Foxql”-
Gruppe waren nicht zu beobachten. Die Gastrinbehandlung fiihrte dahingegen zu einer so
massiven Reaktion des gastrischen Epithels von Wildtypmausen, dass die Erweiterung der
Lumina in der gastrischen Einheiten schon im Lichtmikroskop zu erkennen war (Abb. 3.8 I).
Im Elektronenmikroskop ldsst sich erkennen, dass es zu einer massiven Ausdehnung der
Canaliculi innerhalb der Parietalzellen kommt, die teilweise in einer glatten Canaliculus-
Oberfliche ohne sichtbare Tubulovesikel resultierte (Abb. 3.8 K). Diese Verdnderungen
waren in Gastrin behandelten Foxql-defizienten Mausen weder im Lichtmikroskop (Abb. 3.8
J) noch auf elektronenmikroskopischer Eben (Abb. 3.8 L) zu beobachten.
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Abb. 3.8: Ultrastrukturelle Analyse von Parietalzellen im glandulédren Magenepithel von
Wildtyp- und Foxql”-Mausen.

(A bis D) In Schnittpréparaten von nicht stimulierten Méusen zeigten sich keine Unterschiede
zwischen Wildtyp- und Foxq 1'/'-Méigen im Lichtmikroskop (A und B) und auf
elektronenmikroskopischer Ebene (C und D). Beide Gruppen lieen gut ausgebildete
Canaliculi (Ca) mit Tubulovesikeln (Pfeilkopf), und eine hohe Anzahl an Mitochondrien (M)
erkennen. (E bis H) Histaminbehandlung lie3 weder auf lichtmikroskopischer Ebene (E und
F) noch im Elektronenmikroskop (G und H) sichtbare Auswirkungen auf die Struktur der
Parietalzellen von Wildtyp- und Foqu'/ “-Tieren erkennen.(l bis L) Gastrinbehandlung fiihrte
zu Reaktionen des gastrischen Epithels in Wildtypmé&usen, die sowohl im Lichtmikroskop (1)
als auch im Elektronenmikroskop (K) zu beobachten sind. Teilweise waren die Canaliculi so
extrem aufgebléht, dass eine glatte Canaliculus-Oberfldche zu erkennen war (Pfeil). Gastrin-
behandelte Foxql™-Tiere lieBen keine Verdnderungen (J und L) erkennen. VergroBerungen:
A + B: x200; C + D: x13000; E + F: x400; G + H: x13000; I + J: x400; K + L: x13000.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass Foxql am Tag 10,5 der
Embryonalentwicklung im Rhomb-, Mes- und Prosencephalon exprimiert wird. Ferner wurde
eine Expression von Foxql wéihrend der prinatalen Magenentwicklung ab 15,5 dpc
nachgewiesen. Im adulten Magen konnte eine Expression in den Magensdure sekretierenden
Parietalzellen beobachtet werden. Die funktionelle Analyse von Foxgl-defizienten Mausen
lasst aufgrund der beobachteten Fehlbildungen des Kopfes bei 10,5 dpc Foqu'/'-Embryonen
eine Beteiligung an der Ausbildung des embryonalen Kopfes vermuten. AuBlerdem konnte
durch eine funktionelle Magenanalyse in adulten Foqu’/ -Tieren gezeigt werden, dass Foxql
an der Regulation der Magenséuresekretion der Parietalzellen beteiligt ist. Foxql konnte hier
teilhaben an der Signaltransduktion des Sekretagog-Signals innerhalb der Parietalzellen, die
letztendlich zur Fusion der Tubulovesikel mit der Canaliculusmembran fiihrt und so die

Magensduresekretion stimuliert.
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3.9  Auswertung der PCR-basierten subtraktiven cDNA-Bibliothek

Im Rahmen von Vorarbeiten zu dieser Dissertation wurde eine auf PCR basierende
subtraktive cDNA-Bibliothek erstellt, die differentiell im Magen exprimierte Gene
detektierte. Als Vergleich fungierte das Transkriptom aus Colongewebe. Von diesen als
differentiell im Magen exprimierten Genen wurde im Rahmen einer anderen Arbeit bereits ein
Gen charakterisiert. Hierbei handelt sich um das SX Gen (benannt nach seiner chromosomalen
Lokalisation), das ausschlieBlich im Magen exprimiert wird. Fiir diese Promotionsarbeit
sollten aus den iibrigen Genen solche ausgewihlt werden, die unbekannt, bzw. nicht néher
charakterisiert waren. Hierfiir sollte dann eine néhere Charakterisierung durchgefiihrt werden.
Aus den 23 als differentiell im Magen exprimierten Genen, wurden folgende drei Gene fiir die

weitere Charakterisierung ausgewahlt: Gastrokine 2, Admp und SA11.

Name Chromosomale | Expression
Lokalisation
1 | UDP glucuronosyltransferase 2 family, SEl Leber
polypeptide B5 (Ugt2b5)
2 | Microsomal glutathione S-transferase 1 6 Gl Ubiquitér
(Mgstl)
3 | Pyruvate dehydrogenase E1 alpha 1 X F3-F4 Ubiquitér
(Pdhal)
4 | Gastrokine 1 (Gknl) 6 D2 Magen
5 |1110032A04Rik (Androgen down regulated | 3 E3 Prostata, Niere,
gene expressed in mouse prostate (Admp)) Gehirn [Singh et al,
2005], Blase
6 | Glutathione S-transferase, alpha 4 (Gsta4) |9 El Ubiquitér
7 | Tissue factor pathway inhibitor 2 (Tfpi2) 6 A2 Leber, Niere,
Placenta [Miyagi et
al, 1996]
8 |Major urinary protein 2 (Mup2) 4 B3 Leber
9 |Major urinary protein 1 (Mupl) 4 B3 Leber
10 | Albumin 1 (Albl) 5E2 Leber
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11 |RIKEN ¢cDNA 1100001G20 gene; (SA11l) (11C unbekannt
12 |Peroxiredoxin 1 (Prdx1) 4 DI Ubiquitér
13 |Fibrinogen, B beta polypeptide 3E3 Leber
14 | Alcohol dehydrogenase 7 (class IV), muor |3 H1 Magen, Leber,
sigma polypeptide (Adh7) Lunge, Blase, Niere,
Haut
15 | Dedicator of cytokinesis 9 (Dock9) 14 E5 Ubiquitér
16 |SX X Magen
(Vorlauferzellen der
Isthmusregion)
17 |Male sterility domain containing 2 (Mlstd2) |7 F2 Ubiquitér
18 | Major urinary protein 3 (Mup3) 4 B3 Leber, Magen
19 | Solute carrier family 12, member 18 D3 Ubiquitér
2 (Slc12a2)
20 | chitinase, acidic (Chia) 3F3 Magen
21 |RIKEN cDNA 2810007J24 gene; 7 Al unbekannt
22 | Solute carrier organic anion transporter 6 A3-A5 Gallenblase
family, member lal (Slcolal)
23 |RIKEN ¢cDNA 1810036H07 gene 6 D2 Magen (Pitzellen des
(Gastrokine 2) glanduléren Epithels)
(eigene Ergebnisse)

Tab. 3.4: Ubersicht der Gene, die mittels einer PCR-basierenden subtraktiven cDNA-
Bibliothek und anschlieBender Datenbankrecherche als differentiell im Magen exprimiert
gefunden wurden. Angegeben sind der Name, die chromosomale Lokalisation und die bisher
bekannte Expression des Gens in der Maus. Die grau unterlegten Gene sollen im Rahmen
dieser Dissertation charakterisiert werden (Admp, SA11, Gastrokine 2).
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3.10 Charakterisierung des Gastrokine 2 Gens

Das Gastrokine 2 Gen ist in der Maus auf Chromosom 6 D2 lokalisiert und erstreckt sich {iber
etwa 6000 Basenpaare. Es besteht aus sechs Exons (Abb. 3.10.1 B), welche fiir eine mRNA
von 777 Nukleotiden kodieren. Der Translationsstartpunkt befindet sich in Exon 1. Das
korrespondierende putative Protein besteht aus 184 Aminosduren. Datenbankanalysen sagen
eine Signalsequenz und eine Brichosdoméne voraus. Die Brichosdoméne ist eine erst vor
kurzer Zeit beschriebene Proteindomine die aus etwa 100 Aminosduren besteht und sowohl
konservierte Sequenzbereiche, als auch strukturelle Homologien aufweist (Sanchez-Pulido et
al., 2002). Proteine mit einer Brichosdoméne werden unter anderem in Verbindung gebracht
mit ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome) und Magentumoren. (Yoshikawa et al.,
2000; Shiozaki et al.,, 2001; Mulugeta et al., 2005) Ferner konnte mit Hilfe von
Datenbankanalysen gezeigt werden, dass Gastrokine 2 konserviert in Amniota ist und sowohl
auf Aminosdureebene als auch auf Nukleotidebene eine hohe Homologie zwischen den Arten

aufweist (Abb. 3.10.1 D).
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A

1 acactgctoco
61 goctgtocatco
121 caaaaatgga
181 catcaacatc
241 catcgcatcco
301 patcootget
361 cgactccocca
421 ggactggtto
431 ggytgagyto
541 cctggggatc
601 tggottoato
661 ttoccocaacat
721 atatatttat

B

Exl (ATG)

agcaacttcet
tttggaatac
ggocaatatcco
cactcaggot
cgggtgoctoet
ctggacaaac
gagtatacct
ctgtttgggt
gotacaaago
ctgggagtct
ttLtcaaaga
toccatotact
cattatagat

Ex2

cttocaggcaa
aatcgcagge
aggagacagt
cgtgotocte
cccggagagc
tccaacggtt
gugtcaggra
cgocctatteg
caaaagagyt
ceatctgtyy
aatatacctt
tatgaaatcey
attattatca

Ex3

aatgasaccec
agaggagatt
gaccatcgac
caccacgatt
ctgttacgte
cototacgay
caaccctct o
acagctatge
gageactgga
aggaattcac
tggtttocac
aataataaca
aasatatatc

Ex4

ctogtggcat
tttaatatct
aaccagoaga
tttgactata
atcaagatgy
aagoagacaa
aagtctotga
aagcacatge
gc ct gt,gl:: aa
ctttaagatyg
tcagaagoca
caaaatatot
tgtaatgata

ttetggtggt
tocgtocoaay
acacggocac
agcatgytta
accacaaage
tgaatgotat
tcacgaaggt
cocotgtatga
aggttggact
gtccatcaac
aaatasattc
atctgtgaty
tatctac

Ex6

B - kodierende
Region

B - untranslatierte
Region

D

Organismus

Name des Gens

Homologie
Aminosiiure
(o)

Homologie
Nukleotide (%)

H.sapiens

GDDR /TFIZ1

69,6

76,4

P.troglodytes

LOC470392

67.5

76,3

C familiaris

LOC612594

69.0

75.5

R.norvegicus

RGD1311934_
predicted

88.9

89.4

G.gallus

GDDR

414

Abb. 3.10.1: Datenbankanalyse des Gastrokine 2 Gens
Mittels Datenbankanalyse wurde die (A) mRNA Sequenz von Gastrokine 2 beschrieben. Der
grau unterlegte Bereich wurde fiir die Generierung einer spezifischen Sonde fiir die Northern-
Blot Analyse und die in situ Hybridisierung verwendet. Ferner wurden Vorhersagen iiber die
Exon-Intron-Struktur (B) des Gastrokine 2 Gens und iiber die Doménenstruktur (C) des
korrespondierenden Proteins erstellt. (D) Tabellarische Auflistung der Homologien der
putativen orthologen Gene zum murinen Gastrokine 2 Gen. Dargestellt sind die Homologien
auf Aminosdure- und Nukleotidebene.
= = Signalsequenz; Ex = Exon; ATG = Translationsstartpunkt.
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Um die gewebespezifische Expression des Gastrokine 2 Gens zu untersuchen, wurde eine
Northern-Blot Analyse an RNA aus unterschiedlichen Geweben durchgefiihrt (Abb. 3.10.2).

Hierbei wurde in den untersuchten Geweben eine starke Expression ausschlieflich im Magen

gefunden.
oy
~
o ‘§$ ~ & $§$ N ":(\?
- ¢ & & & & & Lo W
ITF VNI FSFITITHES
@¢$$&$®6@$§®¢$
Gastrokine 2

<+«— 0,9kB

p-alcin " ..' — 20w

Abb. 3.10.2: Northern-Blot Analyse des Gastrokine 2 Gens an RNA unterschiedlicher
Gewebe Eine Northern-Blot Analyse wurde an RNA aus unterschiedlichen Geweben mittels
einer Gastrokine 2-spezifischen Sonde durchgefiihrt. Eine Expression ist ausschlielich im
Magen zu detektieren. Die Rehybridisierung erfolgte mit -Aktin.

Es wurde eine Northern-Blot Analyse mit RNA aus den verschiedenen Magenteilen
Vormagen, Glandula und Antrum vorgenommen. Um die Regulation wéhrend der
Nahrungsaufnahme zu tiberpriifen, wurde RNA zweier unterschiedlicher Erndhrungszustiande
eingesetzt. Zum einen wurde den Méusen vor der Magenpriparation die Nahrung iiber Nacht
entzogen. Auf der anderen Seite wurde der Magen von normal gefiitterten Méusen fiir die
RNA-Isolation verwendet (Abb. 3.10.3). Unabhéingig vom Erndhrungszustand der Maus ist
eine Expression nur im glanduldren Bereich und im Antrumbereich des Magens zu

beobachten. Gastrokine 2 Expression im Vormagen beider Gruppen war nicht zu erkennen.



Ergebnisse 55

Py
S8y §§4
e?\"ﬁ'eo Q?QQQQ
& & & &8
$ A PRGOS
& v KOOA =

Gastrokine 2

B-Aktin

Abb. 3.10.3: Northern-Blot Analyse des Gastrokine 2 Gens mit RNA aus unterschiedlichen
Magenteilen

Eine Northern-Blot Analyse wurde mit RNA aus unterschiedlichen Magenteilen mit
unterschiedlicher Erndhrungslage (oV und noV) durchgefiihrt. Eine Expression ist in beiden
Gruppen nur im glanduldren Bereich und im Antrum zu beobachten. Die Rehybridisierung

erfolgte mit SAktin. oV = ohne Verpflegung; Nahrungsentzug iiber Nacht; noV = normale
Verpflegung

Um diejenigen Zellen zu detektieren, die Gastrokine 2 im Magen exprimieren, wurde eine in
situ Hybridisierung mittels spezifischer Sense- und Antisense-RNA-Sonden an
Magenschnitten durchgefiihrt. Eine Farbung mittels der Antisense-Sonde konnte dabei nur im
Cytoplasma von Zellen im Pitbereich der gastrischen Einheit beobachtet werden (Abb. 3.10.4
A bis D).
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Abb. 3.10.4: In situ Hybridisierung des
Gastrokine 2 Gens an Magenschnitten

(A bis D) Gastrokine 2 Expression lie3 sich
mittels Hybridisierung mit der Antisense-
Sonde im Pit-Bereich des gastrischen
Epithels detektieren. (D) Hierbei war zu
erkennen, dass die Firbung im Cytoplasma
von Pitzellen (Pfeil) und Pitvorlduferzellen
(Pfeilkopf) lokalisiert ist.

(E) Mittels Sense-Hybridisierung liel sich
kein Signal erkennen.
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Bei den angefdarbten Zellen handelt es sich aufgrund der Lage in der Pitregion und dem
Vorhandensein von vielen sekretorischen Granula vermutlich um Pitzellen und deren
Vorlduferzellen (Abb. 3.10.4 D). Hybridisierung mit der Sense-Sonde zeigte keine Signale
(Abb. 3.10.4 E).

Fir das Gastrokine 2 Gen sollte diec Expression wihrend der prd- und postnatalen
Entwicklung der Maus untersucht werden. Ein besonderes Augenmerk sollte hierbei auf die
Magenentwicklung gelegt werden. Hierfiir wurde eine Northern-Blot Analyse mit RNA aus
Gesamtembryonen bzw. aus prd- und postnatalem Magengewebe vorgenommen (Abb.

3.10.5).

Embryo Embryo Magen
gesamt Magen

Gastrokine 2

Abb. 3.10.5: Analyse der Gastrokine 2 Expression wahrend der
Magenentwicklung

Mittels einer Northern-Blot Analyse an Gesamt- bzw. Magen-RNA
unterschiedlicher pria- und postnataler Entwicklungsstadien konnte der Beginn der
Gastrokine 2-Expression auf kurz nach der Geburt datiert werden. Prénatale
Expression konnte nicht beobachtet werden.

«— 09kB
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Mittels dieser Analyse konnte der Beginn der Expression als perinatal beschrieben werden.
Eine prinatale Expression konnte weder in RNA aus Magengewebe noch in RNA des

gesamten Embryos nachgewiesen werden.

Um die Expression von Gastrokine 2 auf Proteineben beschreiben zu konnen, wurde damit
begonnen, einen spezifischen Antikorper gegen Gastrokine 2 mittels GST-Fusionsprotein zu
generieren. Zur Erstellung des Fusionsproteins wurde zunédchst ein 79 Aminosduren
umfassender C-terminaler Bereich ausgewdhlt. Das korrespondierende 3’-Fragment inklusive
Stoppkodon der Gastrokine 2 cDNA wurde in den Expressionsvektor pET 41a(+) kloniert
(Abb. 3.10.6).

32 Lgaaacccctegtggeatttetggtggtgetgtccatetttgga
K P L VvV A F L V V L 5 I F G

77 atacaatcgcaggcagaggagatttttaatatcttcgtcccaage
I ¢ 8 @ A E E I F N I F VvV P 8

122 aaaaatggaggcaatatccaggagacagtgaccatcgacaaccag
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167 cagaacacggccaccatcaacatccactcaggctecgtgctcectce St
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L S R RACY VI KMUDH K A AN

302 atccctgctctggacaaactccaacggttcctctacgagaagcag T J--muf
I P A L D KL @ R F L Y E K Q et 7 _ -
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Abb. 3.10.6: Darstellung eines Gastrokine 2-GST-Fusionsproteins

Um ein Fusionsprotein fiir die Generierung eines Antikorpers gegen Gastrokine 2 zu
erstellen, wurde der C-terminale Bereich (grau unterlegt) in die multiple
Klonierungsregion des GST-Expressionsvektor pET41a(+) kloniert.
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Das Gastrokine 2-GST-Fusionsprotein wurde mittels dreistiindiger IPTG-Induktion (ImM) im
1L-KulturmaBstab in pBL21(DE3)-Bakterienzellen erzeugt. Die Proteine wurden aus den
Bakterienzellen isoliert und das Fusionsprotein wurde mittels GST-Affinitétspurifikation {iber
eine Glutathionsdule aufgereinigt. Nach einer Kontrolle durch eine SDS-Gelelektrophorese
mit anschlieBender Coomassie-Farbung (Abb.3.10.7) wurde damit begonnen, Kaninchen

durch Injektion des Fusionsproteins zu immunisieren.

= ! \ Gkn 2-GST Fusionsprotein
—— (=33 KDa)

—— - i  —

Abb. 3.10.7: Aufreinigung des Gastrokine 2-GST Fusionsproteins

Zur Eluierung des Fusionsproteins wurde das isolierte Gesamtprotein (Input) mittels
einer Glutathion-Affinitits-Séule aufgereinigt. Der Durchlauf und die einzelnen
Waschlosungen wurden anschlieBend mit auf das SDS-Testgel aufgetragen, um die
Effektivitdt der Eluierung zu iiberpriifen. Wie zu erkennen, lief sich eine sehr gute
Aufreinigung und Konzentrierung des Gastrokine 2-GST Fusionsproteins erreichen.
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Um eine funktionelle Analyse des Gastrokine 2 Gens vornehmen zu kénnen, wurde mit der
Erstellung eines Konstruktes fiir die Deaktivierung von Gastrokine 2 mittels homologer
Rekombination begonnen (Abb. 3.10.8). Hierfiir sollte ein 7 Kb groBes Sstl-Fragment in den
BamHI/EcoRI restringierten pPNT-Vektor gebracht werden. Dafiir mussten die
iiberhdngenden Enden (,sticky ends®“) des Vektors und des Fragments mit einer
Polymerasereaktion ,,aufgefiillt“ werden, so dass glatte Enden (,,blunt ends*) entstehen.
Dieses Fragment soll dann in den pPNT-Vektor kloniert werden, wo es als 3’Arm fungiert.
Anschliefend soll als 5’Arm ein 2,8 Kb groBes BamHI/Pstl-Fragment nach Umklonierung in
pBluescript mittels Notl/Xhol-Restriktion in den Notl/Xhol restringierten pPNT-Vektor
eingebracht werden. Nach Linearisierung durch eine Notl-Restriktion soll das Konstrukt fiir
die homologe Rekombination in ES Zellen verwendet werden. Das Screening der ES Zellen
auf homologe Rekombinanten erfolgt mittels SstI-Restriktion der genomischen ES Zell-DNA
mit anschlieBender Southern Blot Hybridisierung mit Hilfe einer 5° externen Sonde. Mit Sstl
restringiertes Wildtypallel liefert hierbei ein Hybridisierungssignal bei einer Grof3e von 6 Kb.
Da durch die Auffiillreaktion der tiberhdingenden Enden eine Sstl-Restriktionsschnittstelle im
rekombinanten Allel zerstort wird, hybridisiert das Sstl restringierte rekombinante Allel mit

der externen Sonde bei einer Grofe von 13 Kb.
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Abb. 3.10.8: Strategie fur die homologe Rekombination des Gastrokine 2-Gens

Fiir die Erstellung des KO-Konstruktes soll ein 2,8 Kb groes BamHI/Pstl-Fragment
nach Umklonierung in pBluescript als 3’Arm und ein 7 Kb groBles Sstl-Fragment als
5’Arm in den pPNT-Vektor gebracht werden. Das ES Zellscreening erfolgt iiber Sstl-
Restriktion der genomischen ES Zell-DNA mit anschlieBender Southern-Blot Analyse
mittels 5° externer Sonde. Das Wildtypallel liefert hierbei ein Hybridisierungssignal bei 6
Kb, wohingegen das rekombinante Allel ein Signal bei 13 Kb aufweist. S = Sstl; B =

BamHI; P = Pstl; N = Notl; X = Xhol; NEO = Neomycinkassette; TK = Thymidinkinase;
* = aufgefiillte” iiberhangende Enden
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3.11 Charakterisierung des Admp Gens

62

Das Admp Gen lokalisiert in der Maus auf Chromosom 3 E3 und kodiert fiir eine mRNA von

1765 Nukleotiden. Das Admp Gen erstreckt sich tiber etwa 40000 Basenpaare und besteht aus
drei Exons (Abb. 3.11.1).

A

2

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
121
781
841
901
gel
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

gctggggaga
cagagaggag
cctggatact
cgcgtgaagg
gtcatggagc
gtggtataca
tccaaaatat
gggcataacg
cctctgacct
gataggtttt
gcgatgactt
aaatcaggat
agtcatattt
ttctttatag
taga
tttcttctte
agtaacaggc

caggaagaaa
tccagttaaa
ttctctcaaa
acataaaagc
agtgattctg
ttttaggaga
aacctgcatg
tatatactta
aaaaaaaaaa

I; Ep

agccagagca
aaataatcta
cctgcacagg
agtattttge
cttgggaaca
ctgecctatgt
gtggctatga
tgttcacatt
gaccagcact
cccccacttyg
taaccccata
gctttgaaat
acattactct
gctactgtca
tgaaccttta
ttttttaaat

agctaataaa
ggctttgata
atgtttatct
caaagaccaa
gt a -
gaaatcttcc
tctgtttaaa
ctgatttttg
aaaaaaaaaa

tctaagctca
caccagattg
cagacttttec
ctggctctat
atcgatgctc
etbteatceee
cagttceatt
gcttacaact
ctctectatgce
cttttgtaca
gecccacattt
aaaacttttc
cttcatatta
aaagtaccct
aagtcttatt
ttteatttte

taggctggaa
tagcagctce
tcaaagcaga
gccttgcage
taaataaatg
aagtagacat
aaaacaaaat
caaaataaaa
aaaag

ctctaaggca
ttcagaggaa
ccagcttaag
tatcaatacc
aacaccatca
atccacatcc
tctaactgat
tactgacttg
actgtcccge
tgcaatattyg
gctcaactct
tggaaaatag
ttctatacta
gtacttgttt
ttctgggaaa
tttgctttag

gtaatagcca
tttgcacagc
tgtaagattt
ttttctttee
aaccggcttt
ccaaagaaag
gtacatttta
tgaagtttac

Ex2
1

ggagacgaag
aagcatcacc
gaagagccat

agatcatcac

tactgaccat
gcctggettg
ctecatctgaa
ggtgaccgta
acatcctgcc
tgcatcaggt
atggctttag
gcttataaga
aaggatatgt
acaatttatt
tagctaatac
ctaaaattct

aagctgtgtg
ggcagcaggg
agaaacaaaa
taattatagt
tctcaataaa
ggacaatatt
ttatttggca
aagagaaacc
ttttataagc

aaataaagcc
gagtaccaag
ggatttcaag
ctgctgtget
tgtggctatg
ggaatttttc
ttcggtgaaa
tcatcttteca
tggagtatga
gatagaaaag
gtttcttttg
gacatgacaa
tacaaaagta
aaaagatggg
ctaaaattcg
tttagtttaa

tcctaggcta
agtcgggage
tttattaaat
gctgagtcaa
tattaacatt
ggcacctttg
cgcaaaaatc
agatatgaaa
aaaaaaaaaa

Ex3

]
B - kodierende Region

C

D

B - nicht kodierende Region

76

Organismus

Name des
Gens

Homologie
Aminosiure
(%)

Homologie
Nukleotide
(%)

H. sapiens

LOC653814

85.5

85.5

G. gallus

LOC425008

68.0

73.8
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Abb. 3.11.1: Datenbankanalyse des Admp Gens

Mittels Datenbankanalyse wurde die (A) mRNA Sequenz von Admp beschrieben. Die grau
unterlegten Bereiche wurde fiir die Generierung zweier spezifischer Sonden (5’-Sonde =
hellgrau unterlegt; 3’-Sonde = dUNKelgrall unterlegt) fiir die Northern-Blot Analyse
verwendet. Putative sind rot unterlegt. Darstellung der Exon-
Intron-Struktur (B) des Admp Gens und der Doménenstruktur (C) des korrespondierenden
Proteins. (D) Tabellarische Auflistung der Homologien der putativen orthologen Gene zu
Admp aus Mus musculus. Homologien sind auf Aminosédure- und Nukleotidebene angegeben
Ex = Exon; I = putative Transmembrandoméne.

Die gesamte kodierende Region befindet sich in Exon 3. Die mRNA-Sequenz weist zwei
putative Polyadenylierungssignale auf, die in Transkripten von ungefdhr 800 Nukleotiden und
1500 Nukleotiden resultieren. Datenbankanalysen sagen fiir das korrespondierende putative
Protein, das aus lediglich 76 Aminosduren zusammengesetzt wird, eine
Transmembrandoméne voraus. Admp ist vermutlich sowohl auf Aminosdureebene als auch
auf Nukleotidebene hoch konserviert in Amniota. Es weist eine hohe Homologie zu seinen

putativen orthologen Proteinen in Homo sapiens und Gallus gallus auf.

Mittels einer Northern-Blot Analyse mit RNA aus unterschiedlichen Geweben konnte eine
starke magenspezifische Expression des Admp Gens in allen Magenteilen beobachtet werden
(Abb. 3.11.2). In dieser Analyse wurde die 5’-Sonde (siche Abb. 3.11.1 A) verwendet, die
Transkripte mit beiden putativen Polyadenylierungsmdglichkeiten detektieren kann. Durch
Verwendung dieser Sonde waren zwei Hybridisierungssignale zu erkennen, die mit den
erwarteten Grofen der prognostizierten Transkripte von 1500 Nukleotiden bzw. 800
Nukleotiden korrelieren. Des Weiteren lief sich die Expression beider Admp-Transkripte in
allen Magenteilen beobachten. Die anderen untersuchten Gewebe zeigten keine Admp

Expression.
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Admp

Abb. 3.11.2: Gewebespezifische Expression von Admp

Northern-Blot Analyse mit einer Admp-spezifischen 5’-Sonde. Es wurden zwei
unterschiedlich grof3e Signale in allen Magenteilen detektiert, die von der Grof3e her mit
den vorhergesagten Transkripten korrelieren.

Um zu tberpriifen, ob beide Transkripte tatsdchlich aus der Verwendung unterschiedlicher
Polyadenylierungssignale hervorgehen, wurde eine Northern-Blot Analyse an Magen RNA
mit einer 3’-Sonde, die hinter dem ersten Polyadenylierungssignal lokalisiert ist, durchgefiihrt
(siche Abb. 3.11.1 A). Hierbei sollte lediglich das 1500 Nukleotide groBe Transkript, das
durch Verwendung des spéteren Polyadenylierungssignals erzeugt wird, zu detektieren sein.
Die Northern-Blot Hybridisierung zeigte nur ein Transkript in der erwarteten Gréfle von 1500

Nukleotiden (Abb. 3.11.3). Ein weiteres Signal war nicht zu beobachten.
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Abb. 3.11.3: Alternative
Polyadenylierungssignale
Northern-Blot Analyse mit
einer Admp-spezifischen 3°-
Sonde, die 3’ des ersten
Polyadenylierungssignal

Admp lokalisiert ist. Nur ein
Transkript mit der erwarteten
Grofle von 1500 Nukleotiden
konnte beobachtet werden.
Die Rehybridisierung
erfolgte mit S-Aktin.

1,SkB -»

10KkB -

0SkB -»

20kB $ B-Aktin

Wie schon in 3.11.2 gezeigt, lieB sich Admp in allen Magenteilen nachweisen. Es sollte nun
untersucht werden, ob der Verpflegungsstatus der Maus eine Auswirkung auf die Expression
von Admp im Magen hat. Hierfiir wurde, wie schon vorher beschrieben, RNA aus dem Magen
von Madusen isoliert, denen vorher das Futter entzogen wurde bzw. die normal ernihrt
wurden. Die Hybridisierung mit der 5’-Sonde liel keine signifikanten Unterschiede in der
Admp Expression zwischen den beiden Gruppen erkennen (Abb. 3.11.4). In allen drei
Magenteilen ist die Expression beider Transkripte von Admp nicht abhidngig vom

Erndhrungszustand der Méuse.
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B-Aktin

Abb. 3.11.4: Northern-Blot Analyse des Admp Gens mit RNA aus
unterschiedlichen Magenteilen

Eine Northern-Blot Analyse wurde mit RNA aus unterschiedlichen Magenteilen mit
unterschiedlicher Erndhrungslage (oV und noV) durchgefiihrt. Eine Expression ist in
beiden Gruppen in allen Magenteilen zu beobachten. Die Rehybridisierung erfolgte mit
[-Aktin. oV = ohne Verpflegung; Nahrungsentzug iiber Nacht; noV = normale
Verpflegung

Um zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt der pri- bzw. postnatalen Magenentwicklung die
Admp Expression beginnt, wurde eine Northern-Blot Analyse mit RNA unterschiedlicher
Entwicklungsstadien des Mausmagens durchgefiihrt. Die hier verwendete 5’-Sonde sollte
ferner dariiber Aufschluss geben, ob die Expression beider Transkripte wihrend der
Magenentwicklung zum gleichen Zeitpunkt beginnt oder ob hier Unterschiede festgestellt

werden konnen. Mittels dieser Northern-Blot Analyse konnte gezeigt werde, dass die
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Expression des groferen, 1500 Nukleotide umfassenden Transkripts schon am Tag 17,5 dpc
in Magen-RNA nachzuweisen ist (Abb. 3.11.5). Der Beginn der Expression des kleineren
Transkripts lie sich mittels dieser Hybridisierung nicht genau datieren. Es ist definitiv ein
Signal am Tag 5 postnatal zu erkennen. Leider ist die Intensitit des kleineren
Hybridisierungssignals hier schwicher als die des GroBeren, was nicht mit den vorherigen
Northern-Blot Analysen korreliert. Hier wies das kleinere Signal immer die hohere Intensitét
auf. Aufgrund dessen ist die Festlegung des Expressionsbeginns des kleineren Transkripts

nicht eindeutig mdglich und bedarf eines erneuten Versuchs.

Embryo Embryo Magen
gesamt Magen
N A N
~ ~ ~N

] ] ] ] > ]
RS
o NIRRT e DD

<«— 15kB

Admp
<«— 0,8kB
<«— 33kB

hEF

Abb. 3.11.5: Northern-Blot Analyse fir Admp mit RNA unterschiedlicher
Entwicklungsstadien Mittels ciner Northern-Blot Analyse an Gesamt- bzw. Magen-RNA
unterschiedlicher prd- und postnataler Entwicklungsstadien konnte der Beginn der Admp
Expression auf Tag 17,5 pc datiert werden. Die Expression des kleineren Transkripts ist an
Tag 5 postnatal zu erkennen. Die Rehybridisierung erfolgte mit hEF.
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3.12 Charakterisierung des SA11 Gens

Um das SA11 (Stomach autosomal gene on chromosome 11) Gen zu charakterisieren, wurden
zunéchst Datenbankinformationen zusammengetragen. Da es sich um ein unbekanntes Gen
handelt, wurde es aufgrund seiner Lokalisation auf Chromosom 11 (11 C) SA1l genannt. Es
erstreckt sich im Genom iiber etwa 6000 Basenpaare und besteht aus 3 Exons mit einer

mRNA von 376 Nukleotiden, wobei die kodierenden Bereiche in den Exons 1 und 2 liegen

(Abb. 3.12.1 B).

1 ggtattggct aacatccttc agcagcagca tgaagctagg agccttcctt ctgttggtgt

61 ccctcatcac cctcagecta gaggtacagg agctgcaggce tgcagtgaga cctctgecagce
121 ttttaggcac ctgtgctgag ctctgccgtg gtgactggga ctgtgggcca gaggaacaat
181 gtgtcagtat tggatgcagt cacatctgta ctacaaacta aaaacagctt ctacctggaa
241 aaaaaaatgt gtctgtttgg agctctgtga ccaagaaaac agttgaaaat ggaggccatg
301 tatggagatt acaagcagca cagtggagtg ggacaaggag ttgtttcttt taataaatca
361 ttaatgtaaa agtctc

B C

Ex1 (ATG) Ex2 Ex3 [

B - kodierender Bereich W - nicht kodierender Bereich

D

SallMus MELGAFLLLVSLIT 14

WDNM1-homologRat ———————————-MWLKSFSSRMKLGAFLLLVSLVT 23

WdnmlMus ————— e ——MKTATVFVLVALIFMTMTTAUA 22

WDNM1Bos ————————————MKTATVFVLVALIFMTHTTAWA 22

WDNM1Rat MNITYALF g

WapHus MRCLISLVLGLLALEVALAQNLEEQVFNSVOSMFPKASPIEGTECIICQTHNEECAQNAMC 60

WAPRat MRCFISLVLGLLALEVALARNLOEHVFNSVOSMCPDDSSSEDTECINCOTNEECAQNDMC 60

SAllMus ———————————-LSLEVQELQAAVR-PLOLLGT——-CAEL--CRGDWDCGPEEQCVSIGC 56

WDNM1-homologRat ———————————-LSLKVQELQAAVR-PLOLLGT——-CAEL--CSGDWDCGPGEQCVSTGC 65

WdnmlMus ———————————-LSNPKEKPGACPKPPPRSFGT---CDER--CTGDGSCSGNMKCCSNGC 65

WDNM1Bos = @——————————— LSNPKEKPGACPKPPPRSFGT——-CDER—-—-CTGDGSCSGNMKCCSNGC 65

WDNM1Rat ———————————-5PTKLEKPGKCPKNPPRSIGT——-CVEL--CSGDQSCPNIQKCCSNGC 51

Wapius CPGSCGRTRKTPYNIGYPKAGFCPUNLLOMISSTGPCPMKIECSSDRECSGNMKCCHNYDC 120

WAPRat CPSSCGRPCKTPYNIEVQKAGRCPWNPIOMIAA-GPCPKDNPCSIDSDCSGTHKCCNNGC 119
* + * * % = * *

SallMus SHICTTH—————=————— 63

WDNM1-homologRat SNYCATS—————————— 72

WdnmlMus GHACKPPVF————————— 74

WDNM1Bos GHACKPPVF—=——————- 74

WDNM1Rat GHVCKSPVF————————— 60

Wapius VMTCTPPVP-——-VITLQ 134

WAPRat IMSCHDPEPESPTVVSFQ 137

*
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Abb. 3.12.1: Datenbankanalyse des SA11 Gens

Mittels Datenbankanalyse wurde die (A) mRNA Sequenz von SA1l beschrieben. Der grau
unterlegte Bereich wurde fiir die Generierung einer spezifischen Sonde fiir die Northern-Blot
Analyse verwendet. Darstellung der Exon-Intron-Struktur (B) des SAl1l Gens und der
Doménenstruktur (C) des putativen SA11 Proteins. (D) Vergleich verschiedener Proteine der
WAP (Whey Acidic Protein)-Familie. Die charakteristischen Cysteine sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Die in SA11 fehlenden Cysteine sind durch einen roten Pfeil markiert.

Ex =Exon; == = putatives Signalpeptid; © = Four-disulfide core-Doméne

Datenbankanalysen des SA11 Gens beschreiben SA11 als putatives sekretorisches Protein mit
einer Four-disulfide core-Domine. Diese ist durch 8 charakteristisch angeordnete Cysteine
gekennzeichnet, die an vier Disulfidbindungen (Four-disulfide core) beteiligt sind. Hieraus
lassen sich strukturelle Homologien der WAP (Whey Acidic Protein)-Proteine ableiten. SA11
besitzt allerdings wie sein homologes Protein, das WDNM 1-like Protein der Ratte, nur 6 der
charakteristischen Cysteine (3.12.1 D). Andere Mitglieder der WAP -Familie wie WDNM 1
aus Mus musculus, Rattus norvegicus und Bos taurus besitzen 7 der charakteristischen
Cysteine. Dariiber hinaus weist SA11 eine hohe Homologie von 85,7% auf Aminosdureebene

und 93,1% auf Nukleotidebene zu dem WDNM1-like Protein aus Rattus norvegicus auf.

Um die gewebespezifische Expression von SA1l zu untersuchen, wurde eine Northern-Blot
Analyse mit RNA aus unterschiedlichen Geweben mit einer spezifischen SA1l Sonde
durchgefiihrt. Es konnte festgestellt werden, dass ein etwa 350 Nukleotide grof3es Transkript
von SA11l priddominant in der Leber exprimiert wird (Abb.3.12.2). Eine starke Expression lief3
sich auch im Magen nachweisen. Interessanterweise konnte im Magen ein weiteres Transkript
von etwa 700 Nukleotiden beobachtet werden. Dieses Transkript wird nur im glanduldren
Bereich und im Antrum exprimiert, in dem sich das kiirzere Transkript nicht nachweisen lief3.
Im Vormagen wurde einzig das kiirzere Transkript beobachtet. Uberaschenderweise konnte
das kiirzere Transkript nicht in RNA aus Gesamtmagen detektiert werden. Neben diesem

zeigte sich noch eine schwache Expression des kleineren SA11-Transkripts in der Milz.
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Abb. 3.12.2: Gewebespezifische Expression von SA11

Northern-Blot Analyse mit einer spezifischen SA11l Sonde. Es wurden ein starkes, etwa
350 Nukleotide groBes Signal in der Leber und ein sehr schwaches Signal gleicher Grofie
in der Milz beobachtet. Im Magen konnte ein Signal dieser Gréfle nur im Vormagen
detektiert werden. Ein etwa 700 Nukleotide grofes Transkript konnte dagegen im
glandulidren Magen und im Antrum beobachtet werden. Interessanterweise lie3 sich das
Vormagen-spezifische Signal nicht im Gesamtmagen nachweisen. Die Rehybridisierung
wurde mit f-Aktin durchgefiihrt.

Ob der Verpflegungsstatus einen generellen Einfluss auf die Expression von SA1l hat oder
eine Regulation eines der beiden Transkripte bewirkt, sollte mittels einer Northern-Blot
Analyse mit RNA der Magenteile von Méusen mit Nahrungsentzug bzw. mit normaler
Verpflegung abgekldrt werden. Es zeigte sich, dass die Expression der beiden SAll
Transkripte unabhingig ist von der Nahrungsaufnahme (Abb. 3.12.3).
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Abb. 3.12.3: Northern-Blot Analyse des SA11 Gens mit RNA aus unterschiedlichen
Magenteilen

Eine Northern-Blot Analyse wurde mit RNA aus unterschiedlichen Magenteilen mit
unterschiedlicher Erndhrungslage (oV und noV) durchgefiihrt. In beiden Gruppen ist eine
Expression des kleineren Transkripts nur im Vormagen zu beobachten. Ausschlieflich das
groflere Transkript kann in Glandula und Antrum der beiden Gruppen detektiert werden.
Die Expression beider Transkripte ist nicht von der Nahrungsaufnahme abhidngig. Die

Rehybridisierung erfolgte mit f~Aktin. oV = ohne Verpflegung; Nahrungsentzug iiber
Nacht; noV = normale Verpflegung

Um den Ursprung des zweiten, groferen Transkripts aufzukldren, miissen noch
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Hierbei sollte vor allen Dingen iiberpriift werden, ob
eine alternative Polyadenylierungsstelle 3’ der bekannten Sequenz vorhanden sind.
Alternatives Spleilen von weiteren bis dato nicht bekannten Exons konnte ebenfalls ein
Grund fiir das alternative Transkript sein. Des Weiteren kdnnte man eine zusétzliche

Polyadenylierung der mRNA in Erwdgung ziehen.
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4 DISKUSSION

4.1 Der Magen

Der Magen der Maus entwickelt sich aus Anteilen des primordialen Vorderdarms und zeigt
bereits am 9.-10. Embryonaltag ein einfaches Lumen. Das Magenepithel wird durch die
differentielle Expression der hedgehog-Gene Sonic hedgehog (Shh) bzw. Indian hedgehog
(Ihh) im anterioren bzw. posterioren Magen differenziert (Litingtung et al., 1998).
Histologisch besteht der Mausmagen aus zwei unterschiedlichen Epithelien: einem verhornten
Plattenepithel, welches den Vormagen auskleidet und einem differenzierten Driisenepithel,
das den glanduldren Anteil des Magens und den Antrumbereich bildet. Dieses Driisenepithel
wird durch Invagination in das umgebende Mesoderm in die Ldnge gezogen und bildet die

Driisenschlduche oder gastrischen Einheiten des Magens. Erste primitive Driisenschlduche

sind am 15.-16. Embryonaltag bereits zu erkennen

(Fukamachi et al., 1979). Die gastrische Einheit

des Maiusemagens besteht hauptsichlich aus 5

verschiedenen Zelltypen: Pit-, Neck-, Parietal-, " e
Zymogenen- und Entero-endokrinen Zellen (Abb.

4.1). Die Parietalzellen der gastrischen Mucosa | -‘:""f'rﬁ“:”
sezernieren die im Magensaft enthaltene Salzsdure eihmus :: .:i :.'.EEE,,;'}IE?LCE"
in das gastrische Lumen (Dibona et al., 1979; | ~ = =~~~ _ I
Berglindh et al., 1980). Das saure Milieu des Neck Jpra—
Magensafts ermoglicht die autoproteolytische | — = =~ = —  Prosymosenc
Spaltung von Pepsinogen, das von den -
Zymogenen-Zellen sezerniert wird, zur aktiven

Protease Pepsin (Khan und James, 1998). Sowohl Base } 2ymogenic

Pit- als auch Neckzellen sezernieren Bicarbonat-

haltigen Schleim, der die Auflésung der 01, Enteroendocrine

Magenschleimhaut durch Salzsdure und Pepsin

verhindert (Allen und Flemstrom, 2005). Da die | =~ =~~~ = = =

Magensdure im Magensaft essentiell fiir die | Abb. 4.1: Gastrische Einheit des
Magens (Karam et al., 2003)

Funktion des Magens ist, unterliegt ihre Sekretion
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durch die Parietalzellen einer komplexen Regulation. Die Regulation der
Magenséuresekretion wird durch unterschiedliche Mechanismen auf neuronaler, hormoneller,
para- und autokriner Ebene reguliert, wobei die wichtigsten aktivierenden Elemente Histamin,
Gastrin und Acetylcholin sind (Black et al., 1972; Hersey und Sachs, 1995). Somatostatin
fungiert als inhibierendes Element auf die Sekretion der Magensdure (Saffouri et al., 1979;
Chiba et al.,, 1981; Holst et al., 1992). Gesteuert wird die Regulation der gastrischen
Sauresekretion von Enterochromaffin-dhnlichen (ECL) Zellen, G- und D-Zellen (Pearse und
Bussolati, 1972; Polak et al., 1975; Hakanson et al., 1986), die drei unterschiedliche Typen
von gastrischen endokrinen Zellen darstellen, und Acetylcholin, das durch seinen spezifischen

Rezeptor direkt auf Parietalzellen wirkt (Wilkes et al., 1991). Die Sekretion von Histamin

durch ECL Zellen steht FUNDUS
dabei im Mittelpunkt der Tt

HCE
Regulation durch Gastrin, )

/
Acetylcholin und PPy Parietal-
. ~ Go Q. S zelle

Somatostatin (Abb. 4.2). e . oM yCa
Wird Histamin durch ein e H2 CCK-B

ACh HISTAMIN p——
stimulierendes Gastrin- 4 == >— ASTRI
E CCK-B

bzw. Acetylcholin-Signal |-
sekretiert, so gelangt es ST-2 —
mittels parakriner Diffusion

D

zu den benachbarten

Parietalzellen und bindet

Abb. 4.2: Regulation der Magensiuresekretion (mo difiziert nach
Hersey und Sachs, 1995) Die Sezernierung der Magenséiure durch die
Parietalzellen wird durch den Einfluss von Gastrin, Histamin,
Acetylcholin und Somatostatin reguliert. Ach = Acetylcholin; Ca=
(Black et al., 1972; Fykse Calcium-Ionen; cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat; CCK-B =
Cholecystokinin B Rezeptor; D = D-Zelle; E = Enterochromatfin-

et al., 2006), der in der dhnliche (ECL) Zelle; HC1 = Salzséure; H2 = Histamin 2 Rezeptor; M3 =
Muscarin 3 Rezeptor; P = H" K*-ATPase; ST-2 = Somatostatinrezeptor 2

am spezifischen

Histaminrezeptor H2

Plasmamembran der

Parietalzellen lokalisiert ist (Fukushima et al., 1999). Der Histaminrezeptor H2 besitzt
typische Eigenschaften eines G Protein gekoppelten Rezeptors (Dohlman et al., 1991). Die
Stimulierung des Rezeptors geht einher mit der Aktivierung von Adenylat Cyclase und der
Formierung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) (Chew, 1985). Die Aktivierung
des cAMP-abhéngigen Protein Kinase (PKA) Signalwegs innerhalb der Parietalzellen fiihrt
letztendlich zur Sekretion von H'-lIonen durch die H'K'-ATPase (Forte et al., 1975;
Urushidani und Forte, 1997). In nicht stimulierten Parietalzellen ist die H , K '-ATPase in der
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Ruhezustand Aktiviert Membran von cytoplasmatischen
Vesikeln, den Tubulovesikeln,
lokalisiert. Die Sduresekretion ist
innerhalb der Vesikel durch eine
Limitierung ~ an  K'-Ionen
inhibiert. Die Aktivierung der
Magenséuresekretion (Abb. 4.3)
fiihrt zur Fusion von
Tubulovesikeln mit der
Canaliculimembran, welche die

H',K"-ATPase mit dem

Abb. 4.3: Aktivierung der H',K*-ATPase (Urushidani und

Forte, 1997) Im Ruhezustand lokalisiert die HY, K*-ATPase in der
Tubuloves.ikell}lel.nbran, wobei .sit.e aufgrund der Limitierung von bringt (Forte et al, 1977;
K*-Tonen inaktiv ist. Durch Aktivierung der Magenséuresekretion
fusionieren Tubulovesikel mit der Canaliculusmembran. K*-Ionen Urushidani und Forte, 1997). Die
im gastrischen Lumen fiithren zu einer Aktivierung der H*,K*- . .
ATPase und somit zur Sezernierung von HCI. 1m gastrischen Lumen

gastrischen Lumen in Kontakt

vorhandenen K"-Ionen
ermdglichen die Sekretion von H'-Ionen durch die H',K"-ATPase (Forte, 2004). Die Fusion
der Tubulovesikel mit der apikalen Canaliculimembran geht einher mit der Expansion der
intrazelluldren Canaliculi, die teilweise auch im Lichtmikroskop zu beobachten ist

(Sawaguchi et al., 2005).

4.2  Die Rolle von Foxqgl bei der Magensauresekretion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Expression von Foxgl in Parietalzellen der gastrischen
Mucosa durch in situ Hybridisierung mittels Digoxigenin-markierter RNA-Sonde an
Paraffinschnitten gezeigt werden. Die Expression von Foxql im gastrischen Epithel wurde
schon im Jahr 2000 in einer Veroffentlichung beschrieben (Hoggatt et al., 2000). Die damals
verwendete Methode mit **S-markierter RNA-Sonde an Kryoschnitten konnte allerdings die
Foxgl-exprimierenden Zellen innerhalb des gastrischen Epithels nicht detektieren. Die
Expression von Foxql wéahrend der prd- und postnatalen Magenentwicklung lie8 eine
Beteiligung von Foxgl an der Entwicklung des Magens, insbesondere an der Entwicklung
von Parietalzellen oder deren Distribution innerhalb der gastrischen Mucosa vermuten.

Foxgl-defiziente Méuse zeigen allerdings keine Verdnderung im Aufbau der gastrischen
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Mucosa. Die Organisation und die Anzahl der Parietalzellen sind nicht verdndert.
Funktionelle Studien der Magenséuresekretion lieen eine Storung der Magenséduresekretion
von Foxgl-defizienten Méusen erkennen. Nach Sekretagog-Stimuli mittels Gastrin und
Histamin konnte keine bzw. nur eine sehr geringe Anderung des pH-Wertes des Magensafts
beobachtet werden. Der basale pH-Wert des Magensafts von gefasteten Foxq 17 -Méusen zeigt
keinen signifikanten Unterschied zur Wildtypkontrolle.

Fehlende Magensduresekretion (Hypochlorhydrie/Achlorhydrie) ist in vielen Féllen mit einer
Hypertrophie der Magenschleimhaut verbunden. Fiir Atp4a-defiziente Méuse, die keine
H',K"-ATPase exprimieren, wurde eine fehlende Magensiuresekretion beschrieben (Spicer et
al., 2000). Neben der Achlorhydrie konnte fiir Atpda’"-Miuse eine Hypergastrindmie und eine
Hypertrophie der gastrischen Mucosa gezeigt werden. Gastrin ist neben seiner Funktion als
Induktor der Magenséuresekretion auch als ein Wachstumsfaktor der gastrischen Mucosa
beschrieben worden. Hierbei wird ein direkter Einfluss auf die gastrischen Stammzellen
mittels eines spezifischen Rezeptors (Nakajima et al., 2002) gegeniiber einem indirekten
Mechanismus durch Aktivierung des Heparin-bindenden EGF-dhnlichen (Epidermal Growth
Factor-like) Wachstumsfaktors HB-EGF (Miyazaki et al, 1999) kontrovers diskutiert.
Zusétzlich konnte eine erhdhte Expression von verschiedenen Liganden der EGF-Rezeptor
Familie unter Gastrineinfluss gezeigt werden (Tsutsui et al., 1997; Miyazaki et al., 1999,
Wang et al., 2000).

Fiir Slc4a2-defiziente Méuse, denen der AE2 CI/HCO;5 Anionenaustauscher (AE2) fehlt,
wurde trotz erhohter Gastrinexpression keine Hypertrophie der Magenschleimhaut
beschrieben (Gawenis et al, 2004). AE2 spielt eine wichtige Rolle bei der
Magenséduresekretion und AE2-defiziente Méuse sezernieren keine Magenséure. Da eine
Hypertrophie als ein Langzeiteffekt durch anhaltende Achlorhydrie beschrieben wird (Jansen
et al., 1990; Lamberts et al., 1993; Jensen, 2006), konnte das Ausbleiben der Hypertrophie des
Magens von AE2-defizienten Mausen aus dem Alter der untersuchten Tiere resultieren. Die
fiir die Untersuchung in dieser Studie verwendeten Tiere waren lediglich 18 Tage alt, so dass
eine Verdanderung der Magenschleimhaut vermutlich noch nicht eingetreten ist.
Foxgl-defiziente Maiuse zeigten keine Hypertrophie der gastrischen Mucosa. Die
untersuchten Maiuse waren drei Monate alt und somit im Alter vergleichbar mit den
untersuchten Atp4a'/'-Méiusen (Spicer et al., 2000). In diesem Alter ist im Normalfall bei
einer vorhandenen Achlorhydrie schon eine Hypertrophie der Magenschleimhaut zu
erkennen. Es kann vermutet werden, dass Foxgl-Defizienz zwar zu Achlorhydrie fiihrt,

jedoch wird eine Hypertrophie der gastrischen Mucosa verhindert. Studien an Chrm3-
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defizienten Méusen, denen das Gen fiir den Acetylcholin-spezifischen M3 Muscarinrezeptor
fehlt, zeigen trotz Achlorhydrie und erhdhtem Serum-Gastrinspiegel, der einhergeht mit einer
erhohten G-Zellzahl, ansonsten keine Verdnderungen der gastrischen Mucosa iiber den
untersuchten Zeitraum von 18 Monaten (Aihara et al.,, 2003). Die Autoren vermuten eine
Beteiligung des M3 Muscarinrezeptors am EGF Rezeptor Signalweg, der eine Rolle beim
Wachstum der Mucosa spielt (Friis-Hansen, 2002) und spekulieren iiber eine Beteiligung von
Parietalzellen an der Wachstumregulation der gastrischen Mucosa (Aihara et al., 2003).
Neben der Achlorhydrie weisen Foqu" -Méuse eine verringerte Somatostatin Expression auf.
In zahlreichen in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass Somatostatin negativ regulierend
auf Gastrin und die Magenséduresekretion wirkt (Saffouri et al., 1979; Karnik et al., 1989;
Karnik und Wolfe, 1990). Im Gegensatz dazu fiihrt die Inhibierung der Magenséuresekretion
durch die Injektion von Omeprazol, einem wirkungsvollen Inhibitor der
Magensduresekretion, zu einer Reduzierung von antralem Somatostatin, ohne dabei die Zahl
der D-Zellen zu verdndern (Lamers, 1988; Pashankar et al., 2001; Yip et al., 2004). Holst et
al. (1992) postulierten, dass Hypochlorhydrie zu einer Erhéhung des Gastrin-Level durch eine
Reduzierung der Somatostatinexpression fiihrt.

Eine erhohte Gastrinexpression bei Hypochlorhydrie, wie sie auch in anderen
Veroffentlichungen beschrieben wurde (Aihara et al., 2003; Gawenis et al., 2004) konnte in
dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Es ldsst sich zum einen vermuten, dass die reprimierte
Expression von Somatostatin noch ausreichend fiir die Regulierung der Gastrinexpression ist.
Als weitere Alternative konnte ein zusitzlicher Regulationsmechanismus fiir die Modulation
der Gastrinexpression verantwortlich sein. So wurde eine alternative Somatostatin-
unabhéngige Inhibierung der Gastrin-induzierten Magensduresekretion durch Galanin
beschrieben, die einhergeht mit einer Reprimierung der Gastrinsekretion (Madaus et al., 1988;
Hakanson et al., 2001; Piqueras et al., 2004).

Die elektronenmikroskopischen Analysen des Magens Foxgl-defizienter Méuse zeigten keine
ultrastrukturellen Verdnderungen der Parietalzellen im Ruhezustand. Dies weist darauf hin,
dass Foxql nicht an der Differenzierung der Parietalzellen beteiligt ist. Nach Stimulation der
Magensduresekretion mittels Gastrin  konnten in der Wildtypkontrolle signifikante
Verdnderungen beobachtet werden. Sekretagog-Stimulus fiithrte zur Fusion der Tubulovesikel
mit der apikalen Canaliculusmembran, was zu einer VergroBerung der Canaliculi fiihrte, die
auch im Lichtmikroskop zu beobachten war. Dahingegen waren in der Ultrastruktur der

Parietalzellen von Foqu'/‘-Méiusen keine Anomalien zu erkennen. Diese Beobachtung ldsst
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eine Storung des Tubulovesikeltransports oder der Tubulovesikelfusion mit der
Canaliculusmembran vermuten.

Tamura et al. (2005) beschrieben fiir Ezrin (Vil2) knockdown-Méuse einen &dhnlichen
Phinotyp. Parictalzellen von Vil2““*-Miusen zeigen im Ruhezustand keine Verinderungen
der Ultrastruktur im Vergleich zu Wildtypmédusen. Nach Histaminstimulation kann eine
Verdnderung der Ultrastruktur der Parietalzellen einhergehend mit der Fusion der
Tubulovesikel mit der apikalen Canaliculusmembran nur in Wildtypmiusen beobachtet
werden. Diese Fusion der Tubulovesikel erfolgte in Vil2***-Mzusen nicht. Ezrin gehért zur
Ezrin/Radixin/Moesin (ERM) Familie (Bretscher, 1983; Sato et al., 1992). ERM Proteine
spielen eine Rolle in der Organisation des Plasmamembran-stindigen Aktinzytoskeletts
(Tsukita and Yonemura, 1999; Bretscher et al., 2002). Ezrin ist ein Phosphorylierungssubstrat
der Proteinkinase A (PKA) und ist beteiligt an der PKA-vermittelten Signaltransduktion
innerhalb der Parietalzellen, die letztendlich zur Fusion der Tubulovesikel mit der
Canaliculusmembran flihrt (Urushidani und Forte, 1997; Zhou et al., 2003).

Ein weiteres Bindeglied in der die Magenséduresekretion aktivierenden Signaltransduktion
innerhalb der Parietalzellen ist die Myosin Light Chain Kinase (MYLK; MLCK; Telokin)
(Urushidani und Forte, 1997), die in vivo mit Aktin assoziiert ist (Dabrowska et al., 1982;
Blue et al., 2002). Die Inhibierung von MYLK fiihrt zu einer verdnderten Verteilung von
Ezrin innerhalb der Parietalzellen und zu einer fehlenden Translokation von Tubulovesikeln
(Urushidani et al., 1997; Urushidani und Forte, 1997). Hoggatt et al. (2001) konnten eine
Reprimierung von Telokin (MYLK) durch Foxql in glatter Muskulatur mittels Luciferase
Assay zeigen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe von semiquantitativen
RT-PCRs jedoch keine veranderte Expression von MYLK und Ezrin im Magen von Foxql-
defizienten Tieren gezeigt werden. Dennoch kann eine Beteiligung von Foxql an der
Regulierung der Signaltransduktion zur Magenséduresekretion innerhalb der Parietalzellen
vermutet werden. Hierbei sollte das Hauptaugenmerk in weiteren Untersuchungen auf einer
Beteiligung von Foxql an der Regulation von Aktin-abhidngigen Mechanismen des
Tubulovesikeltransports bzw. der Tubulovesikelfusion mit der Canaliculusmembran gerichtet

werden.
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4.3  Funktion von Foxql in der Embryonal- und Haarentwicklung

RT-PCR Analysen an RNA unterschiedlicher embryonaler Entwicklungsstadien zeigten eine
Expression von Foxql bereits im Morulastadium der Embryonalentwicklung der Maus. Eine
whole mount in situ Hybridisierung an Embryonen von 10,5 dpc liel eine Expression von
Foxql im Rhomb-, Mes- und Prosencephalon erkennen. Die zu vermutende Beteiligung von
Foxql an der Embryonalentwicklung dieser Hirnstrukturen konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit bestitigt werden. Foxql-defiziente Méuse weisen eine etwa 50%ige
Letalitit wéihrend der Embryonalentwicklung auf. Fehlbildungen der drei Ventrikel des
Vorderhirns, die wéhrend der Embryonalentwicklung an Tag 10,5 pc bei der Hilfte der
Foxql”-Embryonen beobachtet wurden, konnten der Grund fiir die embryonale Letalitiit sein.
Allerdings ist die Penetranz des Phanotyps nicht vollstdndig. Es lésst sich vermuten, dass der
genetische Hintergrund eine Rolle bei der Ausbildung des Phinotyps spielt, da es nur zu einer
Ausprigung der Hirnfehlbildung bei Méusen mit C57BL/6Jx129/Sv Hybridhintergrund,
jedoch nicht bei Méusen mit 129Sv-Inzucht-Hintergrund kam. Im Laufe der letzten Jahre
konnten einige Hintergrund-abhiangige Phinotypen identifiziert werden (Montagutelli, 2000).
So konnte fiir Miuse, die defizient fiir Egfr (Epidermal Growth Factor Receptor) sind, eine
Modulierung des Phénotyp durch den genetischen Hintergrund der Mause gezeigt werden
(Threadgill et al., 1995). Homozygot mutante Miuse auf CF-1 Hintergrund erreichen zwar
das Blastozystenstadium, sterben aber kurz nach der Implantation am Tag 4,5 pc. Die
Embryonen zeigten in diesem Stadium eine lose angeordnete innere Zellmasse ohne
ausgepragtes Endoderm. Auf CD-1 Hintergrund iiberleben einige Egfr-defiziente Miuse
langer als drei Wochen nach der Geburt (Threadgill et al., 1995; Strunk et al., 2004).
Verglichen mit ihren normalen Geschwistern sind diese Maduse klein und zeigen eine
fortschreitende Degenerierung des Gehirns. Eine Modifizierung des Phanotyps konnte auch
fiir den Tumorsuppressor p53 gezeigt werden. Brustkrebs beim Menschen geht haufig einher
mit dem Verlust des p53-Tumorsuppressors. Jedoch entwickeln Trp53"-Miuse auf
129Sv/C57BL6-Hybridhintergrund innerhalb von 6 Monaten zwar viele Arten von Tumoren,
diese sind in den meisten Fillen aber Lymphome und nur in seltenen Fillen Brusttumore.
Heterozygote Méuse auf 129Sv/C57BL6-Hybridhintergrund entwickeln erst sehr viel spéter
Tumore, wobei auch hier nur selten Brusttumore zu finden sind (Donehower et al., 1992).
Maiuse auf BALB/c-Hintergrund, die heterozygot fiir Trp53 sind, entwickeln dahingegen nach
8 bis 14 Monaten in 42% der Félle Brusttumore (Kuperwasser et al., 2000; Blackburn und
Jerry, 2002).
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Die bei Foxql-defizienten Embryonen beobachteten Fehlbildungen der Ventrikel des
Vorderhirns weisen Ahnlichkeiten mit dem Phiinotyp von Wasf2-defizienten Miusen auf.
Wasf2”-Miuse sterben am 12. Tag der Embryonalentwicklung und zeigen schwere
Wachstumsstorungen mit Fehlbildungen der Vorderhirnventrikel (Yan et al., 2003). Wasf2
(WAVE2) ist mit dem Wiskott-Aldrich Syndrom assoziiert und ist in die Regulation der
Aktinzytoskelett Reorganisation involviert. Hierbei fungiert es als zytoplasmatisches
Molekiil, das die Signaltransduktion der Rho GTPase Rac mit der Aktin-Assemblierung
verkniipft (Suetsugu et al., 1999; Takenawa und Miki, 2001). Durch Rac Aktivierung
stimuliert WAVE2 den Arp (Actin related protein) 2/3 Komplex, was zu einer Reorganisation
des Aktinzytoskeletts fiihrt. Diese Reorganisation ist letzten Endes fiir die Ausbildung von
Lamellipodien verantwortlich (Miki et al., 1998b; Takenawa und Miki, 2001). Die
Organisation der Aktinzytoskelett-Assemblierung spielt eine groe Rolle bei der
Determinierung der Zellpolaritdt, der Musterbildung und der Zellmigration (Takenawa und
Miki, 2001). Die geordnete Zellmigration und Musterbildung ist von entscheidender
Bedeutung fiir die Entwicklung einzelner Gewebe.

Die Ahnlichkeit der Fehlbildungen des Vorderhirnbereichs von Wasf2”-Miusen und Foxql”-
Maiusen lassen eine Beteiligung von Foxql an der Organisation der Aktinzytoskelett-
Assemblierung vermuten. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die zuvor gezeigte
putative  Involvierung von Foxql an  Aktin-abhdngigen = Mechanismen am
Tubulovesikeltransport innerhalb von Parietalzellen im Magen.

Einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung von Foxql an der Aktin-Cytoskelettorganisation
liefert der beschriebene Haarphinotyp. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dabei der von Hong
et al. (2001) beschriebene auffillige Phinotyp der Haare bestdtigt werden. Es wurde gezeigt,
dass die seit ldngerer Zeit bekannte Satin (Sa) Mausmutante, die urspriinglich durch
Bestrahlung mit y-Strahlen erzeugt wurde (Major, 1955), eine intragenische Deletion im
Foxql-Gen aufweist, die zu einem C-terminal verkiirzten Foxql Protein fiihrt (Hong et al.,
2001). Mittels in situ Hybridisierung konnte die Foxql Expression in medullaren
Vorlduferzellen im Haarbulbus nachgewiesen werden. Satin Méuse zeigen eine Stérung der
inneren, medullaren Haarstruktur. Foxql”-Miuse weisen dieselbe Storung der medullaren
Haarstruktur auf. Zusitzlich konnten Hong et al. (2001) durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen strukturelle Fehlbildungen in der Organisation der medullaren Zellen zeigen.
Eine Anordnung der Zellkompartimente, wie sie in medullaren Zellen von Wildtypméausen zu
beobachten ist, konnte in Satin Méusen nicht gefunden werden. In den medullaren Zellen von

Satin Méusen sind die lichtbrechenden Granula, die in medullaren Zellen von Wildtypmausen
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bandenartig angeordnet sind, liber die gesamte medullare Zelle verteilt und zeigen keinerlei
Anordnung. Es ist bekannt, dass fiir die korrekte Anordnung der Zellkompartimente
Transportmechanismen innerhalb der Zelle verantwortlich sind, die assoziiert sind mit der
Organisation des Aktinzytoskelett (Kamal und Goldstein, 2000; Okamoto und Forte, 2001;
Rodriguez-Boulan et al., 2005).

4.4  Charakterisierung neuer magenexprimierter Gene

Im Rahmen von Vorarbeiten zu dieser Dissertation wurde eine auf PCR basierende
subtraktive cDNA-Bibliothek erstellt, die differentiell im Magen exprimierte Gene
detektierte. Als Vergleich fungierte das Transkriptom aus Colongewebe. Im Rahmen dieser
Promotionsarbeit wurden aus den Genen solche ausgewidhlt und untersucht, die nicht
charakterisiert waren und eine prddominante Expression im Magen zeigten. Aus den 23 als
differentiell im Magen exprimierten Genen wurden folgende drei Gene ausgewdhlt:

Gastrokine 2, Admp und SA11.

4.4.1 Gastrokine 2

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir das Gastrokine 2-Gen ecine magenspezifische
Expression gezeigt werden, wobei die Expression nicht abhéngig von der Erndhrung der
Mause ist. Der Beginn der Expression von Gastrokine 2 konnte als perinatal am Tag 1
beschrieben werden. In situ Hybridisierungen an Paraffinschnitten lieBen die Expression von
Gastrokine 2 nur in Zellen der Pit- Region des gastrischen Epithels erkennen. Die Pit-Region
setzt sich im Normalfall fast ausschliefSlich aus Pitzellen, die durch einen hohen Anteil an
sekretorischen Granula gekennzeichnet sind, und deren Vorlduferzellen zusammen.

Das putative humane Ortholog von Gastrokine 2, TFIZ1, konnte als Interaktionspartner von
TFF1 (Trefoil Faktor 1) identifiziert werden. TFF1 gehort zur Familie der Trefoil Faktor
Peptide und wird prddominant im Magen exprimiert. Fiir Tffl wurde gezeigt, dass es die
Regeneration der Magenschleimhaut (Restitution) stimuliert (Lacy, 1988; Hoffmann, 2005).
Zusitzlich ist bekannt, dass Tff1”-Mzuse in 30% der Fille Adenokarzinome entwickeln, was
auf eine Funktion von Tffl als Tumorsuppressor Gen hinweist (Lefebvre et al., 1996). Diese

Vermutung wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass TFF1 in Karzinomzellen in der
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Regel nicht exprimiert ist (Henry et al., 1991; Muller und Borchard, 1993). Des Weiteren
wurde die Inaktivierung von TFF1 durch Loss of Heterozygosity (Park et al., 2000) und
Hypermethylierung des TFF1-Promotors (Fujimoto et al., 2000) in Magenkarzinomen
nachgewiesen. Der Verdacht auf eine putative Interaktion der beiden orthologen Proteine in
der Maus, die aus den Beobachtungen der TFIZ1 Interaktion mit TFF1 beim Menschen
resultiert, wird durch den Vergleich der Expression von Gastrokine 2 und Tffl erhédrtet. Die
Expression des murinen Tffl beginnt perinatal am Tag 1 nach der Geburt und konnte
pradominant in Pit-Zellen der gastrischen Mucosa beobachtet werden (Karam et al., 2004).
Wie gezeigt, beginnt die Expression von Gastrokine 2 auch perinatal und es wird
ausschlieBlich in den Pit-Zellen der gastrischen Mucosa exprimiert. Die Ahnlichkeiten der
Expressionsmuster und die Interaktion der humanen Orthologen sind Indizien fiir eine
putative Interaktion von Gastrokine 2 mit Tff1.

Mittels Analysen in Proteindatenbanken wurde fiir das Gastrokine 2 Protein eine
Brichosdoméne prognostiziert. Die Brichosdoméne ist eine erst vor kurzer Zeit beschriebene
Proteindomédne die aus etwa 100 Aminosduren besteht und sowohl konservierte
Sequenzbereiche, als auch strukturelle Homologien aufweist (Sanchez-Pulido et al., 2002).
Proteine mit einer Brichosdoméne werden unter anderem in Verbindung gebracht mit ARDS
(Acute Respiratory Distress Syndrome) und Magentumoren. Mutationen in der
Brichosdoméne von SP-C (Surfactant Protein C), das in der Lunge eprimiert wird, fiihren zu
einer Storung des Ubiquitin/Proteasom Systems und zu Stress des ERs (Endoplasmatisches
Reticulum), was in einer Aktivierung der Caspase 3 induzierten Apoptose in der Lunge
resultiert (Mulugeta et al., 2005).

Fiir das humane Gastrokine 1 (GKN1) Gen, dessen korrespondierendes Protein ebenfalls eine
Brichosdoméne aufweist, wird eine Involvierung in die Entstehung von gastrischen Tumoren
prognostiziert (Yoshikawa et al.,, 2000; Shiozaki et al.,, 2001). Dafiir spricht, dass
immunhistochemische Analysen eine Expression von GKNI1 im Oberflichenepithel der
gastrischen Mucosa erkennen lassen und GKN1 Expression in gastrischem Tumorgewebe
herunterreguliert ist (Shiozaki et al., 2001).

Otto und Thim (2005) spekulieren in ihrer Verdffentlichung iiber eine Beteiligung der
Brichosdoméne an der Interaktion mit Trefoil Faktoren. Hierfiir fithren sie zum einen die
Beobachtung an, dass Mutationen in der Brichosdoméne von SP-C zu Apoptose durch eine
Aktivierung von Caspase 3 fiihrt (Mulugeta et al., 2005). Andererseits ist bekannt, dass
Trefoil Faktoren ein anti-apoptotisches Potential aufweisen (Kinoshita et al., 2000; Taupin et

al., 2000; Siu et al., 2004).



Diskussion 82

Um eine detaillierte Expression von Gastrokine 2 auf Proteinebene aufzudecken, wurde damit
begonnen, einen Gastrokine 2 spezifischen Antikérper herzustellen. Durch in vitro
Exprimente, wie GST-Pulldown und Immunoprizipitations-Ansdtze, kann mit Hilfe dieses
Antikdrpers aullerdem eine mogliche Interaktion von Gastrokine 2 mit Tffl oder mit anderen
Proteinen untersucht werden. Um eine funktionelle Analyse des Gastrokine 2 Gens
vornehmen zu koénnen, wurde mit der Erstellung eines Konstruktes fiir die Inaktivierung von
Gastrokine 2 begonnen. Hierbei soll das Exon 1, das den Translationsstart beinhaltet, mittels

homologer Rekombination deletiert werden.

442 Admp

Fiir das Admp-Gen (Androgen down regulated gene expressed in mouse prostate) konnte eine
magenspezifische, von der Erndhrung der Miuse unabhingige Expression gezeigt werden. In
allen Teilen des Magens liefen sich zwei unterschiedlich groBe Transkripte nachweisen. Es
konnte gezeigt werden, dass die beiden Transkripte aus der Verwendung alternativer
Polyadenylierungssignale resultieren. Der Beginn der Expression des groBeren Admp-
Transkripts konnte bereits an 17,5 dpc gezeigt werden. Der Beginn der Expression des
kleineren Transkripts konnte postnatal am Tag 5 beobachtet werden.

Das Admp-Gen wird in der Prostata von hypogonadalen (hpg) Méusen, die eine rudimentire
Androgen-unabhingige Prostata aufweisen, exprimiert. In normalem Prostata-Gewebe wird
Admp nicht exprimiert, und es konnte gezeigt werden, dass Admp durch Androgeneinwirkung
reprimiert wird (Singh et al.,, 2005). Es ist bekannt, dass die Progression von
Prostatakarzinomen gekoppelt ist mit dem Verlust der Androgenabhingigkeit (Suzuki et al.,
2003; Miyamoto et al., 2004). Des Weiteren wurde von Singh et al. (2005) eine Androgen-
abhingige Expression von Admp in Niere und Gehirn gezeigt.

Auch fiir andere Androgen-abhingige Gene konnte eine Expression in Geweben, die nicht
zum Genitaltrakt gehdren, nachgewiesen werden. So konnten fiir die Niere einige Gene
beschrieben werden, die durch Androgeneinfluss reguliert werden (Berger und Watson,
1989). Das Kap-Gen (Kidney androgen regulated protein), das stark in der Niere exprimiert
wird, besitzt eine Androgen-abhéngige Regulation (Toole et al., 1979; Soler et al, 2002). Fiir
die Dehydroepiandrosteron Sulfotransferase (Std) konnte eine Androgen-abhingige Leber-

spezifische Expression in der Ratte gezeigt werden (Demyan et al., 1992; Song et al., 1998).
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Im Magen wurde die Expression von Androgen-abhéngigen Genen mit gastrischen Tumoren
assoziiert (Kodama und Kodama, 2000). Zusétzlich wurden aufgrund der héheren Inzidenz
gastrischer Tumoren beim Mann Vermutungen iiber eine Beteiligung von Androgen-
abhingigen Genen bei der Tumorbildung geduBert (Nakamura et al., 2006). Die Aufdeckung
der Expression von Steroidhormonrezeptoren in verschiedenen gastrischen Tumoren
unterstiitzt diese Vermutung (Polimeno et al., 1994; Wu et al., 1994; Nakamura et al., 2006).
Die Bedeutung von Androgen-abhédngig exprimierten Genen im normalen Magengewebe ist
bis dato allerdings unklar. Funktionelle Analysen des Admp-Gens im Magen konnten hierbei

zur Aufkliarung beitragen.

443 GSAll

Fiir das SA11-Gen (benannt nach der Lokalisation auf dem Chromosom 11 der Maus) wurde
eine sehr starke Expression in der Leber, eine starke Expression in allen Magenteilen und eine
schwache Expression in der Milz gezeigt. Dabei wurden im Magen zwei unterschiedliche
Transkripte nachgewiesen. Im Vormagen wurde ein Transkript identifiziert, das von der
GroBe her mit den Transkripten in Leber und Milz korreliert. Im glanduldren Magen und im
Antrum wird dahingegen ein Transkript exprimiert, das um etwa 350 Bp groBer ist als das
andere Transkript. Eine Abhingigkeit der Expression beider Transkripte von der Erndhrung
konnte nicht beobachtet werden. Eine Erklarung fiir das Auftreten eines groferen Transkripts
im glanduldren Magen und im Antrum konnte bis dato nicht gefunden werden. Mittels
Datenbankanalysen wurde fiir das aus drei Exons bestehende SA11-Gen kein zusétzliches
Exon gefunden, das auf ein alternatives Spleilen der SA11-mRNA schlieBen lieBe. Das in
Leber, Milz und im Vormagen auftretende kleinere Transkript weist eine Gro3e von etwa 350
Nukleotiden auf und korreliert mit der in Datenbanken prognostizierten Transkriptgrof3e von
376 Nukleotiden. Das groBere Transkript weist eine Grofle von etwa 700 Nukleotiden auf und
ist somit um ungefdhr 350 Nukleotide grofer. Das grofere Transkript kann aus
unterschiedlichen Polyadenylierungssignalen, wie fiir das Admp-Gen gezeigt, resultieren.
Mittels Datenbankanalysen konnten allerdings keine alternativen Polyadenylierungssignale
entdeckt werden. Als weitere Ursache fiir die beobachteten GroBenunterschiede konnte eine
zusétzliche, nachtrigliche Polyadenylierung des SA11-Transkripts im glanduldren Magen und
im Antrum verantwortlich sein. Es ist bekannt, dass die Stabilitdt der RNA mit der Lange des

Polyadenylschwanzes korreliert (Beelman und Parker, 1995; Meyer et al., 2004).
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Mechanismen, die zu einer zusétzlichen Polyadenylierung des Polyadenylschwanzes fiihren,
sind bekannt. Fiir die Testis-spezifische, cytoplasmatische Poly(A) Polymerase (TPAP1)
konnte gezeigt werden, dass sie an der zusdtzlichen Polyadenylierung von mRNA im
Cytoplasma von minnlichen Keimzellen beteiligt ist (Kashiwabara et al., 2000; Kashiwabara
et al., 2002).

Proteindatenbankanalysen beschreiben SA1l als putatives sekretorisches Protein mit einer
Four-disulfide core-Doméne. Diese Doméne wurde bisher in einigen Genen beschrieben, die
bei der Tumorgenese beim Menschen eine Rolle spielen (Bouchard et al., 2006). Ferner weist
SA11 Homologien zu WDNM1 auf. In der Ratte wird das WDNMI1 Protein in metastatischen
Adenokarzinomen des Brustgewebes reprimiert (Dear et al., 1988; Dear und Kefford, 1991).
Das WDNMI1 Protein gehort zur Familie der extrazelluldren Proteinase Inhibitoren (Expi) und
spielt eine Rolle bei der Induktion der Apoptose in Brustkrebszellen (Jung et al., 2004).
Aufgrund der Homologie zu WDNM1 kann iiber eine Beteiligung von SA11 an der Apoptose

oder an der Tumorprogression spekuliert werden.

45  Ausblick

Anhand von Foxgl-defizienten Mausen konnte eine Beteiligung von Foxql an der Sekretion
der Magenséure, der embryonalen Entwicklung des Vorderhirns und der Entwicklung der
Haare gezeigt werden. Die Analysen des Phinotyps und der Vergleich mit anderen
funktionellen Analysen lassen eine Involvierung von Foxql an der Regulation der
Aktinzytoskelett-Assemblierung vermuten. Um die Funktion von Foxql an der
Assemblierung bzw. der Reorganisation des Aktinzytoskeletts ndher zu untersuchen wiren
Analysen an isolierten Parietalzellen hilfreich. Hierfiir kénnen Zellkulturen von Parietalzellen
aus Médgen von Wildtypmiusen und aus Méigen Foxql-defizienter Méuse produziert werden,
an denen Untersuchungen zur Organisation des Aktinzytoskeletts und der daran beteiligten
Proteine vorgenommen werden. Durch Verwendung spezifischer Antikorper gegen Proteine,
die bei der Organisation des Aktinzytoskeletts eine Rolle spielen, kann mittels
immunhistochemischer Methoden deren Organisation in Parietalzellen von Wildtypméusen
und Foxql”-Miusen verglichen werden. Als Beispiele sind hier die Proteine der ERM-
Familie Ezrin, Radixin und Moesin zu nennen. Des Weiteren konnen Studien des
Aktinzytoskeletts in Parietalzellen mit Hilfe Fluoreszenz-markierten Phalloidins

vorgenommen werden. Phalloidin ist ein Toxin aus Amanita phalloides (Griiner
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Knollenblétterpilz), das spezifisch an F-Aktin bindet, so dass der Aufbau bzw. die
Organisation des F-Aktins in Parietalzellen aus Wildtypméusen und Foxgl-defizienten
Maiusen miteinander verglichen werden kann. Diese Analysen konnen in der Zellkultur
sowohl mit Parietalzellen im Ruhezustand als auch nach Induktion der Magenséuresekretion
durch Histamin durchgefiihrt werden. Zusétzlich konnen mit Proteinextrakten aus den
Parietalzellkulturen von Wildtypméusen und Foxql™-Miusen die Expression verschiedener
Gene, die an der Ausbildung und Organisation des Aktinzytoskeletts beteiligt sind, mittels
Western-Blot Analysen untersucht werden.

Mit Hinblick auf die gestérte Embryonalentwicklung von 50% der Foqu'/‘-Embryonen
konnten Zellkulturen embryonaler Fibroblasten von Wildtypmé&usen und betroffener Foxgl-
defizienter Méuse von Tag 10,5 post coitum ebenfalls zur Aufdeckung der Funktion von
Foxql verwendet werden. Mit Hilfe der Fibroblastzellkulturen konnen Proliferations- und
Migrationsassays durchgefiihrt werden.

Um Foxql-regulierte Gene aufzufinden, konnen differentielle Expressionsstudien an den
Transkriptomen bzw. Proteomen normaler und Foxql-defizienter Parietalzellen bzw.
embryonaler Fibroblasten durchgefiihrt werden. Fiir vergleichende Expressionsanalysen
konnen auf RNA-Ebene cDNA-Mikroarray Analysen herangezogen werden. Analysen an
Proteinextrakten aus den Zellkulturen mittels 2-dimensionaler
Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE) oder Isotope-coded affinity tagging (ICAT)
konnen zum Vergleich der Proteome verwendet werden.

Mit Hilfe der Charakterisierung und der funktionellen Analyse neuer Gene, die im Magen
exprimiert werden, konnen neue Erkenntnisse iiber die Funktion des Magens gewonnen
werden. Zur ndheren Charakterisierung der Gene wire die Herstellung von spezifischen
Antikorpern hilfreich. Mit Hilfe dieser Antikérper konnen Expressionsanalysen auf
Proteinebene durchgefiihrt werden. Immunprizipitations-Experimente unter Verwendung der
spezifischen Antikorper eignen sich zur Aufdeckung von Interaktionspartnern der Proteine.
Zur funktionellen Analyse der Gene ist die Generierung von Tieren, die defizient fiir die
betreffenden Gene sind, ein probates Mittel. Die Auswirkung einer ektopischen Expression
der Gene kann mittels transgener Maéuse untersucht werden. Des Weiteren konnen
Funktionsanalysen mit Hilfe von in vitro Experimenten in Zellinien des gastrischen Epithels
durchgefiihrt werden. In Zellkulturexperimenten kénnen die Auswirkung einer gesteigerten

bzw. einer reprimierten Expression der Gene in den Zellen untersucht werden.
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5) ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Foxql an der Magensduresekretion beteiligt ist.
Die durchgefiihrten Untersuchungen lassen dabei eine Beteiligung von Foxql an der
Organisation des Tubulovesikeltransports bzw. der Tubulovesikelfusion mit der
Canaliculusmembran innerhalb der Parietalzellen vermuten. Die Vermutung stiitzt sich zum
einen auf die Ergebnisse der in situ Hybridisierung, die eine Lokalisation von Foxql in
Parietalzellen der gastrischen Mucosa nachweist. Ein weiteres Indiz fiir diese Vermutung ist
das Ergebnis der ultrastrukturellen Analysen der Parietalzellen nach Sekretagog-Stimulus.
Eine Aktivierung der Magenséuresekretion durch Sekretagog-Stimulus fiihrt in Parietalzellen
von Foqu’/ -Tieren zu keiner mit Wildtypmausen vergleichbaren Reaktion. Fiir die normale
Magenséuresekretion ist ein Transport der Tubulovesikel innerhalb der Parietalzellen mit
einer anschlieBenden Fusion der Vesikel mit der Canaliculusmembran unabdingbar. Im
Ruhezustand konnten dagegen keine Verdnderungen im ultrastrukturellen Aufbau der
Parietalzellen von Foqu'/ -Méusen gegeniiber Wildtypméusen beobachtet werden. Dies weist
darauf hin, dass Foxql nicht an der Differenzierung der Parietalzellen beteiligt ist. Die
beobachteten Phinotyp-Ahnlichkeiten zwischen Foxgl-defizienten Miusen und Miusen,
denen das zur ERM Familie gehorige Ezrin fehlt, das eine Rolle in der Organisation des
Plasmamembran-stindigen Aktinzytoskeletts spielt, liefern zusdtzliche Hinweise auf die
Beteiligung von Foxql an der Organisation des Aktinzytoskelett abhidngigen
Vesikeltransports bzw. der Vesikelfusion.

Eine Assoziierung von Foxql mit der Organisation des Aktinzytoskeletts in der Zelle lassen
auch die Untersuchungen der embryonalen Letalitdt von Foqu'/'-M'ziusen und die Fehlbildung
der inneren, medullaren Haarstruktur vermuten. Die embryonale Letalitét, die bei etwa 50%
der Foqu'/'-Embryonen beobachtet werden konnte, resultiert aus einer Fehlbildung der
Ventrikel des Vorderhirns. Eine #hnliche Fehlbildung konnte auch an Wasf2”-Embryonen
gezeigt werden. Wasf2 (WAVE2) ist involviert in die Regulation der Aktin-Cytoskelett
Reorganisation. Hierbei fungiert es als Mediator zwischen der Rac-Signaltransduktion und
der Aktinassemblierung.

Die fehlerhafte Organisation der Zellkompartimente, die in den medullaren Zellen des
Haarschaftes von Satin Mdusen zu beobachten ist, und die Expression von Foxgl in deren

Vorlauferzellen (Hong et al., 2001) sind ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung von Foxql an



Zusammenfassung 87

der Organisation des Aktin-Cytoskeletts. Die richtige Anordnung der einzelnen
Zellkompartimente innerhalb der Zelle ist abhdngig von Transportmechanismen, die assoziiert
sind mit der Organisation des Aktin-Cytoskelett.

Mit Hilfe einer subtraktiven cDNA-Bibliothek wurden Gene, die differentiell im Magen
exprimiert werden, identifiziert. Nach Datenbankanalyse der identifizierten Gene wurden drei
Gene fiir eine weitere Charakterisierung ausgewdhlt. Die Kriterien fiir diese Auswahl waren
eine pradominante Expression im Magen und eine fehlende Charakterisierung der Gene in der
Literatur. Fiir die drei ausgewihlten Gene Gastrokine 2, Admp und SAll konnte eine
pradominante bzw. spezifische Expression im Magen nachgewiesen werden. Die Analyse der
Expression wihrend der pré- und postnatalen Magenentwicklung wurde fiir Gastrokine 2 und
Admp durchgefiihrt. Die Gastrokine 2 Expression beginnt perinatal, wihrend die Admp
Expression ab Tag 17,5 post coitum nachzuweisen ist. Fiir das Gastrokine 2 Gen konnte
zusétzlich mit Hilfe einer in situ Hybridisierung die Expression in Pit-Zellen der gastrischen
Mucosa gezeigt werden. Eine weitere Charakterisierung dieser Gene und deren funktionelle

Analyse konnen in Zukunft Aufschluss iiber die Funktion der Gene im Magen geben.
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