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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Aufbau der Extremitaten von Landwirbeltieren

Wirbeltiere, die iiber zwei Extremitidtenpaare verfiigen oder diese wiahrend der Evolution sekundér
wieder verloren haben, wie z. B. Schlangen, klassifiziert man als Landwirbeltiere. Zu ihnen
gehoren Amphibien, Reptilien, Vogel und Saugetiere einschlielich Menschen. Die Extremititen
von Landwirbeltieren stammen von den Brust- bzw. Beckenflossen primitiver kieferméuliger
Wirbeltiere ab'. Die im Laufe der Evolution entstandenen GliedmaBen ermoglichen so
unterschiedliche Fortbewegungsarten wie laufen, fliegen und schwimmen. Trotz dieser
Anpassungsvorginge ist der grundlegende Autfbau der GliedmafBen bemerkenswert konserviert.
Schon Darwin bemerkte die Ahnlichkeit des Bauplans verschiedener GliedmaBen und schrieb’:
»What can be more curious than that the hand of a man, formed for grasping, that of a mole for
digging, the leg of the horse, the paddle of the porpoise, and the wing of the bat, should all be
constructed on the same pattern, and should include similar bones, in the same relative positions?*
Die Grundstruktur der meisten Landwirbeltierextremitdten untergliedert sich, wie in Abbildung 1
dargestellt, von proximal nach distal in die drei Abschnitte Stylopod (Oberarm bzw. -schenkel),
Zeugopod (Unterarm bzw. -schenkel) und Autopod (Hand bzw. Ful}). Je proximaler die Lage des
Abschnitts, desto élter ist er phylogenetisch. Somit ist das Stylopod der élteste Abschnitt, wahrend
Zeugo- und Autopod jlingeren Ursprungs, aus dem Devon, sind. Sie wurden auch bei
Quastenflossern, den Vorfahren der Landwirbeltiere, nachgewiesen.

Alle modernen Landwirbeltiere verfligen phylogenetisch fixiert {iber fiinf oder weniger Finger
bzw. Zehen. Evolutionir fixierte Pseudopolydaktylie, das scheinbare Vorhandensein iiberzihliger
Finger und Zehen, erfolgt durch Modifikation bereits vorhandener Karpal- oder Tarsalknochen zu
zusitzlichen Pseudofingern und —zehen bei Froschen und Pandabéren®. Dennoch treten bei
verschiedenen Landwirbeltieren polydaktyle Varianten auf. Beispiele dafiir sind humane
Synpolydaktylie (SPD) und die spontan aufgetretene Mausmutante ,,synpolydactyly homolog*
(spdh)*.

Abbildung 1: Skelettpriparation einer VordergliedmaBle der Maus bei der Geburt

Scapula ant

Clavicula Die rote und blaue histologische Firbung stellen
prox dist mineralisierten Knochen bzw. Knorpel dar. Die Baupléne
S ' e\Humems post von Stylopod (S), Zeugopod (Z) und Autopod (A) entlang

der proximal-distalen (prox-dist) Achse und der Digiti 1-5
entlang der anterior-posterioren (ant-post) Achse sind bei

allen Landwirbeltieren konserviert. Abbildung nach’.
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1.2 Angeborene Handfehlbildungen

Die menschliche Hand ist mit 37 Knochen und 36 Gelenken eine hochkomplizierte Konstruktion,
deren Entwicklung von einer Vielzahl von Genen gesteuert wird. Daher verwundert es nicht, dass
angeborene Handfehlbildungen mit einer H&ufigkeit von mindestens 2,3 auf 1000 Geburten
relativ oft auftreten®. Sie treten als einzelne Fehlbildung oder als Bestandteil verschiedener
Syndrome auf. Schon kleine Abweichungen in der Entwicklung kénnen zu Fehlbildungen fiihren.
Die phénotypische Vielfalt an isolierten Handfehlbildungen wird in Gruppen unterteilt’.
Polydaktylie beschreibt das Auftreten zusdtzlicher Finger oder Zehen und Syndaktylie deren
hiutige oder kndcherne Verschmelzung. Das kombinierte Auftreten beider Fehlbildungen wird als
Synpolydaktylie bezeichnet. Brachydaktylie ist charakterisiert durch die Verkiirzung von Fingern
oder Zehen. Bei der priaaxialen Form der Polydaktylie entstehen zusdtzliche Digiti anterior des
Grof3zehs bzw. Daumens, bei der postaxialen Form entstehen sie posterior des Kleinzehs bzw. des

kleinen Fingers und bei der zentralen Form zwischen Fingern bzw. Zehen.

1.3 Embryonale Extremitatenentwicklung

Die Entwicklung der GliedmaBlen beginnt nach der Anlage der primédren Korperachse des
Embryos. Der Entstehungsort der oberen und unteren Extremitdtenknospen in der embryonalen
Flanke wird durch die kombinierte Expression verschiedener Hox-Gene entlang der Korperachse
festgelegt™’. Mesenchymale Zellen des Seitenplattenmesoderms wandern daraufhin aus,
kondensieren und bilden die von ektodermalen Epithelzellen bedeckten Extremititenknospen'”.
Aus ihnen entstehen spiter Knochen, Knorpel und Sehnen. Die Muskulatur entstammt den

Somiten und wichst, ebenso wie Nerven und Blutgefille, sekundér in die Extremititen ein'!.

1.3.1 Musterbildung

Die initiale dreidimensionale Musterbildung in der Extremititenknospe wéhrend der
Embryonalentwicklung beinhaltet die geordnete Kondensation mesenchymaler Zellen zur
Festlegung von Grofle, Gestalt, Zahl und Anordnung der spéteren Knochen. Es werden zwei
Phasen der Musterbildung unterschieden. In der ersten Phase bildet sich in der
Extremititenknospe ein frithes anterior-posteriores (a-p) Muster durch die polarisierte Expression
von dHand, Gli3'? und Hox-Genen"?, die allesamt Transkriptionsfaktoren kodieren. In der zweiten
Phase bilden sich, wie in Abbildung?2 dargestellt, in der Extremititenknospe

Signalisierungszentren fiir die drei senkrecht aufeinander stehenden Raumachsen, die miteinander
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interagieren’. Die Zone der polarisierenden Aktivitit (ZPA) steuert die Asymmetrie entlang der a-
p Achse, die vom Daumen zum kleinen Finger verlduft. Die apikale ektodermale Randleiste
(AER) organisiert die Verldngerung der Extremitét entlang der proximal-distalen (p-d) Achse, die
von der Schulter zu den Fingerspitzen verlduft. Vom Epithel an das Mesenchym weitergeleitete
Signale steuern das Abflachen der Extremitét entlang der dorsal-ventralen (d-v) Achse, die vom

Handriicken zur Handflache verlauft.

Proximal-distales Muster

Das p-d Léngenwachstum der Knospe wird durch die AER kontrolliert, die als epitheliale
Randleiste entlang der a-p Achse an der Grenzfliche zwischen ventralem und dorsalem Gewebe
der distalen Extremititenknospe verlduft'®. Unter der AER liegen mesenchymale, rasch
proliferierende, undifferenzierte Zellen. Die AER treibt das p-d Wachstum und damit die zeitlich
aufeinanderfolgende Bildung von Stylopod, Zeugopod und Autopod voran, indem sie
fibroblastische Wachstumsfaktoren (,,Fibroblast growth factors®, FGFs) an das darunterliegende
Mesenchym abgibt'*. Die FGFs induzieren dort die Differenzierung mesenchymaler Zellen durch
die Aktivierung 5’-lokalisierter Hox-Gene. Proximaler gelegene Zellen stehen nicht mehr unter
dem Einfluss von FGFs der AER und differenzieren fortschreitend zu Chondrozyten, die zu

knorpeligen Anlagen kondensieren'”.

Anterior-posteriores Muster

Die ZPA liegt im posterioren Mesenchym der Knospe und erzeugt die a-p-Achse im distalen
Extremititenabschnitt'’. Die ZPA sezerniert ,,Sonic hedgehog® (SHH) und bildet einen SHH-
Gradienten'. In der Extremititenentwicklung legt SHH die Fingeridentitéiten fest und fordert die
Proliferation der determinierten Progenitorzellen. Eine Fehlregulation des SHH-Signalweges oder
eine Fehlexpression von Shh wihrend der Musterbildung fiihrt hiaufig zur Polydaktylie'®'". SHH
vermittelt seinen morphogenen Effekt durch die Verhinderung der konstitutiven Prozessierung der
aktiven Form des Transkriptionsfaktors GLI3 zur Repressorform. So ermoglicht SHH die
posteriore Expression der 5’-lokalisierten Hoxd-Gene im Autopod und die Festlegung posteriorer
Fingeridentititen'’. Anterior verhindert das Fehlen von SHH zundchst die Expression 5’-
lokalisierter Hoxd-Gene'®. AuBerdem induziert SHH die Expression von knochenmorphogenen
Proteinen (,,Bone morphogenetic proteins®, BMPs) die ebenfalls die Entstehung der
Fingeridentititen entlang der a-p-Achse regulieren'’. Die a-p Achse entsteht und wird
aufrechterhalten durch die wechselseitige Interaktion zwischen SHH und der Repressorform von

GLI3, die die Shh-Expression auf das posteriore Mesenchym begrenzt'®.



Einleitung

Dorsal-ventrales Muster

Das dorsal-ventrale Muster resultiert aus Signalen, die vom Epithel an das darunter liegende
Mesenchym weitergegeben werden''. Das dorsale Epithel dorsalisiert die Extremitit, indem es
das Signalprotein WNT7A sekretiert und so den Transkriptionsfaktor LMX-1B im Mesenchym
induziert. Auch die Shh-Expression der ZPA wird wihrend des Wachstums der Extremitét durch
die dorsale Wnt7a-Expression aufrechterhalten''. BMPs aktivieren die Expression des epithelial
produzierten Transkriptionsfaktors ,,Engrailed” (EN1)*. EN1 ventralisiert das Mesenchym, indem
es ventralseitig die epitheliale Expression von Wnt7a unterdriickt und ist auBerdem an der Bildung

der AER beteiligt’.

Abbildung 2: Musterbildung in der embryonalen Extremitdtenentwicklung bei Landwirbeltieren

dors ant
ant

prox dist prox dist

post

vent post

AER
(FGF)
ZPA
(SHH)
dors
Dors. Epithel ™™ post
(WNT7A)
vent

Linker Teil der Abbildung: Dreidimensionales Schema der frithen Extremitétenknospe mit der apikalen
ektodermalen Randleiste (AER). Die drei Achsen der Musterbildung: Proximal (prox) — distal (dist),
anterior (ant) — posterior (post), dorsal (dors) — ventral (vent). Die Schnittebenen fiir die zweidimensionalen
Schemata der Extremitdtenknospe sind farblich gekennzeichnet. Rechter Teil der Abbildung, rechts oben:
Zweidimensionale Schnittansicht entlang der griinen Schnittebene. Die Zone der polarisierenden Aktivitét
(ZPA) liegt im posterioren Mesenchym und bildet einen Sonic hedgehog (SHH) — Gradienten entlang der
post-ant Achse. Die epitheliale AER gibt fibroblastische Wachstumsfaktoren (FGFs) an das Mesenchym
ab. Rechts unten: Zweidimensionale Schnittansicht entlang der blauen Schnittebene. Das dorsale Epithel

produziert WNT7A und dorsalisiert die Extremitit iiber epithelial-mesenchymale Wechselwirkungen.
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1.3.2 Verkndcherung

Das Skelett wird in Axial-, Appendikuldr- und Kranialskelett unterteilt, die verschiedenen
embryonalen Ursprungs sind”'. Das Axialskelett entstammt den Somiten, das appendikulire
Skelett dem Seitenplattenmesoderm und die kraniofazialen Knochen gehen aus der Neuralleiste
hervor. Zum Axialskelett gehoren Wirbelsdule, Rippen und Sternum. Es ist mit dem
Appendikulérskelett, bestehend aus Schulter- und Beckengiirtel sowie den oberen und unteren
GliedmaBlen, verbunden. In der Embryonalentwicklung werden individuelle Knochen auf zwei
Arten gebildet. Man unterscheidet die direkte bzw. desmale von der indirekten bzw. chondralen
Osteogenese.

Bei der desmalen Osteogenese differenzieren Mesenchymzellen direkt zu Osteoblasten. Desmal
verknochern die platten Schiddelknochen, der Gesichtsschéddel und die laterale Clavicula.

Die weitaus haufigere Form der chondralen Osteogenese findet sich hingegen bei der Entwicklung
von Rohrenknochen und kurzen Knochen, wie Hand- und FuBBwurzelknochen. Sie ist schematisch
in Abbildung 3 dargestellt. Mesenchymale Zellen bilden prichondrogene Kondensationen und
differenzieren anschlieend zu Chondroblasten. Aus diesen entstehen durch Dickenwachstum und
Langenwachstum die knorpeligen Anlagen in Gréfe und Form des spéteren Knochens. Dieses
knorpelige Primordialskelett wird anschlieBend durch Knochen ersetzt. Im Bereich des
Knochenschafts (Diaphyse) der Rohrenknochenanlagen erfolgt die Verknocherung von auflen
durch perichondrale Ossifikation und fiihrt zur Bildung der Substantia corticalis, der
Knochenmanschette. Sie wird aufgrund ihrer Dicke auch als Substantia compacta bezeichnet.
Perichondrale Zellen differenzieren dort direkt zu Knochenmatrix abscheidenden Osteoblasten.
Dieser Prozess lduft nach Art der desmalen Osteogenese ab. Die den Knorpel umhiillende
Knorpelhaut, das Perichondrium, entwickelt sich zur Knochenhaut, dem Periost. Im Inneren der
Anlagen von Rohrenknochen und kurzen Knochen erfolgt die Verknocherung von innen durch
endochondrale Ossifikation und fiihrt zur Bildung der Substantia spongiosa. Bei Rohrenknochen
entsteht im Knocheninneren in Hohe der Diaphyse das primére Ossifikationszentrum. Dort
differenzieren Knorpelzellen zu hypertrophen Chondrozyten, die extrazellulire Matrix
sezernieren. Am Ende der Embryonalperiode wachsen Blutgeféifle tiber die Knochenmanschette in
den verkalkten Knorpel ein und fithren Zellen mit sich, die zu blutbildenden Stammzellen,
Osteoblasten und Osteoklasten differenzieren. Die Osteoklasten bauen verkalkten Knorpel ab und
die Osteoblasten fiillen die entstehenden Erosionsherde mit Knochenmatrix, dem sogenannten
Osteoid, auf. Dieses lagert Kalksalze ein und mineralisiert. Letztlich stehen die Osteoblasten als
metabolisch inaktivere Osteozyten nur noch iiber Zellauslaufer miteinander in Verbindung. Es

entsteht trabekuldrer Knochen, in dessen Maschenrdumen sich das blutbildende Knochenmark
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ansiedelt. Der zentrale primdre Knochenkern dehnt sich immer weiter zu den beiden
Knochenenden (Epiphysen) hin aus. Uberwiegend postnatal entstehen sekundire
Ossifikationszentren in einer oder beiden knorpeligen Epiphysen der RShrenknochen, sowie in
vielen kurzen Knochen, wie Hand- und FuBBwurzelknochen. Bei den Réhrenknochen erfolgt das
Liangenwachstum von der fetalen Phase bis zum Ende der Pubertdt in der knorpeligen
Ubergangszone zwischen Diaphyse und Epiphyse, der Epiphysenfuge. Dort findet die
Chondrozytendifferenzierung in Zonen, die morphologisch gut unterscheidbar sind, statt. An die
der Epiphyse zugewandte Zone der ruhenden Reservechondrozyten schlieft sich die
Proliferationszone mit dem Sdulenknorpel an. In der weiter diaphysenwérts gelegenen,
benachbarten Zone des Blasenknorpels erfolgt die terminale Differenzierung zu hypertrophen
Knorpelzellen. Mit der Chondrozytendifferenzierung veréndert sich auch die Zusammensetzung
der extrazelluldren Matrix, die zunehmend mineralisiert. In der an die Diaphyse grenzenden
Eréffnungszone gehen die Knorpelzellen zugrunde. Es dringen Blutgefifle, Osteoklasten und
osteoidbildende Osteoblasten ein. Bis zum Ende des 20. Lebensjahres verkndchern die

Epiphysenfugen. Nur der Gelenkknorpel verbleibt als Uberrest der knorpeligen Anlage.

Abbildung 3: Chondrale Osteogenese der R6hrenknochen

Diaphyse  Epiphyse Epiphysenfuge

Substantia Substantia
corticalis spongiosa

Schematische Darstellung der chondralen Osteogenese. Knorpel rosa, Knochen griin, mineralisierte
Knorpelmatrix violett, Blutgefille rot. (a) Es entsteht die knorpelige Anlage, deren Chondrozyten im
Inneren mineralisierte Matrix bilden. Die Substantia corticalis im Bereich der spéteren Diaphyse wird
durch perichondrale Ossifikation gebildet. (b) In die Diaphyse dringen mit den Blutgefalen Osteoblasten
und Osteoklasten ein und das primdre Ossifikationszentrum entsteht. Dort fiihrt die endochondrale
Ossifikation zur Bildung von Substantia spongiosa. Auch in die zunéchst knorpelige Epiphyse dringen
Blutgefilie ein. (¢) Die endochondrale Ossifikation in der Diaphyse schreitet zu den Epiphysen fort und
beginnt spéter auch im sekundéren Ossifikationszentrum der Epiphyse. (d) Die Ossifikationszentren dehnen
sich weiter aus, bis sie nur noch durch die knorpelige Epiphysenfuge getrennt sind. (¢) Im ausgewachsenen

Zustand ist die Epiphysenfuge geschlossen. Abbildung modifiziert aus®.
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1.4 Bmp-Gene

Bmp-Gene kodieren knochenmorphogene Proteine (,,Bone morphogenetic proteins®, BMPs), die
als Wachstumsfaktoren der TGFbeta-Superfamilie vielféltige Funktionen ausiiben. Sie wurden in

den 60er Jahren aufgrund ihrer Féhigkeit, im Tierversuch ektopen Knochen zu bilden, entdeckt.

1.4.1 Bmp-Gene in der Extremitatenentwicklung

Vor allem Bmp2,4,7 und Gdf5, die allesamt zu den Bmps =zédhlen, steuern die
Extremititenentwicklung. Sie spielen dabei vielfiltige, teils antagonistische Rollen in
Abhingigkeit vom Gewebe und Entwicklungsstadium. So kann der BMP-Signalweg die Apoptose
in den frithen prichondrogenen Kondensationen negativ regulieren” und spiter die Trennung der
Finger durch Forderung der interdigitalen Apoptose begiinstigen'®. Auch Proliferation und
Fingerzahl werden sowohl positiv als auch negativ reguliert”. In der friihen
Extremititenentwicklung sind Bmps an der Musterbildung beteiligt, wahrend sie in spiteren
Stadien die Kondensation mesenchymaler Zellen sowie die Knorpel- und Knochenbildung
regulieren’**. Die endochondrale Ossifikation wird dabei durch BMP-Proteine iiber den
kanonischen SMAD-Signalweg gesteuert®®. Auch die Gelenkbildung wird durch ein Mitglied der
BMP-Familie, Gdf5, und den BMP-Antagonisten Noggin reguliert”’.

1.4.2 Bmp-Signaltransduktion

Die trans- und intrazelluldre Bmp-Signalweiterleitung steuert letztlich die Genexpression. Dimere,
aktive BMP-Proteine werden nach ihrer intrazelluliren Reifung sezerniert. Sie binden
extrazellular an Transmembran-Rezeptoren. Die nachfolgende, intrazelluldre Signaltransduktion
erfolgt iiber einen allen Mitgliedern der TGFbeta-Superfamilie eigenen Mechanismus®®. BMPs
binden an membranstindige Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren vom Typl und Typ IL
AnschlieBend transphosphorylieren Typ II-Rezeptoren die Typ [-Rezeptoren und bewirken deren
Aktivierung. Zwei Proteingruppen sorgen fiir die Spezifitdt der Interaktion zwischen Rezeptoren
und Liganden. Erstens inhibieren extrazelluldre diffusible Antagonisten wie NOGGIN
konzentrationsabhéngig die BMP-Wirkung. Die Antagonisten binden direkt an BMPs und
verhindern deren Interaktion mit Rezeptoren. Zweitens modulieren membranstindige Ko-
Rezeptoren die spezifische Rezeptorbindung und Signalweiterleitung der BMPs. Das
Zusammenfiihren von Rezeptoren durch BMPs aktiviert den Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-
Kinase-Signalweg, wihrend die Bindung von BMPs an priformierte Rezeptorkomplexe den

kanonischen SMAD-Signalweg aktiviert”. Dabei phosphoryliert der Typ I Rezeptor die im
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Grundzustand liberwiegend zytoplasmatisch lokalisierten Rezeptor-SMADs 1, 5 und 8. Darauthin
dissoziieren die Rezeptor-SMADs vom Rezeptor ab und bilden heteromere Komplexe mit dem
gemeinsamen  Partner-SMAD  (,,Common-partner SMAD*)4. Die SMAD-Komplexe
translozieren in den Zellkern und steuern dort die Expression von Zielgenen. Nach anschlie3ender
Dephosphorylierung dissoziieren die SMAD-Komplexe und die nun homomeren SMADs
gelangen zuriick ins Zytoplasma, wo sie erneut fiir die Signaltransduktion zur Verfiigung stehen.
So erzielt die kontinuierliche Zirkulation der SMADs zwischen Kern und Zytoplasma eine
Kopplung zwischen Rezeptoraktivitit und SMAD-Signalaktivitit. In einem negativen
Riickkopplungsmechanismus induzieren aktive SMAD-Komplexe die inhibitorischen SMADs 6
und 7, die die SMAD-Signaltransduktion beendigen.

1.5 Hox-Gene

Die Hox-Gene kodieren eine evolutionér stark konservierte Familie von Transkriptionsfaktoren,
deren Gemeinsamkeit die Homdodomine darstellt. Sie regulieren die Embryonalentwicklung
vieler Organe und Strukturen, wie der primiren Korperachse und der Extremititen®’. Mutationen
in Hox-Genen oder die Verschiebung ihrer Expression entlang der von ihnen definierten Achse
konnen eine homdotische Transformation verursachen. Dabei wird ein Korpersegment durch ein
anderes, normalerweise an einem benachbarten Ort vorkommendes, ersetzt. Aufgrund dieser
Féhigkeit wurden Hox-Gene erstmals in Drosophila melanogaster entdeckt, wo die homdotische
Transformation beispielsweise zur Entstehung von Antennen anstelle von Beinen fiihrt. Bei
Wirbeltieren kdnnen benachbarte Wirbelsegmente entlang der Wirbelsdule homdotisch ineinander
transformiert werden®'. Analog fiihrt wihrend der Extremititenentwicklung die Uberexpression
von Hoxal3 zur hombotischen Transformation von Zeugopod- in distaleren Autopod-Knorpel*
und die Expression vom mutiertem Hoxdl3 im Autopod zur homootischen Transformation von
Metakarpal- zu Karpalknochen®. Charakteristischer Bestandteil der Hox-Gene ist die konservierte
180 Basenpaare lange Homoobox. Sie kodiert die Protein-Homdodoméne mit ihrem typischen
Helix-Turn-Helix-Motiv, das die relativ unspezifische Bindung an Konsensus-Sequenzen der
DNA vermittelt. Mit DNA-bindenden Partnern bilden HOXe multimere Proteinkomplexe, die
spezifisch an regulatorische DNA-Sequenzen binden und die Transkription von Zielgenen
regulieren®®. Die Hox-Gene sind in Clustern angeordnet. Bei Drosophila melanogaster besteht der
HOM-C-Komplex aus acht Genen. Diese sind auf zwei separate, auf demselben Chromosom
liegende Cluster verteilt, den Antennapedia- und den Bithorax-Cluster. Sduger hingegen besitzen
39 Hox-Gene, die in 4 Clustern, HOXA, B, C und D, auf verschiedenen Chromosomen arrangiert

sind. Die Cluster entstanden im Laufe der Evolution durch mehrere Duplikationen eines
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urspriinglichen Hox-Clusters, einhergehend mit dem Verlust einzelner Gene. Daher dhneln sich
die Sequenzen von Genen an korrespondierenden Cluster-Positionen, sogenannten paralogen
Genen. Bei Sdugern werden die Hox-Gene in 13 paraloge Gruppen gegliedert, deren
Sequenzhomologie untereinander grofer ist als die Sequenzhomologie der Hox-Gene innerhalb
eines Clusters”. Die Hox-Expression bei Landwirbeltieren ist stark konserviert und folgt, wie in
Abbildung 4 dargestellt, in der Embryonalentwicklung dem Prinzip der zeitlichen und rdumlichen

30,35

Kolinearitit™ . Dabei werden am 3’-Ende der DNA gelegene Gene friih und wéhrend der
Entwicklung des Achsenskeletts anterior, zum Beispiel im Rhombencephalon®, bzw. wihrend der
Entwicklung der Extremititen proximal und anterior’’ exprimiert. Die am 5’-Ende der DNA
gelegenen Hox-Gene hingegen werden spiter, in der Entwicklung der primiren Korperachse
weiter posterior, zum Beispiel in den kaudalen Wirbelsegmenten, exprimiert. Wéhrend der

Extremitatenentwicklung erfolgt ihre Expression posterior und distal.

Abbildung 4: Hox-Expression und Anordnung der Hox-Gene

Drosophila melanogaster

D. melanogaster, HOM-C-Komplex
Antennapedia-Cluster Bithorax-Cluster

Ll Hopb ——PaH Sor | Anip ———{ZUBXx_}LabaAH Abd-B]

M. musculus, HOX-Cluster: HOXA, HOXB, HOXC, HOXD

—{ Hoxal H HoxaZ2 H Hoxa3 H Hoxa4_ |- Hoxab |—| Hoxa6 I 1.HoxaZ | I Hoxa9 HHoxaTG HHoxai' 1 I—|Hoxa?3 }—
—{Hoxb1 HHoxb2 H Hoxb3 HHoxb4 H Hoxb5 |—{ Hoxb6 |—{ Hoxb7 | Hoxbs H Hoxbo | Hoxb13 |-
—Hoxcd H Hoxc5 |—| Hoxct |—|_Hﬂ8_|-| Hoxc9 HHochO HHDKCH HHUX:;J‘E HHOXCTQ }»
—{HoxdT |——{ Hoxd3 | {Hoxd% | [Hoxd8H Hoxd9 HHexd10 HHoxd11 HHoxd12 HHoxd13 |-
Transkription:
3 anterior, frith posterior, spéit5 ,

Oberer Abbildungsteil: Schema eines Drosophila melanogaster (D. m.) — und eines Mus musculus (M. m.)
—Embryos mit farblich gekennzeichneten Expressionsdoménen der Hox-Gene, deren Farbkennzeichnung
mit den entsprechenden Hox-Genen im unteren Abbildungsteil libereinstimmt.

Unterer Abbildungsteil: Schematische Anordnung der Hox-Gene in D. m. und M. m. Bei D. m. sind die
Hox-Gene auf den Antennapedia- und den Bithorax-Cluster des HOM-C-Komplexes auf einem
Chromosom verteilt. Genabkiirzungen: /ab, labial; pb, proboscipedia; Dfd, Deformed; Scr, Sex combs
reduced; Antp, Antennapedia; Ubx, Ultrabithorax; abd-A, abdominal-A; Abd-B, Abdominal-B. Die Hox-
Gene bei M. m. sind in vier Clustern HOXA, B, C, D auf vier Chromosomen arrangiert. Es werden
13 paraloge Hox-Gruppen [-13 unterschieden. Der Pfeil zeigt die Richtung der Transkription an, die

zeitlich und raumlich kolinear erfolgt. Abbildung nach®®.
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1.5.1 Hox-Gene in der Skelett- und Extremitatenentwicklung

Wihrend der Entwicklung des Achsenskeletts werden Hox-Gene teils {iberlappend exprimiert und
legen die Segmentidentititen entlang der anterior-posterioren (a-p) Korperachse fest’. In der
Extremitdtenentwicklung regulieren Hox-Gene die aufeinander folgenden Prozesse
Musterbildung, Verknorplung und Verkndcherung®*°. Hauptsichlich die paralogen Gruppen
9-13 des HOXA4- und HOXD-Clusters steuern die Funktion der ZPA und der AER in der
Musterbildung®. HOXD13 reguliert direkt die Genexpression essentieller Signalwege, die sowohl
die a-p als auch die proximal-distale (p-d) Musterbildung sowie spéter die Skeletogenese
kontrollieren*'.

Die rdumliche Expression der Hox-Gene édndert sich im zeitlichen Verlauf, wobei die
Expressionsmuster paraloger Gene sich dhneln"*”*. Aufgrund ihrer iiberlappenden Expression
regulieren Kombinationen von Hox-Genen die Genexpression®. Schematisch sind die sich
dynamisch édndernden Phasen der Hox-Expression in Abbildung 5 dargestellt. Zundchst werden
die 3’-gelegenen Gene Hoxd9 und Hoxdl(0 zum Zeitpunkt der Festlegung des Stylopods in der
gesamten Extremitdtenknospe exprimiert. Danach werden die Hoxd-Gene in zeitlichen und
rdumlichen Mustern kolinear exprimiert. Die 3’-lokalisierten Gene werden zuerst und proximal
exprimiert. Die 5’-lokalisierten Gene hingegen werden spéter und weiter distal, in der Spitze der
ausknospenden Extremitit, exprimiert. Dann bilden die Expressionsdoménen der Hoxd-Gene ein
ineinander geschachteltes a-p-Muster aus, um die Strukturen des Zeugopods festzulegen. Dabei
sind die kleineren Expressionsdominen der 5’-lokalisierten Gene im Laufe der Entwicklung
zunechmend auf die posterior-distale Extremititenknospe begrenzt. Die groBeren
Expressionsdominen der 3’-gelegenen Gene dehnen sich hingegen nach weiter anterior-proximal
aus und enthalten somit die Expressionsdomdnen der 5’-gelegenen Gene. Die Zellen in der
ausknospenden Extremitdt exprimieren entsprechend ihrer Position verschiedene Hoxd-
Kombinationen, wobei die posterioren Zellen der ZPA alle Hoxd-Gene exprimieren. Die
paralogen Hoxa-Gene zeigen wihrend der Extremititenentwicklung ein &dhnliches kolineares
Expressionsmuster. Allerdings verschwindet die a-p Polaritdt im Verlauf und es verbleibt
lediglich ein p-d Muster®. Wihrend des Auswachsens der Extremitit wird das Expressionsmuster
zunehmend komplexer. Die Entstehung des spiteren Autopods wird durch Hoxal3 sowie
Hoxd10-13, hauptsichlich jedoch durch Hox-Gene der paralogen Gruppen 11-13, gesteuert™.
Dabei kehrt sich das a-p-Expressionsmuster um und Hoxal3 und Hoxdl3 werden in den groBten,
am weitesten nach anterior reichenden Domidnen exprimiert. 3’-gelegene Hox-Gene werden

hingegen in kleineren, weiter posterior lokalisierten Doménen transkribiert' *2.
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Abbildung 5: Dynamische Phasen der Hox-Expression in der Extremitdtenentwicklung

p—d Paraloge Hox-Gene

5 9 1011 1213 .
S (B RESES Phase I-Expression

Phase [ *® Hoxds,d10

7 9 10111213 .
- B BB EE Phase [I-Expression

Phase 11 S Mexgd

Hox d-8. d-10
Hox d-9, d-10, d-11
® Hox d-9, d-10,d-11,d-12
Hox d-8, d-10, d-11, d-12, d-13

A i 9 10111213
W8 Phase III-Expression

Phase III © Hoxa13

Hox a-13,d-13
® Hox a-13, d-13,d-12, d-12, d-11, d-10

Schematische Darstellung der Hox-Expression (schwarze Kéastchen kennzeichnen exprimierte Hox-Gene)
wiahrend der Extremititenentwicklung der Landwirbeltiere entlang der proximal-distalen (p-d) und
anterior-posterioren (a-p) Achse im zeitlichen Verlauf. In den zeitlich aufeinander folgenden Phasen I-II1
werden die verschiedenen Extremitétenabschnitte Stylopod (S), Zeugopod (Z) und Autopod (A) angelegt.
Dabei unterscheiden sich die Expressionsmuster posteriorer Hox-Gene in der Extremitidtenknospe und

werden im Verlauf zunehmend komplexer. Abbildung nach'.

1.6 Interaktion von Hox-Genen und BMP-Signalweg

Mitglieder des BMP-Signalwegs und Hox-Gene steuern die Extremititenentwicklung mittels
eines gemeinsamen regulatorischen Netzwerks und werden im Autopod teils iiberlappend

exprimiert® *,

Daher fithren ihre Mutationen zu &dhnlichen Phénotypen, der molekularen
Krankheitsfamilie der Brachydaktylien*’, wie Abbildung 6 zeigt. Mutationen von Mitspielern des
BMP-Signalwegs verursachen isolierte Brachydaktylien. Sie wurden identifiziert im BMP-
Mitglied GDF5, dem BMP-Antagonisten NOGGIN, dem BMP-Rezeptor BMPRIB und dem
Tyrosinkinase-Rezeptor ROR2, der mit dem BMP-Signalweg interagiert'. GleichermaBen fithren

Mutationen der HOX-Gene der paralogen Gruppe 13 zu isolierten und kombinierten

11
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Brachydaktylien sowie zu Brachydaktylien als Bestandteil von Krankheitssyndromen. So
verursachen Missense-Mutationen der HOXDI3-Homoobox isolierte Brachydaktylien*’. Die
Expansion des HOXD13-Polyalaninrepeats verursacht SPD mit Brachydaktylie*®. Die Expansion
eines HOXAI3-Polyalaninrepeats oder zu Trunkierungen fithrende Mutationen des HOXA13

verursachen das Hand-FuB-Genitalsyndrom mit Brachydaktylie® .

Abbildung 6: Ahnliche Phinotypen durch Mutationen in HOXD13 und der BMP-Signalkaskade

Mutationen des HOXDI3 und
der BMP-Signalkaskade fiihren

BDA2: BMPR1B™, GDF5™, zu dhnlichen Phéinotypen. So

HOXD13mu

BDB: ROR2mt, NOG™,
HOXD13mut

verursachen Mutationen  des
HOXD13, des BMP-Rezeptors
IB (BMPRIB) und des BMP-
Mitglieds GDF5 Brachydaktylie
A2 (BDA2). Mutationen des
HOXD13, der Rezeptor-Tyrosin-
kinase ROR2 und des BMP-
Antagonisten NOGGIN (NOG)

BMP-
Signalwegs-
mitgliedermut

verursachen  Brachydaktylic B
(BDB). Fotos aus 748

Des Weiteren interagieren SMAD-Transkriptionsfaktoren, die Signalwandler des BMP-
Signalwegs, mit HOX-Proteinen*”*’. Sowohl HOX- als auch SMAD-Transkriptionsfaktoren
erkennen und binden vielfiltige DNA-Sequenzen relativ unspezifisch. Um eine spezifische DNA-
Bindung zu erzielen, bilden HOXe multimere Komplexe mit DNA-bindenden Kofaktoren®”. Die
meisten HOXe erkennen sogenannte ,HOX-response elements®, die mehrere HOX-
Bindungsstellen sowie weitere Bindungsstellen fiir HOX-Kofaktoren enthalten®®. Auch SMADs
binden mit geringer Affinitdt und Spezifitit an ihre DNA-Erkennungssequenzen. Sie binden direkt
an SMAD-bindende Elemente (SBEs), die einzeln oder gruppiert in vielen SMAD-responsiven
Promotorregionen vorkommen, und an GC-reiche Sequenzen’'. Zusammen bilden SBEs, GC-
reiche Erkennungssequenzen und weitere koregulatorische Bereiche die sogenannten BMP-
responsiven Elemente (BREs)™. Als Antwort auf BMP-Signale binden SMADs neben SBEs auch
BREs und regulieren mit weiteren DNA-bindenden Faktoren und Koaktivatoren bzw.
Korepressoren die spezifische Transkription von Zielgenen®'. Zu den SMAD-Partnern fiir eine

gezielte Regulation der Transkription zihlen unter anderem HOXD13 und HOXA13*"%,
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1.7 Extremitatenfehlbildungen durch Mutationen in Hox-Genen

Die kolinear exprimierten Hox-Gene der paralogen Gruppen 9-13 steuern die Entwicklung der
Extremititen. Hoxa- und Hoxd-Gene der Gruppen 9 und 10 kontrollieren im frithen
Knospenstadium hauptsichlich die Entwicklung des Stylopods. Hox-Gene der Gruppe 11 steuern
vor allem die Entwicklung des Zeugopods und Hoxal3 sowie Hoxd10-13 steuern die Entwicklung
des Autopods*. Dabei sind fiir die Autopodentstehung Hoxal3 und Hoxdl3 essentiell®* >. Der
Funktionsverlust von Hox-Genen der Gruppen 9-13 verursacht schwere Trunkierungen der
GliedmaBen entlang der p-d-Achse®. Dabei konnen paraloge Gene die Auswirkungen von
Funktionsverlust-Mutationen teils kompensieren, da partiell funktionelle Redundanzen vorliegen.
Doppelt Hoxd9/Hoxa9-defiziente Miuse weisen Defekte des Humerus auf’®. Miuse, denen
sowohl Hoxdl1I als auch Hoxall fehlt, bilden Extremititen mit einem trunkierten Zeugopod®'.
Entsprechend der kolinearen Expression fiihren Knockout-Mutationen der paralogen Gruppe 10
zu proximaleren Trunkierungen als solche der paralogen Gruppe 11°*. Der Verlust von
Hoxd13*% %, Hoxd11°', Hoxd12%° oder Hoxal3>* allein oder in verschiedenen Kombinationen®” ¢
fiihrt zu Autopod-Defekten und Fingerfehlbildungen. Bei Mutanten ohne Hoxal3 und Hoxdl3
fehlt das Autopod fast vollstindig™*. Die gleichzeitige Elimination der HOXA4- und HOXD-Cluster
fiihrt zu einer starken Verkiirzung des Stylopods, Zeugopod und Autopod fehlen™.

1.7.1 Mutationen in Hoxd13

Mutationen verschiedener Bereiche des humanen HOXDI3 fiihren zu Malformationen des
Autopods. Die Verdnderungen auf Proteinebene sind schematisch in Abbildung 7 gezeigt.
HOXD13 ist das am weitesten zentromerisch und 5’-gelegene Gen des HOXD-Clusters auf dem
langen Arm des Chromosoms 2 und enthdlt zwei Exons. Das erste Exon beinhaltet einen
Trinukleotidrepeat, der fiir einen N-terminalen 15-Alanin-Trakt kodiert. Exon 2 kodiert unter
anderem die C-terminal liegende = Homododoméne. Das  breite  Spektrum an
Extremititenfehlbildungen durch Mutationen des HOXD13 ldsst sich phanotypisch in drei, teils
iiberlappende Gruppen untergliedern®: Expansionen des normalerweise 15 Alanine langen
Polyalanintrakts um 7-14 zusitzliche Alanine verursachen Synpolydaktylie (SPD) 1% 6% 666
Missense-Mutationen der Homdodoméne verursachen einen Funktionsverlust und fiihren zu

verschiedenen Brachydaktylien und/oder milder SPD. In Trunkierungen resultierende Frameshift-

Deletionen bewirken milde Formen der SPD%.
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Abbildung 7: Auswirkungen von Mutationen des humanen HOXD13 auf Proteinebene

| A(57-71)ins(polyA)”'*: SPD 1 |

P108fs: Goooy: | K279fs: R298W:  S308C: milde SPD,BD  Q317R:
A(57-71)del(polyA)”: BD, SD [ milde SPD | "o 't | milde SPD | milde SPD  I314L: milde SPD, BD  milde SPD, BD
NH;* COoOr
Alaninreiche Region (grau) mit Homdodoméne
15 Alanin-Polyalanintrakt (schwarz) (grau)

Durch HOXDI3-Mutationen hervorgerufene Fehlbildungen des Autopods lassen sich in drei
phénotypische, teils iiberlappende Gruppen untergliedern. Verschieden lange Expansionen des
Polyalanintrakts [A(57-71)] um 7-14 Alanine [ins(polyA’*)] verursachen Synpolydaktylie (SPD) 1 und
sind rot markiert. Zu Trunkierungen fiihrende Frameshift-Mutationen [fs] verursachen milde Formen der
SPD und sind blau markiert. Missense-Mutationen der Homoddoméne fiihren iiberwiegend zu
Brachydaktylien (BD) mit milder SPD bzw. isolierter, milder SPD und sind gelb markiert. Eine Deletion
von 7 Alaninen im Polyalanintrakt [del(polyA)’] verursacht das Brachydaktylie-Syndaktylie (BD, SD)-
Syndrom. Eine Missense-Mutation an Position 220 [G220V] fiihrt zu milder SPD. Schematische
Darstellung in Anlehnung an® und gemil OMIM-Eintrag *142989 (HOXDI3).

Humane Synpolydaktylie

SPD 1 war die erste Erbkrankheit, als deren Ursache eine Polyalaninrepeat-Expansion in
HOXD13, identifiziert wurde. Hauptsdchlich das Autopod ist betroffen. Kennzeichnend bei
Heterozygoten sind eine Syndaktylie des Weichgewebes des 3. und 4. Fingers bzw. 4. und 5. Zehs
und zentrale Polydaktylie zwischen dem 3. und 4. Finger. Zusétzlich treten weitere Fehlbildungen
wie Klinodaktylie (abgewinkelte Phalangen), Kamptodaktylie (Beugekontraktur der
Mittelgelenke) und Brachydaktylie des 5. Fingers sowie variable Syndaktylie der 2.-5. Zehe,
Brachy- und postaxiale Polydaktylie der Zehen auf. Es konnen ein bis alle vier Gliedmallen
betroffen sein. Der variable phédnotypische Auspridgungsgrad reicht von partieller hdutiger
Syndaktylie bis zur kompletten Verdopplung eines Fingers bzw. Zehs. Bei minnlichen
Betroffenen mit einem mutierten, 29 Alanine kodierenden Repeat in HOXD13 kann zusétzlich die
urogenitale Fehlbildung Hypospadie auftreten*®. Bei den seltenen Homozygoten findet sich ein
ausgeprigter Phinotyp aller vier Extremititen mit schwerer Synpoly- und Brachydaktylie®’.
Selten tritt zusitzlich eine reduzierte Zehenanzahl auf®*. Verschiedene phinotypische
Auspriagungen sind in Abbildung 8 gezeigt. SPD 1 wird semidominant vererbt. Bei Heterozygoten
entspricht der Phanotyp eher dem dominanten Allel, allerdings bleibt die Wirkung des rezessiven

Allels erkennbar. Die Wahrscheinlichkeit der phénotypischen Auspridgung, die sogenannte
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Penetranz, korreliert ebenso wie der phéinotypische Ausprigungsgrad, die sogenannte
Expressivitdt, mit der Expansionslinge des Polyalaninrepeats. Kurze Expansionen verursachen

eine inkomplette Penetranz und eine intrafamilidr und intraindividuell variable Expressivitit*.

Abbildung 8: HOXD13-assoziierte Synpolydaktylie 1
heterozygot homozygot

»

+7 Ala +10Ala +14 Ala +10 Ala

Polyalaninrepeat-Expansionen in HOXDI3 fithren zu Synpolydaktylie 1. Penetranz und Expressivitit
korrelieren mit der Expansionslidnge (+Ala) des normalerweise 15 Alanine kodierenden Polyalaninrepeats.
Dargestellt sind Fotografien von Handen betroffener hetero- und homozygoter Individuen. Fotos von Dr.

Pia Kuss, Berlin.

Murine Synpolydaktylie

Die mutante Mauslinie ,,synpolydactyly homolog* (spdh) besitzt eine spontan aufgetretene
Polyalaninrepeat-Expansion des Hoxdl3 von 15 auf 22 Alanine. Aufgrund der phénotypischen
Ahnlichkeit dient die homozygote spdh-Maus als Modellorganismus fiir die Untersuchung der
molekularen Pathogenese der humanen SPD 1%, Die Vererbung erfolgt rezessiv und Heterozygote
weisen sehr milde Phénotypen auf. Bei homozygoten Tieren hingegen finden sich Fehlbildungen
des Autopods, es kommt zur SPD in Verbindung mit Brachydaktylie. Mannliche Tiere sind
infertil. Aulerdem sind die Differenzierung und spétere Verkndcherung der knorpeligen Elemente
verzdgert und die Gelenkbildung gestort™*®. Der Phénotyp zeichnet sich durch eine hohe Varianz

aus, wobei die Expressivitit in den Vorderpfoten stets die in den Hinterpfoten iibertrifft.

1.7.2 Mutationen in Hoxal3

Das dominant vererbte Hand-FuB3-Genitalsyndrom wird verursacht durch Nonsense-Mutationen,
Missense-Mutationen der Homdobox sowie Expansionen in drei von insgesamt fiinf im ersten
Exon enthaltenen Polyalaninrepeats des HOXA13% 7. Der Phinotyp ist charakterisiert durch
hypoplastische Daumen und GroB3zehen sowie hypoplastische distale Phalangen. Daneben treten

Klino- und Brachydaktylie des 5. Fingers sowie Brachydaktylie der 2.-5. Zehe auf. Diese
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Fehlbildungen sind voll penetrant, bilateral symmetrisch und mit nur geringen
Expressivitidtsunterschieden ausgebildet. Die zusitzlichen, urogenitalen Fehlbildungen sind
inkomplett penetrant mit variabler Expressivitit®. Die Malformation des Autopods reprisentiert
einen Funktionsverlust des mutierten HOXA13+Ala, wihrend die urogenitalen Fehlbildungen
moglicherweise Ausdruck eines zusitzlichen Funktionsgewinns sind’'. Der Funktionsverlust

beruht auf der vermehrten Degradation des expandierten HOXA13+Ala in vivo’".

1.8 Molekulare Pathogenese der Hoxd13-assoziierten Synpolydaktylie

Die molekulare Pathogenese beschiftigt sich mit dem Zusammenhang zwischen genetischer
Verinderung und klinischem Phénotyp’?. Dafiir wird der Effekt einer Mutation auf Quantitit und
Funktion des Genprodukts untersucht. Man unterscheidet Funktionsverlust- von
Funktionsgewinn-Mutationen. Funktionsverlust-Mutationen inaktivieren das Genprodukt und
fiihren zum gleichen klinischen Phénotyp wie Gendeletion oder —disruption, wohingegen
Funktionsgewinn-Mutationen einen spezifischen Phédnotyp verursachen. Eine Mutation kann auch
gleichzeitig zu Funktionsgewinn- und Funktionsverlust-Effekten fithren, wenn beispielsweise die
urspriingliche Genfunktion eingebiiit wird und gleichzeitig neue Eigenschaften akquiriert werden.
Behindert ein mutiertes Protein das Genprodukt eines weiteren Allels, wird dies als negativer
Effekt bezeichnet. Man unterscheidet die Wirkung des mutierten Proteins auf das Genprodukt des
Wildtyp-Allels in Heterozygoten (dominant negativer Effekt) von einer Wirkung auf Genprodukte
weiterer, oft paraloger Gene (negativer Effekt). Voraussetzung dafiir ist eine Interaktion von
mutiertem und Wildtyp-Genprodukt, die gehduft bei multimeren Proteinen auftritt.

Der SPD zugrunde liegende Expansionen des HOXD 13-Polyalaninrepeats verursachen vermutlich
eine Kombination aus Funktionsverlust und Funktionsgewinn®®. Fiir einen Funktionsgewinn
sprechen folgende Beobachtungen: Erstens unterscheiden sich die humane SPD sowie der
Phénotyp der spdh-Maus deutlich von der bei Funktionsverlust-Mutationen auftretenden
schwicheren Fehlbildung des Autopods® %, Der Phinotyp der spdh-Maus kann also nicht auf
einem reinen Funktionsverlust des Hoxdl3+Ala beruhen. Zweitens korreliert die Linge des
expandierten Polyalaninrepeats des mutierten Hoxdl3+Ala mit Expressivitit und Penetranz der
SPD*. Analog dazu korreliert in vitro die Hoxdl3+Ala-Expansionslinge mit dem Ausmaf} der
zytoplasmatischen Aggregation fehlkonformierten Proteins’. Im Rahmen des Funktionsgewinns
iibt elongiertes Hoxd13+Ala in der Autopodentwicklung vermutlich einen negativen Effekt auf

5°-lokalisierte =~ Hox-Gene  aus'*”.

Darauf  deuten  Phénotypenvergleiche und
Kreuzungsexperimente der spdh-Maus mit weiteren mutanten Mauslinien hin, wie Abbildung 9

zeigt. Erstens besteht eine starke phinotypische Ahnlichkeit zwischen homozygoten spdh-Miusen
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und solchen, bei denen Hoxdl1, 12 und 13 homozygot in den Extremitéten inaktiviert sind. Bei
beiden Mutanten ist die Knorpelbildung gestort, die Verknocherung verzogert und es tritt eine
zentrale SPD auf’> 7. Zweitens zeigen Kreuzungsexperimente, dass expandiertes Hoxd3+Ala
moglicherweise einen negativen Effekt auf das paraloge Hoxal3 ausiibt. Die Inaktivierung eines

3333 1uft eine zentrale SPD

Hoxal3-Allels zusitzlich zur homozygoten Inaktivierung von Hoxd1
mit drastischer Brachydaktylie hervor und dhnelt dem Phanotypen der homozygoten spdh-Maus.
Ein dhnlicher, aber schwerwiegenderer Phianotyp wird durch die zusétzliche Inaktivierung eines

Hoxal3-Allels in spdh-Homozygoten verursacht™.

Abbildung 9: Ahnliche Synpolydaktylie-Phéinotypen verschiedener Hox-Mausmutanten

Adl1-d13/Ad11-d13

Hoxdl13"
Hoxal3™

o
i %

spdh/spdh
Hoxal3""

Die Abbildung zeigt Fotos der Vorderpfoten verschiedener Mausmutanten im postnatalen Stadium PO, die
allesamt eine Synpolydaktylie aufweisen. Die phinotypische Ahnlichkeit von homozygoten spdh-Miusen
mit expandiertem Hoxd13-Polyalaninrepeat (spdh/spdh) und solchen mit einer homozygoten Inaktivierung
von Hoxdl1,12 und 13 (Adl1-d13/Adl1-d13) sowie mit durch Verkreuzung entstandenen Mausmutanten
mit einer heterozygoten Inaktivierung von Hoxal3 (Hoxal3 +/') zusitzlich zur homozygoten Inaktivierung

von HoxdI3 (Hoxd13") bzw. im homozygoten spdh-Hintergrund weisen auf einen negativen Effekt von

mutiertem Hoxd13+Ala auf 5°-lokalisierte Hox-Gene hin. Fotos aus™.

In spdh-Méausen finden sich mehrere Entwicklungsdefekte des Autopods. So ist die friihe
Musterbildung gestort und geht einher mit einer fehlerhaften frithen Expression von Hox-Genen
und Bmps. AuBBerdem sind die Gelenkentwicklung sowie die Expression der diese regulierenden
BMP-Signalwegsmitglieder gestort’. Des Weiteren ist die Chondrozytendifferenzierung in den
phalangealen Anlagen vermindert und in den Fingerzwischenrdumen gesteigert sowie die

Knochenbildung fehlerhaft. Durch die unkontrollierte Chondrogenese im interdigitalen
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Mesenchym werden zusitzliche Finger gebildet. Zugrunde liegt unter anderem eine vermehrte
Degradation des expandierten HOXD13+Ala, die zu einer verminderten Retinsdure-vermittelten
Inhibition der Knorpelbildung fiihrt”>. AuBerdem haben spdh-Miuse ein ungeniigend
differenziertes, unfunktionelles Perichondrium®. Die Verknocherung des Autopods in spdh-
Méusen erfolgt vermindert, in abnormen Mustern und verspdtet. Dabei werden die
Metakarpalknochen in Karpalen-dhnliche Knochen transformiert”. Auch Proliferation und
Apoptose sind in spdh-Méusen gestort. Eine verminderte Grofle der knorpeligen Anlagen, gefolgt
von einer verringerten Chondrozytenproliferation im Bereich der Phalangen fiihrt zur
Brachydaktylie. Die reduzierte Apoptose in den Fingerzwischenrdumen und Gelenkregionen tragt
zur SPD und fehlerhaften Gelenkbildung bei®.

Molekularpathogenetisch liegt der SPD eine Fehlfaltung des expandierten HOXDI13+Ala
zugrunde. Wildtyp-HOXD13 (HOXD13-wt) befindet sich tiberwiegend im Zellkern. Hingegen
aggregiert expandiertes HOXD13+Ala in vitro im Zytoplasma. Die Aggregate sequestrieren
HOXD13-wt und verhindern so dessen fiir die Funktion wichtige Translokation in den Nukleus’.
In vivo ist wegen des vermehrten Abbaus fehlgefalteten Proteins die Menge zytoplasmatisch

lokalisierten mutierten HOXD13+Ala reduziert”.

1.9 Polyaminosdure-Erkrankungen

Etwa ein Drittel des menschlichen Genoms enthilt sich wiederholende Sequenzabschnitte,
sogenannte Repeats’’. Diese werden unterteilt in iiber das Genom versprengte Repeats und direkt
aneinander grenzende Tandemrepeats. Eine besondere Tandemrepeat-Klasse sind die
Trinukleotidrepeats, bei denen das Leseraster intakt ist. Es werden Trinukleotidrepeats in nicht-
kodierenden Sequenzen von solchen in kodierenden Sequenzen, den Exons, unterschieden’®. Die
exonischen Repeats wiederum untergliedern sich in Polyglutamin- und Polyalanintrakt-
kodierende Repeats. Homopolymere Aminosdure-Abschnitte sind abundant und 20 % aller
humanen Proteine enthalten mindestens einen solchen’. Polyglutamintrakte sind durch perfekte
(CAG),-Repeats kodiert, wihrend Polyalanintrakte durch imperfekte (GCN),-Repeats kodiert
sind”®. Expansionen der Polyglutaminrepeats verursachen groBtenteils Erkrankungen des
zentralen Nervensystems, wihrend Expansionen der Polyalaninrepeats {iberwiegend zu
Entwicklungsfehlbildungen fiihren.

Die meisten Polyglutamin-Erkrankungen®”*'

verursachen progressiv neurodegenerative
Erkrankungen, die in mittlerem Alter einsetzen, wie Chorea Huntington. Sie sind gekennzeichnet
durch ein fritheres Erkrankungsalter und zunehmende Expressivitdt in der Folgegeneration,

sogenannte genetische Antizipation®. Ursichlich ist eine dynamische Mutation, die oberhalb
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eines Schwellenwertes von 32-42 Repeats zur Expansion bei den Folgegenerationen fiihrt'’. Dabei
besteht eine inverse Korrelation zwischen Repeatlinge und Alter bei Erkrankungsausbruch®.
Anders verhdlt es sich mit den Polyalanintrakt-kodierenden Repeats. Diese sind kurz,
tiblicherweise bis zu 20 Alanine. Im Vergleich zu Polyglutaminrepeats liegt der Schwellenwert
fiir eine pathologische Repeatlédnge viel niedriger und eine Repeatexpansion erfolgt in der Regel
um weniger als 50 %*. Der lingste bekannte, pathologische Polyalanintrakt besteht aus
33 Alaninen”.  Polyalaninrepeats sind  wahrscheinlich  aufgrund  ihrer  imperfekten
Trinukleotidrepeat-Sequenz mitotisch und meiotisch stabil und intergenerationelle Antizipation
wird nicht beobachtet’””*. Sie expandieren sehr selten, vermutlich durch ungleiches Crossing-
over fehlgepaarter Wildtyp-Allele in der Meiose®™ oder durch Verrutschen der DNA-
Replikationsgabel®.

1.9.1 Polyalanin-Erkrankungen

Alaninrepeat-Expansionen in neun Genen verursachen die als Polyalanin-Krankheiten
klassifizierten Erkrankungen. Acht davon kodieren fiir Transkriptionsfaktoren der frithen
Entwicklung. Thre Mutation fiihrt daher meist zu angeborenen Fehlbildungssyndromen infolge
von Entwicklungsdefekten”. Dazu gehdren skeletale Fehlbildungen: Synpolydaktylie Typ 1
(SPD1, OMIM #186000) (HOXD13), cleidocraniale Dysplasie (OMIM #119600) (RUNX2) und
das Hand-FuB-Genitalsyndrom (OMIM #140000) (HOXA13); Fehlbildungen des =zentralen
Nervensystems: Holoprosenzephalie Typ V (OMIM #609637) (ZIC2), das X-chromosomale
West-Syndrom und das Partington-Syndrom (OMIM #308350, #309510) (4ARX), die X-
chromosomale = Wachstumshormondefizienz mit bzw. ohne mentale Retardierung
(OMIM #300123, #312000) (SOX3) und das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom
(OMIM #209880) (PHOX2B); und eine kraniofaziale Fehlbildung: Blepharophimosis-Ptosis-
Epikanthus-inversus-Syndrom  (OMIM #110100) (FOXL2)”. Die zugrunde liegenden
Polyalaninrepeat-Expansionen liegen alle im gleichen GrdéBenbereich und verursachen eine
Verlingerung der Polyalanintrakte von 12-20 auf 18-33 Alanine®®. Die Gemeinsamkeiten der
aufgefiihrten Erkrankungen deuten auf eine gemeinsame molekulare Pathogenese hin. Einen
Sonderfall stellt die Polyalanintrakt-Expansion des Poly-A-bindenden Proteins PABPN1 dar. Die
Expansion des vergleichsweise kurzen Polyalanintrakts verursacht okulopharyngeale
Muskeldystrophie, eine progressive, im mittleren Lebensalter einsetzende Myopathie
(OMIM #164300) (PABPNI). Deren Pathogenese dhnelt den Polyglutamin-Erkrankungen und es

finden sich intranukleére Einschliisse in der Skelettmuskulatur’.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der molekularen Pathogenese der angeborenen
Skelettfehlbildung SPD sowie generell der Polyalanin-Krankheiten.

Aufgrund ihrer phinotypischen Ahnlichkeit mit der humanen SPD dient die spdh-Maus als
Modellorganismus™. Der SPD zugrunde liegende Alaninrepeat-Expansionen des HoxdI3, das
einen Transkriptionsfaktor kodiert, verursachen eine Kombination aus Funktionsgewinn und
-verlust”’. Der Funktionsgewinn beinhaltet wahrscheinlich einen negativen Effekt von
expandiertem HoxdI3+Ala auf 5’-lokalisierte Hox-Gene’*’®. Beteiligt daran ist abnorm
zytoplasmatisch lokalisiertes HOXDI13+Ala, das normalerweise nukledr vorliegendes
HOXD13-wt sequestriert”. Der Funktionsverlust beruht auf einer gesteigerten Degradation von
expandiertem HOXD13+Ala”. AuBerdem regulieren Mitglieder des BMP-Signalwegs zusammen
mit Hoxdl3 die Extremitidtenentwicklung und ihre Mutationen verursachen dhnliche Phinotypen
wie Hoxdl3-Mutationen®™. Zudem interagieren SMAD-Transkriptionsfaktoren, die BMP-
Signalwandler, mit HOXD13, um die Genexpression zu steuern*”*. Diese Interaktion und die
Beeintrachtigung BMP-regulierter Funktionen in spdh-Méusen, wie die ektope interdigitale
Knorpelbildung®, weisen auf eine Fehlregulation des BMP-Signalwegs durch expandiertes
Hoxd13+Ala hin.

Obwohl in den letzten Jahren zunehmend die SPD und die erst im Jahre 2004 neu definierte
Gruppe der Polyalanin-Krankheiten erforscht wurden, sind deren Pathomechanismen
weitgehend unbekannt und wurden in dieser Arbeit untersucht. Zur Untersuchung des negativen
Effekts von Hoxd13+Ala auf 5’-lokalisierte Hox-Gene wurden in vitro Koexpressionsexperimente
durchgefiihrt, um kolokalisierende Interaktionspartner zu identifizieren. Besonderes Augenmerk
wurde auf die vermutete Interaktion von Hoxdl3+Ala und Hoxal3 gerichtet, die auch in spdh-
Mausen analysiert wurde. Um zu untersuchen, ob die Interaktion Hox-spezifisch ist oder ebenso
mit anderen Polyalanin-Transkriptionsfaktoren erfolgt, wurde Runx2 als potenzieller
Interaktionspartner getestet. Des Weiteren wurden in Koexpressionsexperimenten mit Hoxd3-
Deletionsmutanten potenzielle, die Interaktion vermittelnde Proteinmotive untersucht. Aullerdem
wurde eine mogliche gemeinsame molekulare Pathogenese der Polyalanin-Krankheiten erforscht.
Dazu wurden in vitro Koexpressionsexperimente mit Hoxdl3-wt und weiteren mutierten Genen,
die expandierte Polyalanin-Transkriptionsfaktoren kodieren, durchgefiihrt. Zusétzlich wurde eine
mogliche funktionelle Interaktion von HOXDI13 mit SMADs in vitro mittels Luciferase-
Reporterassays mit SMAD-responsiven Promotorkonstrukten untersucht.

Erst mit der Kenntnis der molekularen Pathogenese, speziell der SPD und generell der Polyalanin-

Entwicklungsfehlbildungen, kénnen zukiinftig Therapien dieser Krankheiten entwickelt werden.
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3 Material

3.1 Gerate

Gerat Zusatzinformation Hersteller

Abbildungssystem fiir LAS-4000 Fuji

Western Blots

Binokularmikroskop MZ 12 Leica

Blotkammer Trans-Blot semi-dry Bio-Rad

Brutschrank CO;,-Inkubator Thermo Scientific
Steri-Cycle HEPA Class 100

Drehrad Stuart

Drigalski-Spatel Glas Roth

Einbettstation

Einfrierbox

Eismaschine
ELISA-Reader
Entwisserungsautomat
Feuchtkammer
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrank
Geldokumentationssystem

Gelelektrophorese-Zubehor

Heizblocke

Impf6se

Kameras

Konfokalmikroskop
Kiihlgefrierkombination
Laborwaage
Luminometer

Magnetriihrer

Microm EC 350-1/EC 350-2
5100 Cryo freezing container
AF 30

SpectraMax 250

TP1020

Axiovert 200

-80 °C, Forma 906
E.A.S.Y. Win32
GieBvorrichtung, Kdmme,
Kammern, Schlitten
Ori-Block OV 3
Thermomixer Comfort
Edelstahl

AxioCam HRc

MRc 5

LSM 510 META
4°C, -20°C

FI1500

Wallac 1450 MicroBeta TriLux

IKA-Combimag RET

Thermo Scientific
Nalgene

Scotsman
Molecular Devices
Leica

Thermo Scientific
Zeiss

Thermo Scientific
Herolab

Peqlab

Techne
Eppendorf
Roth

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Bosch
Fischer
PerkinElmer

Janke & Kunkel
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Mikrotome

Mikrowelle
Multikanalpipette
PCR-Block
PH-Meter
Photometer
Pipetten
Pipettierhilfe
Rollator
Schiittler

Sterilbank
Stoppuhr

Strom-/Spannungsversorger

Transilluminator
UV-Dunkelkammer
Vortexer
Wasserbad

Wippe

Zentrifugen

Material

Cool Cut

2050 SuperCut

8020

3-300 pul

Thermal cycler 2720
MP220
BioPhotometer

10 pl, 20 pl, 200 pl, 1 ml
Pipetboy acu

Roller mixer SRT9
G-10 Gyratory shaker

HERAsafe

Microspin FV-2400

D1

WT15

Biofuge pico

3417R

5416, fiir 96-Loch-Platten
RC-5 Superspeed

Microm
Reichert-Jung
Privileg
Eppendorf
Applied Biosystems
Mettler Toledo
Eppendorf
Eppendorf
Integra Biosciences
Stuart

New Brunswick
Scientific

Kendro

Roth

Peqlab
Hartenstein
Hormuth-Vetter
Lab4you

Haake Fisons
Biometra

Thermo Scientific
Eppendorf
Eppendorf

DuPont Instruments-

Sorvall
Ultrazentrifuge L7-55 Beckman
Megafuge 1.0 Heraeus
3.2 Verbrauchsmaterialien
Material Zusatzinformation Hersteller
8-Tube-Strips und Deckel 0,2 ml, MicroAmp Applied Biosystems
96-Loch-Platten MicroAmp Applied Biosystems
96-Loch-Platten fiir Luciferase-Assays Wallac
Autoklavierband Neolab
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Deckglaser Leica
Einbettformen Polysciences
Falcon-Rohrchen 15 ml, 50 ml TPP, Greiner
Glaspipetten Fortuna, 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml Poulten & Graf
Handschuhe Latex Latech
Kisolfolie Platzhalter und Isolierfolie Henry Schein Dental
Klingen SEC 35p Low profile blades Microm
Kryordhrchen Cryo.s Greiner
Kiivetten Polystyrol Roth
Objekttrager SuperFrost Plus Menzel-Gléser
Parafilm M PM996 Pechiney
Pasteurpipette Plastibrand, 3 ml Sigma-Aldrich
Petrischalen 60 mm Neolab
Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl Biozym, Eppendorf,
Gilson
Plastikbeutel Polypropylen Roth
ReaktionsgefaBe/Tubes 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf
Transfermembran PVDF, Immobilon-P, 0,45 pm Millipore
Whatman-Papier Extra thick blot paper Criterion Bio-Rad
Zellkratzer TPP
Zellkulturflaschen/-schalen 25 cm?, 75 cm?, 150 cm? / 60 mm TPP
Zellkultur-Pipetten Stripette Costar
Zellkulturplatten 6-, 12-, 24-, 96-Loch-Platten TPP
Zellzahlkammer (Biirker) Kleinquadrat 0,0025 mm?, Roth
Tiefe 0,1 mm
3.3 Chemikalien
Chemikalie Hersteller
2-Mercaptoethanol Fluka
Acrylamid-Mix, 30%ig, Rotiphorese-Fertiggel Roth
Agar Gibco
Agarose Invitrogen
Ampicillin Bayer
Aprotinin Sigma-Aldrich
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APS, Ammoniumpersulfat

Bromphenolblau

BSA, bovines Serumalbumin

DAPI, 4',6-Diamidino-2-phenylindol
DEPC, Diethylpyrocarbonat

DMSO, Dimethylsulfoxid

dNTP-Mix, Desoxyribonucleosidtriphosphat-Mix
EDTA ,Ethylenediaminetetraacetic acid*, Ethylendiamintetraessigsdure
Ethanol p. a., EtOH
Ethidiumbromid-Ldsung, 10 mg/ml

FCS ,,Fetal calf serum®, fetales Kélberserum
Fluoromount-G

Glycerin

Glycin, p. a.

Hefeextrakt

HEPES, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
Isopropanol

KCl, Kaliumchlorid

KH,PO,, Kaliumdihydrogenphosphat
Leupeptin

L-Glutamin

Methanol p. a., MetOH

MgCl,, Magnesiumchlorid

MgSQO,4, Magnesiumsulfat

Milchpulver

Na,HPO,, Dinatriumhydrogenphosphat
Na3;VO,, Natriumorthovanadat

NaCl, Natriumchlorid

NaF, Natriumfluorid

Natriumacetat

Natriumazid

NGS “Normal goat serum”, Ziegenserum
NH4Cl, Ammoniumchlorid

(NH4),SO4, Ammoniumsulfat

Orange G

Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Merck
Fermentas
Merck

Merck

Roth
Biochrom
Southern Biotech
Merck

Merck

Gibco
Calbiochem
Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Cambrex
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Vector Laboratories
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
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Paraffin
PEG 8000, Polyethylenglykol

Material

Leica

Sigma-Aldrich

Pen/Strep, Penicillin/Streptomycin Cambrex
Pepstatin Sigma-Aldrich
Pepton Gibco

PFA, Paraformaldehyd Merck

PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma-Aldrich
Saponin Roth

SDS “Sodium dodecyl sulphate”, Natriumdodecylsulfat Roth

Sucrose Invitrogen
TEMED, Tetramethylethylendiamin Invitrogen
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck

Tris Merck

Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypsin Gibco

Tween 20 Roth
Ultraclear, UC J.T.Baker

34 Puffer/Losungen

Puffer/Ldsung

Zusammensetzung

Allgemeine Molekularbiologie
DNA-Polymerase-Puffer (10x)

Ladepuffer fur Agarosegele (6x)
SDS-Puffer

TAE

Mikrobiologie
LB-Medium

TSS

750 mM Tris-HC1 pH 8,8, 200 mM (NH4),SO4, 15 mM
MgCl,, H,O bidest; steril filtrieren

15 g Sucrose, 0,175 g Orange G, 50 ml H,O bidest

0,85 % SDS, 17mM EDTA, 170 mM NaCl, 17 mM
Tris-HCI, 200 pg/ml Proteinase K; pH 7,5

0,04 M Tris, 5 mM Natriumacetat, | mM EDTA; pH 8

10g Pepton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl; pH 7,4,
autoklavieren

LB-Medium, 10 % (w/v) PEG 8000, 5% (v/v) DMSO,
20-50 mM MgSO, oder MgCl,; pH 6,5
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Zellkultur
COS-1-/COS-7-Medium

HepG2-Medium

Einfriermedium

Proteinbiochemie
Ko-IP-Lysepuffer

Pfoten-Lysepuffer

Proteinprobenpuffer (2x)

SDS-Laufpuffer
Stripping-Puffer

TBS-Puffer (10x)
TBST
Transferpuffer (10x)
Transferpuffer (1x)

Histologie, Immunzytochemie
Citratpuffer
PBS (10x)

4 % PFA/PBS

Material

DMEM high glucose-Ndhrmedium mit 4,5 g/l Glukose
(Gibco), 10 % FCS, 2 % L-Glutamin, 1 % Pen/Strep
DMEM/F12-Néhrmedium (Gibco), 10% FCS, 1%
L-Glutamin, 1 % Pen/Strep

3,45 ml Medium, 0,05 ml L-Glutamin, 0,5 ml 10%iges
DMSO, 1 ml FCS

50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 %
Glycerin, 1 % Triton X-100, H,O bidest; unmittelbar vor
dem Gebrauch Protease-Inhibitoren hinzufligen: 1 mM
PMSF, 1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Pepstatin, 1 pg/ml
Leupeptin, 1 mM aktiviertes NazVO,4, 1 mM NaF

50 mM HEPES, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 %
Glycerin, 1 % Triton X-100, H,O bidest; unmittelbar vor
dem Gebrauch Protease-Inhibitoren hinzufiigen: 1 mM
PMSF, 1x Complete-Proteaseinhibitorcocktail

125 mM Tris, 4 % SDS, 0,02 % Bromphenolblau, 20 %
Glycerin, 12,5 % 2-Mercaptoethanol, H,O bidest; pH 7,5
25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,8
7,5ml 1 M Glycin pH 2,5, 2 ml 10 % (w/v) SDS; auf 50 ml
mit H,O bidest auffiillen

300 ml 5 M NaCl, 100 ml 1 M Tris, 1 1 DEPC-H,O; pH 7,4
TBS, 0,1 % Tween 20

21,8 g Glycin, 58,2 g Tris, 3,7 g SDS, 1 1 H,O bidest

100 ml 10x Transferpuffer, 200 ml MetOH; auf 11 mit
H,O bidest auffiillen

2,94 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 1 1 H,O bidest; pH 6

80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO,, 2,4 g KH,PO,, 11
DEPC-H,0; pH 7,4

40 g PFA, 1 1 PBS; durch Erhitzen l16sen, pH 7,4
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35 Fertiglosungen, Reaktionssysteme/Kits

Fertiglosung, Reaktionssystem/Kit Hersteller
BCA Protein Assay Kit Pierce
Complete-Proteaseinhibitorcocktail Roche
DPBS “Dulbecco’s phosphate buffered saline” Lonza
Dual-Glo Luciferase Assay System Promega
ECL Plus Amersham
Lipofectamine 2000-Transfektionsreagenz Invitrogen
Passivlysepuffer, “Passive lysis buffer”, 5x Promega

Plasmid DNA Midi/Maxi Kit NucleoBond PC100/500

Macherey-Nagel

Plasmid DNA Mini Kit A&A Biotechnology
Turbofect-Transfektionsreagenz Fermentas

3.6 Marker

Marker Hersteller
DNA-Marker, 100 bp Plus DNA ladder Fermentas
Proteinmarker, PageRuler Plus prestained protein ladder Fermentas

3.7 Bakterien

Stamm Herkunft
Escherichia coli Top10 Invitrogen

3.8 Primer

Name 5’ — 3’-Sequenz Schmelzpunkt
spdh for acttgggacatggatgggct 59,4 °C

spdh rev cgctcagaggtceetgggta 63,5 °C
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3.9 Enzyme
Enzym Hersteller
Proteinase K Roth
Taq-Polymerase MPI fiir Molekulare
Genetik
3.10  Antikorper
3.10.1 Primarantikorper
Antikorper Ursprung Hersteller, Katalognr. Verdinnung
Verwendung fiir:
WB 1ZC [IHC
Anti-HOXD13 Kaninchen Prof. Atsushi Kuroiwa, 1:8000
Nagoya, Japan
Anti-HOXA13 Kaninchen Aviva, ARP31955 P050 1:1000 1:1000
Anti-B-Aktin Maus Sigma-Aldrich, A5441 1:5000
Anti-HA Maus Sigma-Aldrich, H3663 1:1000
Anti-HA Kaninchen Sigma-Aldrich, H6908 1:500
Anti-FLAG Maus Sigma-Aldrich, F3165 1:500
Anti-FLAG, gekoppelt Maus Sigma-Aldrich, A2220
an Agarosekiigelchen
3.10.2 Sekundéarantikorper
Antikorper Markierung Hersteller, Katalognr. Verdinnung
Verwendung fiir:
WB 1ZC IHC
Anti-Kaninchen Peroxidase Calbiochem, DCO3L 1:1000
Anti-Maus Peroxidase Calbiochem, DCOSL 1:1000
Anti-Maus AlexaFluor 488 Invitrogen, A-11001 1:1000
Anti-Kaninchen AlexaFluor 568 Invitrogen, A-11011 1:1000
Anti-Kaninchen AlexaFluor 488 Invitrogen, A-11008 1:500
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3.11

Material

Plasmidvektoren

pCDNA3 (Invitrogen)

Hoxd13-wt in pCDNA3 (Dr. A. Albrecht, Berlin)

Hoxdl3+74la in pCDNA3, HOXDI13 enthdlt einen um zusitzliche 7 Alanine
expandierten Polyalanintrakt (Dr. A. Albrecht, Berlin)

Hoxdl3+14A4la in pCDNA3, HOXDI3 enthdlt einen um zusdtzliche 14 Alanine
expandierten Polyalanintrakt (Dr. A. Albrecht, Berlin)

pTL1-HA, Derivat des Plasmids pSGS5 (Stratagene) modifiziert durch Einfiigen einer
groBeren multiplen Klonierungsstelle mit Schnittstellen fiir EcoRl, BamH]I, Hindlll, Xhol,
Notl, Smal, Pstl, Sacl, Kpnl, Bgl/ll und eines HA-Tags fiir die Detektion exprimierter
Proteine mit Anti-HA-Antikorpern (Dr. D. Devys, Illkirch, Frankreich)

HoxdI3-wt in pTL1-HA, HOXD13-wt mit N-terminalem HA-Tag (Dr. A. Albrecht,
Berlin)

Hoxdl13-24la in pTL1-HA, HOXDI13 enthidlt einen auf zwei Alanine verkiirzten
Polyalanintrakt, N-terminaler HA-Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)

Hoxd13-Ahd in pTL1-HA, HOXD13 mit deletierter Homdodoméne, N-terminaler HA-
Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)

Hoxal3-wt in pTLI-HA, HOXA13-wt mit N-terminalem HA-Tag (Dr. A. Albrecht,
Berlin)

Hoxal3+10Ala in pTL1-HA, HOXAI13 enthdlt einen um zusdtzliche 10 Alanine
expandierten Polyalanintrakt (N-terminal), N-terminaler HA-Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)
HoxdlI1-wt in pTL1-HA, HOXDI11-wt mit N-terminalem HA-Tag (Dr. A. Albrecht,
Berlin)

Hoxd12-wt in pTL1-HA, HOXD12-wt mit N-terminalem HA-Tag (Dr. A. Albrecht,
Berlin)

Runx2-wt in pTL1-HA, RUNX2-wt mit N-terminalem HA-Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)
Runx2+10A4la in pTL1-HA, RUNX2 enthédlt einen um zusidtzliche 10 Alanine
expandierten Polyalanintrakt, N-terminaler HA-Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)
pTL10-FLAG, Derivat des Plasmids pSGS5 (Stratagene) modifiziert durch Einfiigen einer
groBeren multiplen Klonierungsstelle mit Schnittstellen fiir BamHI, Hindlll, Xhol, Notl,
Smal, Pstl, Sacl, Kpnl, Bgl/ll und eines FLAG-Tags fiir die Detektion exprimierter
Proteine mit Anti-FLAG-Antikérpern (Dr. D. Devys, Illkirch, Frankreich)

HoxdI3-wt in pTL10-FLAG, HOXDI13-wt mit N-terminalem FLAG-Tag (Dr. A.
Albrecht, Berlin)

29



3.12

3.13

Material

Hoxdl3+7A4la in pTL10-FLAG, HOXDI13 enthdlt einen um zusétzliche 7 Alanine
expandierten Polyalanintrakt, N-terminaler FLAG-Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)
Hoxdil3+144la in pTL10-FLAG, HOXDI3 enthdlt um zusétzliche 14 Alanine
expandierten Polyalanintrakt, N-terminaler FLAG-Tag (Dr. A. Albrecht, Berlin)

pCS2+ (RZPD)

Bmprlb-ca in pCS2+, konstitutiv aktiver BMP-Rezeptor 1B mit einer Mutation, die zu
einem Aminosiureaustausch von Glutamin nach Asparaginsiure an Position 203 fiihrt®’
(Dr. Geri Gross, Braunschweig)

pRL-TK (Promega), Renilla-Luciferase in einem Expressionsvektor mit Thymidinkinase-
Promotor des Herpes simplex-Virus fiir eine niedrige bis moderate Expression, dient als
interne Kontrolle fiir die Luciferase-Assays

pGL3 Basic  (Promega), Firefly-Luciferase in einem Expressionsvektor ohne
eukaryotische Promotor- und Enhancersequenzen

BRE in pGL3 Basic (pBRE-luc), Firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines Promotors
mit vier Kopien eines BMP-responsiven Elements (BRE) gekoppelt an eine TATA-Box
und die Initiatorsequenz des adenoviralen ,,Major late promoter im pGI3 Basic-
Vektor™ ¥ (Prof. Dr. Petra Knaus, Berlin)

SBE in pGL3 Basic (pSBE-luc), Firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines Promotors
mit vier Kopien des SMAD-bindenden Elements (SBE) gekoppelt an eine TATA-Box und
die Initiatorsequenz des adenoviralen , Major late promoters* im pGl3 Basic-Vektor®™ *

(Prof. Dr. Petra Knaus, Berlin)

Zelllinien

COS-1: CV1-Ursprung mit mutiertem, replikationsdefizientem SV40-Genom, abgeleitet
von Nierenzellen der Griinen Meerkatze
COS-7: CV1-Ursprung mit mutiertem, replikationsdefizientem SV40-Genom, abgeleitet
von Nierenzellen der Griinen Meerkatze

HepG2: abgeleitet von humanen Leberzellkarzinomzellen

Mause

Die Tiere wurden im Tierhaus des Max-Planck-Instituts fiir Molekulare Genetik von Janine

Wetzel unter der Aufsicht von Dr. Ludger Hartmann und der Leitung von Dr. Pia Kuss geziichtet.
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Die ,,synpolydactyly homolog* (spdh)-Méuse entstammen dem Jackson Lab, Bar Harbor, Maine,
USA (stock number: 002875).

3.14  Computerprogramme

Programm Hersteller Verwendung

Adobe Photoshop CS3 Adobe Systems Bildbearbeitung

AIDA Image Analyzer Raytest Densitometrische Analyse
der Chemilumineszenz

AxioVision 4.6/4.8 Zeiss Mikroskopie, digitale
Fotografie

Chromas Technelysium DNA-Sequenzanalyse

E.A.S.Y. Win32 Herolab DNA-Geldokumentation

Excel Microsoft Datenauswertung

Lasergene PrimerSelect 7.0 DNA Star Primerdesign

Primer3 Input Open Source Software Primerdesign

SeqMan DNA Star DNA-Sequenzanalyse

Vector NTI 10.0 Invitrogen Sequenzanalyse

Windows 2000/XP Microsoft Betriebssystem

3.15 Internetquellen

Quelle Adresse

National Center for Biotechnology Information (NCBI) www.ncbi.nlm.nih.gov
UniProt www.uniprot.org
LabLife Vektordatenbank www.lablife.org/vectordb
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4 Methoden
4.1  Allgemeine Molekularbiologie
4.1.1 DNA-Isolierung

Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wird aus Bakterien gewonnen, indem die Bakterien zuerst lysiert werden und
anschliefend die DNA an einer DNA-bindenden Matrix von den iibrigen Zellbestandteilen isoliert
wird. Die Isolation von Plasmid-DNA im kleinen MaRstab erfolgte mit dem Plasmid-DNA-Mini-
Kit, Isolationen im groBeren Mafistab mit dem Midi- bzw. Maxi-Kit gemi3 den Anweisungen der

Hersteller.

Isolierung von genomischer DNA

Fiir die Genotypisierung der Méuse wurde genomische DNA aus Schwanzspitzen gewonnen.
Nach Verdau iiN bei 55 °C in 0,5 ml SDS-Puffer mit Proteinase K wurden am Folgetag 0,5 ml
5 M NaCl zugegeben, gefolgt von Inkubation fiir 10 min bei RT auf einer Wippe. Die Proben
wurden dann fiir 10 min auf Eis gestellt und anschlie3end bei 8000 rpm fiir 10 min zentrifugiert.
0,5 ml des Uberstands wurden in ein ReaktionsgefiB mit 1 ml eiskaltem 100 % EtOH iiberfiihrt,
gefolgt von erneuter Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 30 min bei 4 °C. Das Sediment wurde dann
zweimal mit 70 % EtOH fiir 10 min bei 13000 rpm bei 4 °C gewaschen, getrocknet und zuletzt in
150 pl autoklaviertem Wasser gelost.

4.1.2 Polymerasekettenreaktion (,,Polymerase chain reaction*, PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient der selektiven Vervielfiltigung von DNA-Bereichen.
Zunichst wird doppelstringige DNA durch Erhitzen denaturiert, also in ihre zwei Einzelstringe
aufgetrennt. Nach der Anlagerung der die Zielsequenz umrahmenden Oligonukleotide, der
sogenannten Primer, erfolgt die selektive Elongation der Einzelstrang-Zielsequenz durch DNA-
Polymerase. Die Zyklen der PCR sind Denaturierung, Oligonukleotid-Hybridisierung und
Elongation durch die Polymerase und fiihren letztlich wieder zur Entstehung doppelstrangiger
DNA. Durch das Hintereinanderschalten mehrerer Zyklen wird DNA spezifisch exponentiell

amplifiziert.
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Genotypisierungs-PCR

Die gewonnene DNA wurde in 150 pl Wasser aufgenommen und gegebenenfalls verdiinnt. Als

Kontrollen dienten stets eine Wasser- sowie eine wt-Probe.

Pipettierschema fur Genotypisierungs-PCR-Reaktion (25 pl Ansatz):

Menge Reagenz

1 ul (20-100 ng) | verdiinnte genomische DNA

2,5 ul DNA-Polymerase-Puffer, 10x
2,5ul dNTP-Mix (1,25 mM)

2,5 ul Forward-Primer spdh for (20 pM)
2,5 ul Reverse-Primer spdh rev (20 pM)
3,5ul DMSO

10,2 pl aqua bidest

0,3 ul Taq-Polymerase

Der Ansatz wurde auf Eis in ein 0,5 ml PCR-Reaktionsgefa3 gegeben. Die Polymerase wurde
zuletzt zugefiigt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des Ansatzes in einem PCR-Block mit dem

nachfolgend angegebenen Programm:

Programm fur Genotypisierungs-PCR:

Phase Temperatur | Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 °C 2 min 1
Denaturierung 94 °C 30 sec
Primer-Annealing 51°C 1 min 35
Elongation 72 °C 2 min

Finale Elongation 72 °C 10 min 1
Kiihlung 4°C 00 1

4.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

DNA ist aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen und wandert bei der Gelelektrophorese
im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. In Agarosegelen kdnnen DNA-Molekiile so
nach ihrer Grofe und Konformation aufgetrennt werden, da sich kleinere Molekiile schneller als
groBBe durch das Agarosenetz bewegen. Die DNA-Banden werden im Gel mittels Ethidiumbromid
visualisiert, das zwischen den Basen interkaliert und unter UV-Licht orange fluoresziert. Die
Auftrennung der amplifizierten Genotypisierungs-DNA erfolgte im 3%igen Agarosegel, um die
dicht beieinander liegenden Banden gut unterscheiden zu konnen. Zur GroBenbestimmung der
DNA-Fragmente wurde ein DNA-Marker auf das Gel aufgetragen. Die Hoxd[3-wt-Bande liegt
bei ca. 220 bp. Fiir 3%ige Gele wurden 3 g Agarose in 100 ml TAE gelost, aufgekocht und nach
dem Abkiihlen auf ca. 50 °C mit 3 ul Ethidiumbromidlosung versetzt. Anschlieend wurde das
Gel mit einem Kamm fiir die gewiinschte Probenanzahl gegossen. Nach Abschluss der

Polymerisation wurde das Gel in einer Elektrophoresekammer mit TAE bedeckt und der Kamm
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vorsichtig entfernt. Die DNA-Proben wurden so mit 6x Ladepuffer versetzt, dass die Endlosung
eine einfache Konzentration enthielt und dann sorgfiltig in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 Volt bis der Ladepuffer ca. zwei
Drittel des Gels durchlaufen hatte. Die DNA-Banden wurden mittels eines UV-Transilluminators

sichtbar gemacht und iiber eine Videokamera mit angeschlossenem Drucker dokumentiert.

4.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration der gelosten DNA wurde bei einer Wellenlédnge von 260 nm im Photometer
bestimmt. Dafiir wurde die DNA-LOsung angemessen verdiinnt, um eine optische Dichte (OD) im
linearen Bereich zwischen 0,1 und 1 zu erhalten. Bei Verwendung einer Kiivette mit einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht eine gemessene OD von 1 ca. 50 pg/ml doppelstrangiger DNA.
Der entsprechende Nullwert wurde mit Wasser eingestellt. Die Quotienten OD 260/0OD 280 bzw.
OD 260/0OD 230 ermdglichen eine Aussage iiber Verunreinigungen der Probe durch Proteine bzw.
Peptide, aromatische Verbindungen, Phenole und Kohlenhydrate. Der Quotient OD 260/0D 280
sollte groBer als 1,8 bzw. der Quotient OD 260/0OD 230 grofer als 2 sein.

4.2 Mikrobiologie
4.2.1 Bestimmung der Bakteriendichte

Die Bakterien einer Fliissigkultur verursachen eine Triibung bzw. optische Dichte durch Streuung
der einfallenden Lichtstrahlen. Die Streuung in der Suspension (scheinbare Extinktion) bei einer
Wellenldnge von 600 nm kann gemessen werden. Bei Verwendung einer Kiivette mit einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht eine gemessene scheinbare Extinktion von 1 einer
Bakteriendichte von 8x10® Zellen/ml. Der entsprechende Nullwert wurde mit LB-Medium

eingestellt.

4.2.2 Flussigkulturen von Bakterien

Zur Herstellung einer Bakterien-Fliissigkultur wurden 10 ml LB-Medium mit 50 pg/ml des
Antibiotikums (AB) Ampicillin zur Selektion resistenter Bakterien im Falcon-Réhrchen
vorgelegt, mit einer sterilen Pipettenspitze aus einer Glycerinkultur oder von einer

Bakterienkolonie einer Agar-Platte angeimpft und GiN auf dem Schiittler bei 37 °C inkubiert.
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4.2.3 Glycerinkulturen

Glycerinkulturen wurden fiir die dauerhafte Aufbewahrung von Bakterienstimmen hergestellt.
Dafiir wurden 900 pl einer iN-Bakterien-Fliissigkultur zu 600 pl sterilem, 87%igem Glycerin
gegeben, in Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Daraus konnte spiter wieder eine

Bakterien-Fliissigkultur hergestellt werden.

4.2.4 Bakterienkulturen auf Agarplatten

Fiir die Herstellung von Agarplatten wurde LB-Medium mit 1,5 % Agar versetzt und autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen des Mediums unter Rithren wurde das AB Ampicillin in einer
Endkonzentration von 50 pg/ul zugefiigt. Noch fliissig wurde der Agar in sterile Petrischalen
gegossen. Diese wurden nach dem Erstarren gedreht, um das Tropfen von Kondenswasser auf die
Néhrboden zu verhindern. Die Platten wurden dann iN bei RT gekiihlt und getrocknet. Danach
wurden sie bei 4 °C fiir maximal 4 Wochen gelagert. Fiir Bakterien-Agarkulturen wurden 200 pul
Fliissigkultur auf die Platte gegeben und mit einem sterilen Drigalski-Spatel ausplattiert.

Glycerinkulturen wurden mit einer sterilen Impfose ausgestrichen.

4.25 Herstellung chemokompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien sind in der Lage, exogene Fremd-DNA aufzunehmen und diese stabil
weiterzugeben. Dieser Vorgang wird als Transformation bezeichnet. Nach dem Animpfen
chemokompetenter Bakterien wurde eine Fliissigkultur iiN unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert.
Am Folgetag wurden 200 ml LB-Medium mit 4 ml Fliissigkultur beimpft und bei 37 °C auf dem
Schiittler bis zum Erreichen einer scheinbaren Extinktion von ca. 0,3 inkubiert. Die Kultur wurde
dann auf vier Falcon-Rohrchen verteilt und bei 1000 g und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment auf Eis in je 1,25 ml TSS resuspendiert. Die
Suspension wurde anschlieBend auf Eis auf 100 pl-Aliquots in vorgekiihlte Reaktionsgefifle

verteilt, in Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

4.2.6 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Bei der Transformation in kompetente Bakterien wird zirkuldre, extrachromosomale Plasmid-
DNA aufgenommen und an nachfolgende Generationen weitergegeben. Ausgehend von natiirlich
vorkommenden Plasmiden wurden Plasmidvektoren entwickelt. Diese enthalten einen eigenen

Replikationsursprung fiir ihre Vermehrung, zumeist eine AB-Resistenz-kodierende Sequenz zur
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Selektion transformierter Bakterien, und eine multiple Klonierungsstelle (,,Multiple cloning site®)
mit Restriktionsschnittstellen fiir Klonierungen. Fiir die Transformation wurde ein Aliquot
(100 ul) kompetenter Bakterien mit 100 ng Plasmid-DNA fiir 60 min auf Eis inkubiert,
anschlieend fiir 30 sec einem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt und sofort wieder auf Eis
gestellt. Nach dem Zusetzen von 900 ul LB-Medium wurde die Bakteriensuspension fiir 1 h bei
37 °C in einem Reaktionsgefal schiittelnd inkubiert. Dann wurden verschiedene Bakterienmengen
auf zwei Agar-Selektionsplatten mit AB ausplattiert. Auf einer Platte wurde 1/10 der Kultur in
100 pl ausgestrichen, auf der anderen die iibrigen 9/10 nach Zentrifugation bei 1000 rpm fiir

30 sec und anschlieBender Resuspension des Bakteriensediments in 100 ul LB-Medium.

4.3 Zellkultur
4.3.1 Einfrieren von Zellen

Zellen in groBen 150 cm*-Kulturflaschen wurden mit 10 ml vorgewirmtem DPBS gewaschen und
mit 5 ml Trypsin fiir 2 min (COS-1- und COS-7-Zellen) bzw. 10 min (HepG2-Zellen) bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Klopfen gegen die Kulturflasche
vom Boden geldst. Dann wurden 15 ml vorgewédrmtes Medium zugegeben. Danach wurde die
Zellsuspension fiir 5 min bei 800 rpm und 27 °C zentrifugiert. Das Sediment einer grofen
Kulturflasche wurde in Einfriermedium aufgenommen und auf 3 Kryor6hrchen von je 1,5 ml
verteilt, gefolgt von sofortigem Einfrieren in einer Einfrierbox bei -80 °C. Nach zwei bis fiinf
Tagen wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt. Bei der Beschriftung der eingefrorenen
Zellen wurde auf eine exakte Angabe von Datum, Zelllinie, Passage und Initialen des

Durchfiihrenden geachtet.

4.3.2 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C rasch aufgetaut und sofort in ein Falcon-R6hrchen mit
10 ml warmem Medium iberfithrt, um schadliche Riickstande des Einfriermediums zu
neutralisieren. Die Suspension wurde fiir 5min bei 800 rpm zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Der gesamte Ansatz wurde in
Zellkulturflaschen iiberfiihrt, durch kreisende Bewegungen der Flasche gleichmifBig verteilt,
gefolgt von Inkubation bei 37 °C mit 5%iger CO,-Sittigung im Brutschrank. Regelméfig wurden
das Medium gewechselt und die Zellen gesplittet.
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4.3.3 Splitten von Zellen

Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die Zellen gesplittet. Zundchst wurden die
Zellen in der Kulturflasche mit vorgewdrmtem DPBS gewaschen und dann mit Trypsin fiir 2 min
(COS-1- und COS-7-Zellen) bzw. 10 min (HepG2-Zellen) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend lieBen sich die Zellen durch Klopfen gegen die Kulturflasche vollstindig ablosen.
Dann wurde die dreifache Menge an vorgewidrmtem Medium hinzugegeben und die
Zellsuspension wurde bei 800 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in frischem
Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurde die gewiinschte Zellmenge in

Kulturplatten, -schalen oder -flaschen ausgesiit.

4.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine geeignet verdiinnte Zellsuspension in die Biirker-
Zahlkammer gegeben. Dann wurden vier Gro3quadrate unter dem Lichtmikroskop ausgezihlt und
der Mittelwert der Zellzahl pro GroBquadrat gebildet. Dieser Wert wurde mit dem entsprechenden
Verdiinnungsfaktor und dem Biirker-Kammerfaktor von 10%/ml multipliziert, um die Zellzahl pro

ml zu berechnen.

4.3.5 Transfektion von Zellen

Als Transfektion wird das Einbringen fremder DNA in Zellkulturzellen bezeichnet. Es wurde die
Methode der transienten Transfektion, des zeitweiligen Einbringens eines Plasmids, angewendet.
Die in den Experimenten verwendeten Plasmidvektoren sind dem Materialienkapitel zu
entnehmen. Fiir die Immunzytochemie wurden pro Loch 1x10* COS-1-Zellen 24 h vor der
Transfektion auf Deckglidsern in 24-Loch-Platten ausgesit. Die transiente Transfektion mit
Turbofect-Transfektionsreagenz erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls mit
1 png Plasmid-DNA je Loch. Bei Doppeltransfektionen mit zwei verschiedenen Plasmiden wurden
500 ng Plasmid-DNA je Loch und Plasmid verwendet. Es wurden 2 ul Turbofect-
Transfektionsreagenz je 1 pug DNA eingesetzt und stets Duplikate transfiziert. Fiir die
Koimmunoprizipitation wurden 6x10° COS-1-Zellen 24h vor der Transfektion in
6 cm-Kulturschalen ausgesdt. Die transiente Transfektion mit Lipofectamine 2000-
Transfektionsreagenz erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls. Es wurden
8 ng Plasmid-DNA je Kulturschale verwendet, bei Doppeltransfektionen mit zwei verschiedenen
Plasmiden also 4 pg Plasmid-DNA je Kulturschale und Plasmid. Je 8 pg DNA wurden 20 pl

Lipofectamine 2000-Transfektionsreagenz eingesetzt. Fiir die Luciferase-Assays wurden pro Loch
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4x10* COS-7-Zellen bzw. 18x10* HepG2-Zellen 24 h vor der Transfektion in 24-Loch-Platten
ausgesit. Die transiente Transfektion mit Turbofect-Transfektionsreagenz erfolgte entsprechend
den Angaben des Herstellerprotokolls mit 1 pug Plasmid-DNA je Loch. Gegebenenfalls wurde mit
den entsprechenden Leervektoren aufgefiillt, um die Menge an Gesamt-DNA in den Ansitzen
konstant zu halten. Folgende Plasmidmengen pro Loch wurden jeweils verwendet: Renilla-
Luciferase-Konstrukt pRL-TK, 300 ng; Firefly-Luciferase-Reporterkonstrukt mit SBE- bzw.
BRE-haltigem Promotor (pSBE-luc bzw. pBRE-luc), 150 ng; konstitutiv aktives BMP-Rezeptor-
Konstrukt Bmprib-ca in pCS2+ bzw. Leervektor pCS2+, 250 ng; Hoxd13-Konstrukt Hoxd13-wt,
Hoxdl3+7Ala bzw. Hoxd13+14Ala in pPCDNA3 bzw. Leervektor pPCDNA3, 300 ng. Es wurden
3 ul Turbofect-Transfektionsreagenz je 1 pg DNA eingesetzt und stets Duplikate transfiziert.

4.4 Proteinbiochemie
441 Zellpraparation und Zelllyse

Sowohl fiir die Luciferase-Reporterassays als auch fiir die Koimmunoprézipitation wurden
Zellkulturlysate hergestellt. Fiir die Analyse der Proteinexpression in den Pfoten von spdh- bzw.
wt-Méausen im Western Blot wurden Gewebelysate hergestellt. Alle Schritte erfolgten, soweit
moglich, auf Eis bzw. bei 4 °C. Fiir die Koimmunoprézipitation wurden die Zellen 48 h nach der
Transfektion zweimal mit eiskaltem DPBS gewaschen und danach in je 500 ul Ko-IP-Lysepuffer
mit frisch zugesetzten Proteaseinhibitoren pro 6 cm-Kulturschale lysiert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit einem Zellkratzer geldst und in ein gekiihltes Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Fiir die
Luciferase-Reporterassays wurden die Zellen 18 h nach der Transfektion mit DPBS gewaschen
und mit je 100 pl 1x Passivlysepuffer pro Loch der 24-Loch-Platte lysiert. Nach Zentrifugation
der Lysate fiir 4 min bei 10000 rpm zur Abtrennung der Zelltriimmer wurde der Uberstand
abgenommen und erneut in ein gekiihltes Reaktionsgefil gegeben. Die Uberstinde wurden sofort
fiir die Kontrolle der Proteinexpression weiter verwendet oder fiir die spitere Verwendung in der
Koimmunoprizipitation bei -80 °C bis zu zwei Wochen eingefroren. Fiir die Herstellung der
Gewebelysate wurden je zwei Pfoten von wt/wt-, wt/spdh- und spdh/spdh-Méusen des
Entwicklungsstadiums E 13,5 in 150 pl Pfoten-Lysepuffer lysiert und zum Homogenisieren
mehrfach auf und ab pipettiert.

4.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit entsprechend den

Anweisungen des Herstellers fiir die Messung im 96-Mikroloch-Platten-Format mit leichten

38



Methoden

Modifizierungen. Pro Loch wurden abweichend vom Herstellerprotokoll nur 5 ul BSA-
Standardverdiinnung bzw. geeignete Lysatverdiinnung in Lysepuffer zur Reaktion gegeben. Eine
Eichgerade mit BSA diente dabei der Berechnung der unbekannten Proteinkonzentrationen. Es
wurden jeweils Triplikate gemessen. Die Absorption bei 550 nm wurde mit einem ELISA-Reader

ermittelt.

443 SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen im
elektrischen Feld. Die Geschwindigkeit, mit der Molekiile ein elektrisches Feld durchwandern, ist
abhingig von drei Faktoren: ihrer Grofe, Form und elektrischen Ladung. Bei der SDS-PAGE ist
jedoch einzig die Molekiilmasse ausschlaggebend fiir die Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteine im Gel, das wie ein Sieb wirkt. Dies beruht auf der Zugabe des denaturierenden
amphiphilen Detergens Natriumdodecylsulfat (,,Sodium dodecyl sulfate“, SDS) zu Proben,
Gelmatrix und Laufpuffer. SDS zerlegt oligomere Proteine in ihre Untereinheiten, entfaltet sie
und iiberdeckt ihre Eigenladungen mit einer stark negativen Ladung. Die negativ geladenen
Proteine wandern dann im elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Aulerdem enthélt der
Proteinprobenpuffer reduzierende Thiole zur Aufspaltung der Protein-Disulfidbriicken. Um eine
hohere Schirfe der Proteinbanden zu erhalten, werden die Proben zusétzlich nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen FElektrophorese durch die Verwendung von Sammel- und Trenngel

aufgetrennt. Beide Gele unterscheiden sich in pH-Wert und Porengrofie.

Pipettierschema fiir ein 12%iges Proteingel (fur 4 Gele):

Sammelgel Trenngel
Menge | Reagenz Menge | Reagenz
3,4 ml Wasser 6,6 ml Wasser

0,83 ml | 30 % Acrylamid-Mix | 8 ml 30 % Acrylamid-Mix
1,26 ml | 0,5 M Tris; pH 6,8 5 ml 0,5 M Tris; pH 8,8

0,05ml | 10 % SDS 0,2 ml 10 % SDS
0,05ml | 10 % APS 0,2 ml 10 % APS
0,005 ml | TEMED 0,008 ml | TEMED

Fiir das GieBen der Gele wurden Glasplatten mit seitlich platzierten Abstandshaltern in die
Gieflvorrichtung eingesetzt und die GieBhohe des Trenngels markiert. Beim Ansetzen des
Trenngels und spdter des Sammelgels wurden APS und TEMED fiir die Einleitung der
Gelpolymerisation jeweils zuletzt zugesetzt. Die Trenngel-Losung wurde mit einer Pasteur-Pipette
bis knapp iiber die Markierung fiir das Trenngel in den Aufbau gegeben und mit Isopropanol
tiberschichtet, da die Polymerisation besser unter Luftausschluf3 ablauft. Nach ca. 40 min war das

Trenngel ausgehdrtet und das Isopropanol wurde abgegossen. AnschlieBend wurde das
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Sammelgel in den Aufbau pipettiert. Dann wurde vorsichtig ein Kamm mit der bendtigten
Taschenzahl moglichst luftblasenfrei in das Sammelgel eingesetzt. Nach abgeschlossener
Polymerisation wurden die Gele in eine Gelelektrophoresekammer montiert. Dann wurde die
Kammer mit SDS-Laufpuffer gefiillt, die Kdmme wurden entfernt und die Geltaschen vorsichtig
mit SDS-Laufpuffer gespiilt, um Luftblasen zu entfernen. Anschlielend wurden die Proben sauber
in die Taschen geladen. An die Gele wurde eine konstante Spannung von 100 Volt angelegt.
Wenn das Bromphenolblau des Markers die untere Kante des Gelaufbaus erreicht hatte, wurde die

Elektrophorese beendet. Die Gele wurden fiir die Analyse im Western Blot weiter verwendet.

4.4.4 Vorbereitung der Proben

Die Proben waren entweder Zellkulturlysate oder Gewebelysate aus Extremititenknospen und
wurden in Lysepuffer aufgenommen. Nach der Lyse und gegebenenfalls Ko-IP, wurden die
Proben mit einer addquaten Menge SDS-haltigem Proteinprobenpuffer (2x) fiir eine einfache
Endkonzentration versehen und fiir 2 min bei 90 °C denaturiert. Insgesamt wurden maximal 35 pl
in die breiten bzw. 20 ul in die schmalen Proteingeltaschen gegeben. Zusitzlich zu den zu
analysierenden Proben wurde immer 8 pul Proteinmarker auf das Proteingel aufgetragen, um das

Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine einzuordnen.

445 \Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum spezifischen Nachweis von Proteinen in einem
Proteingemisch. Dafiir werden die Proteine nach der SDS-PAGE auf eine Trigermembran
transferiert und anschliefend mit priméren Antikdrpern inkubiert. Danach erfolgt die Inkubation
mit, z.B. Peroxidase-gekoppelten, sekunddren Antikdrpern, die mittels eines ,,Enhanced

chemiluminescence* (ECL)-Reagenz sichtbar gemacht werden.

Proteintransfer

Eine auf GelgroBe zurecht geschnittene PVDF-Membran wurde fiir 2 min in MetOH aktiviert.
Danach wurden sowohl die Membran als auch das Gel fiir 15 min in Transferpuffer dquilibriert.
AnschlieBend wurden die Proteine mit dem Semidry-Blot-Verfahren in einer entsprechenden
Blotkammer auf die Membran iibertragen. Der Blot-Aufbau erfolgte so, dass die negativ
geladenen Proteine auf die positiv geladene Membran transferiert wurden, hier von oben nach
unten. Dafiir wurde zuunterst ein in Transferpuffer getrinktes, dickes Whatman-Papier platziert.

Darauf wurde die aktivierte Membran gelegt, gefolgt vom Gel, das ebenfalls von einem weiteren
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getrinkten Whatman-Papier bedeckt wurde. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden durch
vorsichtiges Rollen mit einem Glasstidbchen entfernt. Geblottet wurde fiir 25 min bei 20 Volt.
Danach wurden die Blotvorrichtung abgebaut und die Markerbanden mit Bleistift nachgezeichnet.

Die Membran konnte nachfolgend fiir den Antikdrpernachweis der Proteine verwendet werden.

Detektion der Proteine mit Antikérpern

Nach dem Blotten wurde die Membran zunichst fiir 5 min in TBST gewaschen, gefolgt von
Blocken fiir 2 h mit 5% Milch in TBST bei RT, um unspezifische Bindungen abzudecken.
Danach wurde die Membran dreimal fiir je 5 min in TBST gewaschen und anschlieend iiN bei
4 °C in einem 50 ml Falcon-Rohrchen auf dem Rollator mit dem jeweiligen Primérantikorper,
verdiinnt in 4 ml TBST/5 % Milch, inkubiert. Am Folgetag wurde sechsmal fiir je 10 min mit
TBST bei RT gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h bei RT im 50 ml Falcon-
Rohrchen auf dem Rollator mit dem jeweiligen sekundédren Peroxidase-gekoppelten Antikorper,
verdiinnt in 4 ml TBST, inkubiert. Nach erneutem, dreimaligen Waschen in TBST fiir je 10 min
bei RT wurden die Proteine mittels ECL-Reagenz enzymatisch sichtbar gemacht. Die
Verdiinnungen der Primérantikdrper wurden teilweise mit 1 % Natriumazid versetzt und konnten
so zur Wiederverwendung fiir mehrere Tage bei 4 °C aufbewahrt werden. Eine Tabelle der

verwendeten Antikorper und ihrer Verdiinnungen findet sich im Materialienkapitel.

Visualisierung der Proteine

Die an die Sekundirantikorper gekoppelte Peroxidase dient der spezifischen Detektion von
Proteinen auf der Membran. Die Peroxidase vermittelt bei der Spaltung von Peroxid eine
Redoxreaktion und setzt dabei mittels Chemilumineszenz Licht frei. Bei der gesteigerten
Chemilumineszenzreaktion (,,Enhanced chemiluminescence®, ECL)-Reaktion ist die abgegebene
Lichtintensitdt in Anwesenheit eines Enhancers bis zu 1000-fach erhoht und ermoglicht so eine
sensitive Detektion kleinster Proteinmengen. Die Detektion der Sekundirantikorper erfolgte
mittels eines ECL-Kits entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls. Das ausgesandte
Licht ermoglicht dort, wo Proteine durch priméiren und sekundiren Antikorper markiert sind, die
spezifische Visualisierung von Banden. Die Signale wurden durch das LAS-4000-
Abbildungssystem detektiert und dokumentiert und gegebenenfalls mit der AIDA Image

Analyzer-Software quantifiziert.
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Strippen der Western Blots und wiederholte Antikdrperinkubation

Das Strippen dient der Wiederverwendung eines Western Blots zur erneuten
Antikorperinkubation. Dabei werden gebundene Antikdrper auf zuvor entwickelten Membranen
entfernt, wahrend die transferierten Proteine fest an die Membran gebunden bleiben. Diese
Proteine konnen anschlieend mit weiteren Antikorpern auf der Membran nachgewiesen werden.
Zunichst wurde die Membran dreimal fiir je 5 min in TBST gewaschen, gefolgt von zweimaliger
Inkubation in Stripping-Puffer fiir je 10 min bei RT. Anschlieend wurde die Membran dreimal
fiir je 10 min in TBST gewaschen. Nun konnten ein erneutes Blocken der Membran und eine

weitere Antikorper-Detektion folgen.

4.4.6 Koimmunoprazipitation

Die Koimmunoprézipitation (Ko-IP) ermdglicht den Nachweis von Protein-Interaktionen in
eukaryotischen Zellen, indem ein Koderprotein mit einem artifiziellen Anhang (Tag) mittels
Agarose-gekoppelter Antikorper préazipitiert wird. Dabei werden potenzielle Interaktionspartner
des Koderproteins koprazipitiert und koénnen detektiert werden. Zundchst wurden die
Proteinkonzentrationen der Zelllysate mit dem BCA Protein Assay Kit gemessen. Dann wurden
fiir die Expressionskontrolle jeweils 25 pg Protein pro Spur auf zwei Proteingele aufgetragen,
gefolgt von SDS-PAGE, Western Blot und Detektion mittels spezifischer Antikorper. So wurde
vor Durchfiihrung der Ko-IP die Expression von HOXA13 bzw. HOXD13-wt/+Ala in den
Lysaten dokumentiert. Als Kontrollen wurden die Lysate untransfizierter Zellen sowie die Lysate
von nur Hoxal3- oder Hoxdl3-iiberexprimierenden Zellen auf das Gel aufgetragen. Nur wenn
eine vergleichbare Expression von HOXA13 und HOXDI13-wt/+Ala in den Lysaten
nachgewiesen wurde, erfolgte anschlieBend die Ko-IP. Dafiir wurden die Zelllysate nach
Entnahme von insgesamt ca. 50 pl, fiir die Messung der Proteinkonzentrationen und die
Expressionskontrollen, fiir die Ko-IP weiterverwendet. 10 ul mit Anti-FLAG-Antikérpern
gekoppelte Agarosekiigelchen wurden nach dreimaligem Waschen fiir 1 h bei 4 °C mit 3 % BSA
in Ko-IP-Lysepuffer auf einem langsam rotierenden Drehrad vorblockiert, um unspezifische
Bindungen an Agarose zu reduzieren. Anschliefend wurden die Agarosekiigelchen erneut dreimal
gewaschen. Alle Waschschritte erfolgten mit Ko-IP-Lysepuffer, gefolgt von Pelletierung fiir
10 sec bei 10000 rpm, Abnehmen des Uberstands, erneuter Zugabe von 500 pl Puffer und
Vermischen durch Antippen des Reaktionsgefdles. Dann wurden 450 ul Lysat mit einem
Proteingehalt von jeweils ca. 450 pg mit 10 pl mit Anti-FLAG-Antikdrpern gekoppelten
Agarosekiigelchen versetzt. Danach wurde fiir 2,5 h bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert, um

FLAG-getagte Proteine und ihre Interaktionspartner an die Kiigelchen zu binden. Um

42



Methoden

unspezifische Bindungen zu losen, wurden die Kiigelchen dann erneut sechsmal mit Ko-IP-
Lysepuffer gewaschen. Anschliefend wurden die Proben direkt in 35 pl 1x Proteinprobenpufter
denaturiert und bei 13000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann vorsichtig ohne
Mitnahme von Kiigelchen zur Analyse mittels SDS-PAGE auf das Gel aufgetragen. Bei der
Denaturierung wurden die Primérantikdrper von den Kiigelchen abgelost und in leichte
(25 Kilodalton, 25 kDa) und schwere (50 kDa) Ketten, die Hintergrundbanden produzieren,
aufgetrennt. Als Positivkontrollen zum Nachweis einer funktionierenden Antikdrperdetektion
wurden Lysate von Hoxal3- bzw. Hoxdl3-liberexprimierenden Zellen auf das Gel aufgetragen.
Als Negativkontrolle diente das Lysat untransfizierter Zellen. Der SDS-PAGE folgten der
Western Blot und die Detektion mittels spezifischer Antikdrper. Zuerst erfolgte der Nachweis von
HOXA13 und nach dem Strippen der Membran der Nachweis von HOXDI13-wt/+Ala. Das

Experiment wurde dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

4.4.7 Proteinnachweis aus Gewebelysaten

Die Proteinkonzentrationen der Gewebelysate von wt/wt-, wt/spdh- und spdh/spdh-Méusen des
Entwicklungsstadiums E 13,5 wurden mit dem BCA Protein Assay Kit bestimmt. Es wurden
jeweils 20 pg Protein pro Spur aufs Proteingel aufgetragen, gefolgt von SDS-PAGE, Western Blot
und Detektion mittels spezifischer Antikorper. Als Positivkontrollen wurden Lysate von Hoxal 3-
bzw. Hoxd13-iiberexprimierenden COS-1-Zellen auf das Gel aufgetragen. Zuerst erfolgte der
Nachweis von HOXA13, nach dem Strippen der Membran der Nachweis von HOXD13 und nach
erneutem Strippen der Nachweis von -Aktin zur Kontrolle der gleichméBigen Gelbeladung. Das
Experiment wurde dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt. Die Signale wurden mit der
AIDA Image Analyzer-Software quantifiziert. Die ermittelten Werte wurden fiir jedes Experiment
einzeln auf die Signalintensitét des wt/wt-Lysats bezogen, die auf 100 % festgesetzt wurde. Die
Bande, die bei Detektion des HOXA13 mit dem Anti-HOXA13-Antikérper (Aviva) unspezifisch
oberhalb des HOXA13 zwischen 40 kDa und 55 kDa in den Lysaten erscheint, wurde nicht ndher
untersucht. Sie fand sich wéhrend der Versuchsetablierung auch in den Lysaten untransfizierter
Zellen. Wiahrend der Versuchsetablierung wurde zusitzlich durch den Nachweis von HOXA13
mittels eines weiteren Anti-HOXA13-Antikorpers (von Prof. Atsushi Kuroiwa, Nagoya, Japan)
verifiziert, dass es sich bei der spezifischen, durch den Aviva-Antikorper detektierten Bande, um

HOXA13 handelt.
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4.5 Luciferase-Reporterassay

Genetische Reportersysteme ermoglichen die Untersuchung der eukaryotischen Genexpression.
Beim Luciferase-Reporterassay wird ein Luciferase-Gen unter der Kontrolle eines zu
untersuchenden Promotors exprimiert. Durch die Messung der Luciferase-Aktivitidt wird dann die
Promotoraktivitdt erfasst. In dieser Arbeit wurden Luciferase-basierte Reporterkonstrukte mit
einem BMP-responsiven Element (BRE)- oder SMAD-bindenden Element (SBE)-haltigen
Promotor verwendet. Als Antwort auf BMP-Signale binden SMAD-Transkriptionsfaktoren zur
Regulation der Genexpression an SBEs und BREs’"**. Neben der eigentlichen Reporterluciferase
(Firefly-Luciferase aus Photinus pyralis, Gliihwiirmchenluciferase) wurde zur Normalisierung
eine weitere Luciferase (Renilla-Luciferase aus Renilla reniformis, Seestiefmiitterchenluciferase)
exprimiert. Diese Normalisierung mit einer internen Kontrolle minimiert die experimentelle
Variabilitit durch Zellunterschiede und unterschiedliche Transfektionseffizienzen. Das Dual-Glo-
Luciferase-Reportersystem ermoglicht, die Aktivitdit von Firefly-Luciferase und Renilla-
Luciferase hintereinander im gleichen Ansatz zu messen. Firefly- und Renilla-Luciferase
entstammen verschiedenen Organismen. Dies ermdglicht eine selektive Unterscheidung ihrer
biolumineszenten Reaktion. Im Dual-Glo-System wird nach Messung der Lumineszenz der
Firefly-Luciferase die Reaktion abgestoppt und zeitgleich die Reaktion der Renilla-Luciferase
aktiviert. Firefly-Luciferase ist ein 60 kDa groBes Protein, das keinerlei Modifizierung benoétigt,
um enzymatisch aktiv zu sein. Es oxidiert Kéfer-Luciferin in einer ATP-, magnesium- und
sauerstoffabhéngigen Reaktion und erzeugt kurz nach der Substratzugabe eine Lichtreaktion.
Diese Reaktion kann durch die Zugabe von Coenzym A verstirkt werden, das auch die
Lumineszenz stabilisiert. Renilla-Luciferase ist ein 35 kDa grofes Protein, das ebenfalls nicht
modifiziert werden muss und sofort biolumineszent aktiv ist. Allerdings benétigt Renilla-
Luciferase ein anderes Substrat als Firefly-Luciferase und oxidiert dieses in einer ebenfalls
sauerstoffabhéngigen Reaktion. Alle Luciferase-Reporterassays wurden mit COS-7- bzw. HepG2-
Zellen durchgefiihrt, die wie beschrieben in 24-Loch-Platten transient transfiziert wurden. Es
wurden in jedem Versuch eine Leervektorkontrolle und eine untransfizierte Kontrolle
durchgefiihrt, um jeden Versuch normalisieren und auswerten zu konnen. Der Dual-Glo-
Luciferase-Assay wurde gemi3 den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die dabei
angewendeten Modifikationen sind im Folgenden aufgefiihrt. 18 h nach der Transfektion wurden
das Medium abgesaugt, die Zellen mit DPBS gewaschen und anschlie8end fiir 15 min in 100 pl
Ix Passivlysepuffer bei RT auf einer Wippe lysiert. Die Proben konnten entweder sofort fiir die
Messung der Lumineszenz weiter verwendet oder bis zur Messung bei -80 °C gelagert werden. Es

wurden jeweils 25 pl des Lysats in die Locher einer 96-Loch-Platte tiberfiihrt, mit 25 pl Dual-Glo
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versehen, griindlich duchmischt und dann im Luminometer mit 10 min Zeitverzogerung
gemessen. Wihrenddessen wurde Dual-Stop&Glo mit Substrat (1:100) versetzt. Von diesem
Gemisch wurden 25 pl zu dem bereits gemessenen Luciferaseansatz gegeben und mit 10 min
Zeitverzogerung gemessen. Jeder Luciferase-Assay wurde dreimal unabhédngig voneinander
durchgefiihrt und es wurden immer Duplikate transfiziert. Die Auswertung erfolgte geméll den
Angaben des Herstellers des Dual-Glo-Luciferase-Assays. Die ermittelten Werte wurden auf die
Leervektor-Kontrolle ohne Hoxdi3- und ohne Bmprlb-ca-Expression bezogen, deren

Lumineszenz auf 100 % festgesetzt wurde, und die Standardabweichungen wurden berechnet.

4.6 Immunzytochemie

Die Immunzytochemie dient dem Nachweis der Anwesenheit und Lokalisation sowie
gegebenenfalls der Abschitzung der Quantitét intrazelluldrer oder zellmembransténdiger Proteine
mit spezifischen Antikorpern. In der vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenz
angewendet. Dabei wird ein spezifischer, gegen das entsprechende Protein gerichteter, primarer
Antikorper durch einen sekundéren, speziell markierten Antikorper sichtbar gemacht. Bei der
Markierung handelt es sich um Fluoreszenzfarbstoffe, die bei Anregung mit Licht bestimmter
Wellenlédnge eine spezifische Fluoreszenz erzeugen. Mit einem Fluoreszenzmikroskop ldsst sich
so die zelluldre Verteilung des untersuchten Proteins analysieren. 48 h nach der Transfektion
wurden die mit COS-1-Zellen bewachsenen Deckgldser zweimal flir je 5 min mit PBS bei RT
gewaschen, anschlieBend flir 20 min mit Methanol (MetOH) bei — 20 °C fiir 10 min fixiert und
erneut fiir 5 min mit PBS gewaschen. Im nédchsten Schritt, dem ,,Quenching”, wurde zum
Abfangen internalisierter Fluorophore, wie Tryptophan und Phenylalanin, fiir 10 min mit 50 mM
NH,4CI in PBS inkubiert, gefolgt von dreimaligem Waschen fiir je 5 min mit PBS. Im Grunde
eriibrigt sich nach der Fixierung mit MetOH die Permeabilisierung der Membran. Dennoch wurde
die Membran zur besseren Antikorperreaktion zusétzlich fiir 30 min mit 3 % BSA/0,1 % Saponin
in PBS permeabilisiert. Das BSA sittigt gleichzeitig unspezifische Bindungen ab. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation mit dem primdren Antikorper. Dafiir wurden je 50 ul der entsprechenden
Antikorper-Losung, in 3 % BSA/0,1 % Saponin in PBS, pro Deckglas in einer Feuchtkammer auf
Parafilm vorgelegt. Dann wurde das Deckglas kopfiiber darauf platziert, um ein Austrocknen
wihrend der Antikorperinkubation iiN bei 4 °C zu verhindern. Am folgenden Tag wurde dreimal
mit PBS fiir 10 min bei RT gewaschen und anschlieBend mit dem jeweiligen sekundéren
Antikorper, in 10 % FCS in PBS mit DAPI 1:750, fiir 1 h bei RT inkubiert. DAPI ist ein blau
fluoreszierender DNA-Marker und dient der Anférbung des Zellkerns, um die Untersuchung der

intrazelluldren Lokalisation von Proteinen zu erleichtern. Nach erneutem dreimaligen Waschen
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mit PBS fiir je 15 min wurde in Fluoromount-G auf Objektglastrdgern eingedeckelt. Bei 4 °C und
unter Ausschluss von Licht konnten die Deckgldser fiir mehrere Wochen aufbewahrt und
analysiert werden. Die eingesetzten Antikorper und ihre Verdiinnungen sind im Materialienkapitel
aufgefiihrt. Jedes Experiment wurde dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt und es wurden
jeweils Duplikate transfiziert. Fiir die Quantifizierung der zytoplasmatischen Aggregation des
HOXDI13+14Ala in Abhingigkeit vom koexprimierten Protein wurden zundchst durch
immunzytochemische Anfirbung die Zellen mit einer Koexpression von HOXD13+14Ala und
HOXA13-wt, HOXD13+14Ala und HOXDI11-wt oder HOXDI13+14Ala und HOXDI12-wt
identifiziert. Entsprechend der Verteilung des HOXD13+14Ala wurden die Zellen in solche mit
iiberwiegend zytoplasmatischer Aggregation sowie schwacher nukledrer Lokalisation und solche
mit ausschlieBlich nukledrer Lokalisation unterteilt und ausgezédhlt. AnschlieBend wurden die
Anteile der Zellen mit der jeweiligen HOXD13+14Ala-Lokalisation in Prozent und die

Standardabweichungen berechnet.

4.7 Mausezucht

wynpolydactyly homolog* (spdh)-Méuse besitzen eine spontan aufgetretene, autosomal rezessiv
vererbte Polyalaninrepeat-Expansion des Hoxdl3 im B6C3Fe-Mausstamm, die in diesem
Hintergrund erhalten wurde®. Homozygote spdh/spdh-Tiere erhielt man durch Verpaarungen
heterozygoter spdh/wt-Tiere und die wt/wt-Geschwistertiere dienten als Kontrolle. Mittels PCR
wurden die Méuse genotypisiert. Die DNA dafiir wurde aus den Schwanzspitzen gewonnen. Bei

den Verpaarungen wurde der Tag des Vaginalplugs als Embryonalstadium E 0,5 gewertet.

4.8 Histologie
4.8.1 Paraffineinbettung

Die Paraffineinbettung wurde freundlicherweise durch Dr. Pia Kuss durchgefiihrt. Die
Extremititen der entsprechenden Stadien wurden abprédpariert und anschlieBend N in 4 %
PFA/PBS bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Priparate zweimal fiir je 5 min in
PBS gewaschen, dann fiir 1 h in 50 % Ethanol (EtOH) bei RT inkubiert und anschlieBend fiir 2 h
in 70 % EtOH inkubiert. Die nachfolgenden Entwisserungsschritte und die Uberfiihrung in
Paraffin erfolgten im Entwisserungsautomaten mit folgendem Programm: 3 h 90 % EtOH, 3 h
95 % EtOH, 2 h mit Vakuum 100 % EtOH, 2 h mit Vakuum 100 % EtOH, 2 h mit Vakuum
100 % EtOH, 15 min mit Vakuum Ultraclear (UC), 15 min mit Vakuum UC, 30 min mit Vakuum
UC, 3 h mit Vakuum UC/Paraffin, 3 h mit Vakuum Paraffin. Die anschlieBend in fliissigem
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Paraffin vorliegenden Priparate wurden an der Einbettstation eingelagert. Nach dem Aushérten
der Blocke wurden die Extremititen fiir die Immunhistochemie am Mikrotom in 7 pum dicke
Scheiben geschnitten und auf 2 bis 3 Objekttrager verteilt. Dann wurden die Objekttriger bei
40 °C vollstindig getrocknet und nachfolgend iiN bei 37 °C inkubiert. Die Lagerung der Schnitte
erfolgte bei 4 °C.

4.8.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermoglicht die Visualisierung von Proteinen in Geweben mittels
spezifischer Antikorper. Die Lokalisation der Proteine kann sowohl innerhalb des Gewebes als
auch intrazelluldr sichtbar gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit fand die indirekte
Immunfluoreszenz Anwendung, bei der ein spezifischer, gegen das entsprechende Protein
gerichteter primdrer Antikorper durch einen sekundédren, mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markierten Antikrper sichtbar gemacht wird. Mit einem Fluoreszenzmikroskop ldsst sich dann
die Verteilung des untersuchten Proteins analysieren. Die immunhistologischen Untersuchungen
erfolgten auf Paraffinschnitten. Zundchst wurden die Gewebsschnitte in einer Losungsreihe
deparaffinisiert und rehydriert: 30-40 min in UC, 2 min in 100 % EtOH, 2 min in UC, 2 min in
100 % EtOH, 2 min in UC, 5 min in 100 % EtOH, 5 min in 90 % EtOH, 5 min in 70 % EtOH,
5-15 min in H,O bidest. Danach wurden die Gewebsschnitte zur besseren Antikdrpererkennung in
Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6 zweimal fiir je 3 min gekocht und anschlie8end fiir ca.
30 min auf RT abgekiihlt. Nach dreimaligem Waschen in PBS fiir je 5 min wurde mit
0,2 % Triton X-100 in PBS fiir 15 min bei RT permeabilisiert, gefolgt von dreimaligem Waschen
fir je Smin in PBS. AnschlieBend wurden unspezifische Bindungsstellen mit
5 % NGS/0,2 % Tween 20 in PBS fiir 1 h bei RT in einer Feuchtkammer blockiert. Dann folgte
die Inkubation mit dem Primérantikorper, verdiinnt in 5 % NGS/0,2 % Tween 20 in PBS, N bei
4°C in einer Feuchtkammer. Am Folgetag wurde dreimal bei RT mit PBS fiir je 5 min
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten
Sekundirantikérper, verdiinnt in 3 % BSA/0,1 % Saponin in PBS, fiir 2h bei RT in einer
Feuchtkammer. Die Sekundérantikorperlosung enthielt zusédtzlich DAPI in einer Verdiinnung von
1:750 zur Darstellung der Zellkerne. Nach dreimaligem Waschen in PBS fiir je 30 min wurden die
Gewebsschnitte mit Fluoromount-G auf Objekttridgern eingedeckelt. Die eingesetzten Antikorper

und ihre Verdiinnungen sind im Materialienkapitel aufgefiihrt.
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4.9 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie dient der Untersuchung der Lokalisation und Abschétzung der
Expressionsstirke  fluoreszenzmarkierter ~ Proteine in  Geweben und Zellen. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Licht einer bestimmten Wellenlénge angeregt und emittieren
Licht einer anderen, groBeren Wellenlidnge. Das Priaparat wird mit der Wellenldnge beleuchtet, die
dem spezifischen Absorptionsmaximum des Farbstoffs entspricht. Andere Wellenldngen werden
gefiltert. Das vom Priparat emittierte Licht wird dann durch ein weiteres Filtersystem im Okular
betrachtet. Nach der immunzyto- bzw. immunhistochemischen Farbung wurden die detektierten
Proteine am Fluoreszenzmikroskop analysiert und die Ergebnisse wurden mit Hilfe einer digitalen
Kamera dokumentiert. Ein sehr spezielles, fluoreszenzmikroskopisches Verfahren ist die
konfokale Laserscanmikroskopie. Durch den FEinsatz einer Lochblende gelangt nur die
Fluoreszenz eines winzigen Volumenelements in das Mikroskop, wihrend die Hintergrundsignale
ebenfalls fluoreszierender, hoher oder tiefer gelegener, Schichten ausgeblendet werden. Dies
ermoglicht das Mikroskopieren in mehrschichtigen Préparaten, z. B. in Gewebsschnitten. Nach
der Immunhistochemie kann so die exakte Bestimmung der Lokalisation fluoreszenzmarkierter

Proteine in der gewéhlten Schnittebene erfolgen.
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5 Ergebnisse
5.1 Interaktion von expandiertem HOXD13 mit Polyalanin-Transkriptionsfaktoren
5.1.1 Expandiertes HOXD13 aggregiert im Zytoplasma

Das der Synpolydaktylie (SPD) 1 zugrunde liegende mutierte HOXDI3 mit einem expandierten
Polyalaninrepeat (HOXDI3+Ala) fithrt in vitro zu einer abnormen, zytoplasmatischen
Proteinaggregation, deren AusmaB mit der Polyalanin-Expansionslinge korreliert”. Um die
molekulare Pathogenese der SPD genauer zu analysieren, wurde die intrazelluldre Lokalisation
von HOXDI13+Ala mit der kiirzesten bzw. ldngsten bekannten SPD-verursachenden
Polyalanintrakt-Expansion um 7 bzw. 14 Alanine mit der Lokalisation von Wildtyp-HOXD13
(HOXD13-wt) verglichen.

COS-1-Zellen dienten dabei als in vitro-Modell zur Untersuchung der molekularen Pathogenese
der SPD. Hoxdl3-Konstrukte mit verschieden langen Polyalaninrepeats wurden in COS-1-Zellen
tiberexprimiert. Die Konstrukte enthielten Hoxdl3-wt oder expandiertes Hoxdl3+Ala mit flr
zusitzliche 7 (Hoxdl3+7A4la) bzw. 14 Alanine (Hoxdl3+14Ala) kodierenden Polyalaninrepeat-
Expansionen. Nach 48 h wurden die Proteine immunzytochemisch mit spezifischen Antikérpern
gefarbt, die Zellkerne durch DAPI-Féarbung dargestellt und die intrazelluldre Verteilung der
Proteine mit dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt. Als Transkriptionsfaktor befindet sich
HOXD13-wt im Nukleus. Sowohl expandiertes HOXD13+7Ala als auch HOXD13+14Ala bilden
zytoplasmatische Aggregate. Expandiertes HOXD13+7Ala aggregiert nur in einigen Zellen im
Zytoplasma, ist jedoch iiberwiegend nukleér lokalisiert. HOXD13+14Ala hingegen bildet in den
meisten Zellen zytoplasmatische Aggregate und liegt selten im Zellkern vor. Das Ausmal} der
zytoplasmatischen Aggregation von expandiertem HOXDI3+7Ala und HOXDI13+14Ala

korreliert folglich mit der Expansionslédnge.
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Abbildung 10: HOXD13+Ala aggregiert im Zytoplasma

Immunzytochemie: Hoxdl3-wt (linke Spalte), Hoxdl3+7Ala (mittlere Spalte) oder Hoxdl3+14Ala (rechte
Spalte) wurden in COS-1-Zellen exprimiert, nach 48 h angefarbt (griin) und analysiert. Die Gegenfarbung
der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). In der unteren Reihe sind beide Féarbungen iibereinander gelagert
(Fusion). HOXD13-wt befindet sich im Zellkern. HOXD13+7Ala aggregiert in einigen Zellen im
Zytoplasma (weiBler Pfeil), liegt jedoch hauptsichlich im Zellkern vor. HOXD13+14Ala aggregiert in den
meisten Zellen im Zytoplasma (weil3e Pfeile).

Abkiirzungen: Hoxd13-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxd13+7A4la bzw. Hoxd13+14Ala, expandiertes Hoxd 13 mit

fiir zusétzliche 7 bzw. 14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion.

5.1.2 Aggregate aus expandiertem HOXD13 sequestrieren Wildtyp-HOXA13

Phinotypenvergleiche und Kreuzungsexperimente mit mutanten Mauslinien lassen vermuten, dass
expandiertes Hoxdl3+Ala wihrend der Embryonalentwicklung des Autopods einen negativen

Effekt auf 5-lokalisierte Hox-Gene ausiibt’*. Des Weiteren wurde gezeigt, dass HOXD13-wt von
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zytoplasmatischen Aggregaten aus HOXDI13+14Ala mit expandiertem Polyalanintrakt
sequestriert wird”>.

Um analog eine mdgliche Interaktion von expandiertem HOXD13+14Ala mit dem Polyalanin-
Transkriptionsfaktor HOXA13-wt zu testen, wurden Hoxdl3-wt bzw. expandiertes
Hoxdl3+14Ala und Hoxal3-wt in vitro in COS-1-Zellen koexprimiert. Nach 48 h wurden die
Proteine immunzytochemisch mit spezifischen Antikorpern gefarbt, die Zellkerne durch DAPI-
Farbung dargestellt und die intrazelluldre Verteilung der Proteine mit dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 gezeigt. Erwartungsgeméal befindet sich HOXA13-wt mit
HOXDI13-wt im Zellkern. Wie vermutet sequestrieren die zytoplasmatischen HOXD13+14Ala-
Aggregate das Polyalanintrakt-haltige HOXA13-wt.

Abbildung 11: Aggregate aus HOXD13+Ala sequestrieren HOXA13-wt

Fusion

Immunzytochemie: In COS-1-Zellen wurden Hoxdl3-wt und Hoxal3-wt (obere Reihe) oder
Hoxd13+14Ala und Hoxal3-wt (untere Reihe) koexprimiert. HOXD13 (griin) und HOXA13 (rot) wurden
nach 48 h angefirbt und analysiert. Die Gegenfiarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). In der
rechten Spalte sind die Farbungen {ibereinander gelagert (Fusion). HOXA13-wt liegt mit HOXD13-wt im
Zellkern vor. Dagegen wird HOXA13-wt von den zytoplasmatischen Aggregaten aus HOXD13+14Ala
sequestriert (weile Pfeile).

Abkiirzungen: Hoxdl3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxdl3+14Ala, expandiertes Hoxdl3 mit fiir zusitzliche
14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion; Hoxa13-wt, Wildtyp-Hoxal 3.
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5.1.3 Aggregate aus expandiertem HOXD13 sequestrieren Wildtyp-RUNX2

Das vorhergehende Experiment zeigte, dass zytoplasmatische Aggregate aus HOXD13+14Ala
neben HOXD13-wt” auch das ebenfalls Polyalanintrakt-haltige HOXA13-wt sequestrieren. Falls
es sich nicht um eine HOX-spezifische, sondern um eine Polyalanintrakt-abhédngige Interaktion
handelt, wire eine Kolokalisation von HOXD13+14Ala mit weiteren Wildtyp-Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren wie Wildtyp-RUNX2 (RUNX2-wt) denkbar. Runx2 wird im Autopod
zusammen mit Hoxd13 perichondrial exprimiert und steuert die Osteoblastendifferenzierung™.

Um eine mogliche Interaktion von HOXD13+14Ala mit RUNX2-wt zu testen, wurden in vitro
analog zum vorangegangenen Versuch Hoxd13-wt bzw. Hoxdl3+14Ala und Runx2-wt in COS-1-
Zellen koexprimiert. Nach 48 h wurden Genprodukte und Zellkerne gefarbt und mikroskopiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 gezeigt. RUNX2-wt liegt mit HOXD13-wt im Nukleus vor.
Wie vermutet sequestrieren zytoplasmatische Aggregate aus HOXD13+14Ala das RUNX2-wt.

Abbildung 12: Aggregate aus HOXD13+Ala sequestrieren RUNX2-wt

Hoxd1 Fusion

|

+14 Ala

Immunzytochemie: In COS-1-Zellen wurden Hoxd!3-wt und Runx2-wt (obere Reihe) oder Hoxdl3+14Ala
und Runx2-wt (untere Reihe) koexprimiert. HOXD13 (griin) und RUNX2 (rot) wurden nach 48 h angefarbt
und analysiert. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). In der rechten Spalte sind die
Féarbungen iibereinander gelagert (Fusion). RUNX2-wt befindet sich mit HOXD13-wt im Zellkern.
Zytoplasmatische Aggregate aus HOXD13+14Ala hingegen sequestrieren RUNX2-wt (weiller Pfeil).
Abkiirzungen: HoxdI3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxdl3+14Ala, expandiertes Hoxdl3 mit fiir zusétzliche
14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion; Runx2-wt, Wildtyp-Runx2.
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5.1.4 Aggregate aus expandiertem HOXD13 kolokalisieren nicht mit Wildtyp-HOXD11
und Wildtyp-HOXD12

Vorangegangene  Versuche zeigten eine  Sequestrierung von  Wildtyp-Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren wie HOXD13-wt”?, HOXA13-wt und RUNX2-wt durch zytoplasmatische
Aggregate aus HOXD13+14Ala mit expandiertem Polyalanintrakt. Folglich koénnten die
Polyalanintrakte der Wildtyp-Interaktionspartner an der Kolokalisation beteiligt sein.

Um eine mogliche Polyalanin-spezifische Sequestrierung von  Wildtyp-Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren durch expandiertes HOXD13+14Ala zu untersuchen, wurden in vitro
Koexpressions-Experimente mit HoxdI3-wt bzw. expandiertem Hoxdl3+14Ala und
Wildtyp-Hoxd11 (Hoxd11-wt) bzw. Wildtyp-Hoxd12 (Hoxdl2-wt) in COS-1-Zellen durchgefiihrt.
Nach 48 h wurden die Proteine immunzytochemisch mit spezifischen Antikdrpern gefdrbt, die
Zellkerne durch DAPI-Firbung dargestellt und die intrazelluldre Verteilung der Proteine mit dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Bei einer Polyalanin-spezifischen Interaktion wire eine Sequestrierung von Polyalanintrakt-
haltigem HOXD11-wt, nicht jedoch von HOXD12-wt ohne Polyalanintrakt, in Aggregate aus
expandiertem HOXD13+14Ala anzunehmen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 gezeigt. HOXD11-wt und HOXD12-wt befinden sich mit
HOXD13-wt im Zellkern. HOXD12-wt, das keinen Polyalanintrakt besitzt, wird wie erwartet
nicht von zytoplasmatischen Aggregaten aus expandiertem HOXD13+14Ala sequestriert und liegt
weiterhin im Zellkern vor. Entgegen den Erwartungen wird auch HOXDI1-wt nicht von
zytoplasmatischen Aggregaten aus expandiertem HOXD13+14-Ala sequestriert und befindet sich

ebenfalls im Nukleus, obwohl es iiber einen Polyalanintrakt verfiigt.

53



Ergebnisse

Abbildung 13: HOXD13+Ala-Aggregate kolokalisieren nicht mit HOXD11-wt und HOXD12-wt

Hoxd13

Immunzytochemie: In COS-1-Zellen wurden Hoxd13-wt und Hoxd11-wt (erste Reihe), Hoxd13+14Ala und
Hoxdl1-wt (zweite Reihe), HoxdI3-wt und Hoxdl2-wt (dritte Reihe) oder Hoxd13+14Ala und Hoxd12-wt
(vierte Reihe) koexprimiert. HOXD13 (griin) und HOXDI11 bzw. HOXDI12 (rot) wurden nach 48 h
angefirbt und analysiert. Die Gegenfirbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). In der rechten Spalte
sind die Farbungen iibereinander gelagert (Fusion). HOXD11-wt und HOXD12-wt liegen mit HOXD13-wt
im Zellkern vor. Auch in Anwesenheit von HOXD13+14Ala befinden sich HOXD11-wt und HOXD12-wt
im Zellkern und kolokalisieren nicht mit den zytoplasmatischen HOXD13+14Ala-Aggregaten.
Abkiirzungen: Hoxdl3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxdl3+14Ala, expandiertes Hoxdl3 mit fiir zusétzliche
14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion; Hoxd11/12-wt, Wildtyp-Hoxd11/12.
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5.1.5 Wildtyp-HOXA13 fordert die Aggregation von expandiertem HOXD13

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der vorherigen Experimente ergab den Eindruck,
dass das Ausmal3 der zytoplasmatischen Aggregation des HOXDI13+14Ala mit expandiertem
Polyalanintrakt vom koexprimierten Protein abhéngt.

Um diesen Eindruck zu objektivieren, wurden fiir drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte
Experimente COS-1-Zellen mit fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesener Koexpression von
HOXD13+14Ala und HOXA13-wt, HOXD13+14Ala und HOXDI11-wt oder HOXD13+14Ala
und HOXD12-wt ausgezidhlt. Dafiir wurden nach 48 h die Proteine immunzytochemisch mit
spezifischen Antikorpern gefiarbt, die Zellkerne durch DAPI-Fiarbung dargestellt und die
intrazelluldre Verteilung der Proteine mit dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Entsprechend der
Verteilung des expandierten HOXD13+14Ala wurden die Zellen in solche mit {iberwiegend
zytoplasmatischer Aggregation sowie geringer nukledrer Lokalisation und solche mit
ausschlieBlich nukledrer Lokalisation unterteilt und der jeweilige Zellanteil wurde quantifiziert.
Wird das koexprimierte Protein, wie HOXAI13-wt, in zytoplasmatische Aggregate aus
expandiertem HOXD13+14Ala sequestriert, ist eine vermehrte Proteinaggregation denkbar.
Hingegen wiirde HOXD13+14Ala vermutlich bei Koexpression mit nicht kolokalisierendem
HOXDI11-wt oder HOXD12-wt vergleichsweise weniger aggregieren.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 gezeigt. Wie erwartet fiihrt die Koexpression von
Hoxd13+14Ala und Hoxal3-wt zur vermehrten Bildung von zytoplasmatischen Aggregaten. Etwa
85 % dieser Zellen weisen zytoplasmatische Aggregate auf, verglichen mit nur ca. 20 % bzw.
10 % der Zellen bei Koexpression von Hoxdl3+14Ala mit Hoxdl1-wt bzw. Hoxdl2-wt. Die
zytoplasmatische Aggregation des expandierten HOXD13+14Ala ist demnach gesteigert in
Anwesenheit des kolokalisierenden HOXA13-wt, verglichen mit der Aggregation in Anwesenheit

von HOXD11-wt bzw. HOXD12-wt, die nicht mit HOXD13+14Ala-Aggregaten kolokalisieren.
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Abbildung 14: HOXA13-wt fordert die Aggregation von HOXD13+Ala

Intrazelluldre Lokalisation von HOXD13+14Ala
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Immunzytochemie und Quantifizierung: In COS-1-Zellen wurde Hoxdi3+14Ala mit Hoxal3-wt,
Hoxdl1-wt oder HoxdI2-wt koexprimiert und nach 48 h angefirbt. Zellen mit fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesener Koexpression wurden gezédhlt. Entsprechend der intrazelluldren Verteilung des
HOXDI13+14Ala wurden die Zellen in solche mit iiberwiegend zytoplasmatischer Aggregation
(Zytoplasmatische Aggregate) und solche mit ausschlieBlich nukledrer Lokalisation (Nukleus) unterteilt
und quantifiziert. Die Abbildung stellt die Ergebnisse dreier unabhidngig voneinander durchgefiihrter
Experimente in % dar. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. In Anwesenheit von
HOXA13-wt aggregiert HOXD13+14Ala iiberwiegend im Zytoplasma (roter Pfeil), wahrend es in
Gegenwart von HOXD11-wt oder HOXD12-wt meist im Zellkern vorliegt.

Abkiirzungen: Hoxd13+14Ala, expandiertes Hoxdl3 mit filir zusdtzliche 14 Alanine kodierender
Polyalaninrepeat-Expansion; Hoxal3-wt, Wildtyp-Hoxal3; Hoxdll-wt, Wildtyp-Hoxdl1; Hoxdl2-wt,
Wildtyp-Hoxd12.

56



Ergebnisse

5.1.6 Aggregate aus expandiertem HOXD13 kolokalisieren nicht mit verkurztem
HOXD13 ohne Polyalanintrakt

Im Folgenden wurde eine mogliche Beteiligung des Polyalanintrakts von Wildtyp-Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren an deren Sequestrierung durch HOXD13+14Ala mit expandiertem
Polyalanintrakt untersucht.

Dazu wurden in vitro Experimente mit mutiertem Hoxd13 mit einem auf zwei Alanine verkiirzten
Repeat (Hoxdl3-2Ala) anstelle des Polyalaninrepeats des Hoxd13-wt durchgefiihrt. Es wurden
Hoxd13-wt bzw. expandiertes Hoxdl3+14Ala und verkiirztes Hoxdl3-2Ala in COS-1-Zellen
koexprimiert. Als Kontrolle wurden expandiertes Hoxd13+14Ala und Hoxd13-wt koexprimiert,
deren Kolokalisation der Genprodukte in zytoplasmatischen Aggregaten bekannt ist”’. Nach 48 h
wurden die Proteine immunzytochemisch mit spezifischen Antikdrpern geférbt, die Zellkerne
durch DAPI-Farbung dargestellt und die intrazelluldre Verteilung der Proteine mit dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Bei einer Beteiligung des Wildtyp-Polyalanintrakts an der Interaktion wéren zytoplasmatische
Aggregate aus expandiertem HOXDI13+14Ala erwartungsgemél nicht in der Lage, verkiirztes
HOXD13-2Ala zu sequestrieren.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 gezeigt. HOXD13-2Ala liegt wie erwartet mit HOXD13-wt
im Zellkern vor. Wie vermutet kolokalisiert verkiirztes HOXDI13-2Ala nicht mit
zytoplasmatischen Aggregaten aus expandiertem HOXD13+14Ala und befindet sich im Zellkern.
Hingegen wird HOXD13-wt in zytoplasmatische Aggregate aus expandiertem HOXD13+14Ala
sequestriert. Fiir die Sequestrierung von HOXDI13-wt durch HOXD13+14Ala ist somit der
Polyalanintrakt des Wildtyp-Interaktionspartners essentiell.
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Abbildung 15: Aggregate aus HOXD13+Ala kolokalisieren nicht mit HOXD13-2Ala
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Immunzytochemie: Hoxdl3-wt und Hoxdl3-24la (obere Reihe), Hoxdi3+14Ala und Hoxdl3-2Ala
(mittlere Reihe) oder Hoxd13+14Ala und Hoxd13-wt (untere Reihe) wurden in COS-1-Zellen koexprimiert.
HOXD13-wt bzw. HOXD13+14Ala (griin) und HOXD13-2Ala bzw. HOXD13-wt (rot) wurden nach 48 h
angefarbt und analysiert. Die Gegenfirbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). In der rechten Spalte
sind die Farbungen {iibereinander gelagert (Fusion). HOXD13-2Ala befindet sich mit HOXD13-wt im
Zellkern. Auch bei Koexpression mit HOXD13+14Ala liegt HOXD13-2Ala im Zellkern und kolokalisiert
nicht mit den HOXD13+14Ala-Aggregaten im Zytoplasma. HOXD13-wt hingegen wird von den
zytoplasmatischen Aggregaten aus HOXD13+14Ala sequestriert (weille Pfeile).

Abkiirzungen: HoxdlI3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxdl3+14Ala, expandiertes Hoxdl3 mit fir zusitzliche
14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion; Hoxd13-2Ala, mutiertes Hoxd I3 mit einem auf zwei

Alanine verkiirzten Polyalaninrepeat.
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5.1.7 Aggregate aus expandiertem HOXD13 kolokalisieren nicht mit mutiertem HOXD13

ohne Homoodomane

Im vorangegangenen Experiment wurde eine Beteiligung des HOXD13-wt-Polyalanintrakts an
der Sequestrierung durch zytoplasmatisch aggregiertes HOXD13+14Ala mit expandiertem
Polyalanintrakt gezeigt. HOXD13 enthédlt auch eine Homdodoméne, die am Transport in den
Zellkern mittels eines nukledren Lokalisationssignals mitwirkt und dort die DNA-Bindung
vermittelt®.

Um eine eventuelle Beteiligung der HOXDI13-Homdodoméne an der Sequestrierung durch
expandiertes HOXD13+14Ala zu untersuchen, wurden in vitro Koexpressionsexperimente mit
mutiertem Hoxdl3, dessen Homoobox deletiert wurde (Hoxdl3-Ahd) und Hoxdl3-wt bzw.
expandiertem Hoxdl3+14Ala in COS-1-Zellen durchgefiihrt. Nach 48 h wurden die Proteine
immunzytochemisch mit spezifischen Antikorpern geférbt, die Zellkerne durch DAPI-Féarbung
dargestellt und die intrazellulire Verteilung der Proteine mit dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert.

Im Falle einer ausschlielich Polyalanintrakt-abhéngigen Interaktion ist eine Kolokalisation von
mutiertem HOXDI13-Ahd ohne Homdodomédne und zytoplasmatischen Aggregaten aus
expandiertem HOXD13+14Ala anzunehmen, da HOXD13-Ahd einen intakten Polyalanintrakt
enthélt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 gezeigt. Mutiertes HOXD13-Ahd ohne Homdodomine liegt
sowohl bei Koexpression mit nukledr lokalisiertem HOXD13-wt als auch mit expandiertem
HOXD13+14Ala, das im Zytoplasma aggregiert, aulerhalb des Zellkerns vor. HOXD13-Ahd
aggregiert dabei teils flachig verteilt, teils punktformig im Zytoplasma und kolokalisiert nicht mit
den HOXD13+14Ala-Aggregaten. Die Sequestrierung von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren in
zytoplasmatische HOXD13+14Ala-Aggregate erfordert folglich neben dem Polyalanintrakt

weiltere Proteinmotive.
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Abbildung 16: HOXD13-Ahd aggregiert im Zytoplasma und kolokalisiert nicht mit
HOXD13+Ala

Hoxd13 Fusion

+14 Ala

Immunzytochemie: Hoxdl3-wt und Hoxdl3-Ahd (obere Reihe) oder Hoxdl3+14Ala und Hoxdl3-Ahd
(untere Reihe) wurden in COS-1-Zellen koexprimiert. HOXD13-wt bzw. HOXD13+14Ala (griin) und
HOXD13-Ahd (rot) wurden nach 48 h angefirbt und analysiert. Die Gegenfirbung der Zellkerne erfolgte
mit DAPI (blau). In der rechten Spalte sind die Farbungen iibereinander gelagert (Fusion). HOXD13-Ahd
liegt sowohl bei Koexpression mit nukledr lokalisiertem HOXD13-wt als auch mit HOXD13+14Ala, das
zytoplasmatische Aggregate bildet, auerhalb des Nukleus vor. HOXD13-Ahd aggregiert dabei teils flichig
verteilt, teils punktformig im Zytoplasma (weille Pfeile) und kolokalisiert nicht mit HOXD13+14Ala.

Abkiirzungen: Hoxdl3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxdl3+14Ala, expandiertes Hoxdl3 mit fiir zusétzliche
14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion; Hoxdl3-Ahd, mutiertes Hoxdl3 mit deletierter

Homoobox.
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5.1.8 Die Expansion des HOXD13-Polyalanintrakts ist erforderlich fur die Interaktion mit
Wildtyp-HOXA13

Es wurde gezeigt, dass HOXA13-wt in zytoplasmatische Aggregate aus HOXD13+14Ala mit
expandiertem Polyalanintrakt sequestriert wird. Um zu testen, ob die Interaktion von HOXA13-wt
und HOXD13+14Ala von der Expansion des HOXD13-Polyalanintrakts abhéngt, wurden in vitro
Koimmunoprizipitations (Ko-1P)-Experimente durchgefiihrt.

Dafiir wurden in vitro HA-gekoppeltes Hoxal3-wt und FLAG-gekoppeltes Hoxdl3-wt,
expandiertes Hoxdl3+7Ala oder Hoxdl3+14Ala, oder FLAG-gekoppelter Leervektor als
Kontrolle, in COS-1-Zellen koexprimiert. Nach 36 h wurden die Zellen lysiert. Die vergleichbare
Expression der Konstrukte wurde mittels Western Blot und spezifischer Antikdrperdetektion von
HOXAT13 und HOXD13 tiiberpriift. Die Ko-IP erfolgte mit Anti-FLAG-Antikérper-gekoppelten
Agarosekiigelchen. Diese prézipitierten FLAG-markiertes HOXDI13 direkt und dessen
Interaktionspartner indirekt. Der Ko-IP folgten die Auftrennung der Proteine im Gel, Western
Blot und die spezifische Antikdrperdetektion von prézipitiertem HOXDI13 und HOXA13. Als
Positivkontrollen zum Nachweis einer funktionierenden Antikorperdetektion wurden Lysate von
HA-gekoppeltes Hoxal3- bzw. FLAG-gekoppeltes Hoxd3-iiberexprimierenden Zellen direkt auf
das Gel aufgetragen. Zum Ausschluss einer unspezifischen Proteinbindung an die
Agarosekiigelchen diente das Lysat untransfizierter Zellen als Kontrolle. Das Experiment wurde
dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt. Wie zu erwarten, wird HOXA13-wt durch
expandiertes HOXD13+7Ala und HOXD13+14Ala koimmunoprézipitiert, nicht jedoch durch
HOXDI13-wt. Expandiertes HOXD13+Ala interagiert in vitro also mit HOXA13-wt und die
Interaktion erfordert die Expansion des HOXD13-Polyalanintrakts.
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Abbildung 17: Die Expansion des HOXD13-Polyalanintrakts ist erforderlich fiir die
Interaktion mit HOXA13-wt

Koexpression HA-/FLAG-Konstrukte Kontrollen
HA-Hoxal 3™ + + + + - + -
FLAG-LV + - - - - - -
FLAG-Hoxd13" - + - - - - +
FLAG-Hoxd13*7Al - - + - - - -
FLAG-Hoxd13"144s] = -~ = ¥ - - -
Ani-FLAG-AK,

STDI | | . - A S — schwere Kette
- - [e—HOXA13]

35 kDa ——

28 kDa ——

- Anti-FLAG-AK,
leichte Kette

P: FLAG, Blot: HA

55 kDa —— -— =
35 kDa —— - > = - |=—HOXDI3
28 kDa ——| . - Ga

-

IP: FLAG, Blot: HOXD13

55 kDa ——
— . - -— HOXAI3
35 kDa ——

Zelllysat, Blot: HA

55 kDa ——

35 kDa — - - oo -l 1HOXDI3
Zelllysat, Blot: HOXD13

Koimmunoprézipitation: HA-gekoppeltes Hoxal3-wt und FLAG-gekoppeltes HoxdI3-wt, Hoxdl3+7Ala,
Hoxd13+14Ala oder FLAG-gekoppelter LV wurden in COS-1-Zellen koexprimiert. Nach 36 h wurden die
Zellen lysiert und die Expression von HOXAI13 (Molekiilmasse 40 kDa) (Zelllysat, Blot: HA) und
HOXD13 (Molekiilmasse 36 kDa) (Zelllysat, Blot: HOXD13) wurde iiberpriift. Die Ko-IP erfolgte mit
Anti-FLAG-Antikorper-gekoppelten Agarosekiigelchen. Die Elution der Proteine unter reduzierenden
Bedingungen fiihrte zur Dissoziation des Anti-FLAG-Antikorpers in leichte (Molekiilmasse 25 kDa) und
schwere Ketten (Molekiilmasse 50 kDa). Nach der Proteinauftrennung im Gel und Western Blot erfolgte
der Nachweis von HOXD13 (IP: FLAG, Blot: HOXD13) und HOXA13 (IP: FLAG, Blot: HA). Als
Positivkontrollen wurden Lysate von HA-gekoppeltes Hoxal3- bzw. FLAG-gekoppeltes Hoxdl3-
iiberexprimierenden Zellen aufgetragen. Als Kontrolle diente auch das Lysat untransfizierter Zellen.
Dargestellt ist das reprisentative Ergebnis eines von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Experimenten. HOXAI13-wt wird in vitro durch HOXDI13+7Ala und HOXDI13+14Ala
koimmunoprézipitiert (schwarze Box), nicht jedoch durch HOXD13-wt oder den LV.

Abkiirzungen: Hoxal3-wt, Wildtyp-Hoxal3; LV, Leervektor; Hoxdl3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxd13+7Ala
bzw. +14Ala, expandiertes Hoxd13 mit fiir zusitzliche 7 bzw. 14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-

Expansion; kDa, Kilodalton; Anti-FLAG-AK, Anti-FLAG-Antikorper; IP, Immunoprézipitation.
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5.1.9 HOXA13 ist in spdh-Mausen im Zytoplasma lokalisiert

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die in den vorangegangenen Experimenten in vitro
gezeigte Interaktion zwischen HOXD13+Ala mit expandiertem Polyalanintrakt und HOXA13-wt
in vivo auswirkt. Expandiertes HOXD13+7Ala ist in spdh-Mausen reduziert vorhanden und, im
Gegensatz zum in wt-Mdusen nukledr vorliegenden HOXD13-wt, abnorm zytoplasmatisch
lokalisiert”. Falls expandiertes HOXD13+Ala und HOXA13-wt auch in vivo interagieren, wire
ein vergleichbares Ergebnis flir HOXA13 in spdh-Méusen zu erwarten.

Es wurden Paraffinschnitte von Vorderpfoten homozygoter Wildtyp- (wt) und ,,synpolydactyly
homolog* (spdh)-Mause  der  Entwicklungsstadien 13,5(E 13,5) und 14,5 (E 14,5)
immunhistochemisch angefarbt. Die Darstellung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. AnschlieBend
wurde die HOXAI13-Verteilung im Autopod mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Vor allem das Perichondrium war dabei von Interesse, da Hoxal3 und Hoxd13 dort zu
diesem Zeitpunkt am stirksten exprimiert werden®.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 18 und 19 gezeigt. Wie in der 100fachen Vergroferung
zu erkennen ist, wird HOXA13 im Autopod von wt- und spdh-Méusen hauptsidchlich im
Perichondrium der Metakarpalknochen detektiert. Dabei liegen die perichondrialen Zellen der
spdh-Méuse dichter beieinander als in wt-Méusen. Die 1000fache Vergroferung zeigt eine
nukledre HOXA 13-Lokalisation in homozygoten wt-Méusen, wihrend HOXA13 in homozygoten
spdh-Maiusen im E 13,5 in einigen und im E 14,5 in fast allen Zellen iiberwiegend im Zytoplasma
und vermindert in den Zellkernen lokalisiert ist. AuBerdem ist die Intensitdt der HOXA13-
Féarbung bei spdh-Homozygoten im E 13,5 in mehreren und im E 14,5 in fast allen Zellen
reduziert und diffus im Vergleich zu wt-Méausen. In homozygoten spdh-Méusen findet sich also
ein vermindertes Level an aktivem HOXAI13 und eine zytoplasmatische Lokalisation von
HOXA13 im Perichondrium der Metakarpalknochen. Dieser Befund ist im E 14,5 ausgeprégter
als im E 13,5. Folglich wird HOXA13 durch expandiertes HOXDI13+7Ala auch in vivo

beeinflusst.
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Abbildung 18: HOXA13 ist im Entwicklungsstadium 13,5 im Perichondrium der

Metakarpalknochen von spdh-Méusen zytoplasmatisch lokalisiert

wt/wt (E 13,5

Immunhistochemie: Auf Paraffinschnitten der Vorderpfoten von wt/wt- und spdh/spdh-Mausen des E 13,5
wurde HOXA13 (griin, obere Reihe) angefarbt. Die Gegenfiarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau,
mittlere Reihe). Die untere Reihe =zeigt die {ibereinander gelagerten Féarbungen (Fusion). Die
Proteinverteilung von HOXA13 im Autopod (Vergroferung 100x, linke Spalten) und intrazellulér
(VergroBerung 1000x, rechte Spalten) wurde analysiert. Die weillen, quadratischen Boxen der linken
Spalten markieren jeweils den rechts davon dargestellten Ausschnitt des Perichondriums der
Metakarpalknochen mit dem angrenzenden interdigitalen Mesenchym. In wt-Méusen ist HOXA13
hauptsichlich in den Zellkernen perichondrialer Zellen lokalisiert. In spdh-Mausen ist HOXA13 ebenfalls
perichondrial lokalisiert, allerdings liegen die Zellen dichter beieinander. In spdh-Mausen wird HOXA13
im Vergleich zu wt-Méausen mit reduzierter Intensitdt und in Zellkern sowie Zytoplasma detektiert. In
einigen Zellen der spdh-Méuse iibertrifft die Signalintensitdt im Zytoplasma die des Zellkerns.
Abkiirzungen: E 13,5, Entwicklungsstadium 13,5; wt/wt, homozygote Wildtyp-Maus; spdh/spdh,
homozygote ,,synpolydactyly homolog*-Maus.
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Abbildung 19: HOXA13 ist im Entwicklungsstadium 14,5 im Perichondrium der
Metakarpalknochen von spdh-Méusen zytoplasmatisch lokalisiert

[

Immunhistochemie: Auf Paraffinschnitten der Vorderpfoten von wt/wt- und spdh/spdh-Mausen des E 14,5
wurde HOXA13 (griin, obere Reihe) angefarbt. Die Gegenfiarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau,
mittlere Reihe). Die untere Reihe =zeigt die {ibereinander gelagerten Féarbungen (Fusion). Die
Proteinverteilung von HOXA13 im Autopod (Vergroferung 100x, linke Spalten) und intrazellulér
(VergroBerung 1000x, rechte Spalten) wurde analysiert. Die weillen, quadratischen Boxen der linken
Spalten markieren jeweils den rechts davon dargestellten Ausschnitt des Perichondriums der
Metakarpalknochen mit dem angrenzenden interdigitalen Mesenchym. In wt-Méusen ist HOXA13
hauptsichlich in den Zellkernen perichondrialer Zellen lokalisiert. In spdh-Mausen ist HOXA13 ebenfalls
perichondrial lokalisiert, allerdings liegen die Zellen dichter beieinander. In spdh-Mausen wird HOXA13
im Vergleich zu wt-Méusen diffus mit reduzierter Intensitét hauptsdchlich im Zytoplasma und vermindert
im Zellkern detektiert.

Abkiirzungen: E 14,5, Entwicklungsstadium 14,5; wt/wt, homozygote Wildtyp-Maus; spdh/spdh,
homozygote ,,synpolydactyly homolog*-Maus.
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5.1.10 HOXD13 und HOXA13 sind in spdh-Mausen reduziert

Die Immunhistochemie zeigte eine verminderte Menge an aktivem HOXA13 in den Pfoten
homozygoter spdh-Méause verglichen mit homozygoten wt-Méusen. Um die HOXAI13-
Proteinmenge genauer zu bestimmen, wurden Western Blots mit Lysaten der Pfoten von
homozygoten wt- und spdh-Méusen sowie von heterozygoten wt/spdh-Méusen durchgefiihrt.

Es wurden Pfoten des Entwicklungsstadiums 13,5 lysiert und im Proteingel aufgetrennt, gefolgt
von Western Blot und Detektion von HOXA13 und HOXD13. Der Nachweis von B-Aktin diente
zur Kontrolle der gleichméfigen Gelbeladung. Als Positivkontrollen zum Nachweis einer
funktionierenden  Antikorperdetektion wurden Lysate von Hoxal3- bzw. Hoxdl3-
tiberexprimierenden COS-1-Zellen auf das Gel aufgetragen. Die Antikdrpersignale wurden
quantifiziert. Das Experiment wurde dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt. Wie erwartet ist die HOXA13-Proteinmenge in
den Pfoten von spdh-Méusen bezogen auf Wildtyp-Tiere reduziert. Die Quantifizierung ergab
eine moderate Reduktion des HOXA13 auf ca. 45 % in heterozygoten wt/spdh- und eine stirkere
Reduktion auf ca. 30 % in homozygoten spdh/spdh-Méusen bezogen auf wt/wt-Mause. Analog ist
die HOXD13-Proteinmenge auf ca. 50 % in wt/spdh- und auf ca. 20 % in spdh/spdh-Méusen
verringert. In hetero- und homozygoten spdh-Méusen ist demnach nicht nur die Proteinmenge des

HOXD13, sondern auch die des HOXA 13 vermindert.
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Abbildung 20: HOXD13 und HOXA13 sind in den Pfoten von spdh-Miusen reduziert

Western Blot Quantifizierung
Mausextremitaten E 13,5 Kontrolle: COS-1 HOXA13

wiiwt wtispdh spdhispdh Hoxa13 Hoxd13 B
— — -E
55 kDa 5 "
-
HOXA13 S e o g
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(73]
55 kDa wtiwt  wt/spdh spdh/spdh
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Signalintensitat in %

wt'wt  wt/spdh spdhispdh

Western Blot: Lysate der Pfoten von wt/wt-, wt/spdh- und spdh/spdh-Mausen des E 13,5 wurden im
Proteingel aufgetrennt, gefolgt von Western Blot und Nachweis von HOXA13 und HOXDI13. Der
Nachweis von B-Aktin diente zur Kontrolle der gleichméBigen Gelbeladung. Als Positivkontrollen wurden
Lysate von Hoxal3- bzw. Hoxdl3-iberexprimierenden COS-1-Zellen aufgetragen. Die Signale wurden
detektiert (linker Teil der Abbildung) und quantifiziert (rechter Teil der Abbildung). Dargestellt ist das
reprasentative Ergebnis eines von drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. HOXA13
(Molekiilmasse 40 kDa) ist, ebenso wie HOXD13 (Molekiilmasse 36 kDa), in den Pfoten von spdh-Méusen
bezogen auf Wildtyp-Tiere reduziert. Die Quantifizierung ergab eine moderate Reduktion des HOXA13 auf
ca. 45% in wt/spdh- und eine stirkere Reduktion auf ca. 30 % in spdh/spdh-Méusen bezogen auf
wt/wt-Méuse. Analog wurde flir HOXD13 eine Reduktion auf ca. 50 % in wt/spdh- und auf ca. 20 % in
spdh/spdh-Méusen gemessen.

Abkiirzungen: E 13,5, Entwicklungsstadium 13,5; wt/wt, homozygote Wildtyp-Maus; wt/spdh,
heterozygote ,.synpolydactyly homolog* (spdh)-Maus; spdh/spdh, homozygote spdh-Maus; kDa,
Kilodalton.
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5.2 Generelle Interaktionstendenz von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren

5.2.1 Expandiertes HOXAL3 und expandiertes RUNX2 aggregieren im Zytoplasma und
sequestrieren Wildtyp-HOXD13

Neben expandiertem HOXDI3+Ala fiihren auch Polyalanintrakt-Expansionen anderer
Transkriptionsfaktoren, wie sie bei den Polyalanin-Erkrankungen Hand-FuB-Genitalsyndrom
(HOXA13) und cleidocraniale Dysplasie (RUNX2) auftreten, in vitro zur Bildung
zytoplasmatischer Aggregate”. Fiir expandiertes HOXD13+Ala und HOXA13+Ala wurde die

7391 AuBerdem fand sich in den

Sequestrierung des jeweiligen Wildtyp-Proteins gezeigt
vorangegangenen Experimenten eine Sequestrierung von HOXA13-wt und RUNX2-wt durch
zytoplasmatisch aggregiertes, expandiertes HOXD13+14Ala. Um zu untersuchen, ob es sich bei
der Sequestrierung von Wildtyp-Polyalanin-Transkriptionsfaktoren durch mutierte Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren mit expandierten Polyalanintrakten um eine generelle Interaktionstendenz
handelt, wurden weitere in vitro Experimente durchgefiihrt.

Es wurden mutiertes Hoxal3 bzw. Runx2 mit fiir zusétzliche 10 Alanine kodierenden
Polyalaninrepeat-Expansionen (Hoxal3+10A4la bzw. Runx2+10Ala) und Hoxdl3-wt in COS-1-
Zellen koexprimiert. Nach 48 h wurden die Proteine immunzytochemisch mit spezifischen
Antikorpern gefirbt, die Zellkerne durch DAPI-Farbung dargestellt und die intrazelluldre
Verteilung der Proteine mit dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 gezeigt. Wie bekannt, aggregieren sowohl expandiertes
HOXA13+10Ala als auch RUNX2+10Ala im Zytoplasma. Des Weiteren sequestrieren
zytoplasmatische Aggregate aus HOXA13+10Ala bzw. RUNX2+10Ala das normalerweise
nukledr lokalisierte, Polyalanintrakt-haltige HOXD13-wt. Die Interaktion zwischen expandiertem
HOXA13+Ala bzw. RUNX2+Ala und HOXD13-wt erfolgt demnach analog zur in den vorherigen
Experimenten gezeigten Sequestrierung von HOXA13-wt bzw. RUNX2-wt durch expandiertes
HOXD13+14Ala.
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Abbildung 21: HOXA13+Ala und RUNX2+Ala aggregieren im Zytoplasma und sequestrieren
HOXD13-wt

Hoxd13 Fusion

Immunzytochemie: In COS-1-Zellen wurden Hoxdi3-wt und Hoxal3+10Ala (obere Reihe) oder
Hoxd13-wt und Runx2+10A4la (untere Reihe) koexprimiert. HOXD13 (griin) und HOXA13 bzw. RUNX2
(rot) wurden nach 48 h angefarbt und analysiert. Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau).
In der rechten Spalte sind die Féarbungen {iibereinander gelagert (Fusion). HOXA13+10Ala bzw.
RUNX2+10Ala aggregieren im Zytoplasma. Normalerweise nukledr lokalisiertes HOXD13-wt wird in die
zytoplasmatischen Aggregate aus HOXA13+10Ala bzw. RUNX2+10Ala sequestriert (weilie Pfeile).

Abkiirzungen: HoxdlI3-wt, Wildtyp-Hoxd13; Hoxal3+10Ala, expandiertes Hoxal3 mit fir zusitzliche
10 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion; Runx2+10Ala, expandiertes Runx2 mit flir zusétzliche

10 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion.
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5.3 Funktionelle Interaktion von HOXD13 und SMADs
5.3.1 Wildtyp-HOXD13 inhibiert den SMAD-Signalweg starker als expandiertes HOXD13

Mitglieder des ,Bone morphogenetic protein“ (BMP)-Signalwegs und HOX-
Transkriptionsfaktoren steuern die Extremititenentwicklung und werden im Autopod teils
iiberlappend exprimiert®**. Thre Mutationen verursachen dhnliche Phinotypen®. Dariiber hinaus
interagieren SMADs, die Signalwandler des kanonischen BMP-Signalwegs, mit HOXD13, um die
Transkription von Zielgenen zu modulieren®”. Der BMP-Signalweg iibernimmt in der
Extremititenentwicklung vielfdltige, teils gegensitzliche Funktionen in Abhéngigkeit vom
Entwicklungsstadium und Gewebe. So reguliert er Musterbildung, Apoptose, Proliferation und
Fingerzahl**. In spiteren Entwicklungsstadien fordern BMPs die Knorpel- und Knochen- sowie
die Gelenkbildung®?. All diese Vorginge sind in homozygoten spdh-Miusen gestort* >,
Insbesondere die zur Polydaktylie fithrende interdigitale, ektope Knorpelbildung der spdh-Maus™
lasst eine vermehrte Aktivitdt des BMP-Signalwegs im Autopod vermuten.

Daher wurde getestet, ob der kanonische, SMAD-vermittelte BMP-Signalweg durch die
Expansion des Polyalanintrakts in HOXD13+Ala modifiziert wird. Dazu wurden Luciferase-
Assays mit Reporterkonstrukten, die entweder ein SMAD-bindendes Element (SBE) oder ein
BMP-responsives Element (BRE) als Promotorbestandteil enthalten, durchgefiihrt. Aktivierte
SMAD-Oligomere binden selbstindig an SBEs oder zusammen mit weiteren Kofaktoren an
BREs”! und aktivieren so die Transkription der Glithwiirmchenluciferase.

Es wurden mutierte Hoxdl3+Ala-Konstrukte mit expandierten Polyalaninrepeats, Hoxdl3-wt,
oder ein Kontroll-Leervektor, jeweils mit einem SBE-Glithwiirmchenluciferase- (SBE-luc) oder
einem BRE-Gliihwiirmchenluciferase- (BRE-luc) sowie einem Renilla-Luciferase-Konstrukt als
interne Kontrolle, koexprimiert. Zusdtzlich wurden der konstitutiv aktive BMP-Rezeptor 1B
(Bmprlb-ca) zur exogenen Aktivierung des BMP-Signalwegs oder ein Leervektor zum Vergleich
mit der endogenen BMP-Signalweiterleitung koexprimiert. Die Expression erfolgte in COS-7-
und HepG2-Zellen, die nach 18 h lysiert wurden. AnschlieBend wurden die Luciferase-Aktivitdten
gemessen. Es wurden drei voneinander unabhingige Experimente jeweils mit Duplikaten
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. Die exogene Aktivierung des BMP-Signalwegs
steigert die Luciferase-Aktivitdt im Vergleich zur endogenen BMP-Signalweiterleitung in allen
Teilversuchen. Hoxd3-wt inhibiert den SMAD-Signalweg. Expandiertes Hoxdl3+Ala fiihrt,
verglichen mit Hoxd13-wt, zu einer starkeren Aktivitdt des SMAD-Signalwegs.

Bei exogen aktiviertem BMP-Signalweg steigt mit zunehmender Linge des

Hoxd13-Polyalaninrepeats die Luciferase-Aktivitit deutlich an. Bei der endogenen
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BMP-Signalweiterleitung ist die Luciferase-Aktivitit ebenfalls stirker bei Koexpression von
Hoxdl3+7Ala im Vergleich zu Hoxdl3-wt, steigt allerdings mit zunehmender Expansion des
Polyalaninrepeats in Hoxd13+14Ala in den meisten Experimenten nicht weiter an.

Die SBE-luc-Reporterassays mit dem SMAD-spezifischen Reporterkonstrukt SBE-luc und
exogen aktiviertem BMP-Signalweg sowie Koexpression verschiedener Hoxdl3-Konstrukte
zeigen eine verminderte Luciferase-Signalintensitit im Vergleich zur Kontrolle ohne Hoxd13-
Expression. Dabei wird das Aktivitdtsniveau der Kontrolle auch bei Koexpression von
Hoxdl3+14Ala nicht erreicht. Bei endogener BMP-Signalaktivitit zeigen die SBE-luc-
Reporterassays in HepG2-Zellen ein ebensolches Ergebnis, widhrend in COS-7-Zellen bei
Koexpression von Hoxdl3+7Ala die Luciferase-Aktivitdt der Kontrolle erreicht wird. Folglich
inhibiert in den SBE-luc-Reporterassays expandiertes Hoxdl3+Ala den kanonischen, SMAD-
vermittelten BMP-Signalweg weitaus schwiécher als Hoxdl3-wt. Hoxdl3+Ala bewirkt also,
verglichen mit Hoxd13-wt, eine hohere Aktivitit des SMAD-Signalwegs.

Die BRE-luc-Reporterassays mit dem weniger SMAD-spezifischen Reporterkonstrukt (BRE-luc)
und exogen aktiviertem BMP-Signalweg zeigen ebenso eine reduzierte Luciferase-Signalintensitét
bei Koexpression von Hoxd13-wt und Hoxdl3+7A4la verglichen mit der Kontrolle ohne Hoxd 13-
Expression. Bei Koexpression von Hoxdl3+14Ala hingegen wird die Luciferase-Aktivitdt der
Kontrolle in HepG2-Zellen erreicht bzw. in COS-7-Zellen leicht iibertroffen. Bei endogener
BMP-Signalaktivitit zeigen die BRE-luc-Reporterassays gleichermalen eine verminderte
Luciferase-Aktivitit bei Koexpression von Hoxd3-wt im Vergleich zur Kontrolle ohne Hoxd13-
Expression. Die Koexpression von expandiertem Hoxdl3+7Ala oder Hoxdl3+14Ala fiihrt in
HepG2-Zellen zum Erreichen bzw. in COS-7-Zellen zum Uberschreiten der Luciferase-Aktivitit
der Kontrolle. Demnach inhibiert expandiertes Hoxd3+Ala in den BRE-luc-Reporterassays den
SMAD-Signalweg weniger stark als in den SBE-luc-Reporterassays. Die Expression von
Hoxd13+14Ala fiihrt sogar zur vollstindigen Enthemmung bzw. zur Aktivierung des SMAD-
Signalwegs bezogen auf die Kontrolle ohne HoxdI3-Expression. Ebenso wie in den SBE-luc-
Reporterassays inhibiert Hoxd13-wt auch in den BRE-luc-Reporterassays den SMAD-Signalweg
am stérksten.

Die Experimente in COS-7- und HepG2-Zellen mit den Reporterkonstrukten SBE-luc und
BRE-Iuc liefern somit dhnliche Ergebnisse. HOXD13-wt inhibiert deutlich den kanonischen,
SMAD-vermittelten BMP-Signalweg, wihrend expandiertes HOXD13+Ala schwicher bis gar
nicht inhibierend wirkt. Expandiertes HOXD13+Ala fiihrt demnach, verglichen mit HOXD13-wt,
zu einer erhohten Aktivitit des SMAD-Signalwegs.
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Abbildung 22: HOXD13-wt inhibiert den SMAD-Signalweg stirker als HOXD13+Ala
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Luciferase-Reporterassays: In COS-7- und HepG2-Zellen wurden HoxdI3-wt, Hoxdl3+7Ala,
Hoxdl3+14Ala bzw. ein LV, jeweils mit einem Luciferase-Reporterkonstrukt SBE-luc bzw. BRE-luc und
einem Renilla-Luciferase-Konstrukt als interne Kontrolle koexprimiert. Aulerdem wurde Bmprlb-ca zur
exogenen Aktivierung des BMP-Signalwegs bzw. ein LV als Kontrolle koexprimiert. Nach 18 h wurden
die Luciferase-Aktivitdten gemessen. Die Diagramme zeigen die Lumineszenz in % bezogen auf die
Kontrolle ohne Hoxd13-Expression und ohne exogene BMP-Signalwegsaktivierung. Das Ergebnis dreier,
jeweils mit Duplikaten unabhéngig voneinander durchgefiihrter, Experimente ist dargestellt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. Die exogene Aktivierung des BMP-Signalwegs
(Bmprilb-ca) steigert die Luciferase-Aktivitit. HOXDI13-wt inhibiert den BMP-Signalweg und
HOXD13+Ala wirkt schwicher inhibierend. Bei exogen aktiviertem BMP-Signalweg steigt mit
zunehmender Lénge des Hoxd13-Polyalaninrepeats die Luciferase-Aktivitdt deutlich. Bei der endogenen
BMP-Signalweiterleitung (LV) ist die Luciferase-Aktivitit ebenfalls stirker bei Expression von
Hoxdl3+7A4la im Vergleich zu Hoxd13-wt. Sie steigt allerdings bei Expression von Hoxd13+14Ala in den
meisten Experimenten nicht weiter an.

Abkiirzungen: LV, Leervektor; Hoxdl3-wt, Wildtyp-Hoxdl3; Hoxdl3+7Ala bzw. Hoxdl3+14Ala,
expandiertes Hoxdl3 mit fiir zusétzliche 7 bzw. 14 Alanine kodierender Polyalaninrepeat-Expansion;
Bmprlb-ca, konstitutiv aktiver BMP-Rezeptor 1B; BRE-luc bzw. SBE-luc, Reporterkonstrukt mit ,,Bone

morphogenetic protein“ (BMP)-responsivem bzw. mit SMAD-bindendem Element als Promotorbestandteil.
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6 Diskussion
6.1 Funktion und Evolution der Polyalaninrepeats

Die physiologische Funktion von Polyalanintrakten ist weitgehend unbekannt. Sie sind ein
hiufiges Motiv in Transkriptionsfaktoren und erreichen die groBte Linge bei Saugern’. Mit der
Polyalanintraktlinge in Proteinen steigt auch der Anteil an Transkriptionsfaktoren unter ihnen’.
Bei den Sdugern ist die Lidnge der Polyalanintrakte in Transkriptionsfaktoren stark konserviert,
was auf eine funktionelle oder strukturelle Bedeutung fiir die Regulation der Transkription
hindeutet™.

Fiir mehrere mutierte Transkriptionsfaktoren mit expandierten Polyalanintrakten wurde bereits
eine transkriptionelle Dysregulation gezeigt’™®. Strukturell koénnten Polyalanintrakte iiber
hydrophobe Wechselwirkungen® die Interaktion von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren
vermitteln®”. AuBerdem konnten Polyalanintrakte als Abstandshalter zwischen Proteindominen
die Funktion von Transkriptionsfaktoren beeinflussen”. Wird der spezifische Abstand zwischen
Proteindoménen durch Expansion verlidngert, konnte dies ihre korrekte Funktion beeintrachtigen
und so die Genexpression verdndern.

Alaninreiche Sequenzen sind ein héiufiger Bestandteil von Repressionsmotiven in
Transkriptionsfaktoren%. Auch in Homdodoménen-Proteinen, zu denen HOXD13 zéhlt, fungieren
Polyalanintrakte oft als transkriptionelle Repressionsdominen”’. Die Expansion der
Polyalanintrakte vieler Transkriptionsfaktoren geht mit einer verminderten transkriptionellen
Aktivitdit 1im  Vergleich zum  Wildtyp-Transkriptionsfaktor —einher. So sinkt die
Transkriptionsaktivitit mit steigender Léange des expandierten Polyalanintrakts der
Transkriptionsfaktoren HOXDI13+Ala* ¥, FOXL2+Ala”, PHOX2B+Ala” ' und ARX+Ala!"!,
Eine Reduktion der Transkriptionsaktivitit im Vergleich zum Wildtyp-Protein findet sich auch bei
den expandierten Polyalanin-Transkriptionsfaktoren ~SOX3+Ala'” ~TBXI1+Ala'® und
ZIC2+Ala'™. Eine Verkiirzung des ZIC2-Polyalanintrakts auf zwei Alanine veréndert
promotorabhingig die Transkriptionsaktivitit des ZIC2 kaum oder bewirkt eine Aktivierung'®.
Hingegen verstérkt eine Verkiirzung der ARX-Polyalanintrakte die transkriptionelle Hemmung im
Vergleich zu Wildtyp-ARX'’!. Folglich ist die transkriptionelle Funktion der Polyalanintrakte
nicht generell repressiv, sondern abhingig vom zelluldren Kontext.

Eine weitere bemerkenswerte Eigenschaft von Polyalanin-Proteinen ist ihre zytoprotektive
Funktion. So induzieren sie in Anwesenheit toxischer, expandierter Polyglutamin-Proteine das
Chaperon HSP70. Die Polyalanin-Proteine entstehen unter anderem durch Frameshifts bei der

Translation von Polyglutamin-Proteinen'®.
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Interessanterweise entstanden die Polyalaninrepeats der paralogen Gene Hoxd3 und Hoxal3 in
der Phylogenese erst bei den Sdugern. Sie bildeten sich unabhingig voneinander durch
konvergente Evolution, was auf die Ubernahme neuer, gleichartiger Aufgaben hindeutet’”. Im
Hoxd13 der Cetaceae (Wale, Delfine) wurde im Vergleich mit anderen Sdugetieren eine neuartige
Polyalaninrepeat-Verlingerung identifiziert. Dies ldsst eine Bedeutung fiir die Entstehung der
besonderen Morphologie des Autopods der Cetaceae vermuten'®®. Auch die Fehlbildung des
Autopods bei einer Knockin-Maus mit einem mutierten Hoxdl3 ohne Polyalaninrepeat anstelle
des Hoxdl3-wt weist auf die Bedeutung des Polyalaninrepeats fiir das phéanotypische
Erscheinungsbild des Autopods hin'”’. Ein weiteres Beispiel fiir Auswirkungen von
Polyalaninrepeats auf phénotypische Merkmale bei Sdugern sind Polyalaninrepeat-Expansionen
des Runx2. Diese stehen im Zusammenhang mit der phénotypischen Variabilitit von Gliedmallen
und Schédel bei verschiedenen Hunderassen. Dabei geht eine steigende Polyalaninrepeatlange des
Runx2 mit einer zunehmenden Ausprigung von Merkmalen wie Brachyzephalie, einem
hypoplastischen Mittelgesicht und einem flachen Nasenriicken einher. Diese Merkmale
kennzeichnen auch die humane cleidocraniale Dysplasie, die durch Polyalaninrepeat-Expansionen
des RUNX2 verursacht wird'®. Auch die Polyalaninrepeats des Transkriptionsfaktors Sox3 traten
erstmals bei den Sdugetieren auf. Moglicherweise stehen sie im Zusammenhang mit der

Entwicklung neuer Gehirnfunktionen'®.

6.2 Interaktion von expandiertem HOXD13 mit Polyalanin-Transkriptionsfaktoren

In dieser Arbeit wurde die molekulare Pathogenese der Synpolydaktylie (SPD) 1 durch
Polyalaninrepeat-Expansionen in HOXDI3 im Speziellen und der Polyalanin-Krankheiten, zu
denen die SPD gehort, im Allgemeinen untersucht. Einerseits wurden in vitro-Experimente mit
Zelllinien, die verschiedene Hoxdl3-Konstrukte iiberexprimieren, durchgefiihrt. Andererseits
erfolgten in vivo-Experimente mit der mutanten Mauslinie ,,synpolydactyly homolog* (spdh) als
Modellorganismus fiir die Erforschung der SPD. Der SPD zugrunde liegende Expansionen des
Hoxd13-Polyalaninrepeats  verursachen eine Kombination aus Funktionsverlust und
Funktionsgewinn®. So weisen Mause mit inaktiviertem HoxdI3 im Vergleich zu spdh-Miusen
eine leichtere Fehlbildung des Autopods ohne SPD auf'. Folglich kann der Phinotyp der spdh-
Maus nicht auf einem reinen Funktionsverlust beruhen. Der Funktionsgewinn beinhaltet
wahrscheinlich einen negativen Effekt von expandiertem Hoxdl3+Ala auf Hoxal3. Erstens
bewirkt die Inaktivierung eines Hoxal3-Allels zusétzlich zur homozygoten Inaktivierung von
Hoxdl3 eine zentrale SPD, die dem Phinotypen der homozygoten spdh-Maus #hnelt’>*,

Zweitens wird ein &hnlicher, aber schwerwiegenderer Phinotyp durch die zusitzliche
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Inaktivierung eines Hoxal3-Allels in spdh-Homozygoten verursacht®. Drittens ist expandiertes,
abnorm zytoplasmatisch lokalisiertes HOXD13+Ala in vitro in der Lage, HOXD13-wt, das eine
hohe Sequenzidentitit zum paralogen HOXA13 aufweist, zu sequestrieren. So kann
HOXDI13+Ala die funktionswichtige Translokation von HOXDI13-wt in den Zellkern
verhindern”. Daraus resultierte die Hypothese, dass im Rahmen des Funktionsgewinns
HOXD13+Ala mit HOXA13 interagiert und einen negativen Effekt auf dieses ausiibt.

Die in vitro-Experimente zeigten eine Kolokalisation von expandiertem HOXD13+Ala mit
HOXA13 in zytoplasmatischen Aggregaten (Abbildung 11). Auf dieser Interaktion beruht
moglicherweise der negative Effekt von expandiertem Hoxd3+Ala auf Hoxal3. Zudem fordert
interagierendes HOXA13 im Gegensatz zu nicht-interagierenden Proteinen die Aggregation von
HOXD13+Ala (Abbildung 14). Auch in vivo zeigte sich in spdh-Médusen eine Interaktion von
HOXD13+Ala mit HOXA13. Aus dieser Interaktion resultiert eine abnorme, zytoplasmatische
Lokalisation von HOXA13 im Perichondrium der Metakarpalknochen sowie eine reduzierte
HOXAT13-Proteinmenge in den Extremititen der spdh-Maiuse (Abbildungen 18,19, 20), wie
bereits zuvor fir HOXDI13+Ala belegt’”. Zytoplasmatische Aggregate aus HOXDI3+Ala
kolokalisieren zwar mit HOXD13-wt, jedoch nicht mit verkiirztem HOXDI13-2Ala ohne
Polyalanintrakt (Abbildung 15). Vermutlich ist also der Polyalanintrakt des Waildtyp-
Interaktionspartners fiir die Interaktion mit expandiertem HOXD13+Ala erforderlich. Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass nur expandiertes HOXD13+Ala, nicht aber HOXD13-wt in der Lage
ist, mit dem Polyalanin-Transkriptionsfaktor HOXA13 zu interagieren (Abbildung 17). Folglich
ist der expandierte Polyalanintrakt von HOXD13+Ala an der Interaktion mit HOXA13 beteiligt.
Die Interaktion von expandiertem HOXDI13+Ala mit HOXA13 erfordert anscheinend eine
ausreichende Lénge des HOXD13-Polyalanintrakts, da erst Expansionen um mindestens 7 auf
insgesamt 22 Alanine zum Krankheitsbild der SPD fiihren®. Auch in vitro verursachen erst
Polyalanintrakt-Expansionen  dieser =~ GrofBenordnung  zytoplasmatische = HOXDI13+Ala-
Aggregate”. Dieses Ergebnis lieB sich auch in dieser Arbeit reproduzieren und eine
zytoplasmatische Aggregation in vitro von HOXD13+7Ala und HOXD13+14Ala, nicht aber von
HOXD13-wt, wurde gezeigt (Abbildung 10).

Wildtyp-Transkriptionsfaktoren sind im Zellkern lokalisiert, um dort die Genexpression zu
regulieren. Die Expansion ihrer Polyalanintrakte fiihrt zur Fehlfaltung, die letztlich in der
Aggregation und/oder Degradation fehlkonformierten Proteins resultiert’”. Die Bildung
intrazelluldrer Aggregate infolge der Expansion ihrer Polyalanintrakte konnte fiir die Polyalanin-
Proteine FOXL2, HOXA13, HOXD13, RUNX2, ARX, SOX3, PHOX2B, ZIC2 und TBX1
gezeigt werden> % 193104110 Wie bei HOXDI13 liegt auch der Schwellenwert fiir

krankheitsverursachende Polyalanintraktlingen von FOXL2 in einem &hnlichen GrdBenbereich,
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bei 19 Alaninen®®. Expandiertes FOXL2+Ala ist, ebenso wie HOXDI13+Ala, abnorm im
Zytoplasma lokalisiert und bildet Aggregate’. Zudem liegen isolierte Polyalanintrakte, die an ein
gelb fluoreszierendes Protein (,,yellow fluorescent protein®, YFP) gekoppelt sind, ab einer Lénge
von 23 Alaninen in einigen Zellen ausschlieBlich im Zytoplasma vor. Dabei korreliert die Lange
des Polyalanintrakts mit der Anzahl von Zellen mit ausschlielich zytoplasmatischem Vorliegen
der Polyalanintrakte. YFP allein ist hingegen in Zellkern und Zytoplasma verteilt™.
GleichermaBen bildet ein an griin fluoreszierendes Protein (,,green fluorescent protein“, GFP)
gekoppelter 19 Alanine langer Polyalanintrakt zytoplasmatische Aggregate. Ein kurzer,
GFP-gekoppelter Polyalanintrakt von 7 Alaninen hingegen aggregiert nicht'''. Der lingste bei
Siugern vorkommende, nicht pathogene Polyalanintrakt in PHOX2B enthilt 20 Alanine’. Seine
Expansion um 5 Alanine verursacht ebenfalls zytoplasmatische Aggregate'®™. Somit bewirken
Polyalanintrakt-Expansionen, die einen Schwellenwert von ca. 20 Alaninen {iberschreiten,
vermutlich eine abnorme Lokalisation der expandierten Proteine im Zytoplasma. Dazu passend
liegt die Mindestlinge der pathogenen, zu den typischen Polyalanin-Krankheiten fithrenden,
Polyalanintrakte von Transkriptionsfaktoren zwischen 18 und 27 Alaninen®®. Im Jahr 2010 wurde
eine weitere Polyalanin-Krankheit infolge einer Polyalanintrakt-Expansion von 15 auf 25 Alanine
im Transkriptionsfaktor TBX1 (OMIM *602054) entdeckt. TBX1 spielt eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung und seine Expansion verursacht einen angeborenen Herzfehler. In vitro
fiihrt die Expansion des TBXI1-Polyalanintrakts zur abnormen zytoplasmatischen Aggregation
sowie einer stark reduzierten Transkriptionsaktivitit'®.

Ferner spricht der Zusammenhang von zunehmender Expressivitit der Polyalanin-Krankheiten
SPD (HOXD13), des kongenitalen zentralen Hypoventilationssyndroms (PHOX2B) sowie der
ARX-assoziierten Phinotypen mit steigender Linge des Polyalaninrepeats’ fiir eine molekulare
Pathogenese, die im Zusammenhang mit der Lénge des expandierten Polyalanintrakts steht. Auch
die Zunahme zytoplasmatischer Aggregate in vitro mit steigender Lénge des Polyalanintrakts der
Transkriptionsfaktoren HOXD13”, PHOX2B'®, FOXL2”® und HOXA13"! spricht fiir diese
Hypothese.

Des Weiteren zeigten die in vitro-Experimente, dass im Gegensatz zu HOXD13-wt, das mit
HOXDI13+Ala kolokalisiert”, verkiirztes HOXDI3-2Ala ohne Polyalanintrakt keine
Kolokalisation zeigt (Abbildung 15). Fiir eine Interaktion der Polyalanin-Transkriptionsfaktoren
ist demnach wahrscheinlich auch der Polyalanintrakt des Wildtyp-Interaktionspartners
erforderlich. Mehrere Polyalanin-Transkriptionsfaktoren mit expandierten Polyalanintrakten
interagieren mit Wildtyp-Polyalanin-Transkriptionsfaktoren. So interagiert FOXL2+Ala mit
Wildtyp-FOXL2'"2, PHOX2B+Ala mit Wildtyp-PHOX2B'® und HOXAI13+Ala mit
Wildtyp-HOXA13”!. Ebenso deuten weitere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass
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der Polyalanintrakt des Waildtyp-Interaktionspartners an der Interaktion mit expandiertem
HOXD13+Ala beteiligt ist. Erstens kolokalisiert HOXA13 mit expandiertem HOXDI13+Ala
(Abbildung 11). HOXA13 ist ebenso wie HOXD13 ein Polyalanin-Transkriptionsfaktor und seine
Polyalanintrakt-Expansion verursacht die Polyalanin-Krankheit Hand-FuB-Genitalsyndrom.
Zweitens  kolokalisiert der Polyalanin-Transkriptionsfaktor RUNX2, ein essentieller
Transkriptionsfaktor fiir die Osteoblastendifferenzierung, mit expandiertem HOXDI13+Ala
(Abbildung 12). Die Expansion des RUNX2-Polyalanintrakts fiihrt zur Polyalanin-Krankheit
cleidocraniale Dysplasie”. Drittens kolokalisiert HOXD12, das keinen Polyalanintrakt enthilt,
nicht mit HOXD13+Ala (Abbildung 13).

Allerdings zeigt auch HOXD11 keine Kolokalisation mit HOXD13+Ala (Abbildung 13), obwohl
es einen 13 Alanine langen Polyalanintrakt enthdlt. Dies war zunéchst iiberraschend, da aufgrund
des HOXD11-Polyalanintrakts eine Kolokalisation mit HOXD13+Ala wahrscheinlich erschien.
Bei genauer Betrachtung der Sequenz des HOXDI11 fillt allerdings auf, dass sein einziger
Polyalanintrakt mit einer Lénge von nur 13 Alaninen kiirzer ist, als die jeweils lingsten
Polyalanintrakte des mit HOXD13+Ala interagierenden HOXD13, HOXA13 und RUNX2. Die
bei ihrer Expansion krankheitsverursachenden Wildtyp-Polyalaninrepeats kodieren in RUNX2 17,
in HOXD13 15 und in HOXA13, das drei expandierbare Polyalaninrepeats enthélt, 16, 12 und
18 Alanine. Mdglicherweise erreicht der HOXD11-Polyalanintrakt nicht die erforderliche
Mindestlédnge fiir eine Sequestrierung durch expandiertes HOXD13+14Ala. Auflerdem liegt der
Polyalanintrakt des HOXDI11 isoliert vor. Dies trifft zwar auch auf RUNX2 zu, jedoch ist dessen
Polyalanintrakt deutlich langer. Zudem ist, im Gegensatz zu HOXD13, HOXA13 oder RUNX2,
keine zu einer Polyalanin-Krankheit fithrende Expansion des HOXDII-Polyalaninrepeats
bekannt. Auch im Vergleich mit den in dieser Arbeit nicht getesteten Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren SOX3, ZIC2, ARX, PHOX2B, FOXL2 und TBX1 fillt auf, dass deren bei
Expansion krankheitsverursachende Wildtyp-Polyalanintrakte, mit Ausnahme von ARX, die
Lange des HOXDI11-Polyalanintrakts iibertreffen. ARX wiederum verfiigt im Gegensatz zu
HOXDI11 iiber mehrere benachbarte Polyalanintrakte”. Vergleichend sind die den Polyalanin-
Krankheiten zugrunde liegenden Polyalanin-Transkriptionsfaktoren sowie zusdtzlich HOXDI11

und HOXD12 in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Alignment einiger Polyalanin- und HOX-Transkriptionsfaktoren

Schematisch  dargestellt sind die bisher

HOXD13 _i_i_l B = bekannten Polyalanin-Transkriptionsfaktoren,

SR deren Polyalanintrakt-Expansionen zu Polyala-
HOXA13 —HIHI—|—— e nin-Krankheiten fiihren. Zusétzlich abgebildet
HOXD11 I - - sind die Transkriptionsfaktoren HOXD11 und

HOXD12. Graue Linien reprisentieren die
HOXD12 - -z Proteinldnge, die  als  Aminosdurezahl

angegeben ist. Existieren mehrere Splice-

RUNX2 . o varianten, wurde die Léinge der angegebenen

SOX3 4-_I_H_I_ i UniProt-Zugangsnummer  dargestellt.  Die

grauen Boxen reprisentieren die DNA-

ARX i i | B0 | se2 bindenden Dominen, rote Boxen entsprechen

Polyalanintrakten ab einer Mindestlinge von

FoxL2 — 1+

PHOX2B -I l 214 abgebildet. Mit rotem Uberstrich markierte

vier Alaninen und sind malstabsgetreu
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ZIC2 I I I_—I— 532  nintrakten als Ursache fiir Polyalanin-

2 Krankheiten® 7> %¢1% Die humanen Protein-
TBX1 HH o

sequenzen wurden der UniProt-Datenbank
entnommen.

Die Zugangsnummern sind: HOXD13, P35453; HOXA13, P31271; HOXD11, P31277; HOXD12, P35452;
RUNX2, Q13950-1; SOX3, P41225; ARX, Q96Q53; FOXL2, P58012; PHOX2B, Q99453; ZIC2, Q95409;
TBX1, 043435-3.

HOXD13+Ala interagiert nicht mit HOXD11 und HOXD12 und iibt demnach vermutlich keinen
negativen Effekt auf diese aus. Wahrscheinlich kolokalisieren nur Wildtyp-Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren, deren Polyalanintrakt allein lang genug ist oder deren Polyalanintrakt sich
in Nachbarschaft weiterer Polyalanintrakte befindet, mit expandiertem HOXDI13+Ala. Die
Interaktion von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren beruht also mdglicherweise auf einer
allgemeinen Interaktionstendenz von Polyalanintrakten ausreichender Lange. Auch Experimente
mit isolierten Polyalanintrakten unterstiitzen diese Hypothese. Beispielsweise oligomerisieren
isolierte Polyalanintrakte iiber hydrophobe Wechselwirkungen in Abhdngigkeit von ihrer Lange.
So interagieren ldngere Polyalanintrakte aus 28 Alaninen mit sich selbst und mit kiirzeren aus nur
18 Alaninen. Polyalanintrakte aus 18 Alaninen hingegen interagieren nicht mit sich selbst™.

Zukiinftig konnten in vitro-Koexpressionsexperimente durchgefiihrt werden, um eine
Interaktionstendenz von Polyalanin-Proteinen zu testen. Hoxdl3+Ala kann mit weiteren Genen,

die Wildtyp-Polyalanin-Transkriptionsfaktoren kodieren, wie Sox3, Zic2, Arx, Phox2b, Fox/2 und
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Tbx1, koexprimiert werden, um zu untersuchen, ob die Genprodukte wie erwartet mit
HOXD13+Ala kolokalisieren. Auflerdem kann Hoxd13+Ala mit mutierten Hoxd13-, Hoxal3- und
Runx2-Konstrukten, deren Polyalaninrepeats unterschiedlich stark verkiirzt sind, in vitro
koexprimiert werden, um einen moglichen Schwellenwert der Lédnge von Polyalanintrakten fiir die
Kolokalisation zu ermitteln. Die Koexpression von Hoxd13+Ala und einem verkiirzten Hoxal3-
bzw. Runx2-Konstrukt ohne Polyalaninrepeat diirfte nicht zur Kolokalisation der Genprodukte
fiihren, falls diese auf einer allgemeinen Interaktionstendenz von Polyalanintrakten beruht.

Des Weiteren aggregiert mutiertes HOXD13-Ahd ohne Hom6odoméne im Zytoplasma, ohne dort
mit den ebenfalls zytoplasmatischen HOXDI13+Ala-Aggregaten zu  kolokalisieren
(Abbildung 16). Vermutlich fiihrt der Verlust der Homododoméine inklusive eines in ihr
enthaltenen nukledren Lokalisationssignals zur Fehlfaltung und Aggregation von HOXD13-Ahd
im Zytoplasma. Die Notwendigkeit der Homdodomane fiir die korrekte nukledre Lokalisation
konnte bereits fiir die Polyalanin-Transkriptionsfaktoren ARX'? sowie HOXAI1'" und
HOXA5” gezeigt werden. AuBerdem vermittelt die Homdodoméine neben der DNA-Bindung

"4 Daher trigt ihre Deletion

auch direkte Protein-Interaktionen, z. B. zwischen HOX-Proteinen
womoglich zum Verlust der Interaktion mit expandiertem HOXD13+Ala bei. Neben dem
Polyalanintrakt sind also weitere Proteinmotive, wie die Homdodoméne, direkt oder indirekt an
der Interaktion von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren beteiligt.

In Zellen, die neben Hoxd13+Ala das interagierende Hoxal3 koexprimieren, wurde im Vergleich
zu Zellen, die nicht interagierendes Hoxdll oder Hoxdl2 koexprimieren, eine vermehrte
Proteinaggregation beobachtet (Abbildung 14). Diese beruht moglicherweise auf einer massiv
gestorten Proteinhomdostase''®. Koaggregiertes HOXD13+14Ala und sein Interaktionspartner
HOXAI13 konnten als Aggregationskeim fungieren und so die Sequestrierung weiteren Proteins

begiinstigen''®

. HOXD13+Ala ohne Interaktionspartner hingegen ist eventuell ein vergleichsweise
schwacher Aggregationskeim, der die Aggregation weniger fordert. Die Interaktion von
HOXD13+Ala mit HOXA13 verursacht wahrscheinlich eine Uberlastung der zelluldren
Riickfaltungs- und Abbaumechanismen wie Chaperone, zytosolische Proteasen und lysosomale
Hydrolasen. Diese Uberlastung wiederum fordert die weitere Aggregation'".

Fir HOXDI13+14Ala wurde gezeigt, dass die verminderte Proteinmenge und abnorme
zytoplasmatische Lokalisation in vivo auf der Fehlfaltung und vermehrten Degradation beruht’.
Vermutlich fiihrt auch die Sequestrierung von HOXA13 durch HOXD13+14Ala in spdh-Méusen
durch gesteigerte Degradation zur Reduktion der HOXA13-Proteinmenge (Abbildung 20). Die
abnorme, zytoplasmatische Lokalisation des HOXA13 (Abbildungen 18, 19) konnte durch

mehrere, einander nicht ausschlieBende Mechanismen zustande kommen. Die Interaktion von

HOXD13+Ala und HOXA13 im Zytoplasma kdnnte den Transport in den Nukleus mittels dafiir
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erforderlicher Interaktionspartner verhindern und die Diffusion iiber Kernporen, die bei Proteinen
mit einer molekularen Masse bis 40 kDa erfolgt''’, behindern. Ferner fungiert expandiertes
HOXDI13+Ala als zytoplasmatischer Retentionsfaktor fiir HOXA13 und bewirkt so dessen
zytoplasmatische Lokalisation (Abbildung 11).

Analog zur Auswirkung des expandierten HOXD13+Ala auf HOXA13 wire in spdh-Méusen
durch die Interaktion von HOXDI13+Ala und RUNX2 auch eine verminderte RUNX2-
Proteinmenge und dessen abnorme zytoplasmatische Lokalisation zu erwarten. Mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie kann in Folgeexperimenten die intrazelluldre Lokalisation des RUNX2
in spdh-Mausen untersucht werden. Der Effekt der Proteininteraktion von HOXDI13+Ala und
RUNX2 in vivo auf die RUNX2-Proteinmenge ist vermutlich schwer zu beurteilen, da Runx2 in
spdh-Midusen vermindert exprimiert wird. Seine Expression wird direkt durch Hoxd13 aktiviert
und expandiertes Hoxdl3+Ala in spdh-Midusen verliert diese Fihigkeit*®. Eine mogliche
Proteininteraktion zwischen HOXDI13+Ala und RUNX2 kdnnte zusdtzlich zur verminderten
Runx2- und Bmp4-Expression, die in einem Regelkreis aneinander gekoppelt sind™,
moglicherweise zur in spdh-Méusen beobachteten verzogerten Verkndcherung beitragen. Die
mogliche Interaktion von RUNX2+Ala und HOXD13 in vivo konnte auch klinische Merkmale
erkldren, die nicht zum klassischen Phénotyp der cleidocranialen Dysplasie gehéren. Zum
Beispiel weist eine Familie mit einer Polyalaninrepeat-Expansion des RUNX2 zusitzlich eine
Brachydaktylie auf''®. Auch Mutationen des HOXDI3 verursachen Brachydaktylie®’. Es konnte
sich also um einen gleichzeitigen Verlust der HOXDI3- und RUNX2-Funktion bei der
beschriebenen Familie infolge einer generellen Interaktionstendenz der Genprodukte handeln.
Zusammenfassend wurde als neuer Aspekt der molekularen Pathogenese der SPD ein negativer
Effekt des Hoxdi3+Ala auf Hoxal3 nachgewiesen. Zugrunde liegt eine Interaktion von
HOXD13+Ala und HOXA13, die in vivo zur zytoplasmatischen Lokalisation und Abnahme der
HOXA13-Proteinmenge, vermutlich durch Degradation, fiihrt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
an der Interaktion von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren der expandierte Polyalanintrakt des
HOXDI13+Ala sowie wahrscheinlich der Polyalanintrakt des Wildtyp-Interaktionspartners
beteiligt sind.

6.3 Generelle Interaktionstendenz von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren

In dieser Arbeit wurde die Sequestrierung der Wildtyp-Polyalanin-Transkriptionsfaktoren
HOXA13-wt und RUNX2-wt durch expandiertes HOXD13+14Ala gezeigt (Abbildungen 11, 12).
Auch HOXD13-wt wird von HOXD13+14Ala sequestriert’’. Des Weiteren wurde analog eine
Kolokalisation von HOXD13-wt mit HOXA13+Ala bzw. RUNX2+Ala entdeckt (Abbildung 21).
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Folglich konnte den Polyalanin-Krankheiten eine gemeinsame molekulare Pathogenese zugrunde
liegen, die auf einer generellen Interaktionstendenz von Polyalanintrakten beruht. Auch bei den
Polyglutamin-Krankheiten'”  findet sich eine solche generelle Interaktionstendenz
homopolymerer Polyaminosduretrakte. Erstens konnten der generellen Interaktionstendenz von
Polyalanin-Transkriptionsfaktoren hydrophobe Wechselwirkungen zugrunde liegen. Die
hydrophoben Polyalanintrakte konnten mit sich selbst und mit Polyalanintrakten weiterer Proteine
interagieren. Es ist bekannt, dass hydrophobe Proteinbereiche aufgrund ihrer Interaktionstendenz
besonders anfillig fiir Fehlfaltung sind. Dies fiihrt zur Bildung amorpher oder fibrilldrer

"3.120° In Spinnenseide trigt die hydrophobe Interaktion

Aggregate, sogenannten Amyloids
zwischen Polyalanintrakten zur Erhohung der Faserzugbelastungsstirke bei'?! und die Anzahl der
Polyalanintrakte in ihren Kopolymeren korreliert mit der herausragenden Belastbarkeit'**. Auch
das Polyalanin-Protein PABPNI'?® sowie Polyalanin-Peptide'** bilden mit zunehmender
Polyalanintraktlinge in vitro vermehrt amyloide Fibrillen durch die Anderung ihrer
Konformation'?. In silico Simulationen zeigen, dass der Fibrillenentstehung aus Polyalanin-

126 wie sie auch durch expandiertes

Peptiden die Bildung amorpher Aggregate vorangeht
HOXD13+Ala entstehen’”. Zweitens koaggregieren bevorzugt gleichartige Proteine und bei der
Entstehung von amyloiden Aggregaten steigt die Anlagerungsfrequenz priformierter Fibrillen,
das sogenannte Keimen (,,seeding®), mit zunehmender Sequenzidentitit der interagierenden
Proteine'?’. Proteine mit expandierten Polyglutamintrakten bilden so intrazellulire Aggregate und
sequestrieren  Wildtyp-Polyglutamin-Proteine''> ',  Gleiches wire auch fiir Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren  denkbar. Oberhalb eines Schwellenwerts der expandierten
Polyalanintrakte konnte ihre Interaktionstendenz {iberhandnehmen und fehlgefaltete expandierte
Polyalanin-Proteine konnten aggregieren und/oder degradiert werden. Die Aggregate konnten
durch die zusitzliche Rekrutierung von Wildtyp-Polyalanin-Transkriptionsfaktoren weiter
wachsen. Auch mit zunehmender Sequenzidentitit der interagierenden Proteinmotive steigt die

129 Dies konnte

Aggregationstendenz eines Proteins mit sich selbst sowie mit anderen Proteinen
zur generellen Interaktionstendenz von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren beitragen und erklart
moglicherweise, weshalb die meisten, zu Polyalanin-Krankheiten fithrenden, expandierten
Polyalanin-Transkriptionsfaktoren iiber mehrere Polyalanintrakte verfiigen (Abbildung 23).
Drittens miissen neu gebildete Proteine erst in ihre native Konformation iiberfithrt werden und
sind widhrend ihrer Entstehung besonders aggregationsanfillig. Die enge Nachbarschaft
identischer, expandierter Polyalanin-Transkriptionsfaktoren wéhrend ihrer Synthese im

130 Viertens

131

Zytoplasma an den Polyribosomen konnte ihre Aggregation dabei zusitzlich fordern
verursachen Polyalanintrakte eine erhohte Fehlfaltungsneigung angrenzender Bereiche ~ und

begiinstigen so wahrscheinlich die Aggregation expandierter Polyalanin-Proteine.
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Vermutlich wirkt der evolutiondre Druck in Richtung einer ausreichenden Sequenzdivergenz, um

¥ Die Konservierung der

die Fehlfaltung und Aggregation von Proteinen zu verhindern'
Polyalanintraktlingen von Transkriptionsfaktoren bei den Siugern® konnte eine Folge dieses
evolutiondren Drucks sein.

Aufgrund der paralogen Entstehung von Hoxal3 und Hoxdl3 @hneln sich ihre Sequenzen. Wie
zuvor diskutiert, konnte eine mogliche generelle Aggregationstendenz von Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren durch eine besonders hohe Sequenzidentitit, wie sie zwischen HOXD13
und HOXA13 vorliegt, zusétzlich begiinstigt werden. Um die Affinitdt von HOXD13+Ala zu
seinen Interaktionspartnern HOXA13 und RUNX2 zu ermitteln, konnten in Folgeexperimenten
verschiedene biochemische Methoden wie Koimmunoprézipitation, Filter Trap Assay oder die
Analyse der Koaggregation in lebenden Zellen mittels Fluoreszenzresonanzenergietransfer
(FRET) mit quantitativer Auswertung angewandt werden'**.

Der Aggregationstendenz wirken gleichzeitig die zelluldiren Mechanismen der Proteinhomdostase
entgegen''>.  Bei den Polyalanin-Erkrankungen sind  verschiedene Systeme der
Proteinqualititskontrolle wirksam®. Erstens wird eine korrekte Faltung durch molekulare
»Anstandsdamen®, sogenannte Chaperone, vermittelt. Zweitens werden fehlkonformierte Proteine
proteolytisch degradiert. Wichtige Chaperone sind die Hitzeschockproteine (HSP), die
entsprechend ihrem Molekulargewicht beispielsweise als HSP40 oder HSP70 benannt wurden.
Das Expressionslevel von Chaperonen kann durch zelluldren Stress, der die Fehlfaltung von
Proteinen begiinstigt, erhoht werden'?. So konnte z. B. ein Temperaturanstieg zur variablen
Expressivitit der SPD beitragen*®. HSP70 und HSP40 unterstiitzen die Uberfiihrung von
fehlkonformierten Proteinen in ihre native Konformation'?’, unter anderem von HOXD13+Ala”.
Werden fehlkonformierte Proteine nicht zuriickgefaltet, erfolgt der Abbau durch zytosolische
Proteasen, z. B. das 26S-Proteasom beim Abbau von HOXD13+Ala”, oder durch Autophagie
mittels lysosomaler Hydrolasen. Sind die Kontrollsysteme {iberlastet, gerét die Proteinhomdostase
aus dem Gleichgewicht. In der Folge aggregieren vermehrt fehlgefaltete Proteine''”. Auf diese
Weise storen beispielsweise auch Proteine mit expandierten Polyglutamintrakten die zelluldre
Proteinhomdostase. Bereits aggregierte Polyglutamin-Proteine fordern kettenreaktionsartig die
Aggregation weiterer Proteine. Sie verursachen unter anderem einen Funktionsverlust
metastabiler Proteine und verstirken so wiederum die Aggregation'*. Vergleichbare Abl4ufe sind
auch fiir expandierte Polyalanin-Proteine denkbar.

Zunehmend setzt sich die Erkenntnis durch, dass bei den Proteinspeicherkrankheiten, zu denen
Polyglutamin-Erkrankungen zéhlen, 16sliche Oligomere toxisch wirken, wihrend die im
Endzustand vorliegenden, unloslichen Aggregate relativ gutartig sind'"’. Ein #hnlicher

Mechanismus ist auch fiir Polyalanin-Proteine denkbar. Fiir das expandierte Polyalanin-Protein
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PABPNI+Ala wurde bereits gezeigt, dass seine losliche Form weitaus toxischer als die
aggregierte Form ist und die Aggregate wahrscheinlich sogar zytoprotektiv wirken'**.

Einige Polyalaninrepeat-Expansionen fithren zu Funktionsverlust-Mutationen, bei denen mutiertes
Protein anscheinend effizient abgebaut wird””. Andere Polyalanin-Krankheiten wie die SPD
(HOXD13)* und moglicherweise auch das Hand-FuB-Genitalsyndrom (HOXA13)"' fiihren,
vermutlich durch Uberlastung der Proteinhomdostasemechanismen, zu einer Kombination aus
Funktionsverlust und Funktionsgewinn. In diesen Féllen wird mutiertes Protein wahrscheinlich
ineffizient degradiert und die fehlgefalteten Proteine storen die normalen Zellfunktionen”. So ist
expandiertes HOXD13+Ala in vivo im Zytoplasma lokalisiert und seine Proteinmenge wird durch

gesteigerten Abbau nur reduziert”.

6.4 Funktionelle Interaktion von HOXD13 und SMADs

Mitglieder des ,,Bone morphogenetic protein“ (BMP)-Signalwegs steuern mit HOXD13 die
Extremititenentwicklung®.  AuBerdem interagieren =~ SMAD-Transkriptionsfaktoren,  die
Signalwandler des kanonischen BMP-Signalwegs, mit HOXD13, um die Genexpression zu
modulieren***. HOXDI13 und der BMP-Signalweg kooperieren demnach bei der
Extremititenentwicklung und BMP-regulierte Funktionen, wie die ektope, interdigitale
Knorpelbildung®, sind in spdh-Msusen fehlgesteuert. Dies fithrte zur Hypothese, dass
expandiertes HOXD13+Ala eine Fehlregulation des SMAD-Signalwegs bewirkt.

Zur Untersuchung einer moglichen funktionellen Interaktion von HOXD13 mit SMADs wurden
in vitro Luciferase-Reporterassays mit SMAD-responsiven Reporterkonstrukten durchgefiihrt. Die
Aktivitdit des SMAD-Signalwegs in Hoxdl3—wt bzw. Hoxdl3+Ala liberexprimierenden Zellen
sollte so analysiert werden. Alle Experimente zeigten eine deutliche Hemmung des SMAD-
Signalwegs durch HOXD13-wt, wihrend expandiertes HOXD13+Ala schwicher bis nicht
hemmend wirkt (Abbildung 22). HOXD13+Ala fiihrt also, verglichen mit HOXD13-wt, in vitro
zu einer erhdhten Aktivitdt des kanonischen BMP-Signalwegs.

Die geringen, im Ergebnisteil detailliert beschriebenen Unterschiede der Luciferase-Messungen
konnen verschiedene methodische Ursachen haben. Erstens wurden die Luciferase-Assays in
unterschiedlichen Zelllinien durchgefiihrt. Bei COS-7-Zellen handelt es sich um eine
fibroblastische Nierenzelllinie mit mesenchymalen Eigenschaften, die der Griinen Meerkatze
entstammt. HepG2-Zellen hingegen sind humane Leberzellkarzinomzellen mit epithelialer
Morphologie. Beide Zelllinien sind somit von verschiedenen Spezies und Geweben abgeleitet und
unterscheiden sich folglich im Expressionslevel von Proteinen, was sich vermutlich auf die

gemessenen Luciferase-Aktivititen auswirkt. Zweitens unterscheiden sich auch die verwendeten
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SMAD-responsiven Reporterkonstrukte, deren Aufbau im Materialien- und Methodenteil
beschrieben ist. Drittens wurde in einigen Zellen durch die Koexpression eines konstitutiv aktiven
BMP-Rezeptors der exogene SMAD-Signalweg aktiviert. Verglichen mit der Kontrolle mit
endogener SMAD-AKktivitdt korrelieren in diesen Zellen steigende Luciferase-Aktivititen
deutlicher mit einer zunehmenden Lange des HOXD13-Polyalanintrakts. Die Ergebnisse bei
endogener SMAD-Aktivitit sind weniger deutlich, weisen aber in die gleiche Richtung. Sie bilden
vermutlich eher die Verhiltnisse in vivo ab.

Die Polyalanintrakt-Expansion fiihrt demnach in vifro zu einer verminderten Hemmung der
SMAD-vermittelten Transkription durch HOXD13. Verschiedene Ursachen dafiir sind vorstellbar
und sind in Abbildung 24 schematisch dargestellt. Erstens konnte die Expansion des HOXD13-
Polyalanintrakts seine transkriptionelle Aktivitdt oder DNA-Bindungsfdhigkeit modifizieren und
so den Verlust der HOXD13-wt-Repressorfunktion auf den SMAD-Signalweg bewirken. Die
zytoplasmatische Fehllokalisation von expandiertem HOXD13+Ala verursacht eine verminderte
Verfiigbarkeit im Zellkern. Dies reduziert vermutlich die DNA-Bindung. Fiir die Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren ZIC2'* und PHOX2B wurde eine reduzierte DNA-Bindung infolge der
Expansion ihrer Polyalanintrakte bereits gezeigt’”. Eine Hemmung der SMAD-vermittelten
Transkription durch die direkte Bindung von HOXDI13 an SBEs oder BREs ist nicht
wahrscheinlich, da die in den Luciferase-Assays verwendeten Promotoren keine bekannten
HOXD13-Bindungsstellen'*> '*® enthalten. Elektromobilitits-Experimente kénnten durchgefiihrt
werden, um eine potenzielle Bindung von HOXDI13 an die eingesetzten SMAD-responsiven
Reporterkonstrukte zu detektieren. Ein Verlust der Repressorfunktion des HOXD13 infolge seiner
Alanintraktexpansion ist fraglich, da die Expansion von Polyalanintrakten, wie bereits diskutiert,
meist eine verminderte Transkriptionsaktivitit bewirkt. Zweitens konnte die zytoplasmatische
Fehllokalisation infolge der Alanintraktexpansion von HOXD13+Ala die Interaktionsfahigkeit
mit SMADs und weiteren Interaktionspartnern modifizieren und so die SMAD-vermittelte
Transkription begiinstigen. Es ist bekannt, dass SMADs in Abhingigkeit vom zelluldren Kontext
die Genexpression aktivieren oder hemmen, indem sie differenziell mit transkriptionellen
(Ko-) Aktivatoren und (Ko-) Repressoren interagieren’’. Es wurde gezeigt, dass HOXe und
SMADs durch Protein-Interaktionen®® *” und durch Bindung benachbarter DNA-Sequenzen in
Promotorbereichen'*® %% interagieren. Auch im Autopod vorliegendes HOXD13 und HOXA13
interagieren in vitro direkt und indirekt mit SMADs*"*°. Sie hemmen, wie auch in dieser Arbeit
fiir HOXD13-wt gezeigt (Abbildung 22), die SMAD-vermittelte Transkription von einem SMAD-
aktivierten Promotor®. Moglicherweise verursacht die Expansion des HOXD13-Polyalanintrakts
auch in vivo eine Aktivititssteigerung des kanonischen, SMAD-vermittelten BMP-Signalwegs.

Da BMPs die Knorpelbildung fordern®, konnte die erhohte SMAD-AKktivitit in spdh-Méusen die
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ektope, interdigitale Chondrogenese steigern®. So kénnte HOXD13+Ala durch seine Wirkung auf
die SMAD-vermittelte Transkription zur Ausbildung des SPD-Phédnotyps in spdh-Miausen
beitragen. Auflerdem ist bekannt, dass die unkontrollierte interdigitale Knorpelbildung durch den
gesteigerten Abbau von expandiertem HOXD13+Ala gefordert wird. Dadurch kommt es zu einer
verminderten  Retinsdure-vermittelten  Inhibition =~ der = Knorpelbildung in  den
Fingerzwischenrdumen. Des Weiteren induziert HOXDI13+Ala die Knorpelbildung durch die
Fehlregulation weiterer Signalwege®. Bei der gesteigerten Knorpelbildung in den
Fingerzwischenrdumen der spdh-Maus handelt es sich also um den Endpunkt verschiedener,

durch expandiertes HOXD13+Ala fehlregulierter, zelluldrer Prozesse.

Abbildung 24: Modell der Regulation der SMAD-vermittelten Transkription durch HOXD13+Ala

Modell der moglichen pathogenetischen Effekte von expandiertem HOXDI13+Ala auf die SMAD-
vermittelte Transkription in der Zelle: HOXD13-wt hemmt die SMAD-vermittelte Transkription, wahrend
expandiertes HOXD13+Ala zu einer abnorm starken Aktivitdt des SMAD-Signalwegs fiihrt. Verschiedene
Ursachen daflir sind denkbar, einige sind dargestellt. (1) HOXDI13+Ala konnte seine DNA-
Bindungsfahigkeit und Fahigkeit zur Interaktion mit Interaktionspartnern im Nukleus (N) durch seine
Retention im Zytoplasma (ZP) verlieren. (2) Aberrante Protein-Interaktionen des HOXD13+Ala mit
SMADs konnten die SMAD-vermittelte Transkription begiinstigen. (3) Infolge der Expansion seines
Polyalanintrakts konnte HOXD13+Ala eine mogliche (Ko-) Repressorfunktion auf die SMAD-vermittelte
Genexpression verlieren und die Transkription von Promotoren mit SMAD-bindenden Elementen (SBE)

oder BMP-responsiven Elementen (BRE) begiinstigen.
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Um eine mogliche Proteininteraktion von HOXD13 und SMADs in der Extremitétenentwicklung
zu detektieren, konnten in Folgeexperimenten verschiedene Methoden wie Immunzytochemie,
Koimmunoprizipitation, Pulldown-Assays, Far Western Blot oder FRET"*? zur Anwendung
kommen. Auch die Interaktion von HOXD13 und SMADs bei der Regulation der Genexpression
in der Extremititenentwicklung kann untersucht werden. Dazu konnten zundchst in silico
Kandidaten-Gene, die von beiden potenziellen Interaktionspartnern reguliert werden, in Wildtyp-
und spdh-Maiusen identifiziert werden. In vivo konnte eine Re-Chromatin-Immunoprézipitation
mit Extremititenlysaten von Wildtyp- und spdh-Méusen durchgefiihrt werden, um
Promotorbereiche zu identifizieren, die sowohl von HOXD13 als auch von SMADs gebunden
werden. Eine mogliche Aktivitétssteigerung des SMAD-Signalwegs durch die Expansion des
HOXD13-Polyalanintrakts in vivo konnte durch die immunhistochemische Anfarbung aktivierter,
phosphorylierter SMADs analysiert werden. Es wire eine erhohte Menge an Phospho-SMADs in
spdh-Maiusen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zu erwarten.

Auch der Polyalanin-Transkriptionsfaktor RUNX2 interagiert mit SMADs. Zusammen regulieren
sie die Transkription, indem sie, teils durch direkte Protein-Protein-Interaktion, Komplexe
bilden'*™'*!-1*2 ynd an benachbarte DNA-Sequenzen in Promotorbereichen binden'*. Gemeinsam
aktivieren SMADs und RUNX2 die Transkription von Kollagen Typ X, das von hypertrophen
Chondrozyten gebildet wird. So regulieren sie zusammen die spdte Chondrozytendifferenzierung

und Verknocherung'*

. Wie zuvor diskutiert, konnte aufgrund der generellen Interaktionstendenz
von Polyalanin-Transkriptionsfaktoren die Expansion des HOXD13-Polyalanintrakts in vivo die
Verfiigbarkeit von RUNX2-Protein im Zellkern reduzieren. AuBerdem wird Runx2 in
spdh-Mausen vermindert exprimiert™. Zusitzlich ist moglicherweise die Interaktion von RUNX2
mit SMADs in spdh-Miusen gestort. All dies konnte zur verzogerten Verkndcherung beitragen®.

Neben der gestorten Knorpel- und Knochenbildung laufen weitere BMP-regulierte Prozesse wie
Apoptose, Proliferation, Musterbildung und Gelenkentwicklung in spdh-Mausen abnorm ab’. Die
BMP-Signalweiterleitung erfolgt allerdings nicht nur iiber den kanonischen SMAD-Signalweg,
sondern auch iiber die nicht-kanonischen MAP-Kinase-Signalwege”. Es wire von Interesse, in
weiteren Experimenten eine potenzielle Beeinflussung weiterer BMP-Signalwege durch HOXD13
zu untersuchen. Moglicherweise inhibiert HOXD13-wt zwar, wie gezeigt, die kanonische SMAD-
vermittelte BMP-Signalweiterleitung, aktiviert jedoch gleichzeitig andere BMP-Signalwege, um
die Extremititenentwicklung zu fordern. Dafiir spricht die Aktivierung des Bmp4-Promotors
durch HOXD13 und HOXA13'"* und die Forderung der Bmp4-Expression durch HOXD13>.
Expandiertes HOXD13+Ala verliert vermutlich diese Fahigkeit und verursacht eine verminderte

Bmp4-Expression in spdh-Mausen®>.
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Auch die Untersuchung einer moglichen funktionellen Interaktion von HOXA13-wt bzw.
HOXA13+Ala und SMADs ist von Interesse. So konnte geklart werden, ob die gezeigte
Interaktion mit dem SMAD-Signalweg spezifisch fiir HOXDI13 ist oder auch fiir das paraloge
HOXAT13 vorliegt.

Zusammenfassend wurde ein neuer molekularpathogenetischer Effekt von HOXD13+Ala
aufgedeckt. HOXD13+Ala verursacht infolge der Expansion des Polyalanintrakts in vitro im
Vergleich zum hemmend wirkenden HOXD13-wt eine erhohte Aktivitdt des SMAD-Signalwegs.

6.5 Molekulare Pathogenese der Hoxd13-assoziierten Synpolydaktylie

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue, der SPD 1 =zugrunde liegende
molekularpathogenetische Mechanismen identifiziert.

Erstens wurde ein negativer Effekt des Hoxd13+Ala auf Hoxal3 nachgewiesen. Zugrunde liegt
eine Interaktion von fehlgefaltetem, im Zytoplasma lokalisierten HOXD13+Ala und HOXA13.
Diese Interaktion fiihrt in vivo zur abnormen, zytoplasmatischen Lokalisation und Abnahme der
HOXA13-Proteinmenge, vermutlich durch Degradation, wie fir HOXD13+Ala bekannt”. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass an der Interaktion wahrscheinlich der expandierte Polyalanintrakt
des HOXD13+Ala sowie der Polyalanintrakt des Wildtyp-Interaktionspartners beteiligt sind.
Zweitens verursacht expandiertes HOXD13+Ala im Vergleich zum stark hemmend wirkenden
HOXDI13-wt eine erhohte Aktivitdt des SMAD-Signalwegs in vitro. Dies konnte in vivo die
ektope interdigitale Knorpelbildung®® und die daraus resultierende SPD fordern.

AuBlerdem weisen die in dieser Arbeit neu entdeckten Interaktionen von HOXD13+Ala mit
RUNX2 sowie von HOXA13+Ala bzw. RUNX2+Ala mit HOXD13 darauf hin, dass den
Polyalanin-Krankheiten wahrscheinlich eine gemeinsame molekulare Pathogenese zugrunde liegt.
Diese beruht vermutlich auf einer generellen Interaktionstendenz von Polyalanin-Proteinen.

Es werden folglich neue Aspekte der molekularen Pathogenese speziell der Hoxd3-assoziierten
SPD und generell der Polyalanin-Krankheiten vorgeschlagen. Abbildung 25 zeigt ein Modell fiir
die molekulare Pathogenese der SPD.
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Abbildung 25: Modell der molekularen Pathogenese der SPD durch HOXD13+Ala

Dargestellt ist das Modell der molekularen Pathogenese der SPD. Expandiertes HOXD13+Ala wird
(a) fehlgefaltet und nachfolgend (b) degradiert und/oder (c)aggregiert im Zytoplasma (ZP). Die
HOXD13+Ala-Aggregate (d) sequestrieren weitere Polyalanin-Transkriptionsfaktoren wie HOXA13 und
RUNX2 wund werden ebenfalls (b)degradiert. Dabei werden auch sequestrierte Polyalanin-
Transkriptionsfaktoren wie HOXA13 degradiert. Nur korrekt gefaltete Polyalanin-Transkriptionsfaktoren
(e) gelangen in den Nukleus (N), um dort die Genexpression zu regulieren. Fehlgefaltete Proteine
(f) translozieren nicht in den Zellkern. Expandiertes HOXD13+Ala bewirkt im Vergleich zum stark
hemmend wirkenden HOXD13-wt eine (g) gesteigerte SMAD-vermittelte Transkription von Promotoren

mit SMAD-responsiven Elementen (SRE).

6.6  Therapie der Polyalanin-Krankheiten

Es gibt mehrere Ansétze zur Therapie der Polyalanin-Krankheiten. So kénnen auf verschiedene
Weise die Proteinhomdostase giinstig beeinflusst und die Aggregation expandierter Polyalanin-
Proteine reduziert werden.

Ein Anheben des Chaperon-Levels, vor allem der HSP70-Familie, kann die Bildung fehlgefalteten
Proteins verringern'® und moglicherweise die Pathogenitit expandierter Polyalanin-Proteine
mildern. Beispielsweise aktiviert Geldanamycin, ein bakteriell produziertes Antibiotikum und

Anti-Krebs-Medikament, das Chaperon-System'*. In vitro vermindert Geldanamycin die
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Aggregation der expandierten Polyalanin-Transkriptionsfaktoren HOXD13+Ala” und
PHOX2B+Ala'*. Auch andere Chemikalien wie Zinksulfat, 8-Hydroxychinolin und die
nichtsteroidalen Antirheumatika Indometacin und Ibuprofen aktivieren die
Chaperonexpression'*’. Sie reduzieren, ebenso wie die Uberexpression molekularer Chaperone'*®,
in vitro die Aggregation und Toxizitit des expandierten Polyalanin-Proteins PABPN1+Ala. Auch
das chemische Chaperon Trehalose verringert in vitro und in vivo die Aggregation von
PABPNI1+Ala und mildert seine Toxizitdat'*. GleichermaBen wird die Aggregation von
expandiertem ARX+Ala in vitro durch die Aktivierung des Chaperon-Systems reduziert'*’.

Auch andere Aggregationsinhibitoren vermindern die pathogene Wirkung expandierter
Polyalanin-Proteine. So reduzieren Kongorot, Doxycyclin und der Transglutaminase-Inhibitor
Cystamin in vitro'>"'* bzw. Doxycyclin und Cystamin auch in vivo'**'>  die Toxizitit von
expandiertem PABPNI1+Ala. Gleichermallen verringert Lithium in vivo, vermutlich durch
Inhibition der Aggregation, die toxische Wirkung eines kiinstlichen Polyalanin-Peptids im
Drosophila melanogaster-Modell>*.

Andere Ansitze zielen darauf ab, die native Konformation des expandierten Polyalanin-Proteins
zu stabilisieren und so das Gleichgewicht zwischen toxischer und nicht-toxischer Form giinstig zu
beeinflussen. So reduziert in vitro ein spezifischer PABPNI-Antikorper die Aggregation
expandierten PABPN1+Ala'>’.

Auch eine Stimulation des Abbaus expandierter Polyalanin-Proteine kann ihre Pathogenitét
mindern. So kann in vivo im Drosophila melanogaster-Modell die Toxizitdt eines kiinstlichen
Polyalanin-Peptids durch das Autophagie-induzierende Medikament Rapamycin reduziert
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werden °°. Rapamycin fordert die Degradation der Polyalanin-Aggregate und kommt auch bei der
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Behandlung von Polyglutamin-Krankheiten im Tiermodell zum Einsatz °’. Das Protein Ubiquilin

stimuliert den proteasomalen Abbau und reduziert in vitro ebenfalls die Aggregation und Toxizitdt
eines kiinstlichen Polyalanin-Peptids'®.

Als direkter Ansatz fiir die Therapie der Polyalanin-Krankheiten ist dariiber hinaus eine selektiv
verminderte Expression des expandierten Allels denkbar. Dies wurde erfolgreich in vivo bei der
Therapie der Polyglutamin-Krankheiten gezeigt'”’.

AuBerdem wird bei den Polyglutamin-Krankheiten in vivo eine gestdrte Genexpression mit
Histon-Deacetylase-Inhibitoren  therapiert. Diese wirken einer verminderten Histon-

37159 Die Toxizitit des

Acetyltransferase-Aktivitit von Transkriptionsfaktoren entgegen
expandierten Polyalaninproteins PABPNI1+Ala wird in vitro und in vivo durch Deacetylase-
Inhibitoren gemindert'®. Deren therapeutischer Einsatz wire auch bei Polyalanin-Krankheiten

durch Expansionen in Polyalanin-Transkriptionsfaktoren denkbar.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der molekularen Pathogenese der angeborenen
Skelettfehlbildung Synpolydaktylie (SPD), die zur Familie der Polyalanin-Krankheiten z&hlt und
bei Patienten zum Auftreten zuséatzlicher, fusionierter Finger und Zehen fiihrt.

Die Ursache der SPD ist eine Alaninrepeat-Expansion (+A4/a) in HOXD13 um mindestens sieben
zusétzliche Alanine, deren Lange mit der Penetranz und Schwere des Phédnotyps korreliert. Die
mutante Mauslinie ,,synpolydactyly homolog* (spdh) besitzt analog zur humanen SPD eine
spontan aufgetretene Alaninrepeat-Expansion des Hoxd!3 (Hoxdl3+Ala) und dient aufgrund der
phiinotypischen Ahnlichkeit als SPD-Modellorganismus. HOXD13 gehért zu einer Familie von
nukledr lokalisierten Homododoménen-Transkriptionsfaktoren (TF), die malgeblich die
Embryonalentwicklung der primidren Korperachse und der Extremititen regulieren. Auch
Skelettfehlbildungen durch Alaninrepeat-Expansionen der TF-kodierenden Gene HOXAI3 und
RUNX?2 zihlen zur Gruppe der Polyalanin-Krankheiten”. Zudem steuern Mitglieder des ,,Bone
morphogenetic protein® (BMP)-Signalwegs die Extremititenentwicklung und ihre Mutationen
verursachen dhnliche Phinotypen wie HOXDI3-Mutationen®. SMAD-TF, die BMP-
Signalwandler, interagieren mit HOXD13, um die Genexpression zu regulieren*”*°. Hoxd13+Ala
bewirkt eine Kombination aus Funktionsverlust und -gewinn®. So unterscheidet sich der
Phénotyp der spdh-Maus klar von der bei Funktionsverlust-Mutationen auftretenden, schwicheren
Fehlbildung ohne SPD*. Kreuzungsexperimente und Phinotypenvergleiche mutanter Mauslinien
deuten auf einen negativen Effekt von expandiertem Hoxd13+Ala auf weitere Hox-Gene hin”*.
Der negative Effekt von Hoxd13+Ala wurde aufgeklart. In vitro aggregiert HOXD13+Ala im
Zytoplasma und sequestriert HOXA13 mittels seines expandierten Polyalanintrakts. /n vivo
verursacht diese Interaktion eine abnorme zytoplasmatische Lokalisation und reduzierte
Proteinmenge von HOXA13 im Perichondrium von Metakarpalknochen der spdh-Maus. Des
Weiteren sequestrieren HOXD13+Ala-Aggregate zwar Wildtyp (wt)-HOXD13", nicht jedoch
verkiirztes HOXD13-2Ala ohne Alanintrakt oder mutiertes HOXD13-Ahd ohne Hombodomane.
Die Interaktion von HOXD13+Ala mit Polyalanin-TF erfordert somit neben dem Polyalanintrakt
weitere Proteinmotive. Auch RUNX2 wird durch HOXD13+Ala sequestriert. Analog wird
HOXD13-wt in zytoplasmatische Aggregate aus HOXA13+Ala sowie RUNX2+Ala sequestriert.
Ferner bewirkt HOXD13+Ala, verglichen mit HOXD13-wt, eine erhchte SMAD-AKktivitt.

Zwei neue, der SPD zugrunde liegende, molekularpathogenetische Mechanismen wurden folglich
identifiziert. Erstens bewirkt die Expansion des Polyalaninrepeats einen Verlust der
Repressorfunktion des Hoxdl3 auf den SMAD-Signalweg. Zweitens iibt Hoxdl3+Ala einen
negativen Effekt auf Hoxal3 aus. Die dariiber hinaus neu entdeckte, generelle Interaktionstendenz

von Polyalanin-TF erweitert wesentlich das Wissen iiber Polyalanin-Erkrankungen.
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