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Zusammenfassung

Das Humangenomprojekt lieferte der Menschheit vor etwas mehr als zehn Jahren die
Entschlisselung ihres eigenen Erbguts. Um aus dem neugewonnenen Wissen
Ruckschlisse ziehen zu kénnen, bedarf es neben einer kontinuierlichen Erforschung der
entdeckten Gene auch eines Verstandnisses der Flut an Wechselwirkungen, die diesen
Mikrokosmos regulieren. Einsicht in die Wechselwirkungen bereitet den Boden fur eine
Fulle an Anwendungen in der Humanmedizin und dartber hinaus.
In vorliegender Arbeit wurde das Gen PITX1 untersucht, welches fur die korrekte
Entwicklung der hinteren Extremitat verantwortlich ist. Wird es in dieser Funktion gestort
und z.B. in der vorderen Extremitat unerwartet hochreguliert, entwickelt sich eine als
homeotische Tranformation bekannte Stoérung, die als Liebenberg-Syndrom bekannt ist?.
Die entstehende vordere Extremitat &hnelt dabei dem Aussehen nach einem Arm,
entwickelt aber morphologische Charakteristika der hinteren Extremitat?.

In dieser Arbeit wurden neun potentiell regulatorische Abschnitte (Enhancer) aus dem
Genom um PITX1 ausgewahlt. Sie wurden mithilfe eines LacZ-Reporterkonstrukts auf
thre  Funktion in vivo hin untersucht. Dazu wurden sie Uuber verschiedene
Klonierungsschritte und Transfektion in embryonale Stammzellen eingebracht, die in
Mause verpflanzt wurden. Die resultierenden Embryonen wurden vor Austragung
entnommen und an Tag E11.5 mit einer Losung behandelt, die bei erfolgreicher
Klonierung und gleichzeitiger regulatorischer Aktivitat der Abschnitte eine blaue Farbung
hervorrief.

Aus den Versuchen resultierten verschiedene, teils Uberlappende Expressionsmuster,
die auf eine vielgestaltige regulatorische Aktivitat der untersuchten Kandidaten
hinweisen. Die Expression trat auch an Stellen auf, die nicht mit PITX1 in Verbindung
gebracht werden. Trotz einer erfolgreich verlaufenen Klonierung lief sich kein eindeutiger
PITX1-Enhancer identifizieren. Zu vermuten bleibt, dass entweder ein einzelner
Enhancer verantwortlich ist, aber durch Art des Versuchsaufbaus unentdeckt blieb, oder
dass das Zusammenwirken mehrerer Enhancer in vivo fur die korrekte PITX1-Expression
verantwortlich ist. Wie die Vielfalt an Expressionsmustern zu der rdumlich und zeitlich
sehr umschriebenen PITX1-Expression fuhren kdnnte, muss eingehender untersucht

werden.
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Abstract

The human genome was sequenced more than ten years ago, still the diversity of gene
regulation remains to be elucidated. A plethora of regulatory elements has been found to
direct the human genome, the rules that govern this territory are slowly being revealed.
In this paper, we aim to better understand the regulatory landscape surrounding the
homeotic gene PITX1, which has been shown to drive development of the hind limb, and,
when ectopically expressed, the forelimb in what has come to be known as the
Liebenberg-Syndromel?.

We selected eight regulatory elements we believed to be enhancers of PITX1 after
reviewing conservation tracks, histone modifications and 4C Data from our lab. These
were then cloned along with a reporter construct, transfected into embryonic stem cells
and transplanted into a mouse. The resulting embryos were harvested on day E11.5 and
treated with a staining solution which is metabolized by the reporter gene only when the
particular enhancer is active, thus indicating its area of influence.

All the Enhancers involved show some sign of staining, though none of the shown
expression patterns completely overlaps with the PITX1-pattern anticipated. This
discrepancy may be owed in part to the setup, as the single main enhancer of PITX1,
should it exist, may have been shrouded. Also, several enhancers acting simultaneously
may in fact drive the expression of PITX1, a concept that cannot be investigated with this
method. Thus, further research is necessary to fully comprehend genomic interaction at

this locus.






Einleitung

1.1 Allgemeines

Der Bauplan unseres Kdrpers ist im menschlichen Genom festgeschrieben, und dieses
zu sequenzieren ist immer gunstiger geworden: der Preis fiel von US $2 000 000 im Jahr
2007 auf etwa US $1 000 im Jahr 2016. Diese Entwicklung bietet erstmals die Chance,
die Basenabfolge im Genom jedes Individuums zu entschlisseln. Daraus ergeben sich
weitreichende Mdglichkeiten personalisierter Medizin beispielsweise im Bereich
Pravention, Diagnostik und Therapie, deren Vor- und Nachteile sich bereits heute
bemerkbar machen. Um jedoch aus dem Wissen um die etwa drei Milliarden Basenpaare
eines Genoms auf den untersuchten Menschen schlussfolgern zu kdnnen, bedarf es
eines detailreichen Verstandnisses der molekularen Wechselwirkungen.

Das Fundament ist bereits geschaffen: Das Humangenomprojekt, spater das 1000-
Genomes Project sowie weitere, auch private Unternehmungen, Kkartierten das
menschliche Genom und stellten diese Daten der Offentlichkeit zur freien Verfligung.
Anfangs konzentrierte sich die Forschung auf den kodierenden Bereich des Genoms, die
etwa 1,5% der DNA, die Gene enthielten. Dies geschah aus mehreren Grinden: Man
hielt Gene fur den funktionell relevantesten Teil des Genoms und konnte mit der Zeit
ihren Aufbau und Wirkung besser verstehen. Auch lie3en sich tber den Ableseprozess
der DNA und die daraus folgende Herstellung von Proteinen in der Zelle Vorhersagen
machen, die experimentell untermauert oder widerlegt werden konnten. Dieser Ansatz
war sehr erfolgreich.

Im Jahr 2004 wurde das internationale Konsortium ,Encyclopedia of DNA Elements®
(ENCODE) gegriindet mit dem Ziel der systematischen Analyse des nicht-kodierenden
Teil des Genoms?®. Aus dem Projekt wurden 2012 mehrere Studien veroffentlicht. Eines
der bemerkenswertesten Ergebnisse war, dass circa 80% des Genoms eine biologische
Funktion zu besitzen scheint*, was der gangigen Meinung widersprach, dass nicht-
kodierende Sequenzen unwichtiger junk DNA entsprachen. Diese ,Genwlsten“ zwischen
den bekannten Genen enthalten demnach zahllose cis-regulatorische Elemente:
sogenannte Enhancer, Silencer, Insulator und regulatorische RNAs, welche die

Expression der proteinkodierenden Gene regulieren.



1.1.1 Wie wird DNA zum Protein?

Drei Milliarden mal reihen sich im menschlichen Genom die Basenpaare Adenin, Thymin,
Guanin und Cytosin scheinbar zufallig aneinander und bilden so die Bibliothek fur alle
Vorgange im Organismus. Bendtigt dieser nun fur einen bestimmten Vorgang, z.B. den
Abbau von Fettreserven, den Aufbau eines Hormons oder die Synthese von
Zellverknupfungen bestimmte Proteine, kann in vielen Zellen die gesuchte Information
aus der DNA abgelesen werden. Dazu wird die DNA aus ihrer Speicherform, dem
Heterochromatin, abgewickelt, durch den Prozess der Transkription abgelesen und in
Form einer pra&-mRNA kopiert, welche die genaue Spiegelversion des Gens darstellt.
Diese wird in verschiedenen Schritten bearbeitet, um die sogenannten Introns
herauszuschneiden, die verbleibenden Exons zusammenzufiigen und anschlielend die
reife MRNA zu stabilisieren. Sie kann nun aus dem Zellkern geschleust und in der ihn
umgebenden Zellflissigkeit von bestimmten Zellbestandteilen als Bauvorlage fir das
gewinschte Protein genutzt werden. In diesem Translation genannten Geschehen lagern
sich mehrere Enzyme an die mRNA an und beginnen, sie abzulesen. Jeweils drei
abgelesene Basenpaare bilden zusammen das Aquivalent einer Aminosaure. Werden

etwa 50 bis 100 dieser Aminosauren aneinandergereiht, spricht man von einem Protein.

1.1.2 Genregulation: Welche DNA kann und darf zum Protein werden?

Wie Regulationsmuster auf der Ebene einzelner Zellen zu einer gleichférmigen
raumlichen, zeitlichen und anzahimafRigen Genexpression fuhren, ist nur grob bekannt.
Betrachtet man im experimentellen Rahmen, also in vitro, einzelne Interaktionen
zwischen Transkriptionsfaktoren, Enhancern oder weiteren regulatorischen Elementen,
laufen diese sehr unspezifisch ab. Im lebenden Organismus jedoch, also in vivo, ist das
Resultat des regulatorischen Zusammenspiels eine gleichmaRige, identisch
wiederkehrende und gegen variable Umwelteinflisse gewappnete Entwicklung des
Embryos. Einige dieser Elemente werden in Abbildung 1 dargestellt.

Es gibt verschiedene regulatorische Ebenen von Genexpression. Diese lassen sich grob
in cis und trans unterteilen. Cis-regulatorisch (von lat. cis ,diesseits”) sind demnach die
Elemente, die sich innerhalb des regulierten Stranges befinden, wie z.B. Promotoren,
Enhancer, Repressoren und Isolatoren. Als trans-regulatorische (von lat. trans ,hintber)
Elemente werden beispielsweise Transkriptionsfaktoren bezeichnet, da sie in der Zelle
beweglich sind und so verschiedene Stréange und Zellkompartimente erreichen kénnen.

Das Wechselspiel der beteiligten Akteure ist nach unterschiedlich strengen Regeln



geordnet, die dem Ziel dienen, einerseits den erlangten evolutionaren Fortschritt eines
Organismus zu erhalten und andererseits die Anpassung an stetig wechselnde
Lebensbedingungen zu ermdglichen. Evolutionére Faktoren scheinen sich dabei leichter

auf regulatorische Elemente auszuwirken als auf die Gensequenz®.

1.1.2.1 Promotoren
Der Promotor liegt am 5-Ende, also ,stromaufwarts“ eines Gens und bildet dessen

Transkriptionsstartpunkt (TSS), indem er die Anlagerung der RNA-Polymerasen und
weiterer Transkriptionsfaktoren ermoglicht. Eine erfolgreiche Anlagerung dieses
Transkriptionsapparates fuhrt jedoch ohne den Beitrag regulatorischer Elemente nur zu
basalen Mengen an mRNA. Eukaryotische Promotoren koénnen sich sehr stark
unterscheiden, besitzen jedoch eine als Core-Promotor bezeichnete Kernsequenz, die
unmittelbar vor dem TSS liegt und deren transkriptionelle Aktivitat maf3geblich

beeinflussen.

1.1.2.2 Insulator
Insulator (Isolierende Elemente) hemmen den Einfluss der transkriptionellen Umgebung

eines Gens auf die Expression eines anderen Gens. In Wirbeltieren wurden Insulator
erstmals 1993 beschrieben®. Inzwischen werden zwei Typen unterschieden’:8: Enhancer-
blockierende und Barriere-bildende Isolatoren. Erstere liegen zwischen regulatorischen
Elementen und Genen, sie inhibieren die Wirkung dieser Elemente auf die
Genexpression und schaffen so unabhangig regulierte Abschnitte. Barriere-bildende
Isolatoren verhindern die Ausbreitung von kondensiertem Chromatin, welches

regulatorische Elemente sonst unterdriicken wiirde®.

1.1.2.3 Enhancer
Enhancer sind kurze, einige hundert bis etwa tausend Basenpaare lange DNA-

Abschnitte, die durch das Binden von Promotoren und z.B. Transkriptionsfaktoren die
Transkription regulieren. Bei der Entdeckung von Enhancern'® wurde festgestellt, dass
sie Transkription unabhangig von ihrer Lage, Orientierung und Entfernung zum Gen
beeinflussen kénnen. Dabei kdnnen sie bis zu eine Megabase (mb), also eine Million
Basenpaare (bp) entfernt liegen. Um Uber so groRe Entfernungen Einfluss auszutiben,
bildet die DNA eine Schleife, welche Enhancer und Promotor in raumliche Nahe
zueinander bringt*?4, Das menschliche Genom enthélt etwa eine Million Enhancer?®, im

Schnitt beeinflussen etwa fiinf Enhancer einen Promotor®. Das Expressionsmuster eines



Gens kann kleiner sein als die Summe der Muster der beteiligten Enhancer, weil sie sich
gegenseitig beeinflussen!’ 18,

Funktionell dhnliche Enhancer liegen bei unterschiedlichen Spezies oft!®2°, aber nicht
immer?!, im gleichen genomischen Abschnitt. Allerdings kann die Vorhersage von
Enhancerfunktion nicht allein am Ausmal’ der Konservierung zwischen verschiedenen
Spezies orientiert sein??, beispielsweise sind einige Enhancer des Herzens schwach
konserviert und trotzdem aktiv?®. Hinzu kommt, dass die regulatorische Landschaft
standigem Umbau unterworfen ist, beispielsweise konnen bereits kleinere Anderungen

einer nicht-regulierenden Basensequenz neue Enhancer generieren?* oder entfernen.

1.1.2.4 Silencer
Silencer teilen im Allgemeinen viele Gemeinsamkeiten mit Enhancern?®, wirken jedoch

repressiv auf die Genexpression. Es wird vermutet, dass der Unterschied zwischen
beiden nur in den Cofaktoren liegt, die sie rekrutieren®®. Sie konnen synergistisch
agieren?’ und wirken wie Enhancer haufig unabhangig von Orientierung und Lage zu dem

Promotor, welchen sie beeinflussen.

1.1.2.5 Chromatinmarks
Chromatin wird der Komplex aus DNA und bestimmten Proteinen genannt, um welche

die DNA aufgewickelt (kondensiert) wird, 50% dieser Proteine sind Histone. Durch
Kondensation kann der DNA-Strang um etwa das 10-50 000fache verkurzt werden, was
besonders im Zuge der Zellteilung geschieht. In diesem Zustand kann die DNA jedoch
erschwert abgelesen werden, weshalb sie zu diesem Zweck wieder dekondensiert
werden muss. Epigenetische Modifikationen der Histone kdnnen die Zuganglichkeit des
Chromatins verandern und dadurch die Genexpression beeinflussen?®. Dies geschieht
beispielsweise durch Methylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung, welche
spezifische Wirkungen haben. So steht beispielsweise die Methylierung H3K3me1/2 und
die Acetylierung H3K27ac fur einen aktiven Enhancer, H3K27me3 und H3K4mel flr
Enhancer, die noch aktiviert werden missen??:3°, Histonmodifikationen von Enhancern
werden frih in der Entwicklung erstellt und angepasst, sobald spezifische Zelllinien
differenzieren. lhr Vorhandensein kann dem tatsachlichen Genexpressionsmuster

zeitlich vorauseilen3?.
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Abbildung 1: Regulatorische Elemente lenken die Genexpression?

a) Der Promotor P ermdglicht Expression des Gens A.

b) Der Enhancer E fuihrt zur Expression des Gens.

c) Der Repressor R verhindert die Expression des Gens.

d) Der Insulator | hemmt die Wirkung des Enhancers E auf den linken Promotor.
e) Der Insulator | verhindert Chromatin-Kondensation, das Gen wird exprimiert.

1.2 Die cis-regulatorische Landschaft

Die Genregulation wird maf3geblich durch unabhéngige regulatorische Bereiche gelenkt,
die Topologically Associated Domains (TADs). Sie unterteilen das gesamte Genom in
etwa 1 mb groRe Bereiche, welche sogar mit dem Lichtmikroskop erkennbar sein
konnen33. Ihre Grenzen liegen in unterschiedlichen Zelltypen héaufig an derselben
chromosomalen Stelle und sind zwischen Mensch und Maus hochkonserviert343°,
Werden diese Grenzen in ihrer Funktion gestort, kommt es zu einem Ubergreifen der
Regulation auf benachbarte regulatorische Domanen, und damit haufig zu einer
Missbildung?e.



Die Interaktionen innerhalb einer TAD sind relativ unspezifisch, Enhancer kdnnen
prinzipiell alle Gene regulieren, die sich innerhalb ihres Aktionsradius befinden®” und
dieser kann bis mehrere hundert Kilobasen groR sein3. Es kommt dabei nicht zu festen
Bindungen sondern vielmehr zu kurzen Interaktionen®®, wobei die Potenz eines
Enhancers nicht durch seine Fahigkeit zur gezielten Ann&herung charakterisiert wird,
sondern vielmehr durch das Aufrechterhalten einer Bindung, falls sie zustande kommit.
Die gewisse Beliebigkeit der Interaktionen wird dadurch unterstrichen, dass im Rahmen
einer schnellen Reaktion auf einen Stimulus ein ,Uberschwappen” der spezifischen
Aktivierung eines Gens auf unbeteiligte Nachbargene auftreten kann40-44,

In den letzten Jahren wurden effektive Moglichkeiten entwickelt, dieses Zusammenspiel
zu erforschen, angefangen mit 3C#°, iber das als Basis fiir diese Arbeit verwendete 4C4°
hin zu 5C, Hi-C* und weiteren*®. lhnen ist gemein, dass sie Interaktionen zwischen
verschiedenen chromosomalen Abschnitten in unterschiedlicher Auflésung zeigen. Bei
Betrachtung der Interaktion mithilfe solcher Techniken zeigen sich in ,Genwusten® haufig
einzelne besonders aktive Inseln regulatorischer Elemente. Sie scheinen mittels
Schleifenbildung der DNA genomische Entfernungen Uberbriicken zu kénnen, um ihre
regulatorische Funktion auszuliben'?14, Dieses Bild einer Inselgruppe mitsamt regulierter

Gene flihrte zur Pragung des Begriffs regulatorischer Archipel*® (Abbildung 2, 3).
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Abbildung 2: Die Genwiiste zentromerisch des Hoxd-Clusters*®

Blau: Einzelne Gene. Griin: Regulatorische Inseln. In der Zusammenschau ergibt sich das Bild eines
regulatorischen Archipels, dessen Interaktionen auf die TAD begrenzt bleiben (rote Pyramide).
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Abbildung 3: Die Genwiiste zentromerisch des Hoxd-Clusters in Aktion4?

Schleifenbildung fuhrt zur Anndherung regulatorischer Elemente (Griin) an den Ort verstarkter
Genexpression (Orange) des Hox-Clusters (Blau).



1.3 Wachstum und Entwicklung

1.3.1 Extremitatenentwicklung
In der Entwicklung des Embryos werden drei Keimblatter ausgebildet, das Ekto-, Meso-

und Entoderm. Nach Anlage der Primarachse des Embryos kommt es sehr friih zur
Ausbildung der Extremitdtenanlage. Dabei bildet sich aus dem lateralen
Plattenmesoderm eine Extremitatenknospe®, die dann zur Extremitat heranwéchst. Bei
Wirbeltieren werden die Extremitaten paarig angelegt und zur Fortbewegung oder als
Greifwerkzeuge genutzt. Bei Vertebraten werden dabei Vorder- und Hinterextremitaten
unterschieden, bei Tetrapoden entwickelte sich Funffingrigkeit (Pentadaktylie).
Die Entwicklung von Extremitaten geschieht bei der Maus etwa zwischen dem 9. Und 13.
Tag, beim Menschen in der Zeit zwischen der 5. und 8. Woche. Diese Entwicklung
beginnt mit der Ausstiilpung der Extremitaten, indem sich sowohl das schmale Ektoderm
sowie das darunter liegende Mesoderm vorwélben. Dabei werden drei Achsen
unterschieden, die proximo-distale (Schultern-Fingerspitze), die anterior-posteriore
(Daumen-funfter Finger) und die dorso-ventrale (Handaufl3enseite-Handinnenflache)
Die Entwicklung lauft in allen drei Achsen simultan ab und ist raumlich und zeitlich stark
vernetzt. Einige der Faktoren, die diese Vernetzung bewirken, werden im Folgenden
angesprochen. Dabei kdnnen sie zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung eine dafir
tragende Rolle spielen, zu anderen jedoch nebensachlich sein oder eine andere Funktion
aufweisen®.

Es bilden sich drei Abschnitte der Extremitat aus, wie Abbildung 4 zu entnehmen ist:
Stylo-, Zeugo- und Autopod. Dabei wandert die spatere Muskulatur von den Somiten in
die Extremitatenknospe®?. Spater kommt es zur Apoptose der Zellen zwischen den
Finger- und Zehenanlagen, damit ist die Extremitatenentwicklung weitgehend

abgeschlossen.
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Abbildung 4: Die Maus-Extremit&t>3

Wie die Maus-Extremitat besteht auch die menschliche Extremitat aus Stylo-, Zeugo- und Autopod.

Die starke Reproduzierbarkeit der zeitlichen und raumlichen Entwicklung erfolgt aufgrund
des konzertierten Wirkens mehrerer regulatorischer Elemente und Schlisselgene, die in
spezifischen Bereichen der Extremitatenknospe exprimiert werden. Die wichtigsten
Bereiche sind dabei die apikale Randleiste (Apical Ectodermal Ridge, AER) sowie die

Zone polarisierender Aktivitat (ZPA).

1.3.2 AER

Bei der Knospung der Extremitéaten ist das Mesoderm von einer diinnen Lage Ektoderm
Uberzogen, dessen distales Ende leicht verdickt ist. Dies ist die AER, eine
vortibergehende embryonale Struktur, die bei Geburt nicht mehr nachweisbar®, aber in
der Entwicklung der proximo-distalen Achse einer Extremitéat von grof3er Bedeutung ist.
Saunders und Gasseling zeigten 1948 im Journal of Experimental Biology, dass frih in
den Bereich der Huhner-AER eingebrachte Markersubstanzen nach Entwicklung der
Extremitat entlang der Proximo-Distalen Achse verstreut liegen®®. Die Extremitat
entwickelte sich fehlerhaft oder gar nicht, wenn sie das apikale Ektoderm friih entfernten.
Dies ist umso gravierender, je friher es geschieht. Bei Entfernen dorsaleren Ektoderms
war dies nicht der Fall.

Ihre Wirkung entfaltet die AER durch Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (Fibroblast
Growth Factors, Fgf), von denen bisher 22 identifiziert wurden. Die haufigsten im Bereich
der AER vorkommenden Fgfs sind Fgf4, 8, 9 und 17. Diese Signale zu entfernen
verursacht MiBbildungen®¢:57, welche jedoch durch Einbringen von Fgf-besetzten Perlen
verhindert werden konnen®8, Fgf8 ist dabei der charakteristische Marker fir die AER.

Seine Expression Uberschneidet sich zeitlich und raumlich am starksten mit der AER und



geht dieser etwas voraus®%®. Scheinbar ist jedoch fiir die Entwicklung vor allem die
Gesamtdosis an Fgfs zu einem gegebenen Zeitpunkt entscheidend, nicht jedoch der
Beitrag eines einzelnen Fgfol.

Direkt unter der AER liegt die Progress-Zone. Sie besteht aus mesenchymalen
Stammzellen, die im Zuge der Extremitatenentwicklung ausdifferenzieren und dadurch
einen grol3en Teil der Extremitat formen. Die AER fordert dabei das Auswachsen der
Progress-Zone, welches stoppt, sobald das AER entfernt wird oder seine Funktionalitat

verliert®2,

1.3.3 ZPA

Die ZPA beeinflusst die Entwicklung der Extremitaten vor allem in anteroposteriorer
Richtung. Sie wurde 1968 von Saunders und Gasseling entdeckt®?, als sie beim
Verpflanzen verschiedener Extremitdtenabschnitte auf eines stieBen, was zu einer
gespiegelten Extremitatenmorphologie fuhrte. Wolpert formulierte 1981 das Modell der
,Franzdsischen Fahne®, wonach der Konzentrationsgradient eines von diesem ZPA
ausgehenden, damals noch unbekannten Molekils in drei Stufen vorkommt
(Schematisch blau-weil3-rot, wie die Tricolore) und so die drei Strahlen im Fligel eines
Huhnerembryos formt. Dieses Molekil wurde 1993 entdeckt und Sonic Hedgehog (Shh)
getauft®4,

1.3.3.1 Shh
Sonic Hedgehog (Shh) ist ein Schlusselgen der Extremitatenentwicklung®, der

Entstehung des ventralen Neuralrohrs sowie der ventralen Somiten® und ist der
prominenteste und am besten erforschte Vertreter der Familie der Hedgehog (Hh)
Proteine. Es wird in der ZPA gebildet und diffundiert in das umliegende Gewebe. Dort
induziert es durch Bindung an den Rezeptor Patched (Ptc) den intrazellularen Hedgehog-
Signalweg. Die Mechanismen der Signaltransduktion der Hedgehog-Familie scheinen
sich seit der Trennung der Wirbeltiere von den Wirbellosen vor etwa einer Milliarde
Jahren®’ in beiden unabhangig weiterentwickelt zu haben. Daher ist anzunehmen, dass

die Anlage und frihe Auspragung von Extremitaten phylogenetisch sehr alt ist.

1.3.4 Hox-Gene
Die Hox-Gene kodieren fur Transkriptionsfaktoren und sind fur die Gliederung der kranio-

kaudalen Korperachse des Embryos zustandig. Zusatzlich bestimmen sie den Ort sowie

den Typ von Extremitaten, die gebildet werden. Sie sind in vier Gruppen angeordnet,
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HoxA-D, unterteilt in 13 homologe Blocke mit insgesamt 39 Genen, welche vermutlich
aus Tandem-Genduplikationen hervorgegangen sind. Die Gene sind linear angeordnet
und werden in ebendieser Reihenfolge abgelesen. Dieses Phdnomen der Kollinearitat
besagt, dass ihre Reihenfolge direkt mit dem Zeitpunkt und der Region ihrer Expression
korreliert. Gene am 3'-Ende werden zu einem friihen Zeitpunkt anterior z.B. in der N&he
des Kopfes exprimiert, wahrend Gene am 5'-Ende spéater und posterior exprimiert
werden. Gene derselben paralogen Gruppe werden zum selben Zeitpunkt und am selben
Ort exprimiert. Wird ihre Reihenfolge oder die regulatorische Region verandert, resultiert
dies in veranderter Genexpression. Die Hox-Gene sind im sogenannten Hox-Cluster
organisiert, der von zwei TADs mit einer GesamtgroRe von etwa 1,3 mb reguliert*® wird.
Dadurch wird die Extremitatenentwicklung in zwei unabhangigen Phasen geteiltt86° und
durch unterschiedliche Enhancergruppen auf beiden Seiten des Genclusters kontrolliert
344970 Der Wechsel zwischen den Phasen wird durch einen Schalter im zentralen Hox-
Cluster vollzogen (Abbildung 5). Dieser Schalter besteht aus den Genen Hoxd 9-11,
welche von der frihen telomerischen Regulation zur spaten zentromerischen wechseln.
Der Bereich zwischen beiden TADs entwickelt sich zum Handgelenk. Das Ende der
frihen Phase geht flieBend in den Beginn der spaten Phase tber°,

Das Vorkommen unterschiedlicher regulatorischer Module deutet darauf hin, dass
proximale und distale Anteile der Extremitaten unterschiedliche Entwicklungsgeschichten

haben.
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Abbildung 5: Ein Schaltermechanismus im Hoxd-Cluster®®

Der Hoxd-Cluster wird von zwei unabhangigen Topologically Associated Domains (TAD, rote Pyramiden)
reguliert. Seine korrekte Transkription hangt von einem schalterahnlichen Verhalten der zentral gelegenen
Gene Hoxd 9-11 ab. Dabei wird in der fruhen Phase vor allem der Arm und Unterarm gepragt (Grun), in
der spaten die Hand und Fingerglieder (Violett). C-Dom (Zentromerische Doméne), T-Dom (Telomerische

Domane), Digits (Finger), Forearm (Unterarm).

1.4 PITX1
Das Gen fir den paired-type homeodomain Transkriptionsfaktor 1 (PITX1) liegt auf dem
langen Arm des menschlichen Chromosoms 5 und wird von einer etwa 300 kb grof3en
potentiell regulatorischen Region flankiert. Diese Region enthélt einen hohen Anteil an
konservierten nicht-kodierenden Sequenzen. PITX1 spielt eine tragende Rolle in der
Entwicklung der hinteren GliedmaRen’!. In Mausen fiihrt eine komplette Inaktivierung von
Pitxl (auch Ptx1, Backfoot genannt) zu schweren kraniofazialen Missbildungen,
Hypophysendefekten und neonataler Sterblichkeit, méglicherweise durch die pleiotrope
Rolle des Gens in anderen Geweben’?73, Im Detail bewirken die Hypophysendefekte,
dass llium und Knie keine Knorpelflachen zeigen und lange Knochen unterentwickelt

sind. Die Gliedmalien behalten jedoch ihre molekulare Identitat bei, soweit dies durch
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Thx5-Expression in den vorderen und Thbx4-Expression in den hinteren Gliedmalien
beschrieben werden kann. Dieses Expressionsmuster ist fir beide Gene typisch’.

Da Thx4 in Pitx1-null Mausen herunterreguliert ist’?, zeigt sich die mogliche Bedeutung
von Pitx1 fur die Tbhx4-Expression und die Entwicklung der hinteren Extremitat. Ohne den
Einfluss von Pitx1 kommt es hier zur phanotypischen Angleichung an die vordere
Extremitat’s.

Wird das Gen z.B. durch cis-regulatorische Veranderung nur vermindert abgelesen,
kommt es zu gerichteter Asymmetrie mit rechtsseitiger Abschwachung, beispielsweise in
Bezug auf die rechtsseitige Femurverkleinerung’?7>. Méglicherweise kompensiert das
vorrangig linksseitig exprimierte Pitx2 bei Ausfall von Pitx1 die Abschwéachung’®.

Fir die Erforschung von PITX1 hat sich der Stichling als besonders popularer
Modellorganismus erwiesen: Bei der Larve des Salzwasserstichlings zeigt sich die Pitx1-
Expression in Maul, Unterkiefer und im sich entwickelnden Beckendorn’’. Dieser
Beckendorn scheint einen Schutz gegen Fressfeinde im Meer zu sein. Der Beckendorn
ist bei Sulwasserstichlingen in mehreren voneinander abgetrennten Populationen von
Alaska bis Island komplett oder teilweise verloren, was auf evolutionare Vorteile
zurtickzuftihren sein kénnte’®7°, Da dieser Verlust nicht mit Veranderungen von Maul
oder Unterkiefer einhergeht, wie bei kompletter Pitx1 Missexpression zu erwarten ware’’,
scheint es, als ware Pitx1 vorrangig in bestimmten Geweben im Becken runterreguliert,
nicht jedoch im ganzen Korper. Aus diesem Gedankenansatz hat sich eine
Forschungsbewegung zur Ergrindung der regulatorischen Landschaft von PITX1
entwickelt.

1.4.1 Liebenberg-Syndrom
Liebenberg beschrieb 1973 das heute nach ihm benannte Liebenberg-Syndrom (MIM

186550) im Menschen?. Es ist mit einer genomischen Umgestaltung der Region um
PITX1 und der nachfolgenden Fehlexpression des Gens in der oberen Extremitat
assoziiert. Beispielsweise kann die Deletion des Nachbargens H2AFY sowie eines
zugehorigen Barriereelements den vorher in anderem genomischen Kontext aktiven
Enhancer hs1473 verlagern?8, und PITX1 daher durch Enhancer Adoption8! fehlreguliert
werden.

Der Phanotyp wird autosomal-dominant vererbt und betrifft die obere Extremitéat, wobei
die Arme eine teilweise homeotische Umwandlung zu Beinen durchlaufen. Solche

Transformationen von einem Korperteil in einen anderen wurden bereits bei
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verschiedenen Tieren, z.B. Drosophila®?8 und der Maus®4® beobachtet. Beim
Liebenberg-Syndrom zeigt das Ellenbogengelenk Ahnlichkeiten mit dem Kniegelenk: der
distale Humerus ist abgeflacht, besitzt zwei Epikondylen und zeigt einen Knochenkern,
der in Lage und GroRe Ahnlichkeit mit der Patella aufweist. Das Olecranon ist
hypoplastisch oder nicht vorhanden und die proximale Ulna sowie der proximalen Radius
sind abgeflacht, was an ein Tibiaplateau erinnert. Die Mittelhandknochen Os Triquetrum
und Os Pisiforme kdnnen zu einem Knochen verschmelzen und &hneln damit zum Teill
dem Calcaneus des Ful3es, ebenso wie sich Os Lunatum und Os Scaphoideum durch
Vereinigung dem Talus des Ful3es angleichen. Die Metacarpalen der Hand entsprechen
zum Teil den Metatarsalen des Ful3es.

Neben den aufgefihrten Knochen- und Gelenkveranderungen gibt es auch spezifische
Veranderungen, die das Bindegewebe und Muskeln betreffen. Wie bei den
Knochendeformitaten hangt deren Auspradgung vom Schweregrad der Erkrankung ab.
Beispielsweise konnen die fir den Arm charakteristischen Muskulus extensor digiti
minimi und der M. extensor carpi radialis fehlen?.

In lhrer Summe fuhren diese Veranderungen zu leichten aber schmerzlosen
Beeintrachtigungen im Leben der Patienten. So ist der Arm in den meisten Gelenken nur
eingeschrankt bewegbar®®. Neben dem muskuloskelettalen Phanotyp sind keine weiteren
Veranderungen bekannt. Wird PITX1 in der hinteren Extremitat iberexprimiert, folgt eine
normale Entwicklung’:. Der Phanotyp des Liebenberg-Syndroms lasst sich ebenfalls in

Huhnern® und Mausen?’! nachweisen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Die regulatorische Umgebung von PITX1 ist noch nicht hinreichend erforscht. Ziel dieser

Arbeit ist es, innerhalb der Vielfalt regulatorischer Elemente auf Enhancer zu fokussieren
und weitere solcher Elemente neben dem bekannten hs1473 zu entdecken. Es soll ein
15 mb groR3er Abschnitt um PITX1 systematisch auf mogliche Enhancer untersucht
werden, um geeignete Kandidaten zu identifizieren. Dazu werden Konservierung
zwischen Spezies, H3K27ac-peaks und intrachromosomale Interaktionen (4C-Daten)
untersucht. Fur jeden Enhancer-Kandidaten wird ein Reporterkonstrukt generiert, indem
der Bereich vor ein LacZ-Reportergen kloniert und anschlieRend in Stammzellen
eingebracht wird. Es wird die Methode der flippasegestitzten Transfektion einer sterilen
C2-Stammzellkultur gewéhlt, da sie im Vergleich zur Mikroinjektionstechnik hdhere
Effizienz, einen spezifischen Insertionslokus sowie eine viel geringere Rate an
Mehrfachkopien aufweist. In der Folge wird eine unnétig hohe Anzahl an Versuchstieren
und Kosten vermieden.

Nach erfolgreicher Transfektion werden die Stammzellen mit Blastozysten aggregiert und
in eine Maus verpflanzt. Aus den Blastozysten entstehen hochchimare Mause. Im
zellularen Kontext konnen spezifische Transkriptionsfaktoren an den potentiellen
Enhancer binden. Falls er als solcher fungiert, wird die Expression des LacZ-Reporters
initiiert, und im Expressionsbereich des Enhancers zeigt sich nach Zugabe von X-Gal
eine Blaufarbung. Deckt sich die Farbung mit dem erwarteten Muster, hier PITX1-
Expression, deutet dies auf eine mdgliche Funktion als Enhancer dieses Gens. Der
Ansatz, regulatorische Domanen um Gene herum mittels eines Reporterkonstrukts wie

dem hier verwendeten LacZ zu erforschen, ist erprobt.
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2 Material

2.1 Gerate und Zubehor

Gerat Zusatz Hersteller
Binokular MZ 12 Leica, Heerbrug, Schweiz
CO2-Inkubator Steri-Cycle HEPA 100 Thermo Fischer, Schwerte, D
Feinwaagen FI 1500 Thermo Fischer, Schwerte, D
AT 20 Mettler Toledo, Giel3en, D
Glasréhrchen (Southern Blot) WHEATON Industries, USA
Kameras Axio Cam MRC5 Karl Zeiss, Jena, D
E.A.S.Y. 440 K Herolab, Wiesloch, D
Netzchen (WISH) BD Falcon Cell Strainer  BD Bioscience, Heidelberg, D
Rontgenkassette HypercassetteTM GE Amersham, GB
Sterilbank HERA safe KS 12 Thermo Scientific, USA
Spektralphotometer NanoDropTM 2000c Thermo Scientific, USA
NanophotometerTM Implen, Miinchen, D
Thermal Cycler 2700 Applied Biosystems, USA
Thermomixer Compact 5350 fur 1,5 ml Eppendorf,Hamburg, D
Wasserbader ED-5 Julabo, Seelbach, D
1008 GFL, Burgwedel, D
Neubauer Zellzdhlkammer  Tiefe 0,10 cm; 2,5 pm Birker, Friedrichsdorf, D
Zentrifugen Biofuge Pico Thermo Scientific, USA
5417/5415 Eppendorf, Hamburg, D
DuPont Sorvall RC-5 Miami, USA
Avanti J E Beckman-Coulter, Krefeld, D
Megafuge 1.0 Heraeus, England

2.2 Verbrauchsmaterialien

Material Zusatz Hersteller

96-well-Platte Wallac, Shelton, USA
Polypropylenbeutel Roth, Karlsruhe, D
Glaspipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 mi Fortuna, Minchen, D
Gefrierréhrchen Cryo.S PP Greiner, Frickenhausen, D
Pasteurpipette 3 ml Brand, Wertheim, D
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Material Zusatz Hersteller

Reaktionsgefalle 0,5ml-, 1,5 ml-, 2 mi Eppendorf, Hamburg, D
Zellkulturplatten 6-,12-, 24-, 96-Loch TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellkulturflaschen/-schalen  75-, 150-,200 cm?; 6 cm  TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellkultur-Pipetten StripetteR Costar, New York, USA
Zellsieb 40 ym BD Falcon, Heidelberg, D

2.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Aceton Merck, Darmstadt, D
Adenosintriphosphat (ATP) Roche, Mannheim, D
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, D
Alcian Blau Sigma, Minchen, D
Ampicillin MPI Mol. Genetik, Berlin, D
Biozym Oldendorf, D
Blocking Reagenz Roche, Mannheim, D
Dextran Sulfat 40% Sigma, Munchen, D
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma, Minchen, D
DMSO (Diemethylsulfoxid) Merck, Darmstadt, D
DPBS (Zellkultur) Lonza, Kdéln, D
EDTA Merck, Darmstadt, D
Essigsaureanhydrid Merck, Darmstadt, D
Ethanol; pro analysis Merck, Darmstadt, D
Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/ml Roth, Karlsruhe, D
Fetales Kalberserum (FCS) Gibco, Darmstadt, D
Formaldehyd Merck, Darmstadt, D
Formamid, pro analysis Merck, Darmstadt, D
Glutaraldehyd 25% Sigma, Minchen, D
Glycerin Merck, Darmstadt, D
Heparin (H 3149) Sigma, Minchen, D
HISS (hitzeinaktiviertes Kalberserum) Gibco, Darmstadt, D
Isoamylalkohol Merck, Darmstadt, D
Isopropanol Merck, Darmstadt, D
Kaliumclorid (KCI) Merck, Darmstadt, D
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Chemikalie

Hersteller

L-Glutamin

Levamisol #L9756
Magnesiumchlorid (MgCl2)
Maleinséaure
Mercaptoethanol

Methanol, pro analysis
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nonidet P40 (NP40)
Paraformaldehyd (PFA)
Proteinase K (stock 20 mg/ml)
Salzsaure (HCI, 37%)
t-RNA (Typ Il baker’s yeast)
Triton X-100

Trypsin

Tween20

2.4 Puffer und Lésungen

Cambrex, Wiesbaden, D
Sigma, Miunchen, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Munchen, D
Fluka, Mtnchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Fluka, Minchen, D
Merck, Darmstadt, D
Boehringer, Ingelheim, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Miunchen, D
Sigma, Minchen, D
Cambrex/Gibco, Wiesbaden, D
Roth, Karlsruhe, D

Fur die Herstellung der Lésungen/Puffer wurde, wenn nicht gesondert aufgefihrt, H20

bidest verwendet.

Puffer/Losung

Herstellung

6x Ladepuffer fur Agarosegele
H20 (DEPC)
LB-Medium (Luria Bertani)

PBS (10x)
PBST

4% PFA/PBS
Pfu-Puffer 10x mit MgSOa
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15 g Sucrose, 0,175 g Orange G mit H20 ad 50 ml
0,1% DEPC, Hz0, inkubieren und autoklavieren
10 g Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl; pH 7,4,
autoklavieren

Fir 1 L: 80g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na2PO4, 2,4 g
KH2PO4 mit H20 (DEPC) ad 1 L auffillen, pH 7,4
Einfach PBS, 0,1% Tween20

40 g PFA in 1 L PBS durch Erhitzen I6sen; pH 7,4
200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 100 mM (NH4)2S0O4,
100 mM KCI, 1 mg/ml BSA, 1% TritonX-100, 20 mM
MgSO4



2.4.1 Isolierung genomischer DNA

Puffer/Losung

Herstellung

Tail-Tip-Puffer

Losung A
TritonX100

LOsung B

Ldsung C

TE (pH 8,0)

2.4.2 Southern Blot
Puffer/Losung

8,5 ml 1M Tris-HCI, pH 7,5, 17 ml 0,5M EDTA, 17ml
5 M NacCl, 21,25 ml 20% SDS, ad 500 ml mit H20
109,5 g Saccharose, 5 ml 1 M MgClz, 10 ml

1 M Tris-HCI (pH 8,0), ad 1 L mit H20,
autoklavieren

40 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0), 12 ml 0,5 M Na-EDTA,
15 ml 1 M NacCl, ad 95 ml mit H20, autoklavieren,
anschlielend Zugabe von 5 ml 20% SDS

5 M Natriumperclorat (100 g in 142 ml H20 l6sen),
nicht autoklavieren

1 ml1 M Tris-HCI (pH 8,0), 200 pl 0,5 M EDTA

(pH 8,0), ad 100 ml mit H20, autoklavieren

Herstellung

Denaturierungslésung

Neutralisierungslosung

1 M NaPi (Church-Stock-Puffer)

10x DIG1

Blocking Reagenz

Church-Waschpuffer

Church-Hybridisierungspuffer

DIG3
Anti-Dig-AP Fab-Fragments
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0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI (pH 7,5, 1,5 M NaCl)

Fiur 1 L: 142 g Na2HPO4 (= 1 M di-Natriumhydrogen
phosphat oder 178 g di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat), pH 7,2 mit H3PO4, autoklavieren

Fir 1L:116.1 g Maleinsaure (1 M), 87.7 g NaCl
(1.5 M), pH 7.5 mit NaOH, autoklavieren

Blocking Reagenz (Roche #11363514910) lésen zu
10% wi/v in 1x DIG, autoklavieren, Aufbewahrung
bei 4 °C

1L:40 ml 1 M NaPi, 50 ml 20% SDS, ad 1 L

50 ml 1 M NaPi, 35 ml 20% SDS, 200 pl 0,5 M
EDTA (pH 8,0), ad 100 ml

0,1 M Tris (pH 9,5), 0,1 M NaCl

Roche, Mannheim, D



2.4.3 Maus-Embryonale Stammzellkultur
Volumen Substanz

Fibroblasten-/Feederzell-Medium

Far 550 ml

500 ml DMEM-Medium (4,5 mg/ml Glucose, ohne Sodium
Pyruvat)

55 ml FCS

55ml 100x Glutamin

5,5ml 100x Penicillin (5 U/ml)/Streptomyzin (5 pg/ml)

2x Einfriermedium fir Feeder-Zellen (20% FCS/20% DMSO)

Far 100 ml

60 ml DMEM-Medium, 4,5 mg/ml Gluc, ohne Sodium
Pyruvat

20 ml FCS

20 ml DMSO

Lagerung bei -20 °C

ES-Zell-Medium (15% FCS, 1000 U/ml LIF)

Far 500 ml

400 ml Knockout DMEM (4,5 mg/ml Glucose mit Sodium
Pyruvat)

75 ml ES-Zell getestetes FCS-Medium

5ml 100x Glutamin, 200 mM

5mi 100x Penicillin (5 U/ml)/Streptomycin (5 pg/ml)

5mi 100x Nicht-essentielle Aminosauren

5ml 100x 10 mM R3-Mercaptoethanol in PBS

5ml 100x Nucleoside

50 ul LIF (207 U/ml)
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Volumen

Substanz

2x Einfriermedium fir ES-Zellen (20% FCS/20% DMSO)

Fir 100 ml

60 ml
20 ml
20 ml
Lagerung bei -20 °C

0,1% Gelatine-Ldsung

100x 3-Mercaptoethanol (2-ME):
Lysepuffer

Knockout DMEM-Medium
FCS
DMSO

2% Gelatine mit H20 zu 0,1% l6sen, Sterilfiltration,
Lagerung bei 4 °C

7 ul 14,3 M 2-ME zu 10 ml PBS Lésung (10 mM)
10 mM Tris-ClI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 mM
NacCl, 0,2 % SDS, Zugabe von Proteinase K

(Endkonzentration 1 mg/ml)

2.4.4 Whole Mount in situ Hybridisierung

Puffer/Losung

Herstellung

Alkalischer Phosphatase-Puffer

Hybridisierungspuffer

MABT 5x

PBST/Glycin
PBST/Levamisol

12ml 5M NacCl, 30ml 1M MgClz, 6ml 10% Tween20,
60 ml 1 M Tris (pH 9,5), 300 mg Levamisol,

ad 600 ml mit H20

25 ml Formamid, 12,5 ml 20x SSC (pH 4,5), 25 ul
Heparin, 500 pl 10% Tween20,

H20 (DEPC) ad 50 ml

100 ml Maleinsaure [1 M, pH 7,5], 30 ml NaCl [5 M],
10 ml 10% Tween 20, ad 200 ml mit H20

2 mg/ml Glycin

500 mg Levamisol auf 1 L PBST

4% PFA/PBS/0,2% Glutaraldehyd/1% EDTA: 50ml 4% PFA/PBS, 400yl Glutarald.(25%)

(final fixation)
(first fixation) +0,1% Tween

Proteinase K Puffer
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500 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0

500 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0, 500 ul 10% Tween20
1 ml Tris [1 M, pH 7,0], 0,1 ml EDTA [0,5 M],

ad 50ml mit H20 (DEPC)



Puffer/Losung

Herstellung

RIPA-Puffer

RNase-Ldsung

RNase A-LOsung
SSC 20x

SSC/FAIT

2,5 ml SDS 10%, 15 ml NaCl [5 M], 5 ml NP40,

2,5 g Deoxycholat, 1 ml EDTA [0,5 M],

25 ml Tris [1 M, pH 8,0], ad 500 ml mit H20 (DEPC)
5 ml NaCl [5 M], 500 pl Tris [1 M, pH 7,5],500 pl
10% TweenZ20, ad 50 ml H20

50 ml RNase-Ldsung, 500 pl 10mg/ml RNase-stock
175,3 g NaCl, 88,2 g Natriumcitrat,

H20 ad 1 L (pH 7,0)

100 ml 20x SSC, 500 ml Formamid, 10 ml Tween20
(10%), ad 1 L mit H20

2.4.5 X-Gal-Farbung von Embryonen

Puffer/Losung

Herstellung

Fixierungslosung

X-Gal Farbelésung

2.5 Klonieren

2.5.1 Enzyme

2,7 ml Formaldehyd (37%), 0,2% Glutaraldehyd in
10 ml PBS (10x), 0,2ml NP40 (10%), H20 ad 100ml
1 mg/ml X-Gal, 5 mM KszFe(CN)s, 5 mM KaFe(CN)s,
2 mM MgClz, Eisenlosung zuletzt zufligen, 1x PBS
(bidest) ad 50 ml

Alle Restriktionsenzyme wurden entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Restriktionsenzyme

Hersteller

EcoRV (10 U/ul)
Nhel (10 U/ul)
Notl (10 U/ul)
Pacl (10 U/ul)
T4 Ligase

Spezifische Puffer (10x)
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Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D



2.5.2 Vektorsysteme
Vektorbezeichnung

Hersteller

HspLacZ-pBluescript Il KS+ MOD Arbeitsgruppen-intern

pBluescript
pGK frt

2.5.3 Bakterienstamm

von der Abteilung Entwicklungsgenetik, MPIMG
Promega, Madison, USA

Fur die Klonierungsschritte wurde Escherichia Coli (E. Coli) Topl0 (Invitrogen,

Darmstadt, D) verwendet.

2.5.4 PCR Utensilien
PCR-Material

Hersteller

10x Taqg-Puffer
50 mM Magnesiumchlorid
dNTP Set (100 mM)

Expand Long PCR System
Phusion-PCR Set
Pfu-Polymerase (circa 5 U/ul)
Tag-Polymerase (5 U/ul)

2,55 Ladders
DNA Langenstandards

Biotherm, Fermentas, KoIn/St. Leon-Rot, D
Biotherm, Koln, D

GE Healthcare, Wien, Osterreich

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Roche, Mannheim, D

Thermo Fischer Scientific, Schwerte
Eigenherstellung am MPI fur Molekulare Genetik
Eigenherstellung am MPI fur Molekulare Genetik

Hersteller

100 bp Marker

100 bp + Marker

1 kb Marker

1 kb + Marker

DNA Molecular Weight Marker

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Roche, Mannheim, D (DIG labeled 0.081, 8,57 kb)

2.5.6 Zellkultur/Maus-ES-Zellkultur

Chemikalie

Hersteller

DMEM, 4,5 mg/ml Glucose

ohne Sodium-Pyruvat
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Chemikalie Hersteller
Knockout DMEM, 4,5 mg/ml Glucose

ohne Sodium-Pyruvat Gibco, Darmstadt, D
ES-Zell-Serum Lonza, Kdln, D

D-PBS (Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline) Lonza, Kéln, D

Gelatine (2%) Sigma, Minchen, D
Glutamin (100x) Lonza, Kéln, D

H20 Lonza, Koln, D

LIF (Murine Leukemia Inhibiting

Factor 107 U/ml) Gibco, Darmstadt, D
Lipofectamin™2000 Invitrogen, Darmstadt, D
Mitomyzin C Sigma, Minchen, D
Nicht-essentielle Aminosauren Gibco, Darmstadt, D
Nukleoside (100x) Chemicon, Schwalbach, D
OptiMEM Gibco, Darmstadt, D
Penicillin (5 U/ml)/

Streptomyzin (5 U/ml) (100x) Lonza, Kdln, D
Trypsin-EDTA (0,5 g/l) Gibco, Darmstadt, D
3-Mercaptoethanol (2-ME) Sigma, Minchen, D

2.6 Erzeugung und Zucht von Mausen
Nach Verpaarung der Mause zéhlte der Tag des Vaginalplugs als Embryonalstadium
EQ.5. Dabei wurden die Tiere im Tierhaus des MPI fur Molekulare Genetik gehalten. Dr.
Lars Wittler fuhrte diese Arbeit mithilfe von Mausen des Stammes NMRI/CD1 durch. Die
Genehmigung fir den Tierversuch ist erteilt laut Ergdnzungsantrag zum

Tierversuchsvorhaben G 0247/13 (Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Berlin).
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2.7 PC-Programme/internet—-Datenbanken

Programme Verwendung (Internetadresse)

ApE Plasmid Editing
(http://bioclogylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/)

Axio Vision 4.6 Digitale Photoaufnahmen

biogps Auswertung der Expressionsmuster
(http://www.biogps.org)

Easy Win32 Geldokumentation

Emouseatlas

Auswertung der Expressionsmuster

(http://www.emouseatlas.org)

Eurexpress Auswertung der Expressionsmuster
(http://www.eurexpress.org)
Programme Verwendung (Internetadresse)

IGV (Vers. 2.3.12)

MGI

Primer3

Reverse Complement

uCcsC

Vista Enhancer Browser
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Primerdesign
(http://www.broadinstitute.org/software/igv/)
Auswertung der Expressionsmuster
(http://www.informatics.jax.org)

Primerdesign (http://frodo.wi.mit.edu/)

Primerdesign
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_comp.html)
Primerdesign (http://genome.ucsc.edu/)

Hs1473 (http://enhancer.lbl.gov/frnt_page _n.shtml)



3 Methoden
3.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.1.1 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Molekille ihrer Lange nach auf einem Gel
aufgetrennt. Dazu kénnen verschiedene Gele verwendet werden, fur diese Arbeit nur
einprozentige Agarosegele. Die Herstellung erfolgte durch Erhitzen von Agarosepulver in
einfachem Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE), diese wird nach Zugabe von Ethidiumbromid
in eine abgedichtete Acrylglasform gegeben. Dabei bildet ein enthnehmbarer Kamm
Taschen fur die Proben, die nach Abkihlen des Gels befillt werden kdnnen. Nach
Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die in den Proben enthaltenen DNA-
Molekulle zum positiv geladenen Pol. Kleine, geladene Molekile sind dabei schneller als
grof3e, ungeladene. AnschlieRend macht das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid die
DNA unter einer UV-Lampe sichtbar. Die Banden kdnnen so bei Bedarf gezielt aus dem

Gel extrahiert werden.

3.1.2 DNA-Isolation

3.1.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
Zur DNA-Isolation aus Bakterien wurden kommerzielle Bausatze nach Herstellerangaben

verwendet. Dabei wurde fur kleine Probenmengen das Mini-Praparations-Kit NucleoSpin
(Macherey-Nagel, Duren, D) verwendet, im grof3eren Mal3stab das Midi-Préparations-Kit
Nucleobond (Macherey-Nagel, Diren, D).

3.1.2.2 Aufreinigung von weiteren DNA-Fragmenten
Um PCR-Ansatze und gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente aufzureinigen

wurde das Gel-/PCR-Extraktionskits Nucleo Spin der Firma Macherey-Nagel (Diren, D)

nach Anleitung des Herstellers verwendet.

3.1.3 Amplifikation von DNA-Abschnitten

3.1.3.1 Primer/Primerdesign
Bei dem Entwurf der Primer wurde vor allem darauf geachtet, dass Primer nicht mit sich

selber binden und im Genom einmalig vorkommen. Mithilfe der Primer3-Software
(Version 0.4.0) wurden als weitere Kriterien eine Primergréf3e von 18 bis 22 Basenpaaren

und eine Schmelztemperatur von 58 °C bis 62 °C festgelegt. Fur die Klonierung wird
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ihnen eine Notl-Schnittstelle (5°...GC*GGCCGC...3‘) sowie einigen eine atat-Sequenz
angefugt. Weiterhin wurden Primer fir die Erfolgskontrolle mittels Kolonie-PCR
entworfen, von denen der eine etwa 300-400 bp vor Ende des zu synthetisierenden DNA-
Abschnitts bindet, der andere in der LacZ-Kassette. Ein weiteres Primerpaar zur Kontrolle
des zweiten Klonierungsschrittes wurde im letzten Abschnitt der LacZ-Kassette sowie auf
dem Abschnitt des pGK frt-Vektors gewahlt. Mithilfe des Ensembl Genome Browser
Blast-Programmes wurden die Primer auf ihr Bindungsverhalten im Genom untersucht.
Die vom Hersteller gelieferten Primer wurden zu Stammlésungen verarbeitet, indem sie
mithilfe von bidestlliertem Wasser auf eine Konzentration von 100 pmol/ul verdiinnt
wurden. Verwendet wurden Verdinnungen dieser Stammldsungen mit einer

Konzentration von 10 pm/pl.

3.1.3.2 Polymerasekettenreaktion
Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) beruht auf

der enzymatischen Amplifikation eines DNA-Abschnitts, der von zwei gegenlaufigen
Primern begrenzt wird. Um eine groRRere Spezifitdt in der Amplifizierung zu erhalten,
wurde die Annealingtemperatur nahe der Primerschmelztemperatur gewahlt. Ein starkes
Abweichen von der Schmelztemperatur fihrt zu einer geringeren Spezifitdt der Primer
und kann in unspezifischen Nebenprodukten resultieren.

Es wurden fur die Amplifikation erworbene Phusion-Polymerase sowie am Max-Planck-
Institut fur molekulare Genetik hergestellte Tag-Polymerase verwendet. Zusatzlich wurde
ein Expand Long Template PCR-Kit mit Taqg/Pfu-Polymerase verwendet. Die
Polymerasen unterscheiden sich: Die Tag-Polymerase generiert Uberhdnge aus A-
Nukleotiden an den 3‘-Enden der DNA-Doppelstrange, besitzt aber keine
Fehlerkorrekturfunktion. Die Pfu-Polymerase amplifiziert mit einer sehr hohen
Genauigkeit durch eine 3°-5° Exonukleaseaktivitat, und generiert dabei glatte DNA-
Doppelstrangenden ohne Uberhange. Die Phusion ® Polymerase weist eine hohe
Amplifizierungsrate auf (1 kb in 15-30 Sekunden), kann unter der Verwendung eines
speziellen GC-Puffers GC-reiche Regionen sehr gut vervielfaltigen und produziert glatte
DNA-Doppelstrangenden.
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Tabelle: Long Range PCR (Roche)

Menge Substanz

circa 150 ng DNA

1,5ul DMSO (optional)

5ul 10x expand long template Buffer 1 (preheated)
7 ul dNTPs (2,5 mM)

2 ul 3"-Primer (10 pmol/ul)

2 ul 5"-Primer (10 pmol/ul)

0,5-1 pl DNA-Polymerase (5 U/ul)

ad 50 pl H20 (bidest)

Tabelle: Cycler-Programm

Zvklen Melting (94 °C)  Annealing (60 °C) Elongation (68 °C)

Cooldown (4 °C)

1x 2:00

10x 0:10 0:30
20x 0:15 0:30
1x

*je Zyklus +0:20

Tabelle: Phusion PCR

3:30
3:30*
7:00

Menge Substanz

circa 50 ng DNA

2,5 ul DMSO (optional)

10 ul 5x Phusion HF-Puffer

1 ul dNTPs (10 mM)

3l 3"-Primer (10 pmol/pl)
3ul 5"-Primer (10 pmol/ul)

0,5 ul Phusion DNA-Polymerase

ad 50 pl
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Tabelle: Cycler-Programm
Zyklen Melting (98 °C)  Annealing (70 °C) Elongation (72 °C) Cooldown (10 °C)
1x 0:30

10x 0:10 0:30* 1:00
30x 0:10 0:30 1:00
1x 7:00

*je Zyklus -1 °C

Um das PCR-Ergebnis zu optimieren, wurde die Konzentration der DNA veréndert,
DMSO zugegeben sowie die Annealing-Temperatur variiert. Die Elongationszeit wurde
der Lange des Produkts angepasst und betrug durchgangig zwei Minuten bei Produkten
bis drei Kilobasen Lange. Anschliel3end wurden 50 pl der Probe mit 4 ul Ladepuffer
vermischt und auf einprozentige Agarosegele (0,25 ug/ml Ethidiumbromid) aufgetragen.
Um die Proben aufzutrennen, wurde fir 45-120 Minuten eine Spannung von 100-150 V
angelegt. Zur GroRenreferenz wurden DNA-Langenstandards der Firma Fermentas

verwendet.

3.1.3.3 Kolonie-PCR
Der Erfolg der Transformation wird mittels Kolonie-PCR Uberprift. Sie zeigt, ob das

gewinschte Insert aufgenommen und in richtiger Orientierung im Genom eingefiigt
wurde. Eine Probe der zu untersuchenden Bakterienkultur wird als Ausgangsmaterial
verwendet, und mit einer sterilen Pippetenspitze zuerst auf eine Agar-Platte, und dann in
ein mit PCR-Reagenzien vorbereitetes Reaktionsgefal tberfihrt. Ein Kolonie-PCR-

Primer bindet dabei innerhalb des Inserts, ein vektorspezifischer Primer aul3erhalb.

Tabelle: Kolonie-PCR Reaktion

Menge Substanz

2 ul 10x DNA-Polymerase Reaktionspuffer
0,5 ul dNTPs (1,25 mM)

0,4 pl 3"-Primer (10 pmol/pl)

0,4 pl 5"-Primer (10 pmol/pl)

0,25 pul Taqg-DNA-Polymerase (5 U/ul)

ad 20 pl H20 (bidest)

29



Tabelle: Cycler-Programm

Zyklen Melting (96 °C)  Annealing (55 °C)  Elongation (72 °C) Cooldown (4 °C)
1x 5:00

25x 0:30 0:30 2:00

1x 7:00

3.2 4C-Sequenzierung

Circularized Chromosome Conformation Capture, kurz 4C, ist eine Methode zur
Bestimmung genomischer Interaktionen zwischen Chromosomenabschnitten und einer
bestimmten Sequenz, dem sogenannten Viewpoint. Das Vorgehen basiert auf der 3C
Technik*, bei der auf die Fixierung der noch unbekannten Interaktionen mit Formaldehyd
ein Verdau mit Restriktionsenzymen folgt. Die Schnittstellen der weiterhin fixierten DNA-
Strange werden anschliel3end unter dafur forderlichen Bedingungen ligiert und mithilfe
von PCR amplifiziert. Durch Sequenzierung oder Microarray ist eine qualitative oder
guantitative Analyse moglich.

Bei der 4C-Methode kann im Gegensatz zu 3C das gesamte Genom auf Interaktionen
mit der gewinschten Sequenz untersucht werden®’. Anders als bei 3C ist nur die
Kenntnis eines der beiden Interaktionspartner notwendig, also des Viewpoints. Die
Haufigkeit von zufélligen Interaktionen nimmt mit der Nahe zum Viewpoint zu, da die
Faltung der DNA solche Interaktionen begunstigt. Der Restriktionsverdau erfolgt mithilfe
eines Frequent Cutters, z.B. Dpnll, oder eines Rare Cutters wie z.B. Hindlll. Frequent
Cutter erkennen eine vierbasige Sequenz, die im Durchschnitt alle 256 bp auftritt, Rare
Cutter dahingegen eine sechs Basen lange Sequenz, die nur etwa alle 4000 bp auftritt.
Die Entscheidung fiir eines der Restriktionsenzyme hat Einfluss auf die Auflésung, die
Reproduzierbarkeit und den Aufwand des Versuchs. Die Ergebnisse einer 4C-
Sequenzierung sind in hohem Grade und Uber weite genomische Strecken
reproduzierbar, sagen allerdings nichts tber die funktionelle Ebene der dokumentierten
Interaktionen aus. Die Detektion von vielen Interaktionen mithilfe von 3C-Techniken weist
nicht notwendigerweise eine Schleifenbildung nach. Dasselbe Signal ware auch
messbar, wenn die Interaktion durch kompakte, aber hochvariable Konformationen der
DNA zustande kame®. Da es jeweils nur zwei Interaktionen je Zelle gibt und fiir eine
belastbare statistische Auswertung eine hohe Anzahl an Interaktionen benétigt wird,

muss die Untersuchung an Millionen von Zellen erfolgen.
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3.3 Klonierungstechniken

3.3.1 pBluescript-Vektor

Funf Mikrogramm des pBluescript-Vektors (Abbildung 6) wurden durch
Restriktionsenzyme aufgetrennt und mithilfe des Gel-/PCR-Extraktionskits Nucleo Spin
der Firma Macherey-Nagel (Duren, D) aufgereinigt. Die mittels PCR hergestellten DNA-
Fragmente wurden zuerst Uber T4-Ligation der Notl Schnittstellen in den Vektor
pBluescript kloniert. Vorangegangen war eine Dephosphorylierung des pBluescript-
Vektors, um die sog. sticky ends des Vektors von einer Religation abzuhalten, wie der
folgenden Tabelle zu entnehmen ist. Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte fir

zehn Minuten bei 37 °C, das Enzym wurde danach fur 15 Minuten bei 65 °C inaktiviert.

Tabelle: Dephosphorylierung eines linearisierten Vektors

Menge Substanz
15 ug linearisierter Vektor
2 ul 10x SAP-Puffer
1l Fast AP
ad 20 pl H20 (bidest)
Pdil 129 Adel, Ppu21l 232

pBluescript Il SK/KS (-
2961 bp

Eam11051 2041
Lgul 1030

Afilll, Psel, Xeel 1153

Abbildung 6: Der Vektor pBluescript Il KS+8°
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3.3.2 Berechnung des Vektor-Insert-Verhaltnisses

(SOng Vektor x XY kb Fragment

Y kb Vekior ) x 5 = ng Insert, die bei 50 ng Vektor eingesetzt werden miissen

Tabelle: Ligation eines linearisierten Vektors mit einem DNA-Fragment

Menge Substanz

50 ng linearisierter Vektor

Xy ng Insert

2 ul T4 Ligase-Pufffer (10x)
1l ATP (10 mM)

1l PEG 4000

1l T4 DNA-Ligase

ad 20 pl H20 (bidest)

Der Ligationsansatz inkubierte flr eine Stunde bei Raumtemperatur oder bis zum
nachsten Tag bei 16 °C im Wasserbad. Die anschlieRende Transformation wurde mit
dem Bakterienstamm E.Coli durchgefiihrt und der Erfolg des Versuchs durch eine
Kolonie-PCR uberprtift.

3.3.3 LacZ-Kassette

Zum ursprunglichen Insert wurden mithilfe des pBluescript Vektors das LacZ-
Reportergen (E.Coli) kloniert. Es kodiert fir das Enzym 3-Galactosidase, welches X-Gal
(5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid) zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-
indoxyl umsetzt. Dieses dimerisiert nach Oxidation und zeigt daraufhin eine Blaufarbung.
Diese Farbung wurde in vorliegender Arbeit an ganzen Embryonen durchgefihrt. Die
Embryonen von transgenen Mausen in den Embryonalstadien 10.5, 11.5 sowie 12.5
wurden in einfachem PBS (bidest) gewaschen und bei 4 °C fixiert (E10.5 30 Minuten,
E11.5 40 Minuten, E12.5 50 Minuten). Nach finfminttigem Waschen mit einfachem PBS
wurden die Embryonen entweder flr eine Stunde bei 37 °C oder Uber Nacht bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss gefarbt. Die Farbung variierte von Embryo zu
Embryo, aufgrund unterschiedlicher Diffusionsvorgange der Farbelésung, einer
variierenden Anzahl von Insertionen des Reportervektor-Konstrukts in das Maus-Genom
und unterschiedlichem Grad von Chimarismus, weshalb sich die Inkubationszeiten je

nach Embryo unterscheiden. Die Praparate wurden nach mehrmaligem Waschen mit
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PBS erneut fixiert (2% PFA/0,2% Glutaraldehyd) und bei 4 °C gelagert. Die
Dokumentation erfolgte innerhalb weniger Tage an einem Binokular unter der
Verwendung der AxioVision 4.6 Software. Diese Methode ist in unserer Arbeitsgruppe

erprobt®,

3.3.4 pGK frt-Vektor

Der Zwischenvektor pBluescript wurde mit Pacl und Nhel verdaut, um das Konstrukt zu
gewinnen. Die Probe wurde im Rahmen einer Gelelektrophorese aufgereinigt und mittels
T4-Ligation in den Zielvektor pGK frt kloniert (Abbildung 7). Im Regelfall wurden drei bis
funf Mikrogramm Plasmid-DNA verdaut. Extrahierte DNA wurde bei -20 °C gelagert.

Sarm Iﬂ_ﬁ_ 3arm

+ pCAGGSfIpE
+ pgk/ATGfrt

5'arm 3'arm |

PGK/ATGfrt

S'arm 3'arm

frt ATGfrt

Abbildung 7: Der Vektor pGK frt9

3.3.5 Kultivierung von Bakterien

Bakterien wurden bei 37 °C auf mit Ampicillin (50 pg/ml) versetzten LB-Platten oder in
fluissigem LB-Medium inkubiert. Die Flussigkulturen wurden bei 190 Umdrehungen pro
Minute (rpm) geschiittelt.

Ein Milliliter einer Bakterienkultur wurde mit 0,8 Milliliter einer 87% Glycerinldsung
vermischt, wodurch die Lagerung bei -80 °C mdglich wurde. Eine erneute Vermehrung
dieser Glyzerinkultur erfolgte durch steriles Animpfen eines geeigneten Mediums und
inkubation bei 37 °C.
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3.3.6 Transformation von Bakterien

Bei der Transformation von Bakterien werden Bakterienkulturen bei wechselnden
Temperaturen mit einem Ligationsansatz konfrontiert, um die Aufnahme der fremden
DNA in das bakterielle Genom zu ermdéglichen. Um 100 pl einer Bakterienkultur fir zehn
Mikroliter einer Ligationslosung empfanglich zu machen, wurde die Kultur fir 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Fur anderthalb- bis zwei Minuten erfolgte eine Erwarmung auf 42 °C,
dann wurde der Reaktionsansatz fur funf Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde
ein Milliliter LB-Medium ohne Antibiotika zugegeben und die Probe bei circa 190 rpm fur
30 Minuten geschiittelt. Das Ausplattieren fand auf LB-Platten mit Ampicillin (50 pg/ml)
statt, woraufhin die LB-Platten tiber Nacht bei 37 °C oder zwei Tage bei Raumtemperatur

inkubiert wurden.

3.4 Durchfihrung der embryonalen Stammzellkultur

3.4.1 Allgemeines

Die kultivierten embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) werden in einem undifferenzierten
Zustand gehalten. Dazu wurden sie auf mitoseinhibierten Maus-Fibroblasten (Feeder-
zellen) ausplattiert und LIF (leukemia inhibitory factor, ein Zytokin) hinzugefigt.
Petrischalen und Platten wurden bei 37 °C mit steriler, 0,1% Gelatineldsung beschichtet,
damit die Feeder-Zellen auf einem gleichmaiigen Untergrund wachsen. Die

Gelatineldsung wurde nach 30 Minuten entfernt und die Geféal3e steril getrocknet.

3.4.1.1 Auftauen von Zellen
Gefrorene Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Da das im Einfriermedium

enthaltete DMSO zytotoxisch wirkt, wurden die Zellen gleich darauf in funf Milliliter
Medium Uberfiuhrt. Diese Suspension wurde finf Minuten lang bei 1000 rpm zentrifugiert,
Uberschissiges Medium entfernt und das entstandene Pellet (Sediment) in frischem
Medium resuspendiert. Die Menge des dabei verwendeten Mediums hing von der
gewunschten Zelldichte und der Aussaatflache ab. Diese Zellsuspension wurde bei 37

°C und 5% CO,-Sattigung unter regelmafiigem Mediumwechsel im Brutschrank kultiviert.

3.4.1.2 Einfrieren von Zellen
Um Zellen auf den Einfriervorgang vorzubereiten, wurden die Kulturen mit DPBS

gewaschen und entsprechend dem Volumen Trypsin hinzugegeben. Die Kultur wurde fir
sechs Minuten im Brutschrank inkubiert, anschlie3end die entstandene Zellsuspension

aufgenommen und fir funf Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer
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bestimmten Menge Medium resuspendiert, so dass eine Zellkonzentration zwischen 2x
108 (ES-Zellen) und 5x 108 (Feeder-Zellen) entstand. 0,5 ml dieser Suspension wurden
in Kryoréhrchen tberfuhrt, mit 0,5 Milliliter 2x Einfriermedium versetzt und mithilfe eines
isolierten Gefalles langsam bei -80 °C eingefroren. Nach einem Tag erfolgte die

endgultige Lagerung in flissigem Stickstoff.

3.4.1.3 Trypsinbehandlung von ES-Zellen
Um Zellen von ihrem Untergrund zu l6sen wurde das Medium abgesaugt, die Zellkultur

zweimal mit DPBS gewaschen und ein Milliliter Trypsin zu den Zellen gegeben. Nach
einer Inkubation von funf Minuten bei 37 °C wurde das Trypsin durch Zugabe von einem
Milliliter Medium inaktiviert und die Zellsuspension in weitere funf Milliliter Medium
Uberfuhrt. Mithilfe der Neubauerzédhlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und eine

Anzahl von etwa 500 000 Zellen auf eine 6-well-Platte mit Feeder-Zellen ausgesat.

3.4.2 Embryonale Fibroblasten

ES-Zellkulturen bendtigen zum Wachsen eine einschichtige Wachstumsunterlage von
mitotisch  inaktivierten embryonalen Fibroblasten (Feeder-Zellen), die deren
Differenzierung verhindern. Fur die ES-Zellkultur-Experimente wurden CD1-
Fibroblasten-Zellen und DR4-Mitomycin-behandelte Fibroblasten-Zellen als Feeder-
Zellen verwendet, die von Dr. H. Schrewe (Abteilung Entwicklungsgenetik, Max-Planck-
Institut fir molekulare Genetik) zur Verfligung gestellt wurden. Die 2,5x 10° Feeder-
Zellen/Gefrierrohrchen wurden als Passage 3-5 im Stickstofftank weggefroren.

Bei Bedarf wurden die Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in funf Milliliter
Feederzell-Medium Uberfihrt, um die Wirkung des DMSO abzuschwachen. Die
Zellsuspension wurde finf Minuten lang bei 1000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und das entstandene Pellet in einer dem Ausplattieren angemessenen Menge

Medium resuspendiert.

3.4.2.1 Herstellung von Feeder-Zellen
Fir die Herstellung von embryonalen Feeder-Zellen wurden heterozygote M&use im

Stadium 13.5 oder 14.5 benétigt. Dabei wurde fir die Herstellung von DR4-Feedern
mannliche TgDR41JaeJ mit weiblichen C57BL6J (FEM Charité) verkreuzt, ihre
Nachkommen am entsprechenden Tag post conceptionem getétet und nach Préparation
des Uterus und der extraembryonalen Membranen in PBS gegeben. Kopfe und
Weichteile wurden entfernt, das Skelett mit PBS gewaschen und in kleine etwa zwei bis
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drei Millimeter grol3e Wirfel geschnitten. Die Wirfel wurden in 50 Milliliter Falcons
transferiert und je nach Anzahl der Embyonen 5-20 Milliliter Trypsin-EDTA hingzugefugt.
Die Falcons wurden in zwei Arbeitsgangen je kurz zentrifugiert, wieder durchmischt, und
dann fur zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernen der zd&hen DNA wurde das
Medium durchmischt und dadurch die Zellen resuspendiert. Nach Hinzufiigen des
doppelten Volumens an Feeder-Zell-Medium wurde das Aquivalent von zwei bis drei
Embryonen auf 15 cm-Platten ausgebracht und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am

Folgetag wurden die Zellen als Passage 0 eingefroren.

3.4.2.2 Vermehrung von Feeder-Zellen
Zur Vermehrung der Feeder-Zellen wurden diese in einer Dichte von 3-4x 10° auf 2x 75

cm? Flaschen ausgesat und inkubiert. Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt.
Sobald die Zellen konfluiert waren, wurden sie 1:4 geteilt und fir weitere zwei bis drei
Tage inkubiert. Je nach Bedarf kénnen die Zellen (Passage 2) in groReren Flaschen
weiter vermehrt werden oder sofort Teilungsinaktiviert werden. Dies geschah durch
Behandlung mit Mitomycin C (Sigma-Aldrich #M4287, Steinheim, D).

3.4.2.3 Inaktivierung von Feeder-Zellen
Fur eine 150 cm? Flasche wurden nach Entfernen des vorhanden Mediums 200 pl

Mitomycinldsung (0,1 mg/ml Mitomycin, 5% DMSO in zwei Millilitern PBS) in 20 Milliliter
Feeder-Zell-Medium gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend mindestens zwei
Stunden inkubiert, das Medium anschlielBend aspiriert und fachgerecht entsorgt. Die
Flaschen wurden dreimal mit 20 Milliliter 1x PBS gewaschen, die Zellen mit 10 Milliliter
Trypsin abgelést und nach Inaktivierung des Trypsins unter Gebrauch der
Neubauerkammer ausgezahlt. Nach Zentrifugation wurden die Zellen durch Zugabe der
entsprechenden Menge Medium in einer Anzahl von etwa 2,5x 10° bei -80 °C mithilfe
eines isolierten Behalters langsam eingefroren, und am nachsten Tag im Stickstofftank

eingelagert.

3.4.3 Maus-ES-Zellkultur

Mittels des pBluescript Vektors wurde der jeweilige Enhancer-Kandidat stromaufwarts
eines Hsp68-Minimalpromotors und einer LacZ-Kassette kloniert. Durch anschliel3ende
Insertion in den PGK frt-Vektor wurde ein dort verankertes Ampicillinresistenzgen
aktivierbar, welches die Selektion erfolgreicher Klone erméglichte. Zusatzlich wurde ein

Promotor fur eine Hygromycin-Resistenz angefugt. Das gesamte Konstrukt wurde zu
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diesem Zeitpunkt von Flippase-Recombinase-Target-Sequenzen (frt) flankiert, welche
durch eine Flippase-Rekombinase (flp) erkannt, und in ein modifiziertes ColA1-Allel der
C2-Zellen inseriert wurden. Durch den eingebrachten Promotor wurde eine dort bereits
vorhandene Hygromycin-Kassette aktiviert und ermdéglicht eine abermalige Selektion. Die
C2-Zellen enstanden durch Verkreuzung der Maus-Stamme C57B/6 und 129svJae, und
konnen nach diploider ES-Zell-Aggregation in Blastozysten injiziert werden. Eine
vollstandige Insertion wurde anschlielend durch einen Southern Blot verifiziert. Eine

Ubersicht der erfolgten Klonierungsschritte ist in nachstehender Abbildung 8 zu sehen.

Pacl Nhel
Insert + Vektor |
pBluescript
) / |
Vektor pGK frt I | — -
il
=
©
Q
@
Col1A1

C2- | w
Zellen | | |

Abbildung 8: Die Klonierungsschritte

Klonierung einer Zielsequenz in den COL1A1-nahen Lokus von C2-Zellen Uber Zwischenschritte mit den
Vektoren pBluescript und pGK frt. Pacl, Nhel: Restriktionsenzyme. Insert: Enhancerkandidat. frt: flippase
recognition target, Enzymerkennungssequenz fur Flippase. Amp: Ampicillinresistenz. Hygro:
Hygromycinresistenz. COL1A1: Genlokus in der Nahe des Insertionsbereichs.
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3.4.3.1 Herstellung von Nahrzellschichten und Aussaen von C2-Zellen
Die ES-Zellen wurden auf Nahrzellschichten kultiviert, die aus Mitomycin C behandelten

Feeder-Zellen bestanden. Nach Auftauen der Feeder-Zellen bei 37 °C wurden funf
Milliliter ES-Zell-Medium hinzugeftgt und die Zellsuspension fur fiunf Minuten bei 1000
rpm zentrifugiert. Es wurden je Well zwei Milliliter dieser Suspension hinzugefugt und bei
37 °C fur mindestens drei Stunden belassen. Die C2-Zellen wurden meist am nachsten
Tag aufgetaut und ausgesat. Dazu wurde das vorhandene Feeder-Zell-Medium entfernt
und mit ES-Zell-Medium mit LIF (50 pl LIF [107 U/mI] auf 500 ml ES-Medium) ersetzt.

Tabelle: Volumen- und Mengenverhaltnisse von Feeder-Zellen

Schale/well-Platte Wachstumsflache (cm?) Zellanzahl

60-mm-Schale 28 1x 108

96-well 0,3 1x 10%well = 1x 10/Platte
48-well 0,75 3x 10*well = 1x 105/Platte
24-well 2 8x 10*/well = 2x 108/Platte
12-well 3,8 1,5x 105/well = 1,8x 108/Platte
6-well 9,6 4x 10%well = 2,4x 108/Platte

3.4.3.2 Arbeiten mit embryonalen Stammzellkulturen
ES-Kulturen wurden unter taglichem Mediumwechsel bei 37 °C, 5% CO2 und 95%

Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator gelagert. Sie wachsen im Gegensatz zu Feeder-Zellen
in dichten Zellkolonien, so dass die Zellgrenzen schwer zu erfassen sind. Bei der
Ausplattierung der Feeder-Zellen und ES-Zellen muss auf ein richtiges Dichteverhaltnis
geachtet werden, um eine Ausdifferenzierung der Stammzellen zu verhindern. C2-Zellen
wurden auf 6-well-Platten ausplattiert und transfiziert, jedoch auf 6-cm-Schalen mit

Hygromycin selektiert.

Tabelle: Volumen- und Mengenverhaltnisse von Feeder- und ES-Zellen

Zellen Medium Kulturschale Dichte
Feeder-Zellen 1,5 Milliliter 6-well (9,6 cm?) 3x 10° Zellen/well
Es-Zellen (C2) 2 Milliliter 6-well (9,6 cm?) 0,58-1,75x 106 Zellen/well
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3.4.3.3 Transfektion
Der pGK-flippase-recognition-target-Vektor (pGK frt) enthalt zwei frt-Sequenzen, welche

das klonierte Insert flankieren. Mit Hilfe der Rekombinase Flippase (flp) aus der Hefe
Saccharomyces cerevisiae kann an diesen Stellen die Kassette ausgeschnitten und in
die Embryonalen Stammzellen eingebracht werden. Am Tag vor der Transfektion wurden
DR4-Feeder-Zellen in einer Konzentration von 3x 10° auf ein 6-well-Platte aufgebracht.
Am Tag der Transfektion wurde das Medium zwei Stunden vorher ausgewechselt. In
einem Reaktionsgefald wurden 25 pl Lipofektamin 2000 mit 110 pl OptiMEM gemischt
und funf Minuten stehen gelassen. In einem zweiten Gefald wurden sieben Mikroliter des
DNA-Konstrukts mit einem Mikroliter pPCAGGS-flpE und 125 ul OptiMEM vermischt. Das
Gemisch wurde tropfchenweise zum Lipofektamin gegeben und 15 Minuten bei
Raumtemperatur belassen. Anschliel3end wurden 1,25 ml des Stamm-Zell-Mediums (mit
LIF, ohne Penicillin/Streptomycin) hinzugefiigt und die Menge auf eine Kammer des 6-
well-Platte gegeben, welche nun fir vier Stunden bei 37 °C inkubiert wurde. Die
transfizierten ES-Zellen wurden trypsiniert und im Verhaltnis 1:1 und einem Endvolumen
von je drei ml ES-Medium (mit LIF) auf zwei 6-cm-Schalen aufgeteilt. Die Selektion durch
Hygromycin wurde am nachsten Tag begonnen.

3.4.3.4 Selektion der ES-Zellen
Die Selektion positiver Klone erfolgt einen Tag nach Transfektion unter Verwendung von

Hygromycin (150 pg/ml) und dauerte zwischen sieben und zehn Tagen. Transfizierte
Zellen wurden dazu mit Trypsin behandelt, mit einer Neubauerkammer gezahlt und etwa
3x 10° je 60 mm-Platte ausgesat. Das zur Selektion erforderliche Hygromycin wurde mit
dem Medium taglich erneuert, wodurch gleichzeitig abgestorbene Klone und

Stoffwechselprodukte entfernt werden konnten.

3.4.3.5 Auswahl positiver ES-Zell-Klone
Um den Nahrboden fur die selektierten Klone vorzubereiten, wurde am Vortag eine flache

96-well-Platte gelatinisiert und mit 1x 10* Feeder-Zellen/well bestiickt. Tags darauf wurde
eine runde 96-well-Platte mit 30 pl Trypsin/well bis 37 °C aufgewéarmt. Die Klone wurden
zweifach mit vier Millilitern DPBS gewaschen, dann drei Milliliter DPBS hinzugegeben
und die Klone aus der Sterilbank entnommen. Dort wurden sie mithilfe einer Pipette vom
Untergrund geldst, vorsichtig aufgesogen und in die vorbereitete 96-well-Platte mit
Trypsin tberfihrt. Nach sechs Minuten bei 37 °C wurde das Trypsin durch die Zugabe
von 60 pl ES-Zell-Medium inaktiviert und die Zellsuspension durchmischt. Die gepickten
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Klone wurden auf eine flache 96-well-Platte mit Feedern tbertragen und bei 37 °C Uber
Nacht inkubiert. Unter taglichem Mediumwechsel wurden die Zellen vermehrt, indem sie
bei entsprechender Dichte auf eine 48-well-Platte und von dort auf eine 12-well-Platte
expandiert wurden. Anschlie3end wurde ¥4 der Zellen auf eine 6-cm-Platte verbracht und
zur DNA-Gewinnung genutzt, die restlichen % wurden auf eine weitere 6-cm-Platte
ausgesat, um bei entsprechender Dichte in drei Gefrierréhrchen bei -80 °C eingefroren

Zzu werden.

3.4.3.6 DNA-Praparation der ES-Zellklone
Zur Praparation der ES-DNA wurde das Medium nach drei Tagen entfernt. Die Zellen

konnten anschliel3end zweimal mit DPBS gewaschen und in zwei Milliliter vorgewarmter
Lysis Puffer mit 0,2 mg/ml Proteinase K gegeben werden. Sie wurden dann Uber Nacht
bei 55 °C inkubiert. Der z&hflissige Puffer wurde am nachsten Tag mit 200 pl 8 M LiCl
und zwei Millilitern Isopropanol vermischt. Es folgte eine zwanzigminutige Zentrifugation
bei 10 000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde abpipettiert, mit 70% Ethanol gewaschen
und fir zehn Minuten bei 10 000 rpm zentrifugiert. Der neue Uberstand wurde ebenfalls
abpipettiert, die Rohrchen getrocknet und das DNA-Pellet in 100 ul Aqua bidest gelost.
Die Zielkonzentration fur den folgenden Southern Blot betrug 1 pg/pl.

3.4.4 Southern Blot Methode
Die Southern Blot Methode® weist mithilfe einer markierten Sonde spezifische DNA-

Fragmente nach. Die dafir notwendige DNA stammt aus den expandierten C2-Zellen,
die benétigte Sonde wurde hergestellt. Die DNA-Proben wurden Uber Nacht mit dem

Restriktionsenzymen Sacl, Pacl/Nhel oder EcoORV verdaut.

Tabelle: Restriktionsverdau der DNA Proben zur Southern Blot Methode (30 ul Ansatz)

Menge Substanz

10 pl C2-DNA

3ul spezifischer Puffer fir Pacl/Nhel oder EcoRV (10x)
2 ul Pacl/Nhel oder EcoRV (10 u/ul)

ad 30 pl H20 (bidest)

Die Proben mit den DNA-Fragmenten liefen bei 90 V flr mindestens finf Stunden auf
einem Agarosegel, um die Fragmente gleichmaRig aufzutrennen. Dabei wurde der

Fortschritt regelmafig unter UV-Licht kontrolliert, und nach erfolgreicher Auftrennung ein
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Foto gemacht. AnschlieBend wurde das Gel bei Raumtemperatur fir 30 Minuten
denaturiert und zweimal fur 20 Minuten neutralisiert. Die DNA-Proben wurden tiber Nacht
mittels Nasstransfer auf eine Nylon-Membran (bertragen, wie in Abbildung 9
veranschaulicht. Diese Membran wurde zuvor auf die Gréf3e des Gels zugeschnitten und
mit 10x SSC befeuchtet. Der Blotaufbau erfolgte in einer Wanne. Auf einen leicht
erhabenen Block wurde dazu eine Lage Whatman-Papier gelegt, deren Enden in 10x
SSC eintauchten. Zwei weitere Lagen Whatman-Papier wurden auf Gelgréfe
zugeschnitten und ebenfalls befeuchtet, hierauf kam das Gel mit der oberen Seite nach
unten. Entstandene Luftblasen wurden mit einem Glasstab ausgerollt. Die befeuchtete
Nylon-Membran wurde nun oben auf das Gel gelegt und mit zwei weiteren
zugeschnittenen Lagen Whatman-Papier bedeckt. Der Versuchsaufbau wurde mit
Frischhaltefolie abgedeckt, die auf der Oberseite manuell gefenstert wurde. So konnten
dort aufgelegte Papierhandtiicher und ein Gewicht durch den Flissigkeitstransport einen
geradlinigen Transfer gewéhrleisten, wahrend die Folie Verdunstung verhinderte. Am
nachsten Tag wurden mit einem weichen Graphitstift zur spateren Orientierung die
Geltaschen auf der Nylon-Membran markiert und die Proben anschlieBend pra-
hybridisiert. Nach einer Neutralisation der Membran mit 50 mM NaPi fur funf Minuten
wurde sie in trockenes Whatman-Papier eingeschlagen und fir zwei Stunden auf 80 °C
erhitzt, wodurch die DNA an der Membran fixiert wurde. Hiernach wurden die Proben im
Glasréhrchen hybridisiert, indem die Membran mit H20 (bidest) angefeuchtet, mit der
Transferseite nach innen in das Réhrchen eingebracht und eine Stunde lang bei 65 °C
und zehn Umdrehungen pro Minute mit 25ml Church-Hybridisierungslésung behandelt
wurde. In Abhangigkeit der Markierungseffizienz wurden 4-12 pl Sonde fur den COL1A1-
Lokus mit 25 Millilitern Hybridisierungspuffer vermischt und im Wasserbad fir zehn
Minuten auf 100 °C erhitzt. Der erste Hybridisierungspuffer wurde entfernt und durch
diese Mischung ersetzt. Die Proben wurden nun Uber Nacht bei 65 °C bei zehn
Umdrehungen pro Minute hybridisiert. Am néchsten Tag wurde diese Losung entfernt
und die Membranen mit Church-Waschpuffer fir zehn Minuten bei zehn Umdrehungen
pro Minute und 65 °C gewaschen. Die Membranen wurden dann entnommen und far
zehn Minuten in frischem Waschpuffer und bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
gewaschen. Die Membran wurde anschlieend fir fiunf Minuten in in 1x DIG1/0,3%
TWEEN equilibriert und in einem Plastikbeutel mit zehn Millilitern Blocking-Puffer DIG2
(Verdinnung des Blocking Reagenzes 1:10 in 1x DIG1) eingeschweil3t und 30 Minuten
lang stark geschuttelt. Nun wurde der Blocking-Puffer mit Anti-Dig-L6sung (1:20 000 in
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DIG1) ersetzt und erneut 30 Minuten lang stark geschittelt. AnschlieRend konnte die
Membran bei Raumtemperatur zweimal fir 20 Minuten in 1x DIG1/0,3% Tween und fur
funf Minuten in DIG3-Lésung gewaschen werden. Sie wurde mit der DNA nach oben in
eine Rontgenkassette gelegt und bei Dunkelheit fur finf bis zehn Minuten in wenigen
Millilitern CDPstar-Losung inkubiert. AnschlieRend wurde die LOsung entfernt, ein

Rontgenfilm fur 5-20 Minuten exponiert und der Film automatisch entwickelt.
Gewicht

Papierhandtucher

Agarosegel » * Nylonmembran
Filterpapier
Glasblock R Gefal
Transferldsung

Abbildung 9: Der Aufbau des Southern Blots®?

3.5 Histologische Methoden

3.5.1 RNA in situ Hybridisierung
Mit der RNA in situ Hybridisierung wird mRNA in Embryonen nachgewiesen. Eine zum

spezifischen DNA-Abschnitt komplementare und DIG-markierte Sonde weist das
Expressionsniveau qualitativ und semiquantitativ nach. Die Quantifikation kann dabei nur
in Proben desselben Experiments verglichen werden. Hat die Sonde an den DNA-
Abschnitt gebunden, werden DIG-Antikérper hinzugegeben. Aufgrund der Kopplung an
alkalische Phosphatase sind sie farblich durch eine enzymatische Reaktion detektierbar.

3.5.2 Herstellung von DIG markierten Sonden
Um eine DIG markierte RNA-Sonde herzustellen, wurden Primer von mindestens 400 bp

Lange im Umfeld des Gens definiert. Fur die PCR wurde cDNA verwendet, das Produkt
anschlieRend aufgereinigt und in den pTA GFP-Vektor kloniert. Da dieser einen T7- und
Sp6-Promotor aufweist, kann eine Sonde unabhangig von der Orientierung des Inserts
hergestellt werden. Die Sondentranskription und DIG-Markierung erfolgte mithilfe eines
DIG RNA Labeling Kits.
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Tabelle: Herstellung von DIG markierten Sonden

Menge Substanz

200 ng aufgereinigtes PCR-Produkt

2 ul DIG RNA Labeling Mix (10x)

2 pl Transkriptionspuffer (10x)

1l RNAse Inhibitor

2 pl RNA Polymerase (Sp6, T7) 2 U/ul
ad 20 pl H20 (DEPC)

Tabelle: Primersequenz der Sonde

Primer Sequenz

Fragment s. Anhang

Forward Primer CCCGTGAACTGAATGTAGGG
Reverse Primer CTCTCCTGGCTCGACTCTTG

Nach zwei Stunden bei 37 °C war die Transkription beendet, und die DNA wurde mithilfe
von zwei Mikrolitern DNAse | bei 37 °C in 15 Minuten abgebaut. Zur Unterbrechung der
Reaktion wurden zwei Mikroliter 0,2M EDTA (pH 8,0) addiert, und nach Zugabe von H20
(DEPC) bis auf ein Volumen von 100 pl zehn Mikroliter 4M LiCl (DEPC) sowie 300 pl
hundertprozentiger Ethanol (-20 °C) hinzugefuigt. Durch mindestens drei3igminitige
Lagerung bei -80 °C konnte die Sonden-DNA ausgefallt werden. Ein DNA-Pellet enstand
nach 20-mindtiger Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4 °C sowie zweimaliger Waschung
mit 75% Ethanol (DEPC). Es wurde in 100 ul DEPC resuspendiert, und nach

Qualitatssicherung mittels Agarosegel bei -80 °C gelagert.

3.5.3 Whole Mount in situ Hybridisierung

Die Whole Mount in situ Hybridisierung (WMisH) dient dazu, die Expression eines
spezifischen Gens, hier Pitx1l, in ganzen Maus-Embryonen (E10.5 bis E12.5) zu
visualisieren. Dazu wurden die Embryonen in PBS/DEPC prapariert und Gber Nacht bei
4 °C in 4% PFA/PBS fixiert. Am nachsten Tag wurden sie zweimal fir 30 Minuten bei 4
°C in PBST/DEPC gewaschen und dehydriert, indem sie fur jeweils zehn Minuten einer
aufsteigenden Methanolkonzentration ausgesetzt wurden (je einmal 25%, 50%, 75%,
zweimal 100%). Daraufhin wurden sie bei -20 °C in reinem Methanol gelagert. Fur den
Versuch wurden gewtnschte Embyronen wiederum jeweils zehn Minuten in einer
absteigenden Methanolkonzentration rehydriert (je einmal 75%, 50%, 25%
Methanol/PBST/DEPC, zweimal PBST/DEPC) und fir eine Stunde und bei 4 °C mit

sechsprozentigem Wasserstoffperoxid/PBST gebleicht. Die Embryonen wurden dreimal
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mit PBST/DEPC gewaschen und bei Raumtemperatur mit Proteinase K verdaut, um das
Gewebe fur die Hybridisierung zugéanglicher zu machen. Die Maus-Stadien E10.5 bis
E11.5 wurden mit 10 pg/ml Proteinkinase fir drei Minuten und das Stadium E12.5 mit 20
pg/ml fur finf Minuten inkubiert. Die Proteinase wurde durch zweimaliges Waschen mit
PBST/Glycin [2 mg/ml] fur je funf Minuten inaktiviert, und die Embryonen zweimal je funf
Minuten mit PBST/DEPC, dreimal funf Minuten mit RIPA-Puffer und dreimal je funf
Minuten mit PBST/DEPC gewaschen. Anschliel3end wurden sie fur 20 Minuten in 4%
PFA/0,2% Glutaraldehyd/0,1% Tween20 fixiert, dreimal funf Minuten in PBST, dann je
einmal zehn Minuten in PBST/Hybridisierungspuffer (1:1) und zehn Minuten in
Hybridisierungspuffer gewaschen. Die Prahybridisierung erfolgte in Hybridisierungspuffer
fur eine Dauer von ein bis drei Stunden bei 65 °C. Die Denaturierung erfolgte drei bis funf
Minuten bei 80 °C. Zur Hybridisierung wurden ein Milliliter einer Mischung (100:1) von
Hybridisierungspuffer und transfer-DNA [100 pg/ml] mit zehn Mikrolitern der Sonde [0,1-
1 pg/ml] vermengt, Uber Nacht zu den Embryonen gegeben und diese bei 65 °C inkubiert.
Die Uberschissige Sonde wurde am nachsten Tag entfernt und die Embryonen zweimal
je 30 Minuten mit 65 °C warmem Hybridisierungspuffer gewaschen. Danach wurden die
abgekuhlten Embryonen fur fiunf Minuten mit Hybridisierungspuffer/RNAse-Losung (1:1)
gewaschen und bei 37 °C ein RNAse-Verdau (100 pg RNAse A) fur zweimal 30 Minuten
durchgeftihrt, um ungebundene Sonde zu entfernen. Dem schloss sich eine Waschung
mit SSC/FA/T bei 65 °C an. Dabei wurden die Embryonen zweimal finf, dreimal zehn
und sechsmal 20 Minuten gewaschen und danach bei Raumtemperatur umgepuffert.
Dafur wurden sie einmal zehn Minuten in 1:1 SSC/FA/T/1x MABT und zweimal zehn
Minuten in MABT gewaschen. Mit Blockierldsung (10% Boehringer blocking reagent in
MABT) wurden mithilfe einer einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur unspezifische
DIG-Antikdrper-Bindungsstellen abgedeckt, und die Embryonen Gber Nacht mit Anti-DIG-
FAB-Antikdrper in einprozentigem BBR/MABT (1:5000) geschwenkt. Die Embryonen
wurden fur dreimal finf Minuten und achtmal 30 Minuten in PBST/Tetramisol [500 mg/L]
gewaschen und dadurch ungebundener Antikérper entfernt. Nach einer schuittelnden
Lagerung Uber Nacht bei 4 °C wurden die Embryonen dreimal 20 Minuten in ALP-Puffer
gelagert und dann im Dunkeln schwenkend bei Raumtemperatur in BM Purple AP
Substrat gegeben. Dabei variierte die Inkubationszeit aufgrund der Signalintensitat der
jeweiligen Sonde. Die Fixierung erfolgte in dreimal zehn Minuten mit ALP-Puffer, dann
wurden die Embryonen bei 4 °C in 4% PFA/PBS/5 mM EDTA/0,2% Glutaraldehyd
aufbewahrt. Die Fotodokumentation erfolgte mithilfe der Software AxioVision 4.6.
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3.5.4 X-Gal-Farbung von Embryonen
Die X-Gal-Farbung von Embryonen greift auf das durch das LacZ-Gen (E.Coli) kodierte

Enzym R-Galactosidase zurlick. Dieses setzt X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
galactopyranosid) zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl um. Letzteres oxidiert und
zeigt dabei eine dunkelblaue Farbung.

Die Embryonen transgener Mause wurden dazu in PBS (bidest) gewaschen, und bei 4
°C fixiert. Im Stadium E10.5 waren dies 30 Minuten, bei E11.5 40 Minuten und bei E12.5
50 Minuten. AnschlieBend wurden die Embryonen fir finf Minuten mit PBS gewaschen
und unter Lichtausschluss mithilfe von X-Gal eine Stunde bei 37 °C oder Uber Nacht bei
Raumtemperatur gefarbt. Die resultierende Farbung variierte aufgrund der
Diffusionsstarke der LOosung und dem Erfolg der Konstruktinsertionen. Die
Inkubationsdauer wurde daher dem Einzelfall angepasst. Hiernach wurden die
Embryonen mehrmals mit PBS gewaschen und bei 4 °C in 4% PFA fixiert. Innerhalb
weniger Tage erfolgte mithilfe der AxioVision Software die Fotodokumentation an einem

Binokular.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden neun ausgewahlte potentielle Enhancer des Gens
PITX1 mithilfe eines LacZ-Reporterkonstrukts auf ihre Funktion in vivo hin untersucht. Sie
wurden durch mehrere Klonierungsschritte in Stammzellen eingebracht und die
Stammzellen anschliel3end in M&use verpflanzt. Die resultierenden Embryonen wurden
mit X-Gal-Lésung behandelt, und wiesen bei erfolgreicher Klonierung eine Farbung der
aktiven Region auf.

Es zeigten sich verschiedene, teils Uberlappende Expressionsmuster der einzelnen
Abschnitte. Die Expression trat auch an Stellen auf, die nicht mit PITX1 in Verbindung

gebracht werden. Die einzelnen Ergebnisse werden im Folgenden dargelegt.

4.1 Primersequenz

Als Enhancer-Kandidaten wurden Bereiche ausgewahlt, die phylogenetisch besonders
konserviert sind, p300 Peaks aufweisen und durch hohe Interaktion in den 4C-Daten
auffallen. Diese Bereiche wurden zur besseren Durchfuhrbarkeit in einer Spanne von
etwa 1000 Basenpaaren gefasst, dann mithilfe des UCSC Genome Browser flankierende
Primersequenzen bestimmt. Wenn diese Primersequenzen die bereits in den Methoden
erwahnten Kriterien erflllten, wurden sie bei Eurofins MWG Synthesis GmbH (Ebersberg,
D) bestellt und das sogenannte Template mithilfe kommerzieller PCR-Kits synthetisiert.
Es gab insgesamt 14 Kandidaten, von denen aus verschiedenen Grinden nur vier fir die
Stammzellkultur verwendet wurden, die Konstrukte A, C, G und H. Des Weiteren werden
in dieser Arbeit auch Konstrukte aufgefuhrt, bei denen der Autor nicht an den
Klonierungsschritten beteiligt war, sondern erst bei den Southern Blots,
Praparationsschritten sowie bei der Fotodokumentation mitwirkte. Gemeinsam wurden
sie alphabetisch benannt, entsprechend ihrer Position in der Genwiiste telomerisch von
PITX1 (Siehe Basenpaar-Annotation im Anhang). Die Information zu PITX1-
regulatorischen Domanen, wie von Bing Ren zur Verfiigung gestellt'®, wurden erst nach
Auswahl der 14 Kandidaten bekannt, flossen dann jedoch bei der Fokussierung auf vier
Kandidaten fur die ES-Zellarbeit ein.

4.2 PCR
Nach der mithilfe bestellter Primer durchgefihrten PCR wurde der jeweilige
Interessenbereich via Gelelektrophorese von der restlichen Probe getrennt (Abbildung

10). Wenn die Banden der PCR den erwarteten Langen entsprachen, wurden sie aus
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dem Agarosegel extrahiert und aufgereinigt. Da bei einigen Konstrukten die PCR nicht
funktionierte, wurde der gewahlte Bereich Uberprift und gegebenfalls mit neuen Primern
synthetisiert, um beispielsweise Ubersehene Schnittstellen fur Restriktionsenzyme
auszuschlieBen. Zusatzlich wurden die Reaktionsbedingungen kontrolliert und
angepasst, indem Zeit und Temperatur der einzelnen PCR-Stufen verandert und DMSO

zum Reaktionsansatz hinzugefugt wurden.

Insert
960

1000

Abbildung 10: PCR
Die PCR-Banden eines Beispiel-Konstrukts. Es entspricht nach Uberpriifung mittels 1 kb+-Ladder der
erwarteten Lange und wird anschliel3end extrahiert und auf gereinigt.

4.3 Verdau mit Notl
Die aus dem Agarosegel extrahierte DNA wurde anschlieend durch einen Notl-Verdau

fur die Ligation mit dem pBluescript vorbereitet. Der Verdau ist exemplarisch gezeigt
(Abbildung 11). pBluescript wurde ebenfalls mit Notl verdaut, dann dephosphoryliert, um
die vorzeitige Religation seiner sticky ends zu verhindern.

Insert
1200

1500
‘.._.l ‘1000
Abbildung 11: Notl-Verdau

Beim exemplarisch gezeigten Notl-Verdau werden die PCR-Produkte fir die Ligation mit pBluescript
vorbereitet. Der 1 kb+-Ladder wurde entsprechend der bandenlangen beschriftet.
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4.4 Erste Kolonie-PCR
pBluescript wurde einzeln mit den Konstrukten A-H ligiert und anschlieend mittels einer
Transformation in E.Coli-Bakterien eingebracht. Die so veranderten Kolonien wiesen eine
Ampicillinresistenz auf, Gber die sie selektiert wurden. Nach erfolgreicher Anzucht wurden
die Kolonien mittels einer Kolonie-PCR auf die korrekte Orientierung des Inserts
innerhalb des Vektors geprift, indem ein Primer aus der potentiellen Enhancersequenz
heraus auf die LacZ-Kassette zeigte, der andere aus dieser Kassette in Richtung des
Inserts. Die resultierende Bandenlange ist je Insert spezifisch und hangt von der Lage

des ersten Primers ab (Abbildung 12).

A C
391 bp 473 bp
> 500
400
G H
459 bp 460 bp
500 |
400 4

Abbildung 12: Erste Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR wird mithilfe zwei aufeinander gerichteter Primer die Insertion und korrekte
Orientierung der Inserts Uberprift. Anhand der durchgangig verwendeten 1 kb+-Ladder lasst sich die
Bandenlange vergleichen.

4.5 Verdau Pacl/Nhel

Nach erfolgreicher Kolonie-PCR konnten aus einer Reihe von Klonen der am besten
Geeignete ausgewahlt und mittels Anzucht in Nahrmedium vervielfacht werden. Mittels
MINI oder MIDI wurden anschlieend die Vektoren vermehrt und extrahiert, darunter
auch das gewiinschte pBluescript. Dieses wurde nun mittels der Restriktionsenzyme Pacl
und Nhel zertrennt, um Insert und den hinzugefiigten Hygromycin-Promotor fur die
Ligation mit dem pGK frt-Backbone vorzubereiten. Da pGK frt mit zwei unterschiedlichen
Enzymen linearisiert wurde, gibt es keine vorzeitige Anndherung der Enden und eine
Dephosphorylierung ist nicht notwendig. Im exemplarisch gezeigten Verdau (Abbildung
13) ist neben dem jeweiligen Konstrukt bereits der pGK frt-backbone (3,57 kb) zu sehen,
da der Verdau nachtréaglich erstellt wurde.
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Abbildung 13: Verdau mit Pacl/Nhel

Im exemplarisch gezeigten Pacl/Nhel-Verdau ist unter der gewlinschten Insertbande auch eine zweite
Bande sichtbar. Dies ist der pGK frt-Vektor

4.6 Zweite Kolonie-PCR

Nach der Ligation des jeweiligen Inserts in den zweiten Backbone wurde der neue Vektor
uber eine Transformation in E.Coli-Bakterien eingebracht und diese wiederum mit
Ampicillin auf erfolgreiche Insertion selektiert. Um die korrekte Orientierung zu prifen,
wurde eine zweite Kolonie-PCR durchgefihrt, bei der der erste Primer aus LacZ heraus,
der zweite aus dem Backbone hinein zeigt. Dadurch betragt die Bandenlange bei allen
Konstrukten genau 540 bp (Abbildung 14). War die Kolonie-PCR erfolgreich, wurden die

entsprechenden Kolonien vervielfaltigt und mittels MINI und MIDI der pGK frt-Vektor
extrahiert.

A

- Ty
U kA

G H
Abbildung 14: Zweite Kolonie-PCR

Bei der zweiten Kolonie-PCR werden zwei neue Primer verwendet. Der Erste zeigte aus der LacZ-Kassette
auf den neuen Backbone pGK frt, der Zweite aus diesem heraus auf den ersten Primer. So entstand fur
alle Inserts dieselbe Bandenlange von 540 bp.
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4.7 Transfektion
Vier Mikrogramm des jeweiligen Vektors wurden benutzt, um eine Kultur aus
embryonalen Stammzellen mithilfe einer Flippase zu transfizieren, nachdem die Zellen
auf eine Lage embryonaler Fibroblasten ausgeséat worden waren. Die transfizierten Zellen
wurden nach einigen Tagen Zellkultur mittels Hygromycin selektiert, da ein Hygromycin-
Resistenzgen ist in einem Allel der C2-Stammzellen bereits vorhanden. Fir seine
Expression bedarf er jedoch des Minimalpromotors, welcher zusammen mit dem
Konstrukt inseriert wurde. Nach einer langen Selektionsphase von etwa sieben bis zehn
Tagen, bei der ein Groldteil der Stammzellen stirbt, zeigten sich einige Kolonien
resistenter Klone. Sie wurden im Folgenden entnommen und in einzelnen Kulturschalen
zu groReren Verbanden vermehrt. Schrittweise wurden die Kolonien in grol3ere
Kulturschalen expandiert und zum Schluss lysiert, um die DNA zu extrahieren. Einige der
Zellen wurden vorher fur zukinftigen Gebrauch bei -80 °C eingefroren und im
Stickstofftank gelagert.

4.8 Southern Blot

Mit der gewonnenen DNA wurde ein Southern Blot durchgefuhrt, um mithilfe einer
spezifischen Sonde fir den COL1Al-Lokus, welche im Insertionslokus bindet, die
erfolgreiche Insertion des Konstrukts in die Stammzell-DNA nachzuweisen.
Dabei sprechen bei Verdau mit den Restriktionsenzymen EcoRV, Pacl/Nhel und Sacl
lange Banden fur den Wildtyp oder ein nicht inseriertes Konstrukt, kiirzere Banden fir
eine erfolgreiche Insertion. Der Verdau mit EcoRV wird in Abbildung 15 stellvertretend
erlautert, da der Verdau mit Pacl/Nhel nur fur das Konstrukt H erfolgte, und wie der
Verdau mit Sacl (Konstrukt D, Hs1473) im Prinzip dem mit EcoRV (Konstrukte A-C, E-G)
gleicht. Die Ergebnisse des Southern Blots werden in Abbildung 16 dargestellit.
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Abbildung 15: Der Southern Blot

Beide Allele in C2-Stammzellen: A Wildtyp (Wt) und modifiziertes Allel. Das Restriktionsenzym EcoRV trennt die Strange an bekannten Schnittstellen. Die Sonde
bindet an eine definierte Sequenz, und wird Uber Chemolumineszenz nachgewiesen. Im Wildtypallel betragt die Lange der so markierten Sequenz 26 007
Basenpaare. Bei erfolgreicher Insertion des Konstrukts verkirzt sich die markierte Sequenz auf 3692 Basenpaare, da eine zusatzliche EcoRV-Schnittstelle
eingebracht wird. Beide Banden lassen sich im Southern Blot B anhand eines Langenmalies differenzieren. Eine fehlerhafte Bande ist sichtbar.
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Abbildung 16: Southern Blot der Enhancer-Kandidaten
Die Banden der Inserts entsprechen den erwarteten Langen. Eine fehlerhafte Bande ist neben Konstrukt
C sichtbar, das entsprechende Insert wurde nicht weiter verwendet.

4.9 Maus-Praparation und LacZ-Farbung
Abhangig von einer korrekten Bandenlange im Southern Blot wurden die eingefrorenen

Zellen erneut ausgesat, aggregiert und in Ammen eingebracht. Die entstehenden
Embryonen wurden am Tag E11.5 entnommen. Bei Behandlung mit X-Gal zeigten sie
aufgrund der Aktivitat des LacZ-Konstrukts eine Blaufarbung in betroffenen Arealen. Es

wurden im Verlauf dieser Arbeit 22 Mause verwendet.
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Abbildung 17: Ausschnitte aus der Region um PITX1

A Die Konstrukte A-H, der Enhancer hs1473 sowie ihr Bezug zur Region zwischen Pitx1 und dem
Nachbargenen H2afy, Tifabl. Zusatzlich unverdffentlichte ChiP-Seq Daten aus unserem Labor (griin),
welche die Chromatinmarkierungen H3K4me1l (aktiver oder inaktiver Enhancer) und H3K27ac (aktiver
Enhancer), getrennt fiir vordere (FL) und hintere (HL) Extremitéat zeigen. In der hinteren Extremitat ist
H3K27ac besonders haufig. I-V (rot): romische Nummerierung der Islands.

B Der etwa 20 kb groRe Bereich zeigt Island Ill und den angrenzenden Abschnitt. Hier liegen die
Konstrukte D und E, ein kleiner Bereich des Islands wird nicht abgedeckt. Bereiche mit starker
Konservierung sind sichtbar, die genaue Konservierung zwischen den Spezies Ratte, Mensch, Orang-
Utan, Hund, Pferd, Opossum und Huhn ist in dieser Reihenfolge darunter gezeigt. Die ChlP-Seq Daten
aus unserem Labor (grin) zeigen H3K4mel an (aktive und inaktive Enhancer). Eine verstarkte
Enhanceraktivitat in der hinteren Extremitat gegentber der vorderen wird durch Spitzen von H3K27ac
angezeigt. Aufgrund praktischer Aspekte der PCR konnte kein Konstrukt Uber den gesamten Lokus D
und E synthetisiert werden.
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Island I Island Il Island IV

Abbildung 18: Uberblick Uber Maus-Embryonen verschiedener Inserts

Durch Insertion des entsprechend benannten Abschnittes entstandene Expressionsmuster in Mausen, Stadium E11.5. Zusétzlich ist der Enhancer hs1473
desselben Stadiums gezeigt. Auf die hier fehlenden Konstrukte A und C wird im Anschluss eingegangen.
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4.9.1 Konstrukte A-H

Einen Uberblick Gber die verwendeten Konstrukte und ihre Position im Verhaltnis zu den
umliegenden Genen gibt Abbildung 17. Im Folgenden soll die LacZ-Farbung der Mause
beschrieben werden, wie sie in Abbildungen 18-27 dargestellt wird. Sie tritt
konstruktibergreifend vor allem in den Extremitaten, dem Spinalkanal sowie den
zervikalen (halsnahen) Somiten auf, ist jedoch auch in zahlreichen weiteren Arealen zu
finden.

In der Maus des Konstrukts A zeigt sich eine leichte Blaufarbung an den Spitzen der
vorderen und hinteren Extremitat sowie im Bereich des Spinalkanals mit Betonung der
zervikalen Somiten. Das Ergebnis war jedoch nicht reproduzierbar. Bei dem Konstrukt B
liegt die Farbung im Bereich des Spinalkanals, mittlerer Gehirnanteile sowie der rostralen
Kalotte. Der Embryo zum Konstrukt C zeigt eine Farbung an den vorderen und hinteren
Extremitaten sowie dem Spinalkanal. Dies ist wie bei Konstrukt A der einzige entwickelte
Embryo seines Wurfes. Konstrukt D zeigt die Blaufarbung in Rippen bis hinab zur
Lendenwirbelsaule. Hinzu kommen vordere Schadelanteile im Bereich der Stirn sowie
eine diffuse, mosaikahnliche Zeichnung an den Spitzen beider Extremitaten. Fur das
Konstrukt E findet sich nur eine diffuse Rickenmarksfarbung, im Vergleich dazu jedoch
eine sehr klar abgegrenzte Unterkieferfarbung. Das Konstrukt F weist eine der
eindeutigsten Extremitatenfarbungen auf. Dabei zeigen sich mehrere blaue Areale im
Verlauf der Hauptachse beider Extremitaten. In der hinteren Extremitat sind dies zwei
kleine Felder etwa auf Hohe des Ober- und der zwei Unterschenkelknochen sowie
angedeutete Zehenstrahlen. In der vorderen Extremitat ist neben einer Farbung im
Bereich des Schulterblatts auch eine etwa auf Hohe der drei Ober- und Unterarmknochen
sichtbar, sowie davon ausgehend die Strahlen der Fingerglieder zwei, drei und vier.
Zusatzlich zeigen sich Farbungen im Somiten, mit Betonung des zervikalen Abschnittes
sowie im Bereich der Hypophyse, des Mittelhirns und der Nackenfalte. Der
Expressionsbereich des Konstrukts G liegt im Bereich der Spitze der hinteren Gliedmalfe
sowie der zervikalen Somiten, der Nackenfalte mit einem breiten Areal im Bereich der
thorakalen Organe. Bei dem Insert H kommt es zur Expression in den zervikalen Somiten.
Die Extremitaten zeigen keine Farbung, dafur jedoch Mesencephalon und Nackenfalte.
Hs1473 weist im Zeitverlauf eine deutliche, fast seitengleiche Expression im Mesenchym
beider Extremitaten auf, mit Betonung der Randbereiche. Am Tag E10.5 zeigt sich im
oberen Abdomen ein Expressionsbereich. Der Spinalkanal ist ebenfalls blau geféarbt,
anfanglich eine Vielzahl von Somiten, ab Tag E11.5 kranialer in Richtung Atlas (erster
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Halswirbel) weichend. Hinzu kommt die Expression in der Nackenfalte und mittleren

Hirnanteilen.

Abbildung 19: Konstrukt A

Fur das Konstrukt A zeigt sich eine leichte Blaufarbung an den Somiten, den apikalen vorderen
Extremitaten sowie den kranialen Anteilen der hinteren Extremitaten sowie im Bereich des
Spinalkanals/ersten Somiten. Das Ergebnis war jedoch nicht reproduzierbar. Auf die hier und im Konstrukt
C aufgetretenen Schwierigkeiten wird in der Diskussion ndher eingegangen.
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Abbildung 20: Konstrukt B
Fur das Konstrukt B zeigt sich eine Farbung des Spinalkanals und mittlerer Gehirnanteile sowie der
rostralen Kalotte/forebrain.
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Abbildung 21: Konstrukt C

Der Embryo des Konstrukts C zeigt eine Farbung an den kranialen vorderen und hinteren Extremitéaten
sowie dem Spinalkanal. Dies war der Einzige entwickelte Embryo seines Wurfes, die Schwanzspitze wurde
beim Préparieren abgetrennt. Das Ergebnis war jedoch nicht reproduzierbar. Auf die hier und im Konstrukt
A zugrunde liegenden Probleme wird in der Diskussion naher eingegangen.
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Abbildung 22: Konstrukt D
Bei dem Konstrukt D zeigt sich an der Wirbelséaule, an vorderen Kalottenanteilen sowie apikal an beiden
Extremitaten eine diffuse, mosaikéhnliche Zeichnung.
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Abbildung 23: Konstrukt E
Beim Konstrukt E ist eine leichte Riickenmarksfarbung sichtbar, dazu eine klar abgegrenzte Mandibula.
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Abbildung 24: Konstrukt F

Bei dem Konstrukt F ist eine stark umschriebene Expression im Bereich der vorderen und hinteren
Extremitat sichtbar. In der Vorderen zeigen sich drei Kerne, sowie drei Fingerstrahlen. In der Hinteren
zeigen sich zwei Kerne. Zusatzlich lassen sich Farbumschlage im Spinalkanal, besonders im Bereich der
zervikalen Somiten erkennen, sowie im Bereich der Hypophyse, des Mittelhirns und der Nackenfalte.

61



Abbildung 25: Konstrukt G
Bei dem Konstrukt G kommt es zur Expression im Bereich der apikalen hinteren GliedmalRRe sowie der
zervikalen Somiten, Nackenfalte und thorakaler Organe.
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Abbildung 26: Konstrukt H
Bei dem Konstrukt | kommt es zur Expression in den zervikalen Somiten, die Extremitaten zeigen keine
Farbung, dafiir jedoch Mesencephalon und Nackenfalte.
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Abbildung 27: hs1473

Bei Anderungen der TADs kann sich der Genabschnitt Hs1473 als potenter Enhancer des PITX1-Gens
erweisen. Hier sind Embryonen der entsprechenden Stadien gezeigt, bei denen Pitx1 ektop unter anderem
in der vorderen Gliedmale exprimiert wird. Die maximale Expression tritt zwischen E9.5-E13.5 auf und ist
im Zeitverlauf deutlich in allen Extremitaten sichtbar. Hinzu kommt ab E9.5-E12.5 Abdomen und ab E9.5-
E13.5 Spinalkanal, hier ab E10.5 mit Betonung der zervikalen Somiten, der Nackenfalte und mittlerer

Hirnanteile. In den Extremitaten ist die Expression von Anfang an stark im Mesenchym, mit etwas
dunklerem Randbereich.
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4.10 Whole Mount in situ Hybridisierung

Um die Expression des LacZ-Reporterkonstrukts mit der natirlichen Pitx1-Expression
vergleichen zu kénnen, wurde letztere mittels WMisH in Wildtyp-Mausen dargestellt
(Abbildung 28-30). Dazu werden die praparierten und in mehreren Schritten vorbereiteten
Mause der Stadien E10.5-E12.5 mit einer RNA-Sonde hybridisiert, diese anschliel3end
abgewaschen und ungebundene Sonde mittels RNA-Verdau entfernt. Nach Blockieren
unspezifischer Bindungsstellen fiir DIG-Antikdrper wurden diese hinzugefugt und nach
weiteren Waschschritten mittels spezifischer Anti-DIG-Fab-Antikorper gebunden. Nach
Zugabe eines fur den zweiten Antikorper spezifischen Substrats kam es daraufhin an den
Bindungsstellen der Sonde zu Farbumschlagen, welche fotografisch dokumentiert
werden konnten.

Ein Vergleich der natirlichen Pitx1-Expression mit den einzelnen Konstrukten sowie
hs1473 wird in Abbildung 31 gezeigt. Auf Unterschiede zu den natirlichen
Expressionsmustern der benachbarten Gene Neurogl, Cxcll4, Smad5 und Spockl

(Abbildung 32-35) wird in der Diskussion naher eingegangen.
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Abbildung 28: WMisH von Pitx1, Tag E10.5

Die Expression liegt im Bereich der hinteren Extremitat, leicht im Bereich der vorderen Extremitat sowie
mandibuldr. Die Expression wird anschlieend mittels LacZ-Reporterkonstrukt mit der Expression der
einzelnen Enhancer-Kandidaten verglichen.
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Abbildung 29: WMisH von Pitx1, Tag E11.5

Die Expression liegt im Bereich der hinteren Extremitat, leicht im Bereich der vorderen Extremitat sowie
schwach mandibular. Die Expression wird anschlieRend mittels LacZ-Reporterkonstrukt mit der Expression
der einzelnen Enhancer-Kandidaten verglichen.
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Abbildung 30: WMisH von Pitx1, Tag E12.5

Die Expression liegt im Bereich der hinteren Extremitat und leicht im Bereich der vorderen Extremitét. Die

Expression wird anschlieRend mittels LacZ-Reporterkonstrukt mit der Expression der einzelnen Enhancer-
Kandidaten verglichen.
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Abbildung 31: Die verschiedenen Expressionsmuster an E11.5

A Darstellung der Pitx1-Expression (violett), welche vor allem in der hinteren Extremitat sowie mandibular
auftritt.

B Darstellung der Expressionsmuster der Konstrukte B (malve), D (griin), E (orange), F (hellblau), G (grau),
H (dunkelblau) welche teilweise tberlappen. Zusétzlich wird daneben das Expressionsmuster von hs1473
(braun) dargestellt. Wie im Diskussionsteil eingehender besprochen wird, Uberlappen von den hier
gezeigten Konstrukten D, E, F, G und hs1473 zum Teil mit Pitx1. Die Konstrukte B und H Uiberlappen leicht
mit der Genexpression von Neurogl, wie im Folgenden dargestellt. Konstrukt G und hs1473 ahneln der
Cxcl14-Expression.
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Abbildung 32: Neurogl1-Expression®

In situ Hybridisierung am Tag E11.5 zeigt eine Expression im Bereich des Spinalkanals sowie im
Mesencephalon.

Abbildung 33: Cxcl14-Expression®®
RNA in situ Hybridisierung eines Maus-Embryonen am Tag E11.5 zeigt eine Expression im Bereich des
Spinalkanals, der Extremitaten und der Schlundbdgen.
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Abbildung 34: Smad5-Expression®
RNA in situ Hybridisierung eines Maus-Embryonen am Tag E11.5 zeigt eine Expression im Bereich der
vorderen und hinteren Gliedmal3e sowie im forebrain.

Abbildung 35: Spock1-Expression®
Pseudo-wholemount-Technik bei der mehrere Schnitte Ubereinander projiziert werden. Sichtbar ist eine
Expression an Tag E14.5, die das ZNS mit Spinalkanal umfasst.
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5 Diskussion

Vor Fertigstellung des Human Genome Projekts wurde vom Menschen als ,Krone der
Schopfung® erwartet, dass er ein Vielfaches der Gene anderer Spezies aufweisen wirde,
dabei reichten einige Schatzungen bis 120 000°7 und dartber hinaus®. Eine hohe Anzahl
an Genen sollte die Komplexitat und Dominanz unserer Spezies erklaren. Inzwischen ist
deutlich, dass der Mensch mit etwas tber 20 000 Genen nur einen Bruchteil des
erwarteten Wertes besitzt, und damit weniger als die Banane®.

Nun drangt sich die Ansicht auf, zumindest die Regulation unseres Genoms musse
komplexer sein als die der meisten Lebewesen. Ob sich diese Erwartung bewahrheitet?

Die zentrale Frage dieser Arbeit lautet: ,Inwiefern wird PITX1 durch Enhancer in seiner
Umgebung reguliert?“. Um mehr dartber zu erfahren, wurde diese Umgebung unter
anderem mit 3-C-basierten Techniken und ChlIP-Seq untersucht. Insgesamt wurde eine
15 mb grof3e Region um das Gen Uberprift, und acht potentiell als Enhancer wirksame
Sequenzen fur die Klonierung ausgewahlt, weil ihre verstarkte Interaktion mit PITX1 auf
maogliche regulatorische Eigenschaften hinweist. Sie wurden dann durch
Klonierungsschritte in C2-Stammzellen eingebracht, die anschlieBend in Mausen zu
Embryonen heranreiften. Die Embryonen wurden am Tag E11.5 entnommen, die
anschlieBende Farbung ermdglichte es, wirksame Enhancer zu erkennen und erlaubte
die Visualisierung ihrer Expressionsmuster.

Die in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte zeigten alle eine LacZ-Farbung, was auf
eine erfolgreiche Durchfuhrung der gesamten Klonierung schlieBen lasst. lhre
Expressionsmuster &hneln zum Teil der natiurlichen Expression von Pitx1 in Mausen. Sie
sind vielfaltig und teilweise Uberlappend, zeigen jedoch kein mit der in vivo-Expression
von Pitx1 deckungsgleiches Muster, wie es in dieser Arbeit mittels der WMisH dargestellt
wurde. Moglicherweise ist also kein spezifischer Enhancer fur Pitx1 unter den
untersuchten Konstrukten. Daflir waren mehrere Griinde plausibel. Da die Lange der
Kandidaten aufgrund praktischer Beschréankungen bei den Klonierungsschritten meist auf
wenige Kilobasen beschrénkt war, decken die untersuchten Regionen keine Island
komplett ab. Zusatzlich kann prinzipiell jeder beliebige Bereich der TAD, der zwischen
zweihundert und einigen tausend Basenpaaren lang ist, als Enhancer fungieren.
Angesichts dieser Vielfalt moglicher Bereiche schien daher zu Beginn der Arbeit eine

Beschrankung auf wenige Bereiche notwendig und mindete in acht favorisierte
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Kandidaten. Diese Form der Selektion fuhrte zur Auswahl von Regionen, welche sich nun
nach der Klonierung als potentielle Enhancer darstellen.

Es musste abgewogen werden, ob einige der acht Enhancer moéglicherweise die
umliegenden Gene regulieren. Dazu wurde jedes Gen zwischen Pitx1 und Spockl
untersucht, insgesamt ein Bereich von etwa 1,5 mb. Zu dem Zweck wurden
Genexpressionsprofile von Mausen der Stadien E11.5, wenn vorhanden, mit den E11.5
Embryonen der klonierten Enhancer verglichen. Diese Profile stammten von den Online-
Datenbanken (vgl. Kapitel 2.7). Vor allem die vier Gene Neurogl, Cxcl14, Smad5 und
Spockl zeigten in diesen Datenbanken eine Expression in Bereichen, die bei den
klonierten Enhancern ebenfalls angefarbt wurden, so z.B. ZNS, Spinalkanal und den
Extremitaten. Bei genauerem Vergleich jedoch stellt sich heraus, dass nur die
Expressionsmuster von Neurogl, Cxcll4, Smad5 und Spockl genauer nachgebildet
werden.

Die entsprechende Farbung von Neurogl liegt im Bereich des zentralen Nervensystems
inklusive Spinalkanal, a&hnlich dem Konstrukt B. Allerdings fehlt die im Konstrukt
aufgetretene Farbung der rostralen Kalotte/forebrain bei der Neurogl-Expression. B liegt
zwischen Pitx1 und H2afy, damit trennt es eine Sequenz von 350 kb von Neurogl. Solch
eine Distanz ist von Enhancern prinzipiell Uberbrtckbar, B kdnnte also allein oder im
Verbund mit anderen Enhancern an der Regulation beteiligt sein. Auch die Konstrukte F,
H sollen in diesem Zusammenhang erwahnt werden, da sie eine ahnliche Farbung im
Bereich des Kopfes aufweisen wie bei Neurogl. Die Farbung des Spinalkanals fallt
allerdings sparlicher aus. Die Bewertung potentiell regulatorischer Beziehungen zu
Neurogl ist &hnlich der von Konstrukt B.

Cxcl14 ist vor allem im Spinalkanal und den Schlundbtgen sowie den Extremitaten
exprimiert. Die klonierten Enhancer sind in den Schlundbdgen nicht aktiv, wohl aber im
Bereich des Spinalkanals. Aus diesem Grund ist eine eindeutige Zuordnung nicht
moglich. Das Konstrukt G ist in diesem Zusammenhang am ehesten heranzuziehen, da
es eine thorakale-, thorakospinale- und eine Extremitatenfarbung der Hinterlaufe
aufweist. Allerdings fehlt eine Farbung der Schlundbégen und der vorderen Extremitat.
Smadb5 ist in beiden Extremitaten sowie in vorderen Hirnanteilen exprimiert. Damit &hnelt
das Muster vor allem dem Konstrukt D, obwohl dort zusatzlich mehrere thorako-lumbale
Somiten gefarbt sind. Das Konstrukt F &hnelt der Smad5-Expression zum Teil, allerdings
ist die Extremitatenfarbung hier umschriebener und der zervikale Spinalkanal ist

zusatzlich gefarbt.
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Spockl zeigt eine Farbung vor allem im Bereich des ZNS mit Spinalkanal. Darin &hnelt
es dem Konstrukt B, wobei hier eine Farbung der Augen ausbleibt. Die Distanz zwischen
beiden betragt etwa zwei Megabasen, eine regulatorische Beziehung ist demnach
prinzipiell mdglich, auch wenn eine Uberbriickung einer solchen Distanz bisher nicht
beschrieben wurde.

Der bereits entdeckte Enhancer hs1473 &hnelt in seinem Expressionsmuster Pitx1,
Smad5 und Cxcl14. Sein Expressionsmuster schlief3t sowohl vordere als auch hintere
Extremitat ein, obwohl er in den hier gezeigten ChlP-Seq Daten nur eine aktive Signatur
in der hinteren Extremitat aufweist. Dies kénnte auf die Durchfihrung der Methode in vitro
zuruckzufiihren sein. Moglicherweise induziert er im natirlichen Kontext als Hauptakteur
eine gerichtetere Expression. Das Konzept eines Hauptenhancers, welcher fur die
Expression eines Gens verantwortlich ist, wurde z.B. durch Stérung der ZPA Regulatory
Sequence (ZRS), dem Hauptenhancer far Shh, demonstriert°°,
Die anderen Gene zeigen neben der Farbung in den untersuchten Bereichen keine
ausreichende Expression in anderen fir sie typischen Arealen, und sind daher
vernachlassigbar. Demnach ist neben Pitx1, Neurogl, Cxcl14 und Spockl vermutlich
kein anderes Gen der TAD an den gezeigten Expressionsmustern beteiligt.

Denkbar bleibt, dass einer der hier erwdhnten Enhancer eine grol3ere Bedeutung fur die
Pitx1-Expression besitzt, als gezeigt werden konnte. Eine Veranderung der genomischen
Architektur, wie sie in dieser Methode in Kauf genommen wurde, kann die natirliche
Expression der untersuchten Konstrukte einschranken. Es ware sinnvoll, mit selektiven
Deletionen der potentiellen Enhancer, beispielsweise sgRNA knockout mithilfe von
CRISPR/Cas, die Kandidatenregionen selektiv und in vivo zu deletieren, um ohne
groRere Beeinflussung der umgebenden Region mdgliche Effekte zu beobachten!ot, Mit
derselben Methode ware auch eine sequentielle Deletion des Bereichs um das
Nachbargen H2AFY denkbar, welche das isolierende Element in diesem Bereich
identifizieren konnte, dessen Deletion in einigen Patienten zur Adoption von Hs1473
durch PITX1 flhrte2,

Auch die Konstrukte D, E und F zeigen ein Pitx1-&hnliches Expressionsmuster. Konstrukt
D zeigt jedoch zusatzlich eine Féarbung in der vorderen Extremitat, welche nur die
apikalen Anteile des Mesenchyms bis hin zur AER erfasst und daher nicht mit der
regularen Pitx1-Expression Ubereinstimmt. Zusatzlich ist diese Farbung diffus verteilt,
diese Extremitatenfarbung rihrt moglicherweise von der Aggregation der Stammzellen,

bei der immer ein gewisser Anteil unveranderter Stammzellen im Embryo verbleibt
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(Mosaik). Diese tragen kein Reporterkonstrukt und zeigen daher kein Farbeverhalten.
Dieser Umstand konnte sich bei der Praparation weiterer Embryonen &ndern und ein
solideres Farbungsmuster hervorbringen.

Die deutliche Begrenzung der Unterkieferfarbung des Konstrukts E deutet auf eine sehr
spezifische Wirkung dieses Abschnitts hin. Es ist denkbar, dass dieser gerichtete Einfluss
sich durch Wechselwirkungen mit mehreren anderen Enhancern auch auf andere Gene
richten kann, beispielsweise Pitx1. Die Konstrukte D und E liegen in Island Il direkt
nebeneinander, Uberspannen zusammen etwa 7,5 kb und konnten aufgrund dieser
Grol3e bei der PCR nicht gemeinsam kloniert werden. Dies sollte bei nachfolgenden
Versuchen geschehen. Nur so kénnte eine potentiell synergistische Funktion untersucht
werden. Diese Synergie verbénde ein Pitx1-dhnliches Extremitdtenmuster mit einer sehr
definierten Expression.

Das Konstrukt F ist neben Hs1473 ein weiterer deutlicher Enhancer. Die sichtbaren
Farbungen in beiden Extremitaten konnten in der vorderen Extremitat das anatomische
Aquivalent von Skapula, Humerus und Radius/Ulna darstellen. In der hinteren Extremitét
zeigen sich zwei Kerne, mdglicherweise Femur und Tibia/Fibula sowie angedeutete
Zehenstrahlen. Wie bei den Konstrukten A, C und D zeigt F eine Expression in der
vorderen Extremitat, was dem Expressionsprofil von Pitx1 widerspricht. Méglicherweise
kénnen die Konstrukte A, C, D, E, F und G in einem passenden Umfeld trotzdem eine
Pitx1-ahnliche Expression bedingen, wenn beispielsweise eine Vielfalt an Enhancern
kooperiert. Sie alle zeigen eine Expression der hinteren Extremitat und dariber hinaus.
In dem Fall ihrer Kooperation wirden sowohl Elemente des kndchernen Stltzapparats
als auch des Bindegewebes und damit ein gro3er Teil der Extremitat beeinflusst.

Das Konstrukt H zeigt eine den anderen Konstrukten &ahnliche Farbung, jedoch in
geringerer Auspragung.

Da kein einzelner Enhancer ein deutliches Pitx1-ahnliches Expressionsmuster hervorrief,
ist moglicherweise nicht nur ein einzelner, sondern die Kooperation mehrerer Enhancer
fur die gerichtete Expression verantwortlich. In einigen Fallen fihrt die Interaktion einer
Vielzahl an Enhancern zu einem streng abgrenzbaren Expressionsmuster, welches eine
geringere Ausdehnung haben kann als die Summe der einzelnen Muster!’18,

Zu bedenken bleibt, dass es Diskrepanzen zwischen der in vitro und in vivo Funktion
eines Enhancers gibt'°2 und der Ansatz mit Reporterkonstrukt zwar vielfach erprobt,
jedoch nicht ohne Nachteile ist. Die Versuche sind nicht in vivo moglich und die

Eindringtiefe sowie Erfolg der Farbung sind wegen der Abh&ngigkeit von Zeit und
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Zusammensetzung der Farbelésung nicht immer reproduzierbar. Aufgrund der
Aggregation der transfizierten ES-Zellen mit einigen unveranderten ES-Zellen ist jedes
Tier nur ein Mosaik, also eine Mischung aus wildtyp- und transgenen Zellen. Daher zeigt
ein kleiner, aber individuell schwer bestimmbarer Teil jedes entstehenden Embryos kein
Farbeverhalten, weshalb je Konstrukt mehrere Mause fir eine beurteilbare Farbung
notwendig sind. In der vorliegenden Arbeit wurden, wenn moglich, reprasentative
Embryonen fiur die Darstellung ausgewahlt.

Moglicherweise ist der fehlende Nachweis eines Enhancers auch darauf zurtickzuftihren,
dass nicht-kodierende RNA (ncRNA) eine wichtige Rolle in diesem Zusammenhang
spielt. Nur etwa ein Funftel der Transkription im menschlichen Genom geht von Protein-
kodierenden Genen aus'?, der verbleibende Teil fihrt zu ncRNA. Diese ist in der Lage,
Genexpression eigenmaéchtig zu steuern, indem sie beispielsweise RNA Polymerase
1124, Transkriptionsfaktoren oder epigenetische Modifikationen'® beeinflusst. Diese
Elemente wurden bei der Untersuchung der regulatorischen Aktivitdt von Pitx1 nicht
eingeschlossen, obwohl sie vielleicht eine wichtige Rolle darin spielen. Es zeigt sich, dass
in der etwa 2,1 mb gro3en Pitx1-TAD des Maus-Genoms eine einzelne bekannte ncRNA
(Gm10782) im Bereich zwischen den Elementen Hs1473 und H liegt. Ihre Funktion ist
nicht bekannt. ncRNA konnte eine bedeutende Rolle bei der PITX1-Expression
einnehmen, deren Umfang noch zu ergriinden ist.

Bei den ES-Zellen, welche auch fur die Konstrukte A und C verwendet wurden, fanden
wir bei spateren Versuchen Trisomien. Da Trisomien in einer Stammzellpopulation
unweigerlich auftreten und die Stammzellen mit Trisomien zum Teil schneller wachsen
als ohne, kdnnen sie mit der Zeit selektiv angehauft werden, bis ein immer gréRerer Antell
der Stammzellen Trisomien tragt. Wie viele es zum Zeitpunkt der Aggregation der
Konstrukte A und C waren, ist nicht bekannt. Je nach Chromosom sind Trisomien in der
Lage, einen Embryo schwer zu schadigen oder lebensunfahig zu machen. Bei beiden
Embryonen scheint eine Wachstumsretardation aufgetreten zu sein, die Wiederholung

der Klonierung ist daher angebracht.
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6 Schlussfolgerung

Es wurde in vorliegender Arbeit kein Hauptenhancer fiur PITX1 gefunden. Dies kann
mehrere Grinde haben. Mdéglicherweise waren die Kriterien zur Auswahl potentiell
regulatorischer Elemente nicht ausreichend, und ein potenter Enhancer wurde
Ubersehen. Ein  Vergleich der Daten aus 3C-basierten  Techniken,
Chromatinmarkierungen und Konservierung schien jedoch zu Beginn vorliegender Arbeit
ein gunstiger Weg zu sein, um solche Enhancer-Kandidaten zu identifizieren.
In zukunftigen Versuchen ware das Augenmerk auch auf den Bereich von Island | zu
richten, da dessen Klonierung bisher noch nicht erfolgt ist, sowie auf die Inserts A und C,
da diese aufgrund von Problemen mit der Stammzelllinie nicht prazise dargestellt werden
konnten. Zur Vermeidung dieser Probleme wére bei nachfolgenden Versuchen
beispielsweise eine Karyotypisierung der ES-Zellen zu erwéagen, bevor diese transfiziert
werden.

Auch Hs1473 und Konstrukt F stellen weiterhin einen potentiellen Enhancer fur PITX1
dar. Ebenso ist denkbar, dass die Islands mit Kloniersequenzen abgedeckt werden
missten, um eine Funktion auszuschlieBen. Dabei wéare zwecks Minimierung des
Aufwands anzustreben, die jeweilige Sequenz mdglichst grol3 (>5 kb) zu wahlen, sofern
dies nicht durch die PCR limitiert wird. Dies konnte beispielsweise bei gemeinsamer
Klonierung der Konstrukte D und E erfolgen.

Weiterhin ist wie bei dem Enhancer ZRS, der die Shh-Expression steuert!!, denkbar,
dass PITX1-Expression durch einen raumlich weiter entfernt liegenden Enhancer
gesteuert wird. Im Fall von Shh liegt dieser Enhancer circa 1 mb entfernt, dies ist eine der
grof3ten bisher bekannten Entfernungen. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde eine
Umgebung von etwa 15 mb untersucht, welche in beide Richtungen tber die TAD von
Pitx1 hinausreicht. Eine regulatorische Wirkung von Elementen auf3erhalb dieses
Bereichs ist wegen der Entfernung und der Lage aul3erhalb der TAD jedoch hdchst
unwahrscheinlich. Von den acht abschlieend klonierten Bereichen liegt nur H auRerhalb
der Islands I-V. Von den restlichen, nicht fir Klonierung ausgewéhlten Enhancer-
Kandidaten liegen drei noch innerhalb der betreffenden TAD, telomerisch von Pitx1 im
Bereich um Smad5 (circa 1,6 mb von Pitx1) und Spock1l (circa 2 mb von Pitx1). Da sie in
dieser Arbeit nicht vollstandig kloniert wurden, kommen sie prinzipiell fir weiterfihrende
Untersuchungen infrage. Details zu diesen Kandidaten sind im Anhang angegeben (I, J,

K). Von den restlichen drei potentiellen Enhancern liegen zwei weit zentromerisch von
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Pitx1, der andere telomerisch jenseits von Spockl. Diese Bereiche liegen aulR3erhalb der
erst spater bekannt gewordenen TAD. Ihr Einfluss auf Pitxl scheint daher
unwahrscheinlich.

Eine mogliche regulatorische Beziehung zwischen Konstrukt B und Neurogl, Cxcl14 und
Spockl sollte weiter untersucht werden, ebenso zwischen Smad5 und Konstrukt D.
Bei einem Fokus auf ncRNA sollte die Konservierung zwischen Spezies bei der Auswabhl
der Kandidaten nicht mehr beachtet werden, da sie bei ncCRNA eine untergeordnete Rolle
spielt. Deren Konservierung besteht nicht zwangslaufig in der Basensequenz, sondern
haufig in der sich bildenden Sekundarstruktur, da diese auf die Funktion einer ncRNA

groReren Einfluss austibt1®,

Diese Arbeit stellt mehrere mogliche Enhancer aus der cis-regulatorischen Umgebung
von Pitx1 dar und diskutiert ihre Bedeutung. Es scheint mdglich, dass einige prominente
Enhancer alleine, oder mehrere Enhancer gemeinsam Pitx1 regulieren, immerhin betragt
das durchschnittiche Enhancer:Gen-Verhaltnis im Maus-Genom etwa 5:1'6. Eine
Vielzahl an Enhancern steht auch nicht im Widerspruch zu einem raumlich und zeitlich
sehr eng umschriebenen Expressionsmuster'’*8, Fir die zuklnftige Erforschung dieses
Abschnittes sind weitere Versuche ndétig, einige Vorschlage dazu wurden bereits
unterbreitet. Wie viele regulatorische Elemente sind an der in vivo PITX1-Expression
beteiligt? Sind es mehrere oder nur einer, und liegen diese Regionen innerhalb der TAD,
wie erwartet? Die Klarung dieser Fragen hatte auch einen Erkenntnisgewinn Uber PITX1
hinaus zur Folge und konnte gegebenenfalls zum allgemeinen Verstandnis von
Genregulation und ihrer Erforschung beitragen. Davon sind weitgreifende
Veranderungen, unter anderem fur Diagnostik und Therapie einer Vielzahl an Leiden zu

erwarten.

78



Anhang

Primersequenzen der Konstrukte A-I

Fir die Bandenlange in der Kolonie-PCR muss zu dem hier angegebenen Abschnitt des
Inserts jeweils 160 bp addiert werden, welche auf dem LacZ-Abschnitt liegen.
Unterstrichen sind die vom Autor von Anfang an klonierten Konstrukte sowie die vor ihren
Primern liegende atat-Sequenz und Notl-Schnittstelle. Die Pitx1 in situ Sonde ist

angefugt.

A

1285 bp
Forward:
Reverse:

Col Primer A:
B

5286 bp
Forward:
Reverse:

C

2465 bp
Forward:
Reverse:

Col Primer C:
D

4786 bp
Forward:
Reverse:

E

2488 bp
Forward:
Reverse:

Col Primer E:
F

4925 kb
Forward:
Reverse:

G

955 bp
Forward:
Reverse:

Col Primer G:

79

chr13:55,998,269-55,999 ,675
atatGCGGCCGCGAGGCTCACCTCCCTTCTCT
atatGCGGCCGCCACGACCTCCATCAGGAAAT
CTGGTCACAACATCCACAGG (231 bp)

chr13:55,998,491-56,003,776
ATACGCGGCCGCACGTCCTCTGCCTGTCCTGTG
ATATGCGGCCGCGGAATTCCTAGGGCGAGACCA

chr13:56,001,083-56,003,547
atatGCGGCCGCCCAAGGGCTTAACAGCACTC
atatGCGGCCGCGCACTGGTCCTCAACTTTCC
TGTTGATGGGGAACACATTG (313 bp)

chrl13:56,057,388-56,062,173
ATACGCGGCCGCCTGGTGTAGGCGGAAGATCT
ATACGCGGCCGCTCTCTGCAGGCTATGATGGC

chr13:56,062,458-56,064,945
GATTCCATCCACGTTTGGAC
AGGGGTCATCAGGAGACAGG
TTGGTTTCTTCCGGCTGTAG (205 bp)

Chr13: 56,167,110-56,172,034
GACCACAGGCCACCGTCTTG
GGTGACAAATGGAGCATGGACA

chrl13:56,169,750-56,170,796
atatGCGGCCGCGACTTCTTGGGCACTCTTGG
atatGCGGCCGCCAGGCATGCTTTGTGATGTC
tgtgtgttctaagctgcgttac (299 bp)



http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=200128916_M1adLcASJRUt0GsHxxulqcyhfgVH&db=mm9&position=chr13:55998491-56003776&hgPcrResult=pack
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=200128916_M1adLcASJRUt0GsHxxulqcyhfgVH&db=mm9&position=chr13:56057388-56062173&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=395235671_PVNgxSBQFpphHx0BXzDb5Jeek3VA&db=mm9&position=chr13:56062458-56064945&hgPcrResult=pack

H

1147 bp
Forward:
Reverse:

Col Primer H:

Hs1473
1395 bp
Forward:
Reverse:

chr13:56,854,031-56,855,250
atatGCGGCCGCGCGAGCAAAGTCAGGAACTC
atatGCGGCCGCCTCCGAGCTCAGTCTCCAG
ttgctacctggagagttctga (300 bp)

chr13:56,260,908-56,262,302
GAGCACGGGTATGGATCATT
TCATATGGCTCCATCCTTGTC

Nicht untersuchte Kandidaten

I

1571 bp
Forward:
Reverse:

Col Primer I:
J

1364 bp
Forward:
Reverse:
Col Primer J:
K

1406 bp
Forward:
Reverse:
Col Primer K:

Pitx1 in situ Sonde

chrl13:56,336,799-56,338,586
atatGCGGCCGCATGAAGAGAACCCCCAGACC
atatGCGGCCGCAGCAGGACCCATTAAGAGCA
taaacgtggtcacaggcaaa (356 bp)

chrl3:57,945,633-57,947,122
atatGCGGCCGCCTTGCTTGCTTGCTTGATTG
atatGCGGCCGCCACAGCTTCCTCCAGCTATTG
caagtgctgagaaaaggtagcc (398 bp)

chr13:58,050,707-58,052,180
atatGCGGCCGCCTGGAGCATTCACAGCAGAG
atatGCGGCCGCTCAGCCAGCTTATTCATTGG
aaagcccgcactacctagc (400 bp)

CCCGTGAACTGAATGTAGGGAACCTGGAGGCCCTGGGATCGTTCACCCGGTCAAG
AACCGAGGCGCCCTCTCCTAGCCCGACCCGTCCGAGTGCACGCGGGCGCGGATC
ACTGCTGGAGTTTACGCCTGGCTGAGGATGGCTGCGTCGCCGAGGATCTGGCGTT

TGCGCTGGATTAGCCTAAGGTCCCGGGATGCCAGGAAGAGCCCAGCAGCACTGA

GCTCTGGAGCCGCACACTTGAGGCCACTGAGCCGCAGCTGGCCGAGGCCAGCCA

GCAGCAGGAGGAGAAGGGCTCAGCTCTGAGTTCCCCAGCCCCAAGCTTAGCCGC
TAGCCCGGCCCTCTGCTCCACTCTGGGTCCAGGAGGTGGCCCAGCGAACAGCCC
CCTTCTCCACTGTCCGCCTGCCCGTGCAAGAGTCGAGCCAGGAGAG
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