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Abstrakt

EINLEITUNG

Die meisten Fille einer kongenitalen Hypothyreose lassen sich ursédchlich auf eine Schilddriisen-
dysgenesie zuriickfiihren. Bis auf wenige Mutationen in den Genen NKX2.1, PAXS, FOXEI und
NKX2.5 ist der Pathomechanismus dieser Entwicklungsstorung bisher nicht geklart. Ziel dieser
Arbeit war es, weitere Gene, welche eine Rolle in der frithen Schilddriisenentwicklung spielen,
zu identifizieren.

METHODIK

Ausgehend von der Annahme, dass die spezifische Expression eines Gens in einer Organanlage
einen Hinweis auf eine spezielle Funktion dieses Gens in der Embryogenese des Organs gibt,
wurde das “Screening” von 2000 verschiedenen Expressionsmustern in einer In-situ-
Hybridisierungsdatenbank zur Bearbeitung der Fragestellung gewéhlt. In einer Zweistufen-
Selektion wurden anhand eines Referenzbildes 10 verschiedene Gene ausgewihlt, welche ein
Farbsignal, als Ausdruck der Expression, in der Region der Schilddriisenanlage eines 9.5 Tage
alten Mausembryos aufwiesen.

ERGEBNISSE

Mittels Rehybridisierung auf histologischen Schnitten unter Verwendung der gleichen Sonden,
welche auch fiir die Erstellung der Datenbank eingesetzt worden waren, konnte eine Expression
in den Schilddriisenvorlduferzellen fiir zwei Gene nachgewiesen werden. Eines der beiden Gene
ist der bekannte Schilddriisen-Transkriptionsfaktor Hhex. Bei dem anderen Gen handelt es sich
um Hiplr, dessen Expression in der frithen Schilddriisenanlage bisher nicht bekannt war. In wei-
teren Experimenten konnte die Expression von Hiplr verifiziert werden. Hiplr gehort zusam-
men mit Hipl zur “Huntingon-interacting-protein-1 “-Familie. In publizierten Arbeiten zu einem
HipIr-/Hip1-“Doppelknockout“-Mausmodell wird iiber unauffillige TSH-Werte der Tiere be-
richtet. Somit ist es eher unwahrscheinlich, dass Hip/r eine zentrale Rolle in der Schilddriisen-
entwicklung und —funktion spielt.

SCHLUSSFOLGERUNG

Das “Screening®“-Ergebnis dieser Arbeit - ein bisher unbekanntes Expressionssignal ausgewihlt
aus 2000 Mustern in der frithen Schilddriisenanlage - ldsst vermuten, dass nicht viele weitere
Gene mit einer spezifischen Expression in der Schilddriise an Tag 9.5 der Embryonalentwick-
lung der Maus existieren. Fiir die vielen ungeklirten Fille einer kongenitalen Hypothyreose sind
andere Mechanismen, wie beispielsweise epigenetische Einfliisse, neben Mutationen in einzel-

nen Kandidatengenen mit schilddriisenspezifischer Expression anzunehmen.



BACKGROUND

Congenital hypothyroidism is most often caused by thyroid dysgenesis. Only few mutations in
the genes NKX2.1, PAXS, FOXEI and NKX2.5 have been shown to be causative. For most cases
the pathogenesis remains unknown. Therefore the aim of this work was the identification of oth-
er genes with a critical role in early thyroid development.

METHODS

Assuming that a specific expression of a gene in a developing organ indicates a particular func-
tion of the gene in the embryogenesis of that organ, the screening of a whole-mount-in-situ-
hybridization database containing 2000 different expression patterns was chosen as the method
of choice. Using a two-step-selection process 10 genes were selected with positive colour signals
in the thyroid precursor region of 9.5 day old mice embryos, suggesting an expression of these
genes in thyroid precursor cells.

RESULTS

Positive genes were re-hybridized on histological slices using the same probes as were used for
the whole-mounts again. Expression of two genes in thyroid precursor cells could be proven.
One of them is the known thyroid transcription factor Hhex. The other gene, Hiplr, was not
known so far to be expressed in thyroid precursor cells. The expression of Hiplr was verified
using other methods. Hiplr and HipI represent the “Huntingon-interacting-protein-1 “-family. A
published paper on a Hiplr-/HipI-double-knockout-mouse-modell reports on normal TSH-
values in affected animals. Therefore a major role of Hip/r in thyroid development and function
is unlikely.

CONCLUSION

As a result of this work — one selected gene out of 2000 screened patterns — one might not expect
the existence of many other genes with specific expression in the thyroid precursor cells of 9.5
day old mice. Apart from mutations in single candidate genes expressed in thyroid precursor
cells, other mechanisms like epigenetic effects are likely to play a role in unsolved cases of con-

genital hypothyroidism.



I Einleitung

I.1 Kongenitale Hypothyreose

Die kongenitale Hypothyreose ist mit 1:3000 bis 1:4000 Fillen die hédufigste angeborene endo-
krine Storung. Definitionsgemal ist die Schilddriisenhormonproduktion eines Neugeborenen mit
dieser Erkrankung reduziert oder nicht messbar. Abhidngig von der Ursache des Defekts lasst
sich eine permanente primére von einer permanenten zentralen Stérung unterscheiden. Bei der
permanenten zentralen Hypothyreose liegt ein Defekt der Hypophyse oder des Hypothalamus
vor. Wesentlich haufiger ist die permanente primére kongenitale Hypothyreose, es liegt eine, die
Schilddriise selbst betreffende Pathologie vor. In 15-20% dieser Fille handelt es sich um eine
gestorte Hormonbiosynthese.[1, 2] Die adulte Schilddriise enthélt follikuldre Strukturen in wel-
chen die Schilddriisenhormone T3 (Triiodthyronin) und T4 (Tetraiodthyronin) produziert wer-
den. Diese sind von entscheidender Bedeutung fiir Wachstum, Reifung und Stoffwechsel des
Korpers. Reguliert wird die Synthese und Ausschiittung der Hormone iiber die Achse TRH/ Thy-
roliberin (Hypothalamus) und TSH/ Thyrotropin (Hypophyse). Mit Hilfe des NIS (Sodi-
um/lodid-Symporter) nimmt die Schilddriisenzelle Jod aus der Blutbahn auf. TSH kann die
Transportkapazitit von NIS erhohen. Mit Hilfe des Transporters Pendrin gelangt das aufge-
nommene Jod in das Kolloid (der von den follikuldr angeordneten Schilddriisenzellen umgebene
Raum), wird dort durch das Enzym TPO (Thyreoperoxidase) oxidiert und an die Tyrosyl-Reste
des Thyreoglobulins gebunden. Thyreoglobulin wird in der Schilddriisenzelle synthetisiert und
mittels Exozytose in das Kolloid abgegeben. Zwei iodierte Tyrosylreste reagieren im Kolloid
miteinander und es entstehen Tetraiodthyronylreste oder Triiodthyronylreste. Diese stellen die
Speicherform der Hormone T3 und T4 dar. Diese Syntheseschritte, wie auch die Ausschiittung
von T3 und T4 werden von TSH durch die Bindung an seinen Schilddriisenrezeptor TSHR sti-
muliert. Zur Hormonsekretion wird das iodierte Thyreoglobulin durch Endozytose in die Zelle
aufgenommen und nach Fusion mit Lysosomen werden T3 und T4 abgespalten und freige-
setzt.[3] In allen beteiligten Faktoren sind Mutationen beim Menschen bekannt, welche zu einer
angeborenen, meist autosomal-rezessiven Hypothyreose fithren. [2, 4-6]

Zumeist, in 80% der Fille, liegt der priméren kongenitalen Hypothyreose ein Defekt der frithen
embryonalen Entwicklung des Organs zu Grunde. Dies schlieft die Schilddriisenhypoplasie, -
ektopie und die komplette Athyreose ein. Je nach Arbeit lassen sich etwa 2-5% dieser Fille
durch Mutationen in einzelnen bekannten Schilddriisen-Transkriptionsfaktoren erkliaren.[1, 7]

Arbeiten aus den letzten Jahren zeigen, dass nicht-Mendelsche Mechanismen bei der Entstehung



von Dysgenesien in vielen Féllen beteiligt sein miissen. So treten iiber 95% aller Fille von
Schilddriisendysgenesien sporadisch und zum Teil diskordant zwischen monozygoten Zwillin-
gen auf.[8] Es wird diskutiert iber multigene Ursachen und epigenetische Faktoren.[9, 10] Eine
familidre Haufung der Erkrankung wird in etwa 2%, in neueren Arbeiten sogar in etwa 7,9% der
Fille beobachtet, was fiir eine genetische (monogene) Komponente bei der Entstehung der

Schilddriisendysgenesien spricht.[11-13]

1.2 Bekannte Kandidatengene und Mutationen

Viele der Patienten mit Schilddriisendysgenesien weisen kongenitale Malformationen in anderen
Organen auf. Dies zeigt, dass pathogenetische Faktoren, welche an der Entwicklung der Schild-
driise beteiligt sind, auch fiir die Entwicklung anderer Organe von Bedeutung sind.[14] Malfor-
mationen des Herzens und GefaBsystems werden am hiufigsten beobachtet. In groBBeren Patien-
tenserien wird auflerdem von Anomalien des zentralen Nervensystems und des muskuloskeletta-
len Systems berichtet.[15]

In Patienten mit Schilddriisendysgenesien wurden Mutationen in vier verschiedenen Genen
(NKX2.1, PAXS, FOXE1, NKX2.5) detektiert. Zunidchst waren die Expression dieser Gene und
deren mogliche Funktionen in Schilddriisenvorlduferzellen aus Mausmodellen bekannt.[16, 17]
Anhand solcher Modelle konnte gezeigt werden, dass Nkx2.1, Pax8, Foxel und Hhex - ein Kan-
didat, fiir welchen noch keine Mutation beim Menschen bekannt ist - von Tag E8.5 an in der
Schilddriisenanlage in allen Stadien der Entwicklung und auch noch in der adulten Schilddriisen-
zelle exprimiert werden. Die Coexpression dieser vier Transkriptionsfaktoren charakterisiert die
Zellen der frithen Schilddriisenanlage.[18-21]

Das “Knockout“-Mausmodell fiir Nkx2. 1 beweist die Notwendigkeit dieses Transkriptionsfaktors
fiir den Erhalt der einmal gebildeten Schilddriisenanlage: In diesen Tieren bildet sich zum erwar-
teten Zeitpunkt eine Schilddriisenanlage, welche aber innerhalb von zwei Tagen untergeht. Den
betroffenen Miusen fehlt zudem die Hypophyse auBlerdem ist die Entwicklung der Lungen ge-
stort.[22, 23] Eine heterozygote Deletion von NKX2. 1 konnte zuerst 1998 bei einem Neugebore-
nen mit einer Schilddriisendysfunktion und Atemstérungen nachgewiesen werden.[24] Auller
diesen phinotypischen Merkmalen ist auch die benigne hereditdre Chorea mit NKX2.I-
Mutationen assoziiert.[25] Wie anhand des Mausmodells schon zu vermuten war, fiihren Muta-
tionen dieses Gens auch beim Menschen zu Pathologien der Lunge, der Schilddriise (meist in

Form einer Hypoplasie) und des Gehirns.[26]



Bei Patienten mit PAXS8-Mutationen findet sich eine milde bis stark ausgeprigte Schilddriisenhy-
poplasie. Solche Mutationen konnten sowohl bei sporadischen als auch bei familidren Féllen der
Schilddriisenhypoplasie nachgewiesen werden. Nur zwei Patienten sind beschrieben, die zusitz-
lich eine renale Malformation aufweisen.[27, 28]

Die ersten Fallberichte iliber Neugeborene mit einer Athyreose, abstehendem (,,spiky*) Haar,
einer Atresie der Choanen, gespaltenem Gaumen und zweigeteilter Epiglottis wurden bereits
1989 und 1993 verdffentlicht [29, 30]. In spateren Jahren konnten bei vier Patienten mit diesem
Phanotyp Mutationen in FOXEI nachgewiesen werden. [31, 32] In einem neueren Bericht wird
aullerdem eine weitere FOXE] Mutation beschrieben, welche mit einer syndromalen kongenita-
len Hypothyreose ohne komplette Agenesie einhergeht.[33]

NKX2.5 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher hauptsédchlich eine Rolle in der embryonalen Herz-
entwicklung spielt. Die Tatsache, dass Kinder mit einer angeborenen Schilddriisenerkrankung
eine erhdhte Prdvalenz fiir kongenitale Herzerkrankungen haben, fiihrte zu einem NKX2.5-
Mutationsscreening in Patienten mit Schilddriisendysgenesien. Innerhalb des untersuchten Kol-
lektivs konnten vier Patienten mit NKX2.5-Mutationen identifiziert werden, die teilweise zuséitz-
lich eine kardiale Fehlbildung aufwiesen.[17] Mutationen in Patienten mit Schilddriisendysgene-

sien wurden bisher am héufigsten im PAXS8-Gen gefunden.[34]

1.3 Die embryonale Schilddriisenentwicklung

Nach der Gastrulation am Tag E7.5 (Embryonaltag 7.5) besteht das Endoderm der Maus, aus
einer ca. 500-1000 Zellen umfassenden Zellschicht.[35] Diese Schicht formiert sich bis zum Tag
E8.5 zum primitiven Darmrohr. Osophagus, Trachea, Lungen, Thymus, Magen, Leber, Pankreas,
Diinn- und Dickdarm, der Urogenitaltrakt und die Schilddriise, sind Organe, die ihren Ursprung
aus dem Endoderm des primitiven Darmrohrs nehmen. Ab Tag E8.5 werden Gene in einem ge-
nau definierten Muster entlang der anterior-posterioren Achse des Darmrohres exprimiert. So
werden beispielsweise die Transkriptionsfaktoren Nkx2.1, Hex] und Foxal in dem Abschnitt
exprimiert, aus dem Leber, Lunge und Schilddriise spéter entstehen.[36]

Die Schilddriise der Sdugetiere besteht hauptsdchliche aus zwei verschiedenen Zelltypen. Zum
einen Follikelzellen, welche die Schilddriisenhormone T3 und T4 produzieren, zum anderen C-
Zellen, welche Calcitonin produzieren. In einer neueren Arbeit wird die Hypothese einer po-
lyklonalen (2 Klone) Schilddriisenanlage aufgestellt, aufgrund der Beobachtung von Patienten
mit einer dualen Ektopie (ein Teil der Schilddriisenzellen ist unvollstindig migriert, ein zweiter

Teil befindet sich am Zungengrund).[37] C-Zellen entstehen urspriinglich aus Zellen der vierten



Pharynxtasche. Diese Vorlduferzellen werden als “ultimobranchial bodies* bezeichnet und
konnen ab Tag E11.5 als Ausstiilpung des Endoderms dorsolateral und inferior der medianen
Schilddriisenanlage detektiert werden und wandern erst spdt von dort in die Schilddriisenanlage
ein.[38] Die Vorldufer der Follikelzellen, die eigentliche Schilddriisenanlage, entwickeln sich
aus einer Gruppe von Endodermzellen des Zungengrundes und tauchen zum ersten Mal an Tag
E8.5 der Embryonalentwicklung der Maus (Tag E20 beim Menschen) auf. Identifiziert werden
konnen diese Zellen in der Mittellinie des pharyngealen Endoderms durch die gemeinsame Ex-
pression von Nkx2.1, Pax8, Foxel, Hhex. Welche Mechanismen diesen ersten Schritt der Diffe-
renzierung der frithen Schilddriisenanlage steuern, ist bisher unbekannt.[39] Maoglicherweise
erhilt die Schilddriise induktive Signale aus mesenchymalen Zellen, wie es fiir andere endoder-
male Organe beschrieben wurde.[39-41] Auffallend ist die rdumliche Néhe der Anlage an Tag
E8.5 und Tag E9.5 zum sogenannten “Aortensack®, ein grofes Gefdll, welches mit dem Aus-
flusstrakt des Herzens verbunden ist und aus dem sich spiter die Pharyngealarterien entwickeln.
[42, 43] Die Interaktion mit GefdBBendothel spielt auch wéhrend der Entwicklung anderer, sich
aus dem Endoderm entwickelnden Organe wie Leber und Pankreas eine Rolle.[44] [45, 46]

Ist die initiale Aktivierung der Anlage erfolgt, nimmt sie deutlich an Volumen zu, Tag E8.5-E9.5
(E20-E24) und bildet eine Ausstiilpung (“Budding®). Als Ursache fiir die starke Zunahme der
Progenitorzellzahl zu diesem Zeitpunkt wird hauptsichlich die Rekrutierung von Zellen aus der
Umgebung beschrieben und nicht die Proliferation der vorhandenen Schilddriisenvorlduferzel-
len.[42] Etwa an Tag E10.5 (E25-E30) beginnt die Migration, die Schilddriisenanlage 16st sich
vom Endoderm und es besteht nur noch eine schmale Verbindung beider Teile, der spétere Duc-
tus thyreoglossus. Die Zellen der Anlage stehen nun nicht mehr in Verbindung mit den En-
dothelzellen des “Aortensacks®. Sowohl in der Schilddriisenanlage als auch im umgebenden
Mesenchym-Gewebe kann nun eine starke Zell-Proliferation nachgewiesen werden. Diese halt
bis zum Tag E12.5 (E40-E45) an und es kommt zur Bildung zweier Schilddriisenlappen durch
das Ausdiinnen der mittleren Anteile der vorher ovalen Organanlage. Die Proliferation der
Schilddriisenvorlduferzellen an Tag E11.5-E12.5 findet entlang einer paarigen GefaBstruktur,
den sich entwickelnden Karotiden, statt.[43] An Tag E13.5 (E45-50) fusionieren die Vorldufer
der C-Zellen mit der Schilddriisenanlage. An Tag E13.5-14.5 (E45-E60) nimmt die Schilddriise,
bestehend aus zwei Lobi und einem, beide Teile miteinander verbindenden Isthmus, ihre endgiil-
tige Position, hinter dem mittleren Blatt der Halsfaszie, vor und neben der Luftrohre, ein.[43]
Die funktionelle Differenzierung der Schilddriise beginnt, wenn die Migration der Anlage abge-
schlossen ist und das Organ seine endgiiltige Position erreicht hat, an Tag E14.5. Die Expression

schilddriisenspezifischer Gene wie Tg (Thyreoglobulin), TPO (Thyreoperoxidase) und TSHR



(Thyreotropin-Rezeptor) ist ab diesem Zeitpunkt nachweisbar, etwas spiter zudem NIS (Sodi-
um/lodid-Symporter). Die Expression dieser Gene wird durch PAXS8, NKX2.1 und TSH regu-
liert, unbekannt sind hingegen die Faktoren, welche die funktionelle Differenzierung initiie-
ren.[47] Bis zum Tag E15.5 (E70) vergroBBern sich die Schilddriisenlappen beidseits weiter,
proliferativ-aktive Zellen finden sich hauptsédchlich in der Peripherie der Driise.[42] Die Folli-
kulogenese beginnt an Tag E15.5 (E70) mit der Umorganisation des Parenchyms. Es lassen sich
bereits follikuldre Formationen benachbarter Zellen erkennen, die zum gro3en Teil Thyreoglobu-
lin und weitere (s. Kapitel I.1), fiir die Synthese des T3 und T4 notwendige Proteine exprimieren.
Zudem kann die Calcitonin-Expression in mehreren Zellen nachgewiesen werden. An Tag E16.5
hat die Schilddriise weiter an GroB3e zugenommen und hat die fiir adulte Organe typische folliku-
lare Struktur angenommen, wenig spéter kann zum ersten Mal T4 detektiert werden (Fiir ein aus-

fiihrliches Review zur Schilddriisenentwicklung siehe [16]).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die meisten Fille einer kongenitalen Hypothyreose lassen sich ursédchlich auf eine Schilddriisen-
dysgenesie zuriickfithren. Bis auf wenige Mutationen in den Genen NKX2.1, PAXS, FOXEI und
NKX2.5 ist der Pathomechanismus dieser Entwicklungsstorung bisher nicht geklért. Es besteht
die Moglichkeit, dass Mutationen in weiteren, bisher nicht bekannten Genen der Schilddriisen-
entwicklung eine Rolle bei der Pathogenese der Dysgenesien spielen. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, neue Gene, welche eine Rolle in der frithen Organentwicklung der Schilddriise
spielen, zu identifizieren. Ausgehend von der Annahme, dass die spezifische Expression eines
Gens in einer Organanlage einen Hinweis auf eine spezielle Funktion des Gens in der Embryo-
genese dieses Organs gibt, wurden ebensolche Gene gesucht, welche eine Expression in der frii-
hen Schilddriisenanlage zeigen.

Als Grundlage fiir die Suche neuer Kandidatengene diente die Datenbank der Arbeitsgruppe
Herrmann (Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin). Zum Zeitpunkt der Erstellung
dieser Arbeit enthielt die Datenbank Bilder von In-situ-Hybridisierungen von etwa 2000 ver-
schiedenen Genen auf 9.5 Tage alten Mausembryonen. Diese 2000 Gene wurden aus etwa
10000, zu diesem Zeitpunkt exprimierten Genen ausgewéhlt, wobei “Housekeeping®“-Gene und
Gene mit unspezifischem Expressionsmuster aussortiert wurden. ([48] und miindliche Informati-
on Dr. M. Werber, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin). Mit Hilfe eines Refe-
renzbildes des friih in der Schilddriise exprimierten Gens, Nkx2.1, sollten die verfiigbaren 2000

Expressionsmuster im Hinblick auf Signale in der Region der Schilddriisenanlage ausgewertet



werden. Es sollte nachfolgend gepriift werden, ob es sich bei den identifizierten Mustern tatséch-
lich um eine spezifische Expression in Schilddriisenzellen handelt. Hierzu sollten die Hybridisie-
rungen an histologischen Schnitten von Mausembryonen wiederholt werden, sowie RT-PCR-

Ansétze aus DNS isolierter Schilddriisenvorlduferzellen durchgefiihrt werden.
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IT Material und Methoden

I1.1 Material

II.1.1 Gerate und Gebrauchsmaterialien

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies
Binokular MZ75 Leica
Biophotometer 6131 Eppendorf
Cryotom HM560 Microm
Deckglaser fiir Objekttrager Roth
Digitalkamera HRc, MRc5 Zeiss
Eismaschine AF-30 Scotsman
Entwésserungsautomat TP1020 Leica
Geldokumentationssystem EASY Win 32 Heraeus
Gelkammern und Spannungsquellen Biometra, peqlab
Glaskiivetten mit Einsatz Roth

Heizblock DB3 Techne
Heizplatte TP1220 Leica
Hybridisierungsofen OV2 Biometra
Klingen (Mikrotom/Cryotom) Leica

Laborrohrchen, Non-stick RNAse-free Microfuge Ambion

Tubes

Lasermikrodissektion P.A.L.M. Micro Beam
Lasermikrodissektionsmikroskop Axiovert 200, Zeiss
Lichtundurchlissige Boxen Roth

Mikroskope:

Axiostar plus Zeiss

Leica DMR HC Leica

Stereomikroskop MZ 6, Leica

Mikrotom HM355S Microm

Objekttrager Super-Frost® plus Menzel-Glaser

PALM Membrane Slides, PEN Membrane P.A.L.M. Microlaser Technologies
Paraffin Einbettkassetten/ Richard-Allan Scientific
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Tissue Loc Kassetten Hist Screen
Paraffin Einbettstation EC350-2
Petrischalen

Pipetten

Pipettenspitzen

pH-Meter MP 220

Reagenzgetille

Wipptisch, Rocking platform
Sequenzer ABI 3130 Genetic Analyzer
Thermocycler, MasterCycler Gradient
Trockenofen fiir Objekttriger

Vortexer K550 GE

Zentrifugen Typ 5415 C, 5415 D, 5415 M, 5417 R
37°C Bad, Haake W13

I1.1.2 Chemikalien und Substanzen

Becton Dickinson (Heidelberg)

Tryptone Pepton
Dako (Hamburg)

Microm

Falcon

Eppendorf research

Gilson, Biozym, Eppendorf
Mettler-Toledo

Eppendorf, Applied Biosystems, Roth
Biometrics

Applied Biosystems
Eppendorf

Heraeus Instruments
Bender & Hobin
Eppendorf

Memmert

HISS (Sheep serum), Anti-mouse-TTF1-AB, Faramount Aqueous Mounting Medium

Fermentas (St. Leon-Rot)

10 x PCR-Puffer (KCI, 15 mM MgCl,), dNTPs, 6x PCR- Ladepuffer

Gibco Laboratories (Detroit, USA)
Agarose, Yeast tRNA

Invitrogen (Life Technologies GmbH Darmstadt)

50x Denhardt’s, Agarose, Salzlosung (salt solution), S.0.C.-Medium, 1kb DNS-Leiter

Leica (Wetzlar)
Paraffin
Micro-Tech-Lab (office@micro-tech-lab.de)

Hydro Matrix (watersolved mounting medium)
Promega (Mannheim)

DTT (100 mM), SxTranskriptionspuffer
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Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP), 4-Nitro blue tetrazolium chloride (NBT), ACG-
Nukleotide, Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments (150 U), Digoxigenin-II-UTP, Glykogen,
NTPs, RNase Inhibitor, 10x Transkriptionspuffer

J.T. Baker (Deventer, Holland)

Ultra Clear

Roth (Karlsruhe)

Agar-Agar, Ammoniumacetat, B-Mercaptoethanol, dNTPs, Essigsdureanhydrid, Hefeextrakt,
NaCl, SDS, Silicagel, Triethanolamin (TEA), Tris-Acetat
Merck (Lehrte)

Essigsdure (96%), EtOH p.a., Formamid, Tris(thydroxymethyl)aminomethan, Chloroform, Phe-
nol, Isopropanol, Aceton, Ethidiumbromid, HCL, KCL, LiChroSolv® (HPCL-H,0), NaOH,
Paraformaldehyd (PFA), Natriumacetat, Natriumcitrat, KH,PO4, Na,HPO4

Sakura (Staufen)

Tissue-Tek OCT™ Compound

Sigma (Miinchen)

Maleinsdure, Ampicillin (75 g/I), Betain, DEPC, Dextransulfat, EDTA, Hamatoxylin-
Farbelosung, LiCl,, MgCl,, Tween20, xGal, RNase Zap

I1.1.3 Reaktionskits

V3 ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 - Ready Applied Biosystems
Reaction Cycle Sequencing kit

ARK™ Animal research Kit Dako

RNeasy Micro Kit Qiagen

Sensiscript RT Kit Qiagen

Agilent RNA 6000 Pico Kit Agilent Technologies
QiaQuick Gel Extraction Kit Qiagen

Qiagen® Plasmid Mini/Maxi Kit Qiagen

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) Roche

TOPO TA Cloning Kit (pCR®2.1-Vektor) Invitrogen
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I1.1.4 Losungen und Puffer

Die folgenden Losungen und Puffer wurden verwendet und werden im weiteren Teil nur noch

mit Namen und Abkiirzungen genannt.

Alkalischer Phosphatase Puffer

NTMT
4 ml 5M NaCl
20 ml 1M Tris pH9.5
10 ml 1M MgCl,
100 pl 0.05% Tween20

auf 200 ml mit Aqua bidest auffiillen

DEPC-H,O

0,1% DEPC

1 1 Aqua bidest

iber Nacht bei 37°C inkubieren

autoklavieren

10X PBS/DEPC

2 g KCl

2,4 g KH,PO,

14,4 g Na,HPO,

80 g NaCl

Auf 1 1 mit Aqua bidest auffiillen

auf pH7,4 einstellen
1ml DEPC zusetzen
uber Nacht bei 37°C inkubieren

autoklavieren

4% PFA/PBS

40 g Paraformaldehyd
bei 55°C in 1x PBS losen
pH7.,4 einstellen

14

LBamp-Medium nach Miller (pH7.0)

10 g Tryptone

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

1 1 Aqua dem

autoklavieren

auf 55°C abkiihlen lassen

50 pg/ml Ampicillin zusetzen, bei 4°C la-

gern

LBamp-Agar
wie LB-Medium

mit 15 g/l Agar versetzt
in Petrischalen gie3en

Platten bei 4°C lagern

50x TAE

242 g Tris-Acetat

2 gEDTA

57,1 ml 96% Essigsdure

auf 1 1 mit Wasser auffiillen

PBST
111X PBS
10 ml 10% Tween 20



1xMABT

100 ml 1M Maleinséure pH7.5

30 ml 5M NaCl

0.05% Tween20

auf 1000 ml mit Aqua bidest auffiillen

RNase Waschpuffer

80 ml 5M NaCl

10 ml 1M Tris pH7.5

10 ml 0.5M EDTA pHS.0

auf 1000 ml mit Aqua bidest auffiillen

Hybridisierungspuffer

1 ml 1M Tris pH7.5

12 ml 5M NaCl

0.2 ml 0.5M EDTA

1.25 ml 20% SDS

25 ml 40% Dextran Sulfat

2 ml 50x Denhardt’s

20 mg Yeast-tRNA 10mg/ml

50 ml 50% Formamid

auf 100 ml mit DEPC-H,O auffillen

In-vitro-Transkriptionspuffer
3 ul ACG nucleotides (4mM)
6 pl 5X Puffer

0,75 pl Dig-UTP-Mix (4mM)
3 ul DTT (100mM)

7,8 ul DEPC- H,O
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20 x SSC (pH7.0)

175 g NaCl
88,2 g Natriumcitrat
1 I DEPC-H,0O



I1.1.5 Primer, Vektoren und Enzyme

Vektoren mit einklonierter cDNA (Fragmente aus Hhex-rs2, Hiplr, Ssi18, Lphn2, MsxI, Pvril,
Kdr, Txnip, Hspbl, Slc34a2) und die dazugehorigen Primer zur Erstellung von Sonden wurden
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Bernhard G. Herrmann (Max-Planck-Institut fiir moleku-
lare Genetik, Berlin) zur Verfiigung gestellt. Alle anderen Primer wurden bei der Firma TIB

MOLBIOL Syntheselabor GmbH (Berlin) bestellt.

Primer

Lion-5 AGC GTG GTC GCG GCC GAG GT

Lion-3sp6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT CGA GCG GCC GCC CGG
GCA GGT

RZPD-M13for GCT ATT ACG CCA GCT GGC GAA AGG GGG ATG TG

RZPD-M13rev CCC CAG GCT TTA CACTTT ATG CTT CCG GCT CG

L2 AAG CAG CAA GCA TAT GCA GCT AGT TTA ACA CATTA

us ACT CCG CCC AGT TCC GCC CAT TCT

mNkx2.1 IF GTGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGG

mNkx2.1 IR GATTGGTGCTGCAAATACCAAAC

Hiplr mouse F CCGAGCTTCAGACATGCTGT

Hiplr mouse R CTTCATCTCAGACTCACGCT

mHipl F GCAGGAATCCACAGATCACCTT

mHipl R CTCCTGCTCGGGACTTACTG

M13F GTAAAACGACGGCCAG

MI13R CAGGAAACAGCTATGAC

Oligo-dT-Primer Qiagen

Vektoren

pBluescript Lion Prof. Dr. B.G. Herrmann

pSV-Sportl Prof. Dr. B.G. Herrmann

pT7T3D-Pacl Prof. Dr. B.G. Herrmann

pCR®2.1-TOPO- Invitrogen

Vektor




Enzyme

DNasel (10U/pl) Roche
EcoRI/V- New England Biolabs
Restriktionsenzym

Spel-Restriktionsenzym | Fermentas

Proteinase K (20mg/ml) | Boehringer

RNA-Polymerase Roche
RNAse A Sigma
TAQ-Polymerase

Biotaq Bioline
Mango-Taq Bioline
Reverse Transkriptase | Invitrogen
Topo-Isomerase Invitrogen
I1.1.6 Mausstamm

Es wurden ausschlielich weibliche Méuse des Stammes NMRI (Max Planck Instituts fiir Mole-
kulare Genetik, Berlin) verwendet. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Préparation alle trachtig.
Das Alter der Embryonen lag bei 9.5, 10.5, 11.5, 12.5, 15.5 Tagen. Nach der Verpaarung iiber
Nacht, zdhlte der Morgen, an dem ein Vaginalpfropf sichtbar wurde, als Tag 0.5 der Embryonal-
entwicklung (E0.5)

17




I1.2 Methoden

I1.2.1 Ubersicht

In-situ-Hybridisierungs-Datenbank, ~2000
Expressionsmuster, Mausembryonen (E9.5)

}

Auswertung der 2000 Expressionsmuster mit
Hilfe des Referenzbildes, Nkx2.1

L 8
L G ,bn‘

Nkx2:1 Beispiel

!

Re-Hybridisierung der identifizierten Muster
auf Schnitten

-

Beispiel

}

Bestatigung der Expressionsmuster an
Schilddriisenvorlauferzellen

!

Extraktion von Schilddriisenvorlauferzellen
und benachbartem Gewebe mit Hilfe der La-
sermikrodissektion

}

Isolation von RNS aus Zellen und RT-PCR

Abbildung IL.1: Ubersicht der
Methoden Anhand des Diagramms
ist der Ablauf der einzelnen Ar-
beitsschritte dargestellt. Eine detail-
lierte Beschreibung der Schritte
findet sich in den folgenden Kapi-

teln.



I1.2.2 “Screening* der In-situ-Hybridisierungsdatenbank

Der Zugang zu der “Whole-mount*“-in-situ-Hybridisierungsdatenbank, MAMEP: “Molecular
Anatomy of the Mouse Embryo Project”, wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
Herrmann, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin, gewihrt. Die Datenbank ist in

verdnderter Form mittlerweile frei zuginglich unter http://mamep.molgen.mpg.de/index.php.

Zur Erstellung dieser Datenbank wurde von der Arbeitsgruppe Herrmann ein Protokoll zur
Hoch-Durchsatz-Methode der “Whole-mount‘“-in-situ-Hybridisierung entwickelt. Ausgehend
von etwa 10000 zum Zeitpunkt E9.5 in Mausembryonen exprimierten Genen, wurden “Hous-
ekeeping“-Gene und Gene mit unspezifischem Expressionsmuster aussortiert, und es wurden von
den verbliebenen Genen In-situ-Hybridisierungen angefertigt (s. auch Kapitel IV.1.1). Zum Zeit-
punkt der Erstellung dieser Arbeit enthielt die Datenbank Bilder von /n-situ-Hybridisierungen
von etwa 2000 verschiedenen Genen auf Mausembryonen E9.5 (Embryonaltag 9.5). ([48] und
miindliche Information Dr. M. Werber, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin) Es
wurde ein Referenzbild einer “Whole-mount*“-in-situ-Hybridisierung eines bekannten Schilddrii-
senmarkergens, Nkx2.1, mit jedem der 2000 verschiedenen Muster verglichen. Dabei wurde be-
sonders auf den pharyngealen Teil des Endoderms, welches das primitive Darmrohr auskleidet,
geachtet, in welchem sich auch die Zellen der Schilddriisenanlage befinden. Auf dem Referenz-
bild, welches ebenfalls einen Mausembryo an E9.5 darstellt, ist deutlich ein Farbsignal, als Zei-
chen der Expression sichtbar (s. Abb. I1.2). Bilder mit dhnlichem Signal wurden in die erste
Auswahl aufgenommen. Erst im Nachhinein wurden den Bildern die jeweiligen Gennamen zu-
geordnet. Die selektierten Bilder wurden noch einmal mit dem Referenzbild verglichen, sowie
von einer zweiten, unabhingigen Person (Prof. Krude) betrachtet. Sowohl auf dem Referenzbild,
als auch auf den Darstellungen aus der Datenbank, sind die Embryonen in einer seitlichen An-
sicht dargestellt. Das Signal auf dem Referenzbild ist deutlich im anterioren Teil des pharyngea-
len Endoderms, knapp unterhalb des ersten Branchialbogens, auf Hohe des zweiten Branchialbo-
gens zu erkennen (s. Abb. I1.2). Die im ersten Durchgang selektierten Bilder wurden nun noch
einmal sorgfiltig auf ein eindeutig positives Signal in der beschriebenen Lage gepriift. Bilder mit
weiter aboral oder am posterioren Teil des Endoderms gelegenen Signalen, oder mit nicht ein-
deutig positiven Signalen wurden aussortiert. Die ausgewéhlten Kandidaten wurden auf histolo-
gischen Schnitten rehybridisiert. Hierfiir wurden dieselben Sonden, welche fiir die “Whole-

mount“-in-situ-Hybridisierungen* eingesetzt worden waren, verwendet.



Abbildung II.2: Grobe Darstellung einiger Strukturen des 9.5 Tage alten Mausembryos.
Links: Schematische Darstellung aus [49], rechts Expressionsmuster von Nkx2./ auf einem 9.5
Tage alten Mausembryo nach “Whole-mount‘“-in-situ-Hybridisierung. D, Darmrohr, thb, “thy-
roid bud” (Schilddriisenanlage), 1b, “lung bud” (Lungenanlage), tb, “tracheal bud* (Anlage der
Trachea), hb, “hepatic bud*“ (Leberanlage), pb, “pancreatic bud* (Pankreasanlage).

I1.2.3 Histologische Methoden

Fiir die Préparation der Embryonen, das Einbetten in Paraffin, Erstellen von histologischen
Schnitten am Mikrotom und die /n-situ-Hybridisierungen auf histologischen Schnitten wurde das
Protokoll der AG Mundlos (Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin) genutzt (bei-
spielsweise [50]). Fiir den Versuchsablauf Préparation der Embryonen, Einbetten in Tissue-Tek,
Erstellen histologischer Schnitte am Cryotom zur Gewinnung von Schilddriisenzellen mittels
Lasermikrodissektion und anschlieBender RNS-Extraktion wurde das im folgenden beschriebene
Protokoll der einzelnen Abldufe aus unterschiedlichen verdffentlichten Protokollen zusammen-

gestellt [51-57]

I1.2.3.1 Priaparation von Mausembryonen

Nach Exitus durch Genickbruch des Muttertiers wurden Mausembryonen des Stadiums E9.5

(E10.5, E11.5, E12.5, E15.5) pripariert. Dazu wurde der Bauchraum erdffnet, der Uterus entfernt
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und in eiskaltes 1%PBS/DEPC transferiert. Die Embryonen wurden einzeln aus den Uterus-

kammern herausprépariert, alle Eihdute wurden entfernt.

I1.2.3.2 Dehydratation und Fixierung der Mausembryonen

Die Embryonen, die in Paraffin eingebettet werden sollten, wurden iiber Nacht bei 4°C in
4%igem PFA fixiert. Am néchsten Tag wurden sie zweimal in 1x PBS fiir 5-10 min gewaschen.
Danach erfolgte eine Dehydratation per Hand fiir >1 h in 50% EtOH/PBS und fiir >1 h in 70%
EtOH. Fiir die restlichen Dehydratationsschritte wurde ein Entwésserungsautomat mit folgender
Einstellung verwandt: Inkubiert wurden die Embryonen jeweils fiir 90 min in 90% EtOH, 95%
EtOH, 100% EtOH, Ultra Clear und schlieBlich in fliissigem Paraffin.

I1.2.3.3 Einbetten der Embryonen in Paraffin

Das Einbetten der Embryonen in Paraffin erfolgte an einer Einbettstation. Die Embryonen wur-
den einzeln in Formen mit fliissigem Paraffin gesetzt und nach Bedarf ausgerichtet. Zum Aus-
hirten des Paraffins wurden die Formen anschlieBend auf die in der Einbettstation integrierte
Kalteplatte gestellt. Die erkalteten Paraffinblocke konnten dann aus den Formen entnommen und

sofort weiterverarbeitet oder bei 4°C aufbewahrt werden.

I1.2.3.4 Einbetten der Embryonen in Tissue-Tek

Direkt nach Prdparation wurden die Embryonen in eine Metallform mit bei Raumtemperatur
flissigem OCT Tissue-Tek® {iiberfiihrt und nach Bedarf in verschiedenen Ebenen ausgerichtet.
Auf Trockeneis wurden das Einbettmedium und die Embryonen zum Erkalten und Aushérten

gebracht. Die Blocke wurden bei -80°C gelagert.

I1.2.3.5 Anfertigung histologischer Schnitte am Mikrotom

Die Erstellung histologischer Schnitte aus den in Paraffin eingebetteten Embryonen erfolgte mit
Hilfe eines Mikrotoms. Es wurden 7 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden aus dem Was-
serbad heraus auf speziell beschichtete Objekttriger aufgezogen und auf einer Heizplatte bei
60°C 1-2 h und iiber Nacht bei 37°C getrocknet. Danach erfolgte die Lagerung der Schnitte fiir

bis zu vier Wochen bei 4°C.
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I1.2.3.6 Anfertigung histologischer Schnitte am Cryotom

Histologische Schnitte aus den in OCT Tissue-Tek® eingebetteten Embryonen wurden mit Hilfe
eines Cryotoms angefertigt. Alle Gerdte und eingesetzten Objekttriger mussten zuvor mit RNase
Zap behandelt werden, um ein RNase-freies Arbeiten zu sichern. Die speziell fiir die spétere La-
sermikrodissektion eingesetzten membranbeschichteten Objekttrager mussten nach Produktanlei-
tung etwa 30 min unter einer UV-Lampe trocknen, bevor sie verwendet werden konnten. Es
wurde bei Temperaturen von -11°C (Gewebe) und -13°C (Messer) gearbeitet. Die 10 um dicken
Schnitte wurden abwechselnd auf membranbeschichtete Objekttrager gezogen, die dann im Cry-
otom bei -20°C gelagert wurden, und auf solche gezogen, die zur AntikOrperfarbung genutzt
werden konnten und bei Raumtemperatur getrocknet und gelagert wurden. Beschichtete Objekt-
triger wurden, sobald drei Schnitte aufgezogen waren, von -20°C auf Trockeneis, -80°C, iiber-

fiihrt. Die Schnitte wurden eine Nacht bis zur weiteren Bearbeitung bei —80°C gelagert.

11.2.3.7 Fiarbung histologischer Schnitte mit Himatoxylin

Zur Orientierung unter dem Mikroskop bei der Lasermikrodissektion wurden die am Cryotom
angefertigten Schnitte kurz geférbt. Hierzu wurden die bei -80°C gelagerten Schnitte in -20°C
kalten 75%-EtOH {iberfiihrt. Nach zwei Minuten erfolgte die Farbung bei Raumtemperatur. Auf
jeden Objekttrager wurden 300 pl Hamatoxylin pipettiert und fiir einige Sekunden dort belassen.
Die Objekttrager wurden anschlieBend noch einmal kurz in 75% EtOH-Lsung und dann 30 s in
100% EtOH-Losung eingetaucht. Nachdem die Objekttriger bei Raumtemperatur getrocknet
waren, konnten die Schnitte bis zur weiteren Bearbeitung hochstens eine Woche in einer Box mit
frischem Silicagel, dunkel, staubfrei und trocken bei Raumtemperatur gelagert werden. Es war in

allen Schritten darauf zu achten, dass RNase-frei gearbeitet wurde.

11.2.3.8 Nkx2.1-Antikorperfirbung

Zur besseren Darstellung der Schilddriisenanlage im frithen Stadium E9.5, wurde eine Antikor-
perfarbung auf histologischen Mausembryoschnitten durchgefiihrt. Dafiir wurde ein Nkx2.1-
Antikorper (Anti-mouse-TTF1-Antibody, Dako) benutzt. Es wurde das ,,Animal research kit*
(Dako) verwendet und alle Reaktionsschritte gemél des beiliegenden Protokolls bearbeitet. Am

Schluss erfolgte das Deckeln mit einem Medium auf Wasserbasis.
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I1.2.4 Molekularbiologische Methoden

I1.2.4.1 Gewinnung embryonaler RNS aus Schilddriisenvorlauferzellen der Maus

Zur Bestitigung der Expression einzelner Gene in der Schilddriisenanlage wurde ein RT-PCR
Ansatz mit isolierten Schilddriisenvorlduferzellen gewahlt. Hierzu wurde RNS aus mittels La-
sermikrodissektion (s. Kapitel 11.2.6) gewonnenen Schilddriisenvorlduferzellen extrahiert, um
anschlieBend mit Hilfe der PCR die gewiinschten Sequenzen nachweisen zu kénnen. Die in 14 pl
RLTbuffer/B-Mercaptoethanol aufgefangenen Zellen wurden mit Hilfe des Vortex gemischt und
kurz zentrifugiert. Es wurden teilweise Zellen aus mehreren Embryonen fiir die RNS-Isolation
gemischt, um die Ausbeute an Nukleinsduren zu vergroBern. Die Isolation erfolgte nach Anga-
ben des Protokolls RNeasy Microkit (Qiagen). RNS wurde in 14 pl DEPC-H,O eluiert und bei -
80°C autbewahrt.

I1.2.4.2 Reverse Transkription

Um RNS aus Schilddriisenvorlduferzellen in der PCR einsetzen zu kénnen, musste die RNS vor-
her in cDNS umgeschrieben werden. Dies erfolgte nach dem Protokoll des Reaktionskits Sen-
siscript (Qiagen). Es wurden je nach Konzentration 1-4 ul RNS eingesetzt. cDNS konnte bei 4°C

oder langer bei -20°C aufbewahrt werden.

11.2.4.3 Polymerasekettenreaktion

Zur exponentiellen Amplifikation ausgewihlter DNS-Fragmente wurde die Polymerasekettenre-
aktion (PCR) unter Verwendung zweier sequenzspezifischer Oligonukleotid-Primer sowie einer
thermostabilen DNS-Polymerase (TAQ) durchgefiihrt [58]. Der Amplifikations-Zyklus wurde
30-40x wiederholt. Folgende PCR-Programme wurden genutzt, wobei als Vorlage fiir die PCR
c¢DNS aus embryonalen Schilddriisenvorlduferzellen E9.5 (Nkx2.1, Hiplr), aus dem, die Schild-
driisenanlage umgebenden Gewebe E9.5 (Nkx2.1, Hiplr) und aus ganzem Embryo E9.5 (Hipl)

verwendet wurden.
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Tabellen I1.1-11.6 PCR-Bedingungen fiir Nkx2. /-, HipIr- und HipI-PCR-Programme

Nkx2.1-PCR

Ansatz

10X PCR-Puffer

MgCl, (1,5 mM)

Betain 1 M

dNTPs (1,25 mM)

F(orward)-Primer mNkx2.1 (50 uM)
R(everse)-Primer mNkx2.1 (50 uM)
TAQ-Polymerase (Mango Taq 1 U/ul)
H,O

cDNS (50-100 pg/ml)

5,0 pl
1,5 ul
10,0 pl
0,5 ul
2,5 ul
2,5 ul
1,0 pl
25,0 ul
2,0 ul

Gesamtvolumen

Hiplr-PCR

Ansatz

50,0 ul

Cycler-Programm

10X PCR-Puffer

MgCl, (1,5 mM)

dNTPs (1,25 mM)

F(orward)-Primer Hip1r mouse (50 uM)
R(everse)-Primer Hip1r mouse (50 uM)
TAQ-Polymerase (Mango Taq 1 U/ul)
H,O

cDNS (50-100 pg/ml)

2,5 ul
0,75 ul
0,25 pl
0,25 pl
0,25 pl
0,5 ul
19,5 ul
1,0 ul

Gesamtvolumen

PCR-Programm fiir die Sondenherstellung

25,0 ul

Hipl

Ansatz

10X PCR-Puffer 2,5 ul
MgCl, (1,5 mM) 0,75 ul
dNTPs (1,25 mM) 0,25 ul
F(orward)-Primer mHip1 (50 uM) 0,25 pl
R(everse)-Primer mHip1 (50 pM) 0,25 ul
TAQ-Polymerase (Mango Taq 1 U/ul) 0,5 ul
H,O 19,5 ul
c¢DNS (50-100 pg/ml) 1,0 pl
Gesamtvolumen 25,0 ul
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95°C 2:00 min
95°C 0:30 min
60,6°C 0:30 min
72°C 1:30 min
72°C 8:00 min
4°C 0
Cycler-Programm
95°C 2:00 min
95°C 0:30 min
60°C 1:30 min
72°C 1:30 min
72°C 8:00 min
4°C 0
Cycler-Programm
95°C 2:00 min
95°C 0:30 min
58°C 1:30 min
72°C 1:30 min
72°C 8:00 min
4°C 0




PCR-Programm fiir die Sondenherstellung aus Plasmid Vektoren

Hiplr, Hspbl, Kdr, Lphn2, Msx1, Ss18, Txnip, Slc34a2, Pvrll, Hhex

Als Matrize fiir die PCR diente in einen Plasmid-Vektor einklonierte cDNS. Plasmide mit fertig
einklonierter cDNS, sowie das weiterfilhrende Protokoll wurden freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. Herrmann (Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin) zur Verfiigung ge-
stellt.[59] Die Sequenz der cDNS stellte jeweils einen Ausschnitt der Sequenz des Genes, wel-
ches mit der Sonde spéter detektiert werden sollte, dar. Es handelte sich um dieselben Sequen-
zen, die auch zur Erstellung der “Whole-mount“-in-situ-Hybridisierungs-Datenbank genutzt
wurden. Die Primer waren im Vektor so gelegt, dass die Amplifikate an beiden Enden um die
Sequenz der Promotoren fiir die Transkription verldngert wurden. Abhéngig von den Vektoren
und den dazugehorigen Primerpaaren wurde in PCR-Programmen die “Annealing“-Temperatur

variiert (L2/US5: 65°C, Lion-3sp6/Lion-5: 56°C, RZPD-M13for/rev: 68°C).

Tabellen I1.7 und II.8 Bedingungen fiir PCR-Programme aus Plasmid Vektoren

Ansatz Cycler-Programm

10X PCR-Puffer 5,0 ul 94°C 3:15 min
MgCl, (1,5 mM) 1,5 ul 95°C 0:45 min
dNTPs (1,25 mM) 0,5 pl 56 (65, 68)°C 0:45 min
F(orward)-Primer (100 pM) 0,25 pl 72°C 4:00 min
R(everse)-Primer (100 uM) 0,25 pl 72°C 4:00 min
TAQ-Polymerase (Mango Taq 1 U/ul) 0,5 pl 4°C 0

H,0 41,0 pl

Plasmid (50/500 pg) 1,0 ul

Gesamtvolumen 50,0 ul

11.2.4.4 Sequenzierung

Sequenziert wurden PCR-Produkte und Sequenzen in Plasmiden, um die Orientierung des “Inse-
rts* zur spdteren Erstellung von anti-sense-RNS-Sonden zu bestimmen. PCR-Produkte, je 8 pl,
wurden zunédchst zur Aufreinigung einem Verdau mit 0,18ul Exo I (Exonuclease) und 0,32 pl
SAP (shrimp alkaline phospatase) unterzogen. Danach folgte die eigentliche Sequenzreaktion,
eine PCR mit nur einem Primer und farblich markierten Nukleotiden. Fiir Ansédtze mit Plasmiden
wurden je nach Plasmid m13F/R, Lion-5/-3sp6, U5/L2, RZPD-M13for/-M13rev Primer benutzt,
in allen tlibrigen Ansétzen kamen die jeweiligen PCR-Primer in verdiinnter Form (5 uM) zum

Einsatz. Als Matrize dienten die aufgereinigten PCR-Produkte oder Plasmide.
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Tabellen I1.9 und II.10 Bedingungen fiir Sequenzreaktions-PCR-Programme

Ansatz Cycler-Programm (30 Zyklen)
BigDye-Sequenziermix (Applied | 4,0 ul 95°C 1:00 min
Biosystems)

F(orward)-Primer (5 puM) oder 1,0 ul 95°C 0:30 min
R(everse) -Primer (5 pM) 55°C 0:15 min
H,0 3,0 ul 72°C 4:00 min
Exol-SAP-PCR-Ansatz/ linearisier- | 3,0 ul 4°C o0

tes Plasmid

Gesamtvolumen 11,0pul

Nach der Sequenzreaktions-PCR wurden die Produkte mit Zusatz von 2 ul 1,5 M Natriumacetat
(pH 5,5) und 20 pl 100% EtOH durch Zentrifugation (30 min bei 10500 rpm und 4°C) ausgefillt.
Die Fliissigkeit wurde im Anschluss abgesaugt und das Pellet mit 100ul 70% EtOH gewaschen,
sowie noch einmal 15 min zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde abgesaugt und das Pellet 3 min
bei 95°C getrocknet.

Resuspendiert wurde in 10 ul HCLP-H,O. Die Erstellung der Sequenzen erfolgte mit dem ABI
3130 Genetic Analyzer.

I1.2.4.5 Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese in Agarosegelen (je nach erwarteter Grof3e der Fragmente 1-4% Agarose in
1x TAE-Puffer) diente der Auftrennung von DNS-Fragmenten, sowie der Darstellung von RNS
zur Bestdtigung der In-vitro-Transkription. Zur Visualisierung der Fragmentlingen wurde den
Gelen Ethidiumbromid (4 ul pro 100 ml 1x TAE) zugesetzt. Erhdrtete Gele wurden in mit 1x
TAE-Puffer gefiillte Horizontalkammern {tberfiihrt. 5-10 pl des PCR-Produktes oder der
transkribierten RNS wurden zusammen mit 1-2 pl PCR-Ladepuffer in die Geltaschen einge-
bracht. Bei Einsatz von Mango-Puffer in der PCR wurde kein Ladepuffer verwendet. Es wurde
eine Spannung von 80—120 V angebracht. Als GroBenstandard wurde eine 1 kb-DNA-Leiter
mitgefiihrt.

Das Ergebnis wurde mit dem Geldokumentationssystem festgehalten.

I1.2.4.6 Photometermessung

DNS- und RNS-Konzentrationen wurden mit Hilfe eines Photometers gemessen. Es wurden je

2 ul der betreffenden Probe in 98 pl H,O gegen 100 pl einer reinen H,O-Probe (Nullwert) ge-
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messen. Die gemessenen Werte der DNS-Konzentrationen lagen etwa zwischen 700-800 pg/ml,

fiir RNS etwa zwischen 500-600 pg/ml.

11.2.4.7 Qualititsmessung von RNS

Fiir die RNS-Qualitditsmessungen wurden das Agilent 2100 Bioanalyzer System und das Agilent
RNA 6000 Pico Kit genutzt. Mit Hilfe dieses Systems wird farbmarkierte RNS durch Elektro-
phorese aufgetrennt und die Fluoreszenz der RNS gegen die Zeit gemessen. Es wurde dafiir RNS
nach Protokoll (Agilent RNA 6000 Pico Kit Quick Start Guide) mit einem Farbstoff markiert
und auf die dafiir vorgesehenen Pico-Chips aufgetragen. Ein Pico-Chip hat mehrere Kanéle, wo-
bei 11 verschiedene Proben und eine ,,Leiter* mit den GroBenstandards geladen werden konnten.
Ein Chip wurde in die Bioanalyzer-Kammer eingelegt und die Messung gestartet. Durch eine
Spannung wird jede einzelne RNS-Probe elektrophoretisch aufgetrennt und wandert dabei durch
Mikrokanile, wobei die Menge an Fluorenszenz iiber die Zeit gemessen wird und in einem
Elektropherogramm (s. Abb. II.1) dargestellt wird. Anhand des Elektropherogramms lassen sich
die Quantitdt und die Qualitit der RNS nach bestimmten Kriterien ablesen. Der RIN (“RNA in-
tegrity number*) Algorithmus besagt wie gut die Qualitdt der gemessenen RNS ist. Eine RIN
von 10 gilt als hochste, 1 als niedrigste Qualititsstufe. Beurteilt wird dies unter anderem mit Hil-
fe eines Quotienten der ribosomalen Einheiten 18S zu 28S und anhand des Hintergrundrau-
schens zwischen den Peaks.[60] Je nach spidterer Verwendung kann RNS verschiedener Quali-
tatsstufen ausgewdhlt werden. Fiir eine PCR ist beispielsweise eine RIN von etwa 6 einsetz-

bar.[61]
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Abbildung I1.3: In Abbildungen II.1 A und B sind Beispiele fiir RNS-Elektropherogramme
des Agilent 2100 Bioanalyzer Systems dargestellt.[60] (A) Die anhand der Kurve ablesbare
RNS-Qualitdt der gemessenen Probe erhélt die beste Integritdtsnummer RIN 10. (B) Das darge-
stellte Elektropherogramm spiegelt degradierte RNS in der gemessenen Probe wider. Anhand der
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Kurve wird der RNS-Qualitit die Integritdtsnummer RIN 3 zugeordnet. Mit Hilfe dieses Systems
wurde die Qualitit selbst erstellter RNS-Proben beurteilt.

11.2.4.8 DNS-Aufreinigung aus PCR-Gelen

Die HipI-PCR-Produkte aus verschiedenen Ansdtzen wurden zur Sondenherstellung gepoolt und
aufgereinigt. Dazu wurden die Banden aus drei verschiedenen PCR-Ansdtzen aus einem Gel
ausgeschnitten. Nach Herstellerangaben des QiaQuick Spin-Kits wurde dann die DNS eluiert

und fiir die Klonierung aufgereinigt.

11.2.4.9 Topo-Klonierung, Transformation und Bakterienanzucht

In Vorbereitung auf die Sondenherstellung wurden aufgereinigte HipI-PCR-Produkte, welche
die fiir die Sonde gewiinschte Nukleotidsequenz aufwiesen, in Plasmide eingebracht. So konnten
die T7-/Sp6-Promotoren fiir die Polymerase, welche DNS in RNS transkribiert, an die Enden des
PCR-Produktes gekoppelt werden.

Zu 4 pl PCR-Produkt wurden 1 pl Vektor-Mix (pCR®2.1-Vektor und TOPO-Isomerase) und
1 ul Salzldsung gegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Transformation wurden
die Vektoren und E.-coli-Bakterien (Topl0, TOPO TA Cloning Kit) 30 min auf Eis gestellt.
Bakterien wurden dann 45 min bei 37°C in 200 ul S.0.C.-Medium geschiittelt und zur Anzucht
auf mit x-Gal bestrichene LBamp-Agar-Platten aufgetragen und iiber Nacht in einem 37°C-
Brutschrank bebriitet. Der verwendete Vektor zeichnet sich zum einen durch eine Ampicillin-
Resistenz und zum anderen durch das LacZ-Gen aus. Wird der Vektor von Bakterien aufge-
nommen, welche in Medien mit Ampicillin wachsen, iiberleben diese, dank der vom Vektor ko-
dierten Ampicillin-Resistenz. Durch das eingebaute LacZ-Gen kénnen solche Bakterienkolonien
identifiziert werden, welche Vektoren mit einklonierter DNS-Sequenz aufgenommen haben. Die
hinzugefiigte DNS wird in den Vektor vor das LacZ-Gen kloniert, welches dann nicht mehr ab-
gelesen werden kann. Bakterien mit solchen Vektoren verlieren die Fahigkeit, x-Gal zu ver-
stoffwechseln. Diese Kolonien erscheinen weil3.

Zur weiteren Amplifikation und Plasmidpréparation wurden weifle Kolonien gepickt, mit 4 ml
(fir Minipréparation) / 150 ml (fiir Maxipraparation) LBamp-Medium angeimpft und iiber Nacht

bei 37°C in einem Schittler inkubiert.
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11.2.4.10 Plasmidpriparation

Je nach geforderter Plasmidmenge wurde zur Isolation der Plasmide eine Minipriparation aus

4 ml oder eine Maxipréparation aus 150 ml angeimpftem und inkubiertem Medium durchgefiihrt.

Minipréparation und Restriktionsenzymverdau

Die Minipréparation und der Restriktionsenzymverdau wurden im Vorfeld der Maxipriparation
als Kontrolle durchgefiihrt. Die Minipriparation erfolgte nach dem Standardprotokoll des Qiagen
Minipréparationskits.

5 ul der auf diese Art isolierten Plasmide wurden einer einstiindigen Inkubation mit 0.5 pl Eco-
RI-Enzym ausgesetzt. Da pCR®2.1-Vektoren auf beiden Seiten der ,,Cloning-site* eine Restrik-
tionsstelle flir Eco-RI besitzen, konnte das einklonierte DNS-Fragment aus dem Vektor geschnit-
ten werden. Aufgetragen auf ein Agarosegel konnte abhdngig von der GroBe des “Inserts® be-

stimmt werden, ob es sich um das erwartete Fragment handelte.

Maxipraparation
Nach Bestitigung der erwarteten Klonierung wurden grof3ere Mengen Plasmid nach Hersteller-

angaben des Qiagen Reaktionskits zur Maxipréparation isoliert.

Linearisierung

Zur Linearisierung wurden in zwei 100 pul Ansétzen jeweils 30 ug Plasmid und 10 pl 10x Rest-
riktionspuffer eingesetzt, 5 pl Eco-RV- oder Spel-Restriktionsenzym hinzugegeben und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Abhdngig von der Restriktionsstelle des jeweiligen Enzyms blieb im
linearisierten Plasmid rechts oder links des Inserts ein Sp6- oder T7-Promotor angehingt. Um in
den Proben enthaltene RNAsen zu zerstoren, wurden die Ansdtze danach 1 h bei 37°C mit je-
weils 1 pl Proteinase K verdaut. Zur Aufreinigung wurden die linearisierten Produkte einer Phe-
nol-Chloroformfallung unterzogen. Dazu wurde zu den Proben 380 pul 10 M Ammoniumacetat
und je 200 pl Phenol und Chloroform hinzugegeben, per Hand geschiittelt und 10 min bei 4°C
und 12000 g zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde dann abgenommen, es wurde erneut Chlo-
roform (200 pl) hinzupipettiert, wieder geschiittelt und 5 min zentrifugiert. Aus der nun entstan-
denen wissrigen Phase folgte die Féllung der DNS mit 350 pl Isopropanol wéhrend einer
30miniitigen Zentrifugation. Das sichtbare Pellet wurde mit 75% EtOH gewaschen, luftgetrock-
net und dann in 14 pl DEPC-H,O0 eluiert. Zur Kontrolle wurde je 1 pl linearisiertes, aufgereinig-
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tes Produkt und 1 pg unverdautes Plasmid auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Aullerdem wurde
eine Photometermessung und Kontroll-Sequenzierung durchgefiihrt.

In den weiteren Schritten (/n-vitro-Transkription) war fiir die Herstellung von “antisense*“-RNS-
Sonden darauf zu achten, dass dasjenige linearisierte Plasmid mit DNS-Fragment eingesetzt

wurde, welches in der Kontroll-Sequenzierung zur Produktion von “antisense*-Fragmenten ge-

fihrt hatte.

I1.2.4.11 In-vitro-Transkription

Es wurden verschiedene Protokolle zur In-vitro-Transkription fiir die Herstellung der Hip I-RNS-
Sonde und fiir die Herstellung der weiteren RNS-Sonden (s. Tab. II.11) verwendet. Bei diesen

Protokollen musste auf ein RNase-freies Arbeiten achtgegeben werden.

Erstellung der Hip 1-Sonde

Zur Erstellung einer Digoxigenin-markierten RNS-Sonde wurde die Transkription geméal3 des
Protokolls des DIG RNA labelling Kit durchgefiihrt. Es wurden 1 pg linearisiertes Plasmid mit
einklonierter Hip! cDNS sowie 2 pl SP6-Polymerase eingesetzt. Abweichend vom Standardpro-
tokoll wurde dem Ansatz zusétzlich 1 pul RNase-Inhibitor beigefiigt. Zur Aufreinigung wurde die
Probe zunéchst mit DEPC-H,0 auf 75 ul aufgefiillt. Es erfolgte die Fallung der gelabelten RNS
mittels 10 ul 4 M Lithiumchlorid und 300 pl 100% EtOH bei 80°C und einer Inkubationszeit
von 30 min sowie einer darauf folgenden 20miniitigen Zentrifugation (4°C, 13000 rpm). Das
entstandene Pellet wurde in 75% EtOH gewaschen und danach in 100 ul DEPC-H,0 resuspen-
diert. 5 pl der fertig gestellten Sonde wurden auf ein 1% Agarosegel aufgetragen, der Rest wurde

bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.

Erstellung weiterer RNS-Sonden

Es wurde das Protokoll zur Herstellung von Digoxigenin-gelabelten RNS-Sonden der Arbeits-
gruppe Herrmann (Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, Berlin) verwendet.

Zu 9 pl PCR-Produkt (s. PCR-Programm fiir die Sondenherstellung aus Plasmid Vektoren; Tab.
11.7-11.8) wurden 20,55 ul In-vitro-Transkriptionspuffer und 0,45 pl T7-Polymerase (30 u/ul) zur
Erstellung der Antisense-Sequenz hinzugegeben. Die Transkriptionsreaktion erfolgte in 2,5 h,
bei 40°C und wurde anschlieend einer Inkubation mit 1 pl DNase (10 u/pl) fiir 15 min bei 37°C
unterzogen. Die Aufreinigung erfolgte mit 1,2 ul Glycogen und 12 ul Ammoniumacetat. Es

wurden jedem Ansatz auflerdem 150 pl 100% EtOH hinzugefiigt und 30 min bei 4°C und
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14.000 rpm zentrifugiert. Nach dem Waschen mit 150 pul 70% EtOH und Trocknen des Pellets

wurde dieses in 100 ul DEPC-H,O resuspendiert. Es wurden 5 pl der fertiggestellten Sonde zur

Kontrolle auf ein Agarosegel aufgetragen und der Rest bei -80°C aufbewahrt.

RNS-Sonden

Tabelle 11.11 Es ist eine Ubersicht iiber alle zur Anwendung gekommenen RNS-Sonden

dargestellt. Mit den Nummern unter den Gennamen werden die offiziellen NCBI —Sequenzen

angegeben (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Auf diesen Sequenzen basierend wurde die Lage der ein-

zelnen Sonden-Produkte mit Hilfe der Funktion ,,Blat“ des UCSC Genome Browsers

(http://genome.ucsc.edu/) bestimmt, oder die von der AG Herrmann angegebene Sondenlage

aufgefiihrt.

Produktldange

Sonde (ohne Introns)

Produktlage

Vektor (Vektor-Primer)

RNS-

Polymerase

Hhex-rs2  (=Hhex, J| 244bp 37505572- pBluescript Lion T7
NM_008245) 37505816 (Lion-5/-3sp6)

Hiplr 356bp 124449541- pSV-sportl (L2/U5) T7
(NM_145070.2) 124450259

Hipl 483bp 135905035- pCR®2.1-Vektor Sp6
(NM_146001) 135900751 (MI13F/R)

Hspbl 357bp 136364944- pSV-sportl (L2/U5) T7
(NM_013560) 136365430

Kdr 418bp 76328861- pSV-sportl (L2/US) T7
(NM _010612) 76329278

Lphn2 485bp 148521730- pSV-sportl (L2/U5) T7
(NM_001081298) 148513927

Msx1 869bp 38109151- pSV-sportl (L2/US) T7
(NM_010835) 38112187

Pvrll 308bp Genaue Lage | pSV-sportl (L2/U5) T7
o212 i e

Slc34a2 891bp 53359021- pT7T3D-Pacl T7
(NM_011402) 53359912 (RZPD-M13for/-rev)
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Ss18 961bp 14770264- pSV-sportl (L2/US) T7
(NM._009280) 14769303
Txnip 1022bp 96645649- pSV-sportl (L2/U5) T7
(NM._001009935) 96646671

I1.2.5 In-situ-Hybridisierung

I1.2.5.1 Schnitt-in-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung ist ein Verfahren, mit dem Nukleinsduren, in unserem Falle mRNS,
gewebespezifisch nachgewiesen werden konnen. Dazu wird eine markierte, aus Nukleinsduren
kiinstlich hergestellte Sonde an die nachzuweisende Nukleinsdure hybridisiert.[62]

Das Protokoll fiir die /n-situ-Hybridisierung wurde freundlicherweise von der AG Mundlos

(Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, Berlin) zur Verfiigung gestellt.

Hybridisierung

Zunéchst wurden die histologischen Schnitte deparaffinisiert. Daflir wurden sie eine Stunde bei
60°C auf eine Heizplatte gelegt und danach 2x15 min in Ultra Clear gewaschen. Danach erfolgte
die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe: 2x10 min 100%EtOH, je 5 min
75%EtOH/DEPC, 50%EtOH/PBS, 25%EtOH/PBS, 2x5 min 1xPBS/DEPC. Die Schnitte wurden
dann jeweils 10 min in 4%iges PFA/PBS und in Proteinase K (1,5 pg/ml in 1xPBS) und 5 min
noch einmal in 4%iges PFA/PBS gelegt. Zwischen allen drei Schritten wurde mehrfach in PBT
gewaschen.

Die Acetylierung erfolgte in TEA (0,1 M) und Essigsdureanhydrid (500 pl) in DEPC-H,0. Nach
mehrmals wiederholten PBT-Waschschritten, wurden die Schnitte mit jeweils 100 ul vorge-
wirmtem Hybridisierungspuffer fiir 1-4 h bei 65°C préhybridisiert. Danach erfolgte die Hybridi-
sierungsreaktion iiber Nacht. Hierzu wurde je 1 pl einer DIG-gelabelten-RNS-Sonde in 150 pl
Hybridisierungspuffer auf die Schnitte gegeben und die Schnitte danach in einer lichtundurchlis-

sigen Box iiber Nacht in einen 65°C heiflen Ofen gestellt.
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Bindung des Antikorpers an die DIG-gelabelte-RNS-Sonde

Am néchsten Tag wurden die Schnitte in 50%Formamid/1xSSC fiir 30 min bei 65°C gewaschen
und danach 30 min bei 37°C einer RNase (RNase A, 20 ng/ml) ausgesetzt. Es folgten wieder drei
Waschschritte bei 65°C je 20 min in 2x, 0,2x und nochmals 0,2x SSC. Die Antikorper-
Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 4°C in einer lichtundurchlédssigen Box mit a-DIG-Antikorper
(Fab-Fragmente 1:2500) in 5% HISS/MABT.

Farbung

Durch den Zusatz der Reagenzien NBT/BCIP kann die an den a-DIG-Antikorper gebundene
Alkalische Phosphatase einen Farbstoff umsetzen, der dann kovalent im betroffenen Gewebe
gebunden bleibt. Das heif3t, es werden nur die Zellen angeférbt, in denen die gesuchte RNS ex-
primiert wird.

Fiir diese Farbung wurden die Schnitte am dritten Tag zunichst einige Male in MABT gewa-
schen und danach in einer Losung von je 70 pl NBT und BCIP und 200 ml NTMT-Puffer in ei-
ner dunklen Box bei Raumtemperatur etwa 2-5 Tage geschwenkt, bis ein Farbsignal zu sehen

war.

11.2.5.2 “Whole-mount“-in-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung aller in der Datenbank befindlichen Gene auf ganzen Mausembryo-
nen wurde von Mitarbeitern der Abteilung Herrmann durchgefiihrt (Max-Planck-Institut fiir Mo-
lekulare Genetik, Berlin).[48]

Die Hipl-“Whole-mount“-in-situ-Hybridisierung wurde freundlicherweise von Pamela
Schrumpf durchgefiihrt (Institut fiir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie, Charité Berlin).

Dazu wurde die selbsthergestellte Hip/-Sonde verwendet.

11.2.6 Lasermikrodissektion

Die Lasermikrodissektion (LMD) ist ein Verfahren, bei der Zellen aus histologischen Schnitten
extrahiert werden und in Laborréhrchen gesammelt werden, um beispielsweise Expressionsprofi-
le einzelner Zellpopulationen erstellen zu konnen.[51] Unter dem Mikroskop eingestellte Aus-
schnitte werden auf einem angeschlossenen Computerbildschirm sichtbar und kénnen auf diesem

markiert werden. Ein in das Mikroskop eingebauter Laser schneidet dann die markierten Zellen
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aus und ,,schiefit* diese in den Deckel eines in der dafiir vorgesehenen Halterung héngenden

Laborrohrchens.

,geschossenes”
Gewebe Auffanggefaly

Laser

Abbildung II.2 stellt eine schematische Zeichnung zum besseren Verstindnis der Laser-
mikrodissektion dar. Der Laserstrahl trifft von unten auf den Objekttrager mit aufgezogenen
histologischen Schnitten. Durch die Energie des Lasers werden die markierten Zellen ausge-

schnitten und in das Auffanggefil} ,,geschossen®.

Im Falle dieser Arbeit sollten Schilddriisenvorldauferzellen und Gewebe, welches die Schilddrii-
senanlage umgibt, extrahiert werden, um daraus spezifische mRNS zu gewinnen. Zunichst wur-
den alle Schnitte, auf denen die Schilddriisenvorlduferregion mit Hilfe von Nkx2.1-Antikorper-
Féarbungen markiert worden waren, in 10facher und 40facher VergroBerung unter dem Mikro-
skop fotografiert. Der spdtere Vergleich mit diesen Bildern verhalf zur Orientierung bei der Su-
che nach den relevanten Strukturen auf den Schnitten, welche fiir die LMD vorgesehen waren.
Wie oben beschrieben, wurden die Schnitte eines Embryos immer abwechselnd auf spezielle
LMD-Objekttrager aufgezogen oder der Antikdrperfarbung unterzogen. So konnten immer zwei

direkt aufeinander folgende Schnitte verglichen werden. (Abb.11.4)
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Abbildung I1.4 Dargestellt sind zwei direkt aufeinander folgende am Cryotom angefertigte
histologische Schnitte eines Mausembryos (E9.5) in 10facher Vergriéflerung. (A) Anti-
Nkx2.1-Antikorperfarbung. Durch den Pfeil sind angefarbte Zellen markiert, es handelt sich um
Schilddriisenvorlduferzellen. (B) Himatoxylin-Farbung. Durch den Pfeil ist die Region markiert,
in welcher Bild (A) zufolge die Schilddriisenanlage zu erwarten ist. Auf diese Weise wurden alle

Schnitte beurteilt, bevor Schilddriisenvorlduferzellen ausgeschnitten wurden.

Nachdem ein Schnitt mit Schilddriisenanlage identifiziert war, wurden an einem weiter entfern-
ten Gewebe desselben Schnittes die Parameter Laserenergy und Laserpower eingestellt und ein
Probeschnitt gemacht. Es wurde in 40facher Vergroferung im Modus ,,RoboLPC* gearbeitet.
Erst wenn der Probeschnitt exakt, ohne viel umliegendes Gewebe zu zerstoren, ausfiel, wurde
die relevante Struktur unter dem Mikroskop und auf dem Bildschirm eingestellt und mit Hilfe
der Option ,,Freihandzeichnen* umrandet. In den Deckel eines 0,5 ml Rohrchens wurde dann 7
ul RLTbuffer/B-Mercaptoethanol (RNeasy-Microkit, Qiagen) gefiillt und dieses gedffnet in die
Halterung eingespannt. Das Rohrchen musste so ausgerichtet werden, dass der Deckel mit der
geoffneten Seite iiber dem zu bearbeitenden Schnitt hing (Abb. I1.2). Hierbei wurde der Laser
durch den Computer gesteuert, so dass er exakt an der gemalten Linie entlang schnitt, und der
ausgeschnittene Teil in das Rohrchen ,,geschossen® wurde. Ein Rohrchen konnte fiir 3-4 Schnitte
genutzt werden und wurde bis zur weiteren Verarbeitung mit 7 pl RLTbuffer/B-Mercaptoethanol
(RNeasy-Microkit) aufgefiillt und bei Raumtemperatur gelagert. Die RNS-Isolation wurde sofort
nach der LMD durchgefiihrt, um den Verlust der instabilen Nukleinsduren so gering wie moglich

zu halten.
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Abbildung ILS5 In dieser Abbildung ist der Ablauf der Lasermikrodissektion (LMD) am
Beispiel von 40fachen Ausschnittsvergrofierungen der Bilder aus Abb. I1.4 dargestellt. (A)
Es sind die mittels einer Anti-Nkx2.1-Antikorperfarbung angefirbten Schilddriisenvorliuferzel-
len zu sehen. (B) Die Region der Schilddriisenanlage ist mit Hilfe der Funktion ,,Freihandzeich-
nen‘ umrandet. (C) Die markierte Region ist mittels LMD entfernt worden, es ist nur noch um-

gebendes Gewebe zu sehen.

I1.7 Photoarbeiten

Die Photos der histologischen Schnitte wurden unter dem Leica DMR HC Durchlichtmikroskop
mit der Zeiss HRc, MRc5 Digitalkamera aufgenommen. Fiir die Photographie wurde die Axiovi-
sion 4.5-Software verwendet. Bilder, welche unter dem Lasermikroskop aufgenommen wurden,
wurden mit der zum Mikroskop gehdrenden Digitalkamera photographiert.

Die Geldokumentation erfolgte mit Hilfe des EASY Win 32-Systems.
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III Ergebnisse

II1.1 “Screening* der In-situ-Hybridisierungsdatenbank

Ziel dieser Arbeit war es, weitere Gene, welche eine Rolle in der frithen Schilddriisenentwick-
lung spielen, zu identifizieren. Ausgehend von der Annahme, dass die spezifische Expression
eines Gens in einer Organanlage einen Hinweis auf eine spezielle Funktion dieses Gens in der
Embryogenese des Organs gibt, wurde das “Screening® von verschiedenen Expressionsmustern
in einer /n-situ-Hybridisierungsdatenbank zur Bearbeitung der Fragestellung gewihlt.

Die von uns genutzte Datenbank enthielt zum Zeitpunkt der Auswertung Bilder von In-situ-
Hybridisierungen etwa 2000 verschiedener Gene auf Mausembryonen E9.5 (Embryonaltag 9.5)
([48] und miindliche Information Dr. M. Werber, Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik,
Berlin). Ein aus der gleichen Perspektive aufgenommenes Bild eines ebenfalls 9.5 Tage alten
Mausembryos wurde nach In-situ-Hybridisierung mit dem bekannten Schilddriisen-
Transkriptionsfaktor Nkx2.1 als Referenzbild eingesetzt. In einem ersten Durchgang wurde nach
vergleichbaren Expressionsmustern gesucht, wobei alle 2000 Bilder neben das Referenzbild ge-
legt wurden und auf ein Farbsignal im pharyngealen Endodermbereich geachtet wurde. Die Gen-
namen waren zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt. Diese erste Auswahl ergab eine Ausbeute von
100 Kandidaten mit einem fraglichen Signal in den Vorlduferzellen der frithen Schilddriisenan-
lage. Diese wurden noch einmal mit dem Referenzbild verglichen, sowie von einer zweiten Per-
son betrachtet. Es wurde nun auf ein eindeutig positives Signal im anterioren Bereich des En-
doderms, knapp unterhalb des ersten Branchialbogens geachtet. Anhand dieser Kriterien wurde
die Auswahl auf 10 verschiedene Expressionsmuster eingegrenzt. Folgende Gene waren ausge-
wéhlt worden: Hhex, Hiplr, Hspbl, Kdr, Lphn2, Msx1, Pvrll, Slc34a2, Ss18 und Txnip (s. Abb.
IIL.1).

II1.2 Rehybridisierung an histologischen Schnitten

Da es sich in der Datenbank um seitliche Aufnahmen ganzer Mausembryonen und nicht um
Léngsschnitte dieser handelte, war es nicht mdglich, zu entscheiden, in welcher Ebene sich das
gesehene Signal befand. Zur genaueren Beurteilung des Expressionsmusters wurden die ausge-
wihlten 10 Gene auf histologischen Querschnitten rehybridisiert. Es wurden die Sonden noch
einmal verwendet, welche auch zur Erstellung der Datenbank zum Einsatz gekommen waren.

Auf den Schnitten konnte das Signal genauer lokalisiert und bestimmten Zellgruppen zugeordnet
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werden. Nach dem “Screening® der Datenbank, war Hhex bereits als bekanntes, in der Schild-
driisenanlage exprimiertes Gen identifiziert worden. Auch die Rehybridisierung auf histologi-
schen Schnitten zeigte, wie erwartet, eine Expression dieses Gens in Schilddriisenvorladuferzellen
(s. Abb. I11.2).

Von den weiteren 9 Kandidaten konnte von 8 Genen eine Expression in der frithen Schilddrii-

senanlage der Maus nicht bestétigt werden. Die Rehybridisierung auf histologischen Schnitten

zeigte entweder ein Expressionsmuster ohne ein Signal in Schilddriisenvorlduferzellen oder ein
ubiquitdres Expressionsmuster ohne deutliches Signal in der Schilddriisenanlage (s. Abb. I11.2).
Die Expression eines der zehn Kandidatengene in den Zellen der friihen Schilddriisenanlage
konnte mittels Rehybridisierung auf histologischen Schnitten bestétigt werden. Es handelt sich
um das Gen Hiplr. Neben der Expression in den Schilddriisenvorlduferzellen konnte eine gerin-
gere Expression, deutlich durch ein weniger intensives Farbsignal, im umgebenden Gewebe de-
tektiert werden (s. Abb. II1.2).

Die anderen bekannten Gene der Schilddriisenanlage (Nkx2.1, Pax$8, Foxel, Nkx2.5, s. Kapitel
.2 und 1.3) waren nicht unter den ausgewahlten Kandidaten. Eine Durchsuchung der Datenbank
nach diesen Genen zum Zeitpunkt der Erstellung der Auswahl ergab, dass keines der genannten
Gene enthalten war. Bei einer neuerlichen Durchsuchung der Online-Version der Datenbank
wurden Bilder flir die Gene Pax8 und Foxel gefunden und wiren wahrscheinlich auch in der
Auswahl der Gene fiir diese Arbeit aufgefallen, da die Bilder ein starkes Farbsignal in der ge-
suchten Region zeigen (http://mamep.molgen.mpg.de/). Die Suche nach Hhex, Nkx2.1 und
Nkx2.5 blieb erfolglos, ob Nkx2.1 und Nkx2.5 tiberhaupt hybridisiert worden, ist nicht bekannt,

warum Hhex, welches fiir diese Arbeit als Positivkontrolle identifiziert wurde, in der Onlinever-

sion nicht auftaucht, ist ebenfalls nicht bekannt.
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Abbildung IIL.1: “Whole-mount“-in-situ-Hybridisierungen auf = Mausembryonen, E9.5
(Embryonaltag 9.5). Durch die Pfeile wird jeweils die Region der Schilddriisenvorlduferzellen
markiert. Gennamen der jeweiligen Sonden sind angegeben. (A) Referenzbild mit einem bekann-

ten Schilddriisenmarkergen. (B) Expressionsmuster der 10 ausgewdhlten Gene mit Farbsignal

und daher moglicher Expression in der Schilddriisenvorlduferzellregion.

,,Positiv-
kontrollen*

Abbildung II1.2: Rehybridisierungen auf histologischen Schnitten von Mausembryonen,
E9.5 (Embryonaltag 9.5). Durch die Pfeile wird jeweils die zu erwartende Position der Schild-
driisenanlage markiert. A, Aortensack, vD, vorderes Darmrohr [63] (A) Referenzhybridisierung,
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Nkx2.1, und Hhex, als bekannter Kandidat identifiziert und somit Positivkontrolle. Beide zeigen
ein deutliches Signal im Bereich der Schilddriisenvorlduferzellen. (B) Hybridisierung mit HipIr,
hier ldsst sich ebenfalls ein Signal im Bereich der Schilddriisenvorlduferzellen erkennen, sowie
ein abgeschwichtes Signal im Umgebungsgewebe. (C) Acht ausgeschlossene Gene, hier findet
sich keine Expression im Bereich der Schilddriisenanlage. Zum Teil zeigen die Gene eine deutli-
che Expression in anderen Geweben (Hspbl, Lphn2) oder eine ubiquitdre, nicht eindeutige Ex-
pression in verschiedenen Geweben. Bei den erkannten Farbsignalen dieser Gene in den “Whole-
mount*“-in-situ-Hybridisierungen handelt es sich um Signale aus direkt an die Schilddriise an-

grenzenden Geweben oder um Uberlagerungen ubiquitirer Signale.

II1.3 Verifikation der HipIr-Expression mittels RT-PCR

Zur Verifikation der in der In-situ-Hybridisierung nachgewiesenen HipIr-Expression in Schild-
driisenvorlduferzellen wurde eine zweite, unabhidngige Methode herangezogen. Es wurde eine
Hip1r-PCR durchgefiihrt. Als Grundlage fiir die RT-PCR diente in cDNS umgeschriebene RNS
aus Schilddriisenvorlduferzellen von Mausembryonen. Im nachfolgenden Diagramm ist die Ge-

winnung der cDNS dargestellt.

Zellen aus Schnitten mit Hilfe der
Lasermikrodissektion extrahieren

l

RNS aus Zellen isolieren

|

Reverse Transkription Abbildung I11.3: Algorithmus ur Gewinnung von
RNS — ¢cDNS
l ¢DNS aus Schilddriisenvorlduferzellen zum Einsatz in

die Hiplr PCR

I11.3.1 Gewinnung einer RNS-Probe mit Hilfe der Lasermikrodissektion

Da gepriift werden sollte, ob Hiplr in Schilddriisenvorlduferzellen exprimiert wird, war es not-

wendig, zundchst RNS aus diesen Zellen zu gewinnen. Ein grofles Problem stellte die RNS-
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Extraktion aus Lasermikrodissektat dar. RNS ist eine empfindliche Nukleinsdure, welche, nach-
dem sie aus den Zellen isoliert worden ist, rasch durch RNAsen degradiert wird. Des Weiteren
sind die Mengen, welche aus wenigen Zellen nach Lasermikrodissektion isoliert werden konnen,
sehr gering. Es konnte schlieSlich nach mehreren Durchgéngen ausreichend intakte RNS isoliert
werden, die zur Reversen Transkription eingesetzt wurde und sich zum Einsatz in der PCR in

intakte cDNS umschreiben liel3 (s. Abb. I11.4).

[FU]

Abbildung II1.4: Nachweis der Integri-

2.0+

Marker

tit der eingesetzten RNS. Diagramm des

Agilent 2100 Bioanalyzer unter Einsatz

1.5+

18S 288

e =

= B pe = P 7 = = on913pg/ ul.

1.0+

von lpl RNS-Probe auf einem “Agilent
RNA 6000 pico chip“. RNS Konzentrati-

0.5+

0.0

I11.3.2 Nachweis von HiplIr mittels PCR

Mit Hilfe einer PCR konnten HipIr-Fragmente in Schilddriisenvorlduferzellen und dem sie um-
gebenden Gewebe aus 9.5 Tage alten Mausembryonen nachgewiesen werden (s. Abb. IIL.5). Als
Grundlage wurde cDNS aus Schilddriisenvorldauferzellen und Umgebungsgewebe im Vergleich
eingesetzt. In einer die Exone 10-16 umspannenden PCR wurden aus den unterschiedlichen Ge-
weben zwei verschieden groe Produkte nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurde eine PCR

ohne cDNS-Zugabe mitgefiihrt.

Abbildung IIL.5: Darstellung eines Agarosegels nach Beladung
mit Produkten aus der HipIr PCR. Hiplr-Fragmente konnten in
— EEEBE beiden PCR-Ansitzen aus Schilddriisenvorlduferzellen (S) und Um-

gebungsgewebe (U) nachgewiesen werden. Die unterschiedlichen

Laufzeiten der Banden weisen auf eine unterschiedliche Linge der
vervielfiltigten Fragmenten hin. Als Marker (M) wurde eine lkb
DNS-Leiter eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde eine PCR ohne ¢cDNS-Zugabe mitgefiihrt
(H20).
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I11.4 “Splice“-Varianten des HipIr-Gens

Das Ergebnis der zwei unterschiedlich grolen Produkt-Fragmente in der Hiplr-PCR sollte im
Weiteren mittels Sequenzierung spezifiziert werden (s. Abb. II1.5). Durch Sequenzierung dieser
groflendifferenten Produkte, konnte gezeigt werden, dass Hiplr gewebespezifische, unterschied-
liche “Splice“-Varianten aufweist. In einem HipIr-PCR-Ansatz, welcher die Exone 10-16 um-
fasst, lie sich aus Umgebungsgewebe der Schilddriise ein kiirzeres Produkt vervielfdltigen als
aus Schilddriisenzellen selbst. Durch die Sequenzierung konnte das Fehlen von Exon 14 im An-

satz der Umgebungszellen gezeigt werden (s. Abb. I11.6).
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Abbildung III.6: Dargestellt sind die Ergebnisse der Sequenzierung der Hiplr-PCR-
Produkte. (A) Es sind die beiden Ausschnitte aus den Sequenzen zu sehen, auf denen die unter-
schiedlichen “Splice“-Stellen deutlich werden. In der oberen Sequenz schlieit sich Exon 13
Exon 14 an, wobei in der unteren Sequenz Exon 14 fehlt und Exon 15 auf 13 folgt. (B) Eine
schematische Darstellung der Mausvariante des Gens Hip/r und der beiden PCR-Produkte mit
thren unterschiedlichen “Splice“~-Varianten. S Schilldriisenvorlduferzellen, U Umgebungsgewe-

be.

II1.5 Expression von Hiplr in verschiedenen Embryonalstadien

In den histologischen In-situ-Hybridisierungen und in RT-PCR-Ansédtzen konnte die Expression
von Hiplr in frihen Schilddriisenvorlduferzellen der 9.5 Tage alten Mausembryonen bestitigt
werden. In weiteren Versuchen sollte das Expressionsverhalten des Hip/r-Gens wihrend der
folgenden Stadien der Embryonalentwicklung der Schilddriise untersucht werden. Dazu wurden
zusdtzlich Schnitthybridisierungen von Mausembryonalstadien E10.5 (Embryonaltag 10.5),
E11.5, E12.5 und E15.5 mit der HipIr-Sonde, sowie der Nkx2.I-Sonde zum Vergleich getestet.

Es zeigte sich ein spezifisches und alternierendes Expressionsmuster von Hip/r im Schilddrii-
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sengewebe wihrend der untersuchten Embryonalstadien. Dabei konnte an Tag E10.5 und E12.5
kein beziehungsweise ein sehr schwaches Signal beobachtet werden. An Tag E12.5 und E15.5
war dann wieder ein deutliches Signal nachweisbar. Die Sequenz dieser Hybridisierungen ist in

Abbildung II1.7 dargestellt.

Abbildung II1.7: Dargestellt ist die Expression von HipIr in Schilddriisengewebe der Maus
wihrend unterschiedlicher Stufen der Embryonalentwicklung (E9.5, E10.5, E11.5, E12.5, E15.5)
in Vergleich zum bekannten Schilddriisenmarkergen Nkx2.1 (obere beiden Reihen). An weiteren
E10.5-Schnitten zeigt sich ein Farbsignal weiter aboral im Endoderm, an weiteren Schnitten des
E11.5-Embryos lassen sich in keinem Gewebe deutliche Farbsignale erkennen (nicht gezeigt).

Die untere Abbildung stammt aus einer Veroffentlichung aus dem Jahre 2004, in welcher die

Expression von HipIr in adultem humanem Schilddriisengewebe beschrieben ist.[64]

I11.6 Hipl Expression in embryonalem Gewebe

Die hohe Homologie und die Uberschneidung verschiedener Funktionen der Gene Hip! und

Hiplr legten nahe, dass das Gen Hip/ ebenfalls in der Schilddriisenanlage exprimiert wird. Des-
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halb wurde die Expression von Hip/ in embryonalem Schilddriisengewebe iiberpriift. Dazu wur-
den “Whole-mount‘“-in-situ-Hybridisierungen auf 9.5 und 10.5 Tage alten Mausembryonen an-
gefertigt, da Hipl nicht in der Hybridisierungsdatenbank zur Verfiigung stand. Es lie} sich eine
ubiquitdre Expression, jedoch keine spezifische Expression von Hip!l in der Schilddriisenvorlédu-
ferregion darstellen (s. Abb. IIL.8). Ob die ubiquitire Expression von Hip/ auch die Schilddrii-

senanlage einschlieft, ist anhand der angefertigten Bilder nicht zu entscheiden.

Abbildung I11.8: Auf den Abbildungen A-C sind Bilder von HipI-“whole-mount*“-in-situ-
Hybridisierungen auf Mausembryonen dargestellt. Durch die roten Pfeile ist jeweils die
Schilddriisenvorlduferzellregion markiert. (A) 9.5 Tage alter Embryo. Eine spezifische Expressi-
on von Hipl in der Schilddriisenanlage ist nicht zu sehen. Viel mehr konnte es sich um eine
ubiquitdre Expression im vorderen Darmrohr handeln. (B) AusschnittsvergroBerung aus A. Der
Befund aus A lésst sich bestdtigen. (C) 10.5 Tage alter Embryo. Es ist keine spezifische Expres-
sion von Hipl in der Schilddriisenanlage zu sehen. Ob die ubiquitidre Expression die Schilddrii-

senanlage mit einschlieft, ist unklar.
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IV Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, weitere Gene, welche eine Rolle in der frithen Schilddriisenentwick-
lung spielen, zu identifizieren. Ausgehend von der Annahme, dass die spezifische Expression
eines Gens in einer Organanlage einen Hinweis auf eine spezielle Funktion dieses Gens in der
Embryogenese des Organs gibt, wurde das “Screening™ von 2000 verschiedenen Expressions-
mustern in einer /n-situ-Hybridisierungsdatenbank zur Bearbeitung der Fragestellung gewéhlt. In
einer Zweistufen-Selektion wurden anhand eines Referenzbildes 10 verschiedene Gene ausge-
wihlt, welche ein Farbsignal als Ausdruck der Expression, in der Region der Schilddriisenanlage
eines 9.5 Tage alten Mausembryos aufwiesen. Mittels Rehybridisierung auf histologischen
Schnitten unter Verwendung der gleichen Sonden, welche auch fiir die Erstellung der Datenbank
eingesetzt worden waren, konnte eine Expression in den Schilddriisenvorlduferzellen fiir zwei
Gene nachgewiesen werden. Eines der beiden Gene ist das bekannte Schilddriisen-Gen Hhex.
Bei dem anderen Gen handelt es sich um HipIr, dessen Expression in der frithen Schilddriisen-
anlage bisher nicht bekannt war. In weiteren Experimenten konnten die Expression von Hiplr
mittels RT-PCR auf der Grundlage von ¢cDNS aus Schilddriisenvorlduferzellen nochmals verifi-
ziert werden. Anhand der Sequenzierung der amplifizierten DNS aus Schilddriisenvorlduferzel-
len und aus umgebendem Gewebe konnten verschiedene “Splice-Varianten® identifiziert werden.
Mittels Schnitthybridisierungen weiterer Mausembryonalstadien konnte ein spezifisches, alter-
nierendes Expressionsmuster von Hip/r im Schilddriisengewebe wéhrend der einzelnen Stadien
nachgewiesen werden. Die “Whole-mount“-in-situ-Hybridisierung des zweiten, der Hipl-
Familie zugehorigen Gens, Hipl, ergab ein ubiquitidres Expressionsmuster in den Stadien E9.5
und E10.5, ohne dass eine genauere Aussage zur Expression in der Schilddriisenanlage moglich

ware.

IV.1 “Screening® der In-situ-Hybridisierungsdatenbank

IV.1.1 Sensitivitit und Spezifitiat der gewahlten Methode

Die genutzte Datenbank enthielt Expressionsdaten einer cDNS-Bibliothek ganzer Mausembryo-
nen des Stadiums E9.5. Neidhardt et. al. beschrieben bereits 2000 in ihrer Arbeit, das Prinzip der
Erstellung dieser Datenbank. Durch eine Filterhybridisierung der cDNS-Klone von 9.5 Tage
alten Mausembryonen gegen cDNS Proben, welche von 12.5 sowie von ebenfalls 9.5 Tage alten

Mausembryonen stammen, konnte eine Anreicherung von unterreprésentierten Klonen erreicht



werden. Hierzu wurden nach der Filterhybridisierung nur die Klone fiir die “Whole-mount“-in-
situ-Hybridisierung ausgewdhlt, die kein oder nur ein schwaches Signal zeigten. Es handelt sich
um Sequenzen von Genen, die spezifisch und nur in wenigen/ kleinen Regionen exprimiert wer-
den.[59] Die von mir genutzte Datenbank ist demnach eine Datenbank, welche im Hinblick da-
rauf konstruiert wurde, auch unterreprésentierte, also beispielsweise nur in einer kleinen Organa-
nlage wie der Schilddriise exprimierte Gene, zu identifizieren und deren Expressionsmuster dar-
zustellen. Zu beriicksichtigen ist, dass ubiquitdr oder in mehreren Organen exprimierte Gene
zum Teil durch die Selektionsmechanismen keinen Eingang in die genutzte Datenbank fanden
und somit moglicherweise Gene, die auler in der Schilddriise in verschiedenen anderen Organen
eine wichtige Rolle spielen, nicht detektiert wurden. Zudem konnten beim Aufbau der Daten-
bank solche Gene nicht abgebildet werden, deren Expression unterhalb der Nachweisgrenze lag.
Weiterhin konnen Fehler des von mir angewandten Screeningverfahrens nicht ausgeschlossen
werden, da nur solche Signale beurteilt werden konnten, welche mit bloBem Auge gesehen wur-
den. Wie in Kapitel 11.2.2 beschrieben, wurde das Expressionsmuster unter den etwa 2000 ver-
fligbaren Bildern ausgewéhlt, ohne dass der Name des Gens bekannt war. Erst im Nachhinein
wurde dem Bild die benutzte Sonde und damit das Gen zugeordnet. Die weiteren Gene, Pax$,
Foxel, Nkx2.1 und Nkx2.5, deren Expression in der Schilddriisenanlage zu dem Zeitpunkt E9.5
bekannt ist, fanden sich nicht unter den 10 ausgewihlten Expressionsmustern. Eine gezielte Su-
che in der Datenbank nach Gennamen nach Abschluss der Auswahl ergab, dass die Datenbank
keine Expressionsmuster dieser Gene enthielt. Es ist anzunehmen, dass diese Gene aufgrund der
oben genannten Einschrinkungen der Methode keinen Eingang in die Datenbank fanden. Es
handelt sich also um eine Datenbank, welche keine vollstindige Abbildung aller zum Zeitpunkt
E9.5 exprimierten Gene enthilt. Die Tatsache, dass Hhex das einzig in der Datenbank enthaltene
bekannte Schilddriisengen ist und dieses ,,blind* identifiziert wurde, beweist allerdings die Sen-

sitivitit der angewandten Screeningmethode. Hhex kann als Positivkontrolle gelten.

IV.1.2 Identifikation zweier, in der friithen Schilddriisenanlage exprimierter
Gene

Durch das ,,Screening” der “Whole-mount*-in-situ-Hybridisierungs-Datenbank mit Expressi-
onsmustern von etwa 2000 Genen konnte auller der Positivkontrolle, Hhex, ein weiteres Gen,
Hiplr, das in der frithen Schilddriisenanlage exprimiert wird, identifiziert werden. Diese Expres-
sion war bisher nicht bekannt und konnte durch weitere Methoden (Re-Hybridisierung auf histo-

logischen Schnitten und PCR/ Sequenzierung) verifiziert werden. In einer Arbeit mit dhnlicher
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Zielsetzung wurden 79 Gene identifiziert, welche im frithen Urogenitaltrakt von Mausembryos
exprimiert werden. [65] Es wurde Mausembryos an Tag E11.5 die Genitalleiste entnommen und
aus diesem Gewebe eine cDNS Bibliothek erstellt. Diese wurde hybridisiert gegen cDNS aus
11.5 Tage alten Mausembryos, welchen man die Genitalleiste vorher entfernt hatte. Dadurch
wurden solche Klone (nicht-hybridisierende) selektiert, die nur in Zellen des Urogenitaltraktes
und nicht im gesamten Embryo vorkommen. Diese wurden fiir die folgenden “Whole-mount*-
in-situ-Hybridisierungen auf Mausembryos an E9.5 eingesetzt. Gene, die im 9.5 Tage alten Mau-
sembryo ein spezifisches Expressionsmuster oder gar keine Expression zeigten, wurden fiir wei-
tere “Whole-mount*-in-situ-Hybridisierungen auf 11.5 und 14.5 Tage alten Mausembryos einge-
setzt. Anhand der auf diese Weise erstellten Bilder wurden Gene mit spezifischen Expressions-
mustern ausgewdhlt. In dieser Arbeit wurde also vor dem ,Screening* der [In-situ-
Hybridisierungsbilder, anders als in meiner Arbeit, bereits eine spezifische Auswahl an Genen
getroffen. Eine derart konzentrierte Vorauswahl verspricht eine groflere Ausbeute an spezifisch
exprimierten Genen in der untersuchten Region. Bereits in der Arbeit von Neidhardt et. al. wird
betont, dass die Wahrscheinlichkeit, spezifisch exprimierte Gene aufzuspiiren, groer ist, wenn
man eine gewebsspezifische cDNS-Bibliothek zu Grunde legt.[59] Aufgrund der geringen Grofie
der Schilddriisenanlage, war es nicht umsetzbar, die Schilddriisenzellen eines 9.5 oder auch 11.5
Tage alten Mausembryos makroskopisch zu entfernen. Mit Hilfe des Lasermikroskops wurden
zwar Schilddriisenvorlduferzellen und umgebendes Gewebe gewonnen. Das Isolieren einer aus-
reichenden Menge und Qualitdt an cDNS aus diesem Material zum Zweck der Erstellung einer
cDNS Bibliothek war jedoch nicht moglich, so dass eine schilddriisenspezifische Datenbank
nicht erstellt werden konnte.

In der oben genannten Arbeit von Wertz et. al. wurden von 3840 cDNS Klonen insgesamt 828
Klone fiir die “Whole-mount‘“-in-situ-Hybridisierung auf 9.5 Tage alten Mausembryos ausge-
wihlt. Davon zeigten 476 eine ubiquitidre Expression, 281 kein Signal und 71 eine spezifische
Expression, davon wiederum 4 im urogenitalen Trakt. In der vorliegenden Arbeit wurden 2 Ge-
ne mit spezifischer Expression in Schilddriisenvorliuferzellen erkannt. Abgesehen davon, dass in
jener Arbeit eine gewebsspezifische Datenbank genutzt wurde, muss beriicksichtigt werden, dass
das zugrunde gelegte Gewebe, Urogenitaltrakt, Vorlduferzellen verschiedener Organanlagen
enthilt (Genitalleiste, Urniere, dorsale Aorta), wobei in dieser Arbeit ausschlieBlich die Schild-
driisenvorlduferzellen und nicht etwa das Endoderm des Vorderdarms einbezogen wurde und
somit eine geringere Ausbeute an Genen zu erwarten war. Die Ausbeute zweier Gene, welche an
Tag E9.5 in der Schilddriise exprimiert sind, entspricht der erwarteten GroBenordnung oder

ibersteigt diese vielleicht sogar, so dass mit der eingesetzten Methode wahrscheinlich nicht viele
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Gene in der Datenbank iibersehen wurden, welche exklusiv zu diesem Zeitpunkt in der Schild-
driise exprimiert werden.

Hinsichtlich der oben genannten 79 Gene, wurden auch solche beriicksichtigt, welche an Tag
E9.5 noch keine Expression zeigten, jedoch an Tag E11.5 oder E14.5. Es ist also wahrschein-
lich, dass durch die Beriicksichtigung spiterer Stadien eine groBere Zahl an Genen hétte erfasst
werden konnen.

In der Arbeit von Neidhardt et. al. zeigten 5,7% von willkiirlich gewihlten Klonen einer cDNS
Bibliothek aus 9,5 Tage alten Mausembryos eine spezifische Expression, mit Hilfe der in Kapitel
IV.1.1 beschriebenen Selektionsmechanismen konnte dieser Anteil auf 17,8% erhoht werden.
Eine grofe Zahl der Gene mit spezifischer Expression zeigte Signale im Neuralrohr und/ oder
Gehirn, Expressionssignale im Darmrohr oder in der Chorda dorsalis waren selten (genaue Zah-
len werden nicht angegeben). [59] Da die Schilddriisenanlage ein kleiner Teil des primitiven
Darmrohrs ist, war also ein sehr geringer Anteil der spezifischen Expressionssignale in der frii-
hen Schilddriisenanlage zu erwarten. Nach miindlichen Aussagen der Arbeitsgruppe Herrmann
waren zum Zeitpunkt des Screenings der Datenbank etwa 2000 verschiedene Gene (nicht Klone)
in der Datenbank enthalten. Der verdffentlichten Zahl von 17,8% nach Selektion spezifisch ex-
primierter Gene zufolge, miissten etwa 356 Gene in der Datenbank eine spezifische Expression
zeigen. In der vorliegenden Arbeit wurde eine schilddriisenspezifische Expression fiir 2 von
2000 vorselektierten Gene nachgewiesen, dies entspricht etwa 7% (2 von 356) der spezifisch
exprimierten Gene. Diese Zahl geht einher mit der oben genannten Erwartung (auch im Ver-
gleich mit der Arbeit von Wertz et. al.), auch wenn in der Arbeit von Neidhardt et. al. keine ge-
nauen Zahlen angegeben wurden. Die weiteren 4 bekannten Schilddriisengene fanden allerdings
gar keinen Eingang in die Vorauswahl der 2000 Gene. Es ist somit moglich, dass auch weitere
unbekannte Schilddriisengene erst gar nicht in der Selektion auftauchten. Wie viele Schilddrii-
sen-relevante Gene durch die in dieser Arbeit eingesetzte Methode nicht erfasst wurden, lasst

sich letztendlich nicht sagen.

IV.2 Die Expression von HipIr (“Huntington interacting protein I re-
lated®) in der friihen Schilddriisenanlage der Maus

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal die Expression von HipIr in der frithen Schilddriisenanlage

der Maus zum Zeitpunkt E9.5 (Embryonaltag 9.5) beschrieben. Diese konnte mittels zweier un-
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abhingiger Verfahren bestétigt werden. Hiplr ist ein aus der Erforschung der Huntington-

Erkrankung bekanntes Gen.

1V.2.1 Hiplr

Hiplr (“Huntingtin interacting protein 1 related”) ist ein Mitglied der “Huntingtin interacting
protein 1* Familie. Zu dieser Familie gehort auer Hip/r noch ein weiteres Gen, Hipl. Hipl
wurde 1997 im Zuge der Erforschung der Huntington-Erkrankung als Interaktionspartner von
Huntingtin entdeckt.[66] Der hohen Homologie (56%) beider Proteine zufolge wurde danach
Hiplr identifiziert.[67] Dieses bindet Huntingtin jedoch nicht.[68] Es existieren Homologe der
Hipl-Familie in Caenorhabditis elegans [69] und in der Hefe als Sla2p, welches sowohl eine
Rolle in der Endozytose als auch in der Polarisation des Aktin-Zytoskeletts als Aktin-bindendes
Protein spielt.[70-73]

In einem Abgleich der humanen HIPIR-Sequenz und der Hiplr-Sequenz der Maus zeigt sich
eine 90%ige Ubereinstimmung (s. Abb. 1I1.1) HIPI kodiert fiir ein 116 kDa groBes Protein,
HIPIR fiir ein 99 kDa groBles Protein.[67] HIP1- und HIP1R-Proteine sind sowohl in Plasma-
membranen und am frans-Golgi-Netzwerk (hdufiger HIP1R) als auch in intrazelluldren Vesikeln
lokalisiert.[ 74, 75] Fiir Hip1r zeigt sich eine iiber die Zelle verteilte Lokalisation, sowie eine An-
reicherung im Zellkortex und in der perinukledren Region und eine Co-Lokalisation mit Clathrin,
AP-2 und F-Aktin, sowie eine Anreicherung in Clathrin-ummantelten “pits* und Vesikeln und
friihen endozytotischen Kompartimenten.[69] Verschiedene Arbeiten geben Hinweise auf die
Expression der beiden Gene in unterschiedlichen adulten Organen, darunter auch Expressionsda-
ten fiir HIPIR in adultem humanem Schilddriisengewebe (s. Abb.II1.7).[25, 64] Legendre-
Guillemin et.al. konnten am Beispiel von Ratten eine hauptsdchliche Expression der Gene im
Gehirn nachweisen, wobeil Hipl am stirksten an den Tagen E13 und E16, Hiplr weniger wih-
rend der Embryonalperiode als vielmehr vom 2. postnatalen Tag an exprimiert wird. [64, 76, 77]
Auch humanes HIPI zeigt eine besonders starke Expression in Hirngewebe.[78] Wihrend der
Entwicklung der Maus ldsst sich Hip/r-mRNS ab Tag 7 nachweisen. Die Gesamt-Expressions-

Level verdandern sich wihrend der Embryonalzeit nicht nennenswert.[69]
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Abbildung IV.1: Abgleich (“Alignment*) der humanen HIPIR- und Maus-HipIr- Amino-
siuresequenzen (NCBI-Nummer: NM_ 003959, NM_145070), dargestellt mit Hilfe des Pro-
gramms GENtle (Magnus Manske, Universitdt Koln). Es zeigt sich eine iiber 90%ige Homologie
der konservierten Sequenzen. Fast vollstindig tiberschneiden sich die Aminosduresequenzen in
den der ANTH/ENTH-Domine (NCBI-Version NM 145070.2: 33-144,
ANTH_AP180 CALM, griin hinterlegt) und der TALIN-Homologie-Doméne (NCBI-Version

Bereichen
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NM_145070.2: 819-1012, I LWEQ, rot hinterlegt). Eine groBe Ubereinstimmung findet sich
auch in der “Coiled-coil“-Region (369-579 [79], blau hinterlegt). “Leucine-zipper*“-Motiv einge-
zeichnet nach. [67]

Die Proteine der HIP1-Familie d4hneln sich in ihrer Struktur und verfiigen {iber drei gemeinsame
spezifische Dominen, welche auf mdgliche gemeinsame Funktionen schlieBen lassen. Uber die
ANTH (“AP180 N-terminal homology*)-/ENTH (“Epsin-N-terminal homology*)- Domine bin-
den HIP1 und HIPIR Phospholipide. [79-82] Uber die TALIN- Homologie-Domine (auch
I/LWEQ- oder THATCH-Doméne genannt) bindet HIPIR an F-Aktin (Filament-Aktin). Die
funktionelle Aufgabe besteht in der Verkniipfung von Aktin-Zytoskelett und zelluldren Kompar-
timenten. [69, 83-85] Es befindet sich auBlerdem in der zentralen Region der HIP1-Protein-
Familie eine “Coiled-coil“-Doméne, welche einen “Leucine-Zipper* beinhaltet und Protein-
Protein-Interaktionen vermitteln. Diese Motive finden sich hauptséchlich in Transkriptionsfakto-
ren und Proteinen, die am Vesikeltransport beteiligt sind. [86, 87] HIP1 und HIPIR f6rdern mit-
tels dieser Doméne die Vernetzung von Clathrin.[88] Fiir zwei weitere Regionen sind “Coiled-
coil“~-Doménen prognostiziert. [84] Weitere Doménen sind die USH (“upstream helix*)- Doma-
ne, iiber diese kann die Aktin-Bindung inhibiert werden, sie kommt in allen Proteinen der HIP1-
Familie vor.[89] Zudem die “proline-rich”- Domine, welche nur in der HIP1R-Sequenz vor-
kommt und die Bindung an Cortactin (Src-“homology*‘-3-Doméne) vermittelt. [90]

Den Proteinen wird hauptsichlich eine Rolle im Clathrin-vermittelten Vesikeltransport (CMVT,
“clathrin-mediated vesicular trafficking®) an der Plasmamembran, sowie am trans-Golgi-
Netzwerk zugeschrieben. Unter CMVT versteht man den selektiven Transport von Molekiilen in
Clathrin-ummantelten Vesikeln (“clathrin-coated vesicles®) zwischen Plasmamembran und/ oder
Membranen intrazellulirer Kompartimente, wie beispielsweise dem trans-Golgi-Netzwerk. An
der Plasmamembran wird dies von vielen Zellen als Endozytosemechanismus genutzt, dann
Clathrin-vermittelte Endozytose (“clathrin-mediated endocytosis®) genannt. Da Clathrin nicht
selbstidndig an Membranen und Frachtproteine binden kann, sind an der Bildung von “clathrin-
coated vesicles® Adapter-Proteine beteiligt, die Phospholipide und Proteine binden kénnen. Zu
diesen gehdren auch HIP1 und HIPIR. Zellen machen sich den CMVT beispielsweise fiir die
Aufnahme von Néhrstoffen [91, 92], das Recycling synaptischer Vesikel [93], sowie die Modu-
lation der Signaltransduktion durch die Kontrolle des Oberflachenrezeptorlevels [94] zunutze. (.
auch Abb. 1V.2) (fiir ein Review zu Funktionen HIP1/HIP1R siehe [95]) (Review zu Clathrin-
vermittelte Endozytose siehe [75])
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Durch die iiber die ENTH-Doméne vermittelte spezielle Bindungsaffinitit zu PtdIns(3,4/3,5)P2,
welches in intrazelluldren Vesikeln vorkommt, wird den HIP-Proteinen ein Einfluss auf das
Zellwachstum und -liberleben zugeschrieben. [79, 80] Hyun et. al. beobachteten am Bespiel des
EGF-Rezeptors (“Epidermal growth factor receptor®) und des PDGF-Rezeptors (‘“Platelet-
derived growth factor receptor), dass die Uberexpression von HIP1 und HIP1R die Degradie-
rung von ligandengebundenen Rezeptor-Tyrosinkinasen in intrazelluldren Vesikeln inhibiert. Es
verldngert sich dadurch die Halbwertszeit der Signaltransduktion, welche bis zur Dissoziation
des im Vesikel befindlichen Liganden-Rezeptor-Komplexes stattfindet. [79] Einen weiteren
Hinweis auf den Einfluss, welchen die HIP-Familie mdglicherweise auf Zelliiberleben, Zell-
wachstum, Zellzyklus und Onkogenese hat, geben Zellen, die eine ENTH-Deletions-Mutante der
HIP-Proteine exprimieren. In diesen Zellen konnen HIP-Proteine nicht mehr an intrazelluldre
Vesikel binden, dadurch werden verstiarkt GF-Rezeptoren abgebaut und es zeigt sich eine stark
erhohte Apoptoserate nach etwa 48h. [79]

Weiterhin kann HIP1 an den Androgen Rezeptor, welcher ein nuklearer Hormonrezeptor (Tran-
skriptionsfaktor) ist, binden und diesen iiber ein C-Terminales “nuclear-localization signal* akti-
vieren.[96] Zudem ist HIPI Teil einer t(5;7) chromosomalen Translokation, welche in der Ex-
pression eines Onkogens resultiert, HIP1/PDGFRSBR.[97] In vielen epithelialen Tumoren, in
Prostatatumoren und im Kolonkarzinom ldsst sich eine Uberexpression von HIPI feststellen.
[98]

Im Rahmen der Endozytose erreicht HIPIR den “pit* gleichzeitig mit Clathrin und spielt eine
Rolle wihrend der Vernetzung des Clathrin-Mantels als Co-Faktor sowohl an der Plasmamemb-
ran, als auch am trans-Golgi-Netzwerk.[95, 99] HIPIR steuert zudem das effiziente Abbinden
der Vesikel, indem es an F-Aktin und Clathrin bindet und wachsende Mikrofilamente mit der
Vesikeloberflichen verkniipft. [69, 99, 100] Die Bindung der leichten Ketten Clathrins scheint
dabei einen regulierenden Einfluss auf die F-Aktin-Bindung zu haben, da eine Storung der Clath-
rin-Bindung zu einer Stérung der Aktin-Verteilung in der Zelle fiihrt.[84, 88] F-Aktin befindet
sich an Zonen des trans-Golgi-Netzwerks, welche abgeschniirte Vesikel an Lysosomen adressie-
ren. HIP1R-siRNS-“silencing® fiihrt zur Akkumulation des F-Aktin und der Clathrin-
ummantelten Vesikelanlagen, zur Zerriittung der Organisation des Golgi-Apparates und zur
Proliferation von lysosomalen Kompartimenten. [74] Neuere Studien zeigen eine Assoziation
von HIP1R mit Apoptosewegen durch Interaktion mit Mitgliedern der Bcl-2 “pro-apoptotic fa-
mily*“.[101] 2010 wurde in einer Arbeit von Sun Park beschrieben, dass Hip1r durch Bindung an
Mikrotubuli, die korrekte Verteilung von Chromosomen wihrend der Zellteilung reguliert.[102,
103]
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Fasst man die bisher vorliegenden Daten zusammen, lassen sich gemeinsame, aber auch spezifi-
sche Funktionen von HIP1 und HIP1R im Rahmen der Endozytose und des intrazelluldren Vesi-
keltransports eruieren. Eine Ubersicht ist in Abbildung IV.2 dargestellt. Dennoch sind viele Fra-

gen zur genauen Funktion beider Proteine bis heute offen.
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Abbildung IV.2: Ubersicht iiber den Mechanismus der Clathrin-abhingigen Endozytose
mit moglichen Funktionen von HIP1 und HIP1R. (A-E)

(A) Dargestellt ist die Funktion von HIP1 und HIP1R als Adapter-Protein. Uber die ,,Coiled-
coil“~-Doméne binden die Proteine an Clathrin und unterstiitzen dessen Vernetzung und tragen
moglicherweise zur Sortierung der Vesikel bei. Mdoglich ist auch die Funktion von HIP1 als
frachtspezifischem Adapter durch weitere Bindungspartner (EGFR, NMDA-Rezeptor, Andro-
genrezeptor), aullerdem als Stabilisator der Bindung zwischen Clathrin und AP-2 durch Bin-
dungsmoglichkeit an beide. [66, 84, 104]

(B) Durch seine Bindung einerseits an Clathrin iiber die “Coiled-coil“-Domine und andererseits
an F-Aktin iiber die TALIN-“homology*“-Doméne kann HIP1R wachsende Mikrofilamente mit
der Vesikeloberfliche verkniipfen.[69, 90, 100]
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(C) Uber die ENTH-Domine konnen beide Proteine an das in Endosomen vorkommende PtdIns
(3,4/3,5)P2 binden. Hyun et. al. vermuten, dass HIP1 und HIP1R {iber diese Bindung die Degra-
dierung und Dissoziation der Liganden-Rezeptor-Komplexe aufhalten konnen. Dies wiirde zu
einer Verlangerung der Signaltransduktion fiihren. Handelte es sich beispielsweise um “growth-
factor“-Rezeptoren konnte die HIP-Familie {iber diesen Mechanismus Einfluss auf die Regulati-
on von Zellwachstum nehmen. [79]

(D) Uber die Bindung an Clathrin und F-Aktin ist HIPIR am trans-Golgi-Netzwerk fiir das effi-
ziente Abbinden von Vesikeln von Bedeutung. [69]

(E) Regulation der Chromosomenverteilung durch HIP1R (HIP1?) iiber die nachgewiesene Bin-
dungsmdoglichkeit der ENTH-Domine an Tubulin. [102, 103]

IV.3 Die Funktion von Hiplr (“Huntington interacting protein I rela-
ted“) in der frithen Schilddriisenanlage der Maus

Wie in Kapitel IV.2.1 beschrieben, konnte in verschiedenen Studien die wichtige Rolle von
Hiplr wihrend einzelner Schritte der Clathrin-abhingigen Transportwege wie der Clathrin-
vermittelten Bildung von Vesikeln und der Bindung des Aktinzytoskeletts an Clathrin in Zellkul-
turen nachgewiesen werden.[79, 84, 99, 100, 105] Um die Funktion eines Gens in vivo zu erfor-
schen, ist es sinnvoll, “Knockout“-Maus-Modelle zu untersuchen. Ein Hiplr-“Knockout*-
Modell existiert bereits. Die Tiere des von Hyun et. al. geziichteten Maus-Modells zeigen keinen
offensichtlichen Phinotyp.[64] Im Gegensatz zu den Ergebnissen der in vitro durchgefiihrten
Versuche funktionieren Clathrin-vermittelte Transportwege ungestort in Fibroblasten, isoliert aus
Hiplr- oder Hipl-/HipIr-defizienten Mausen.[64, 106] Diese Ergebnisse lassen an dem Stellen-
wert, welchen Hiplr in vivo hat, zweifeln. Jain et. al. konnten jedoch zum ersten Mal eine wich-
tige Rolle von HipIr in vivo nachweisen. Die Tiere zeigen eine Funktionsstérung der Parietalzel-
len im Magen, welche sich zuriickfiihren ldsst auf eine Storung der Clathrin-vermittelten Vesi-
kelbildung.[107] Da der funktionelle Ausfall von Hiplr keine Auswirkungen auf Fibroblasten
hat, wohl aber auf Parietalzellen, scheint die Notwendigkeit von Hiplr fiir den Clathrin-
vermittelten Transport zellspezifisch zu sein. Demnach wére es denkbar, dass Hip/r auch in der
Schilddriisenanlage eine zellspezifische Rolle spielt. Dem widerspricht die Tatsache, dass Hip1r-
defiziente Tiere sich phénotypisch nicht von Thren gesunden Geschwistern unterscheiden. Es
wird angenommen, dass HipIr-defiziente Méuse eine derart geringe Beeintrachtigung samtlicher

Organsysteme zeigen, weil Hipl, welches, wie oben beschrieben, eine grole Homologie zu
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Hiplr aufweist, die ausgefallene Hiplr-Funktion in diesen Tieren kompensiert. [64] Hipl-
»Knockout“-Méduse entwickeln Katarakte, Anomalititen in der Hdmatopoese, Ménnchen sind
zum Teil infertil und die betroffenen Tiere bekommen eine ausgepragte Kypholordose, aufgrund
derer sie funktionelle Atemprobleme entwickeln. [77] Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge ist
die Expression von Hipl in Schilddriisenvorlduferzellen zwar nicht spezifisch, die vermutete
ubiquitdre Expression im vorderen Darmrohr des 9.5 Tage alten ganzen Mausembryos beinhaltet
jedoch die Region der Schilddriisenanlage. Somit kann eine Expression unter anderem in Schild-
driisenzellen nicht ausgeschlossen werden. Demnach konnte die Kompensation der Hiplr-
Funktion durch Hip! auch in der Schilddriise von Bedeutung sein.

Zur weiteren Untersuchung der genannten Kompensationshypothese wurde ein Hipl-/Hiplr-
“Doppelknockout“-Mausmodell geziichtet. Entsprechend der Hypothese entwickeln Hipl-
/Hip Ir-“Doppelknockout“-Mause (DKO) einen sehr schweren Phanotyp. Dieser ist dem Phdno-
typ der Hipl-“Knockout“-Maus &hnlich. HipI-“Knockout“-Méuse sind allerdings schwicher
betroffen. Auch unterscheiden sich die Auspragungen des Phénotyps in den drei Modellen, wel-
che von verschiedenen Arbeitsgruppen bisher geziichtet wurden und es werden weniger DKO-
Tiere geboren, als zu erwarten ware.[77, 106, 108, 109] DKO-Mdéuse sind kleinwiichsig, entwi-
ckeln eine Mikroophthalmie, Katarakte, Anomalitéiten in der Himatopoese, zeigen kontinuierlich
Gewichtsverluste, Mannchen sind infertil und alle betroffenen Tiere bekommen eine ausgepragte
Kypholordose, aufgrund derer sie funktionelle Atemprobleme entwickeln. Die eingeschriankte
Lungenfunktion fiihrt zu einem frithen Versterben der Tiere. Untersuchte Organe (hierunter nicht
die Schilddriise) dieser Tiere sind leichter als die von gesunden Vergleichstieren und nehmen mit
der Zeit an Gewicht ab. GH(growth hormone)-, IGF-1(insulin-like growth factor-1)- und auch
TSH(thyroid-stimulating hormone)-Werte sind bei den betroffenen Tieren unauffillig.[106] Die
DKO-Miéuse haben demnach keine primdre Hypothyreose. Beziiglich der Hip/r-Funktion in
Schilddriisenzellen ldsst dies verschiedene Folgerungen zu:

1. Hiplr hat keine spezifische Funktion in der frithen Schilddriisenanlage der Maus, die Ex-
pression in Schilddriisenvorlduferzellen ist verzichtbar fiir eine unauffallige Entwicklung
des Organs.

2. Trotz normaler TSH-Werte konnte eine primare Hypothyreose vorliegen, falls begleitend
eine zentrale Hypothyreose einen TSH-Anstieg verhindert.

3. Hiplr spielt eine Rolle fiir den Erhalt der Schilddriise, Hiplr-defiziente Méuse entwi-

ckeln erst im Laufe Thres Lebens eine Hypothyreose.
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4. Hiplr spielt eine Rolle in der morphologischen Entwicklung des Organs, Hiplr-
defiziente Méuse haben eine heterotope Schilddriise oder eine nicht regelrecht geformte
Schilddriise bei normaler Funktion.

5. Es liegt eine variable Expressivitit des Phianotyps vor (unaufféllige Schilddriisenentwick-

lung der prinatal verstorbenen Tiere? TSH-Wert nur bei drei Tieren bestimmt).

IV.3.1 (K)eine spezifische Funktion von HipIr in der friithen Schilddriisenan-
lage der Maus?

Der unauffillige Phinotyp der Hiplr-“Knockout“-Maus und der unauffillige TSH-Wert der
Doppel-“Knockout“~-Mause sprechen fiir die erste der genannten Folgerungen, auch wenn die in
dieser Arbeit beschriebenen Expressionsdaten und unterschiedlichen “Splice*-Varianten
(s.IV.3.1.2) etwas anderes vermuten lassen. Entgegenzusetzen ist dem jedoch, dass ein unauffil-
liger TSH-Wert nur dann Ausdruck einer euthyreoten Stoffwechsellage ist, wenn die Riickkopp-
lungsmechanismen intakt sind und die Hypophyse selbst, welche TSH produziert, eine ungestor-
te Funktion aufweist (Folgerung Nr. 2). Die Schilddriisenhormone der Doppel-“Knockout*-
Maiuse wurden nicht untersucht, auch wurde die Schilddriise selbst nicht untersucht. Theoretisch
wiére eine Funktion von Hiplr in Zusammenhang mit dem Mechanismus der Clathrin-
vermittelten Endozytose (CME) denkbar. Die CME spielt in Schilddriisenzellen eine Rolle in der
Aufnahme von jodiertem Thyreoglobulin aus dem Lumen der Schilddriisenvesikel [110], als
Mikropinozytose = bezeichnet, sowie bei der Aufnahme des TSH(Thyreotropin)-
TSHR(Thyreotropin-Rezeptor)-Komplexes.[111] Zur Aufnahme von Thyreoglobulin existiert
noch ein weiterer Mechanismus, die sogenannte Makropinozytose.[110] Makropinozytose ist ein
Clathrin-unabhingiger Aufnahmemechanismus, Mikropinozytose Clathrin-abhéngig und damit
moglicherweise abhingig von Hip-Proteinen.[112] Da es zwei Wege der Aufnahme von Thyreo-
globulin in die Schilddriisenzelle gibt, wire es moglich, dass bei einem Ausfall der Hiplr-
Funktion und damit gestorter Clathrin-vermittelter Endozytose, der andere, Hip1r-unabhidngige
Weg von der Schilddriise genutzt wird. Kdme es dann zu keiner Verdnderung der T3 und T4-
Werte, entspriche dies dem normalen TSH-Wert der DKO-Méuse. Diese Theorie ist jedoch we-
niger wahrscheinlich, da die Mikropinozytose als Hauptaufnahmeweg fiir Thyreoglobulin be-
schrieben wird.[110] Wéhrend des Clathrin-vermittelten Transports des TSH/TSHR-Komplexes
konnte die Rolle von Hiplr in der Stabilisierung des frithen Endosoms liegen. In Hiplr-
defizienten Tieren wiirde dann TSH schneller abgebaut, jedoch TSH-Rezeptoren auch schneller

“recycelt”, so dass es moglich ist, dass sich beide Effekte ausgleichen und es bei einem normalen
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TSH-Wert im Blut bleibt. Ob die Clathrin-vermittelten Transportwege in Schilddriisenzellen
allerdings tatsdchlich von Hiplr abhéngig sind oder nicht, bleibt in weiteren Experimenten zu
belegen.

Weiterhin ist es vorstellbar, dass HipIr-defiziente Méause, gemil3 der beschriebenen Organerhal-
tenden Funktion der Hipl-Familie, erst im spéteren Alter eine Hypothyreose entwickeln (Folge-
rung Nr. 3). Wie auch fiir Neugeborene (besonders mit einem niedrigen Geburtsgewicht) be-
schrieben, konnte auch bei den DKO-Méusen so etwas wie ein verspéteter TSH-Anstieg vorlie-
gen.[113, 114] Zu welchem Zeitpunkt die TSH-Werte der drei untersuchten DKO-Tiere gemes-
sen wurden, wird nicht berichtet.[106]

Di Lauro et al diskutieren, ob fiir die genaue Abstimmung der einzelnen Schritte der Schilddrii-
senentwicklung ein Zeit- oder ein Ort-abhingiges Signal verantwortlich ist. Da Personen mit
sublingualer Schilddriise eine normale Hormonproduktion aufweisen kénnen [115], vermuten Di
Lauro et al zeitabhéingige Signale fiir den Start der funktionellen Differenzierung. Damit einher-
gehend kann angenommen werden, dass es Signale gibt, welche die morphologische Entwick-
lung der Schilddriise steuern, ohne die funktionelle Entwicklung des Organs zu beeinflussen. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei HipIr auch um ein solches Signal handelt, da
die Schilddriisenmorphologie weder bei den “Knockout“-Midusen, noch bei den Doppel-
“Knockout“-Tieren untersucht wurde. Das in dieser Arbeit beschriebene spezifische Expressi-
onsmuster von Hiplr im zeitlichen Verlauf der Organentwicklung konnte ein Hinweis darauf
sein (Folgerung Nr. 4).

Foxel-“Knockout*“- Méuse zeigen unterschiedliche Phinotypen. Nur bei 50% der betroffenen
Maiuse fehlt die Schilddriise komplett. Bei anderen Tieren sind nicht migrierte Schilddriiseniiber-
reste in der Lage Thyreoglobulin zu produzieren. [16] Auch bei Hipl-Hiplr-DKO-Maiusen ist
die Auspriagung des Phinotyps unterschiedlich, da nur weniger DKO-Tiere geboren werden, als
zu erwarten wére.[106] Es scheint also betroffene Tiere zu geben, welche schon im Mutterleib
versterben. Es wire moglich, dass in diesen Tieren die Schilddriisenentwicklung gestort ist (Fol-

gerung Nr. 5).

1V.3.2 HipIr-Expression im Verlauf der Embryonalstadien

Das in dieser Arbeit beschriebene alternierende Expressionsmuster von Hip/r im Schilddriisen-
gewebe wihrend der einzelnen Stadien der Organentwicklung kommt in dieser Form bei keinem
der bekannten Schilddriisengene vor. Nkx2.1, Pax8, Foxel und Hhex werden alle von Tag ES8.5

an kontinuierlich in Schilddriisenvorlauferzellen exprimiert.[16] Da Farbsignale als Zeichen ei-
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ner HipIr-Expression an weiter aboral gelegenen Endordermanteilen des 10.5 Tage alten Emb-
ryos detektiert werden konnten, jedoch nicht in der Schilddriisenregion, wird angenommen, dass
es sich nicht lediglich um eine schlechte Hybridisierung handelt. Fiir das Stadium 11.5 kann dies
nicht sicher ausgeschlossen werden. Ausgehend von der Annahme, dass es sich um ein echtes
Negativ-Signal handelt, konnte das alternierende Expressionsmuster von Hip/r ein Hinweis auf
eine spezielle Funktion des Gens in der Schilddriisenentwicklung sein. Die morphologische
Entwicklung der Schilddriise der Maus beginnt an Tag E8.5 (Embryonaltag 8.5) und endet etwa
an Tag E17.5. Wihrend dieses Zeitraums konnte die Expression von Hip/r in Zellen der Schild-
driisenanlage an Tag E9.5, E12.5, E15.5, jedoch nicht an Tag E10.5 und E11.5 nachgewiesen
werden. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, lauft die Schilddriisenentwicklung in verschiedenen Sta-
dien ab, beginnend mit dem sogenannten “Budding®, was die Formation einer ersten sichtbaren
Anlage im Endoderm des Zungengrunds beschreibt. Das Endoderm verdickt sich deutlich, wobei
die Grofenzunahme der Anlage nicht durch Proliferation der Vorlduferzellen zustande kommt,
sondern durch Rekrutierung benachbarter Zellen. Die Féhigkeit zu Proliferation durch mitotische
Teilung erhalten die Zellen erst spiter, etwa ab Tag E11.5.[42] Die Faktoren, die dieses unge-
wohnliche Verhalten der Schilddriisenvorlduferzellen steuern, sind bisher nicht bekannt. Es
konnte vermutet werden, dass Hip/r einer der gesuchten Faktoren ist, zumal Hiplr (wie in Kapi-
tel IV.2.1 beschrieben) eine regulierende Rolle der Chromosomenverteilung in sich teilenden
Zellen zugeschrieben wird. Es ldsst sich jedoch kein zeitlicher Zusammenhang zwischen den
Anderungen der Expression von Hiplr und Verinderungen im Proliferationsverhalten der sich
entwickelnden Schilddriise entdecken.

In Abbildung IV.3 sind markante Entwicklungsschritte der Schilddriisenanlage, welche womdg-
lich von einem diskontinuierlich exprimierten Faktor, wie HipIr, koordiniert werden, dargestellt.
Ab Tag E9.5-E10.5 beginnt die Migration der Schilddriisenanlage entlang der Halsgefd3e bis an
ihre Zielposition ventral der Trachea, die sie an Tag E13.5 erreicht.[16] Die Wanderung der
Schilddriise findet also nur an ausgewdhlten Tagen der gesamten Entwicklungszeit statt, die
Promotoren dieses Vorgangs sollten demnach wéhrend der Tage E9.5-E13.5 aktiv sein. Auch die
Féhigkeit der Schilddriisenzellen zur Migration scheint nicht abhiangig von Hiplr sein, da das
Gen wihrend dieses Vorgangs an einigen Tagen an- und an anderen Tagen abgeschaltet ist. Es
ist allerdings noch nicht geklért, welcher Mechanismus die Migration der Schilddriise reguliert
und ob Hiplr an Teilschritten der Migration beteiligt ist. Womdglich handelt es sich nicht um
aktive Migration [116], sondern um ein passives Vorschieben der Driise, durch Proliferation von
umgebendem Gewebe [117], oder um einen durch Gefdlendothel aktivierten Vorgang.[43] Alt et

al, beschreiben die Wanderung der Schilddriisenanlage entlang der sich entwickelnden Karoti-
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den, welche als Leitschiene fungieren. In mutanten Tieren mit asymmetrischer Aortenbogenan-
lage entwickelt sich auch eine asymmetrische Schilddriise. Es scheint also eine Kommunikation
zwischen Schilddriisenvorlduferzellen und Zellen des Gefa3endothels zu bestehen, wie sie auch
wiéhrend der Entwicklung des Pankreas beschrieben ist. [44, 118] Die Tage wahrend der Ent-
wicklung, an denen die Schilddriisenanlage dem Gefdfendothel direkt anliegt, an denen also
wahrscheinlich eine Kommunikation stattfindet, stehen wiederum nicht mit dem Expressions-
muster von Hiplr in Zusammenhang. Das An- oder Abschalten von HipIr scheint also keinen
Einfluss auf die Moglichkeit der Schilddriisenzelle, Signale des GefdBBendothels zu empfangen,
zu haben. Auch Mesenchymzellen stehen zu verschiedenen Zeitpunkten der Schilddriisenent-
wicklung in einem engen rdumlichen Zusammenhang mit der Schilddriisenanlage. Wéhrend der
Entwicklung des pharyngealen Endoderms ist der Einfluss von Fgfs (“Fibroblast growth fac-
tors*) aus Mesenchymzellen bekannt. So konnen Fgfs in der frithen Lungenanlage beispielsweise
die Nkx2.1-Expression induzieren. [39, 41, 119] In der Lunge ist die Interaktion von Fgf10 und
seinem Rezeptor Fgfr2 zudem fiir das “Budding® selbst wichtig [120, 121], in anderen Organen
wie der Hypophyse und dem Pankreas ist die Aktivierung von Fgfr2 durch Fgf10 essentiell fiir
die Inititerung der Migration. [122, 123] Hilfer et. al. konnten an Hiihnern zeigen, dass auch die
Schilddriise wihrend ihrer Entwicklung auf Signale aus ihrer Umgebung angewiesen ist. Ohne
die Fibroblasten der Schilddriisenkapsel entwickelt sich die Schilddriise nicht richtig.[124] Au-
Berdem zerstoren Mutationen in Genen der Umgebung der Schilddriise die korrekte Organogene-
se.[125, 126] Es wire also mdglich, dass Hiplr eine Rolle in der Kommunikation zwischen
Mesenchymzellen und Schilddriisenvorlduferzellen spielt, zumal von Hyun et al. in vitro ein
Effekt von Hip-Proteinen auf das Zelliiberleben und die verldngernde Wirkung der Proteine auf
die Halbwertszeit der Signaltransduktion von “Growth-factor-Rezeptoren, welche durch Clath-
rin-vermittelte Endozytose aufgenommen werden, nachgewiesen werden konnte.[79] Der in
Schilddriisenvorlduferzellen vorkommende “Growth-factor*-Rezeptor F(ibroblast)gfr2 (III-b-
Isoform) kann ab Tag E11.5 nachgewiesen werden.[16] Er wird durch Fgfl, 3, 7 und 10 akti-
viert und kann durch Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert werden.[127, 128] Fgfr2 und
Fgfl0 spielen eine wichtige Rolle in der Schilddriisenentwicklung, was sich an Fgfr2- und
Fgfl0-defizienten Méusen zeigt, welche an Tag E13 keine Schilddriise mehr aufweisen (wann
genau die Organanlage verschwindet, ist nicht beschrieben)[129, 130] In der Schilddriise beginnt
der Einfluss von “Growth factors® aus dem umgebenden Mesenchym auf dem beschriebenen
Weg an Tag E11.5, da ab diesem Zeitpunkt erst Fgfrr2 exprimiert wird. Der Einfluss von Hiplr
auf die Signaltransduktion von Fgf wére also erst ab Tag E12.5 denkbar, wenn Hip/r und Fgfr2

parallel exprimiert werden, somit zum Ende der Migration. Selbst wenn die Signaltransduktion
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der “Growth factors* auch ohne den Einfluss von Hiplr ablduft, was dem normalen TSH-Wert
der Hipl-/Hiplr-Doppel-“Knockout“-Miuse (DKO) zufolge wahrscheinlich ist, konnte Hiplr
spater den Erhalt der sich gebildeten Schilddriise durch die Stabilisierung von Fgf/Fgfi2-
Komplexen unterstiitzen. Eine organstabilisierende Wirkung von Hip-Proteinen wurde bereits
von Bradley et al. vermutet, die einen kontinuierlichen Gewichtsverlust mehrerer Organe, darun-
ter Lunge und Leber, in DKO-Tieren beobachteten. Die Schilddriise wurde in dieser Studie nicht

untersucht. [106] Es wire also sinnvoll, die betroffenen Tiere im weiteren Verlauf ihres Lebens

zu beobachten.
Tag der Entwick- Morphogenese Funktionelle Nkx2.1, Foxel, Hiplr Ex-
lung Schilddriise Entwicklung Pax8, Hhex pression

E 8-8.5 Erste sichtbare Anlage + Nicht ge-
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(unten) Erkldrung der Zeichen: E8.5-E10.5 gefiillte Flachen und E11.5-E13.5 schraffierte Fla-
chen, Schilddriisenanlage, durchgezogene Linie, Endoderm (frithe Trachea), gestrichelte Linien,
arterielle Gefalle, gepunktete Fliche, Mesenchym, gefiillte Flichen E12.5 “ultimobranchial bo-
dies®, Rot und +, Expression von Hip/r vorhanden, Schwarz und — keine Expression vorhanden,
? keine Experimente durchgefiihrt. Es lésst sich kein zeitlicher Zusammenhang zwischen den
verschiedenen Aspekten der Schilddriisenentwicklung und dem An- und Abschalten der HipIr-
Expression in der Schilddriisenanlage erkennen. Die beriicksichtigten Aspekte sind die Prolifera-
tionsaktivitdt der Schilddriisenvorlduferzellen (gefiillte Flichen, keine Proliferationsaktivitit,
gestrichelte Flachen, Proliferation), der Einfluss von Gefdllendothel oder Mesenchymzellen auf
die Organanlage (dargestellt durch rdumliche Ndhe der Anlage zu den Strukturen) und der Mig-

rationsfortschritt der Druse.

1V.3.3 Bedeutung der unterschiedlichen “Splice*“-Varianten

Schilddriisenvorlduferzellen werden aus dem ventralen Endoderm rekrutiert und lassen sich ab
Tag E8.5 (Embryonaltag 8.5) durch die gemeinsame Expression von Nkx2.1, Foxel, Pax8 und
Hhex identifizieren. Foxel wird sowohl in der Schilddriisenanlage als auch im umgebenden Ge-
webe exprimiert. [19] Die Organanlage hebt sich durch seine Umgebung also nicht nur durch die
Grenze von Expression und Nicht-Expression wichtiger Faktoren ab, sondern durch das Auftre-
ten der Ko-Expression mehrerer Faktoren. An Tag E9.5 unterscheiden sie sich meinen Ergebnis-
sen zufolge zusdtzlich von dem sie umgebenden Gewebe durch die Expression einer anderen
Hiplr- “Splice“~Variante. Die Sequenzierung von Exonl0-Exonl6 der durch die Hiplr-PCR
nachgewiesenen cDNS-Produkte ergab eine neue Splicevariante, welche sich durch das Fehlen
des Exons 14 in dem die Schilddriise umgebenden Endoderm auszeichnet. Der ,,Reading Frame*
verdndert sich durch den Stiickverlust nicht. Exon 14 kodiert fiir einen Teil der Aminoséurese-
quenz, welche das “Coiled-coil“~-Motiv bildet (s. Abb. IV.1). Dieses Doppelwendel-Motiv ver-
mittelt Protein-Protein-Interaktionen. Im Falle von Hiplr die Bindung an die leichten Ketten
Clathrins. [76, 84] Alternatives “Splicing®, also das Einfiigen verschiedener Exons in mRNS,
fiihrt zur Generierung eines gro3en Protein-Pools. Gewebespezifisch oder auch Entwicklungs-
stadien-spezifisch wird alternatives “Splicing* eingesetzt. [131] Es wurden bereits verschiedene
ESTs (“Expressed sequence tags®) von Hiplr sequenziert und sind im USCS Genome Browser
aufgelistet. Eine Sequenz wie die hier beschriebene ist allerdings bisher nicht bekannt, auch
wurden bisher keine ESTs von Hiplr aus Schilddriisenzellen oder Endoderm beschrieben. Ob

die hier beschriebene Splicevariante von Hiplr tatsdchlich in eine Protein-Sequenz iibersetzt
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wird und welche Auswirkung die Verdnderung der Primirstruktur des Proteins auf die Bildung
von Sekundir- Tertidr- und Quartdrstruktur, sowie auf die Funktion hat, miisste Gegenstand

weiterer Arbeiten sein.

Hip1r mRNS Hip1r Protein

S, E9,5

| B — 7 I

5 - 3 ENTH/ Coiled-coil TALIN homology
/ \ ANTH Leucine-Zipper (/L WEQ)

#

ENTH/ Coiled-coil TALIN homology
ANTH Leucine-Zipper (IL WEQ)

Abbildung 1V .4: Darstellung der Splicavarianten von HipIr und der voraussichtlichen Pro-
teine. Der mRNS des umgebenden Gewebes fehlt Exon 14, welches fiir einen Teil der zentralen

“Coiled-coil*“~-Doméne kodiert. (S)Schilddriise, U) umgebendes Gewebe.

Mit Hilfe des Programms COILS (www.ch.embnet.org), welches anhand der Aminoséurese-

quenz eines Proteins die Wahrscheinlichkeit der Bildung von “Coiled-coil*“-Motiven vorhersagt,
wurden die hier beschriebenen Hip/r-Varianten analysiert (s. Abb.IV.5). Auch ohne die von
Exon 14 kodierte Aminosduresequenz bildet sich laut der Vorhersage des Programms eine
“Coiled-coil“-Struktur in der zentralen Region des Proteins. Ob sich die Bindungsfihigkeit der
Hiplr-Variante tiber die vorhergesagte “Coiled-coil*“-Domine an Clathrin jedoch verdndert, ist
nicht vorauszusagen, wire aber durchaus moglich. Blanz et. al. beschreiben, dass eine Mutation
in der Region des LIMP-2-Gens, welche fiir eine “Coiled-coil“~-Doméne kodiert, die Bindung an

B-Glukocerebrosidase zerstort.[ 132]
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Abbildung IV.5: Vorhersage iiber die Wahrscheinlichkeit der Bildung von “Coiled-coil“-
Motiven des Hip1r-Proteins. Die Grafik wurde mit Hilfe des Programm COILS erstellt. In Ab-
bildung (A) ist die Aminosduresequenz des in Schilddriisenzellen vorkommenden Hip1r-Proteins
mit der bekannten Verteilung voraussichtlicher “Coiled-coil*“-Dominen dargestellt. Die Vorher-
sage einer “Coiled-coil“~- Doméne in der zentralen Region des Proteins verdndert sich nicht

durch das Fehlen der von Exon 14 kodierten Aminosduresequenz (B).

Davon ausgehend, dass die Bindungsfahigkeit von Hiplr an die leichten Ketten Clathrins durch
das Wegfallen des Exons 14 gestort ist, kime es moglicherweise in diesem Protein zu keiner
funktionell bedeutenden Bindung mehr, da die Bindung von Hiplr an die schweren Ketten
Clathrins im Vergleich zu Hipl sowieso sehr schwach ist. [84] Damit hétte Hiplr in Endoderm-
zellen moglicherweise eine vollig andere Funktion als in Schilddriisenzellen.

Es konnte also sein, dass die Schilddriisenzellen durch die Expression des kompletten Hiplr-
Gens Funktionen erhalten, die sie von den Nachbarzellen unterscheiden, indem diese Funktionen
dort durch Expression einer anderen Variante unterdriickt werden. Hyun et al. konnten zeigen,
dass Hiplr-Mutanten, welchen die ENTH-Domine fehlt, in vitro die Apoptose von Zellen indu-
zieren konnen.[79] Es wére moglich, dass die Hiplr-Variante des Endoderms eine Rolle in der
Stabilisierung von Zellen spielt, welche iiber die wahrscheinlich intakte ENTH-Doméne vermit-

telt wird, dass aber eine andere, iiber die komplette “Coiled-coil*“-Region vermittelte Funktion
fehlt.
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IV.3 Hiplr - ein neues Kandidatengen der angeborenen Hypothy-
reose?

Das Ziel dieser Arbeit war es, neue Kandidatengene fiir die kongenitale Hypothyreose zu identi-
fizieren. Aufgrund der beschriebenen “Knockout“-Mausmodelle ist es unwahrscheinlich, dass
Hiplr ein solches Kandidatengen darstellt. Die in den vorherigen Kapiteln diskutierten Hypothe-
sen moglicher Funktionen von HipIr in Schilddriisenvorlduferzellen lassen sich letztendlich nur
durch verschiedene weitere Untersuchungen der Schilddriisen der DKO-Tiere klaren. Die Mor-
phologie und Funktion des Organs miisste dafiir in den verschiedenen Stufen der embryonalen
und postnatalen Entwicklung der DKO-Tiere betrachtet werden. Auch funktionelle Experimente
mit Schilddriisenzellen der betroffenen Miuse konnten zu einer Kldrung beitragen.

Trotz der groBen Homologie zwischen Hip/r in Maus und Mensch, spielt HIPIR gegebenentalls
eine wichtigere Rolle in der menschlichen Schilddriisenentwicklung als in der der Maus. Pax$§-
Mutationen fiihren beispielsweise in heterozygotem Zustand bei der Maus zu keinem verdnder-
ten Phénotyp, bei Menschen kann eine solche Mutation jedoch eine kongenitale Hypothyreose
verursachen.[28] Ein unauffalliger Phénotyp in “Knockout“-Méusen schlie8t also eine Funktion
von HIPIR in menschlichen Schilddriisenzellen nicht letztendlich aus. Dies konnte durch Muta-
tionsanalysen bei Personen mit angeborener Hypothyreose untersucht werden. Bisher sind
HIPIR-Mutationen im Zusammenhang mit Hypothyreosen beim Menschen nicht beschrieben.
“Low-risk““~-Sequenzvarianten von HIPIR sind kiirzlich bei Patienten mit Parkinson-
Erkrankungen festgestellt worden.[133, 134] Auch ist Hiplr tiberexprimiert in Trisomie-12-
Zellpopulationen von CLL-Patienten. [135]
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