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Nothing in Biology Makes Sense 

Except in the Light of Evolution.

Theodosius Dobzhansky (1900-1975)
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Abkürzungen

Abkürzungen im Text, die nicht aufgeführt sind, entsprechen denen des Deutschen Wörterbuches (Duden-Verlag).

Ebenfalls nicht aufgenommen wurden Abkürzungen, die als allgemein bekannt vorausgesetzt wurde (ATP etc.).

Abb = Abbildung

AK = Antikörper

AP = Alkalische Phosphatase

bp = Basenpaare

BSA = Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)

CHAPS = (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propan-sulfonat

CIA = Chloroform : Isoamylalkohol (24:1)

d = Tage

DEPC = Diethyl-pyrocarbonat

DIG = Digoxigenin

E8.5 = embryonaler Tag 8.5 (bzw. jede andere angegebene Anzahl an Tagen)

EBI = European Bioinformatics Institute, Hinxton

Eppis = Eppendorf-Reaktionsgefäße aus Polypropylen

EtOH = Ethanol

FAl = Formaldehyd

FAm = Formamid

FCS = fötales Kälberserum (fetal calf serum)

g = einfache Erdbeschleunigung (9,81m/sec2)

h = Stunden

H2OM = Mit einer Milli-RX 75 / Milli-Q synthesis A-10 -Anlage von Millipore aufbereitetes Wasser

i.d.R. = in der Regel

ISH = in situ Hybridisierung

kb = Kilobasen 

Konz. = Konzentration

Lsg = Lösung

MCS = multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)

MeOH = Methanol

min = Minuten

NaAc = Natriumacetat

NCBI = National Center for Biotechnology Information

nt = Nukleotide

o/n = über Nacht (over night)

PBS = phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlösung)

PBS/FAl = PBS mit 4% Formaldehyd

PBST = PBS mit 0,1% Tween20

PCI = Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (24:24:1)

PCR = polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PE = Polyethylen
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PNS = peripheres Nervensystem

PP = Polypropylen

RIPA = radio immuno precipitation assay

RT = Raumtemperatur

sec = Sekunden

s.o. = siehe oben

s.u. = siehe unten

Tab = Tabelle

UPM = Umdrehungen pro Minute

UPS = Umdrehungen pro Sekunde

Vol. = Volumen

WMISH = whole-mount in situ Hybridisierung (in situ Hybridisierung von Ganzpräparaten) von Mausembryonen

ZNS = Zentrales Nervensystem 
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Einleitung

genetische Kaskaden 
bzw. Netzwerke als 
konservierte 
Steuerprogramme

Einer der wesentlichen Erfolge biologischer Forschung ist die Entdeckung von

biochemischen und genetischen Kaskaden bzw. Netzwerken als gemeinsame

Steuerprogramme in der Entwicklung so unterschiedlicher Organismen wie der

Taufliege Drosophila melanogaster und dem Menschen. Sie sind der Schlüssel

zum Verständnis der Evolution alles Lebendigen - damit unserer eigenen Existenz

- sowie der biochemischen Prozesse, auf denen alles Leben basiert.

Modellorganismen in der Entwicklungsbiologie

die Nutzung von 
Modellorganismen

Die Entdeckung dieser konservierten Steuerprogramme hatte zwei wesentliche

Konsequenzen für die molekulare (“moderne”) Entwicklungsbiologie. Erstens

ermöglicht sie es, zum Studium von (molekular)biologischen Fragestellungen

sogenannte Modellorganismen einzusetzen. Bei entsprechend sorgfältiger

Auswahl des Organismus’ bieten diese eine bestmögliche technische Hand-

habbarkeit, ohne dass die aus den Versuchen und Beobachtungen gezogenen

Ergebnisse an Allgemeingültigkeit bzw. Übertragbarkeit verlieren.

Besonders deutlich wird die Notwendigkeit der Nutzung von Modellsystemen im

Bereich der Medizin. Sowohl die oft unüberschaubare Komplexität, als auch

offenkundige moralisch-ethische Gründe erschweren die wissenschaftliche

Arbeit mit dem Menschen oder machen sie unmöglich. Eine Möglichkeit zur

Umgehung der genannten Probleme sind in vitro-Experimente, deren Nutzbarkeit

und Aussagekraft jedoch begrenzt sind. Die Reduktion des Versuchsaufbaus auf

exakt kontrollierbare Bedingungen außerhalb der Komplexität des menschlichen

Organismus’ beinhaltet neben unbestreitbaren Vorteilen gleichzeitig erhebliche

Nachteile. Es ist in der Praxis oft nicht möglich, die nötigen Vereinfachungen des

Experiments vorzunehmen, ohne artifizielle Bedingungen zu schaffen, die

wiederum ungenaue oder sogar falsche Versuchsergebnisse zur Folge haben.

Lebende Organismen dagegen bieten bei entsprechender Auswahl eine

physikochemische Versuchsumgebung, die entweder per definitionem der

natürlichen Umgebung von interagierenden Molekülen entsprechen (wenn die

Moleküle aus eben diesem Organismus entstammen), oder aber sie sind diesen

sehr ähnlich. Dies erhöht die Aussagekraft eines entsprechenden Experimentes

deutlich gegenüber reinen in vitro-Experimenten. 

Noch deutlicher wird die Notwendigkeit von Tierversuchen bei Fragestellungen,

die das Zusammenwirken und die wechselseitige Regulation von Prozessen

zwischen Zellen und Geweben betreffen. So ist es zwar möglich und sinnvoll, die
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basalen elektrophysiologischen Eigenschaften von Neuronen z.B. mit der patch

clamp-Technik in vitro zu studieren (Neher E. und Sakmann B.; 1976). Will man

aber untersuchen wie das Gehirn funktioniert, bleibt keine andere Möglichkeit als

den Organismus in seiner Gesamtheit bis hin zu seinem Verhalten zu studieren.

Die vom Wissenschaftler zu treffende Auswahl des geeignetsten Modell-

organismus’ wird von vier Hauptkriterien bestimmt:

Kri ter ien zur Auswahl 1. Der Organismus soll möglichst einfach in der technischen Handhabung sein.

2. Es sollte bereits möglichst viel über den Organismus bekannt sein, um eine

optimale Planung des Experiments und die anschließende Interpretation der

Beobachtungen zu gewährleisten.

3. Das gewählte Modellsystem muß der Komplexität der wissenschaftlichen

Fragestellung entsprechen.

4. Der Organismus muß bei medizinischen Fragestellungen auf den Menschen

übertragbare Eigenschaften besitzen.

Hierauf basierend haben sich im Bereich der Entwicklungsbiologie und der

biomedizinischen Forschung einige Modellsysteme etabliert, jedes mit

spezifischen Vor- und Nachteilen. Generell ergibt sich eine reziproke Beziehung

zwischen der technisch-methodischen Handhabbarkeit und der Komplexität.

Beispiele für den erfolgreichen Einsatz solcher Systeme sind u.a.:

etabl ierte 
Modellorganismen

1. an Hefen (zumeist Saccharomyces cerevisiae) wurden enorme Fortschritte

bei der Aufklärung von generellen Regulationsmechanismen der

Genexpression gemacht (Kornberg RD. und Lorch Y.; 1999);

2. am Nematoden Caenorhabditis elegans gelangen die entscheidenden

Entdeckungen auf dem Gebiet der Apoptose (Liu QA. et al.; 1999);

3. an Drosophila melanogaster wurden die erwähnten genetischen Kaskaden

bzw. Netzwerke als gemeinsame Steuerprogramme in der Embryologie zu

wesentlichen Teilen ausgearbeitet (Rivera-Pomar R. und Jäckle H.; 1996); 

4. an Danio rerio (Zebrafisch) und Oryzia latipes (Medaka) wurden

Mutantenanalysen und der Effekt von ektopischen Genexpressionen

untersucht (“Zebrafish Issue” Development 123, 1996. Ishikawa Y. ; 2000);

5. an Embryonen von Xenopus laevis (Südafrikanischer Krallenfrosch) bzw.

Triturus taeniatus und T. cristatus wurde vor allem die Gastrulation und

Neurulation untersucht (Spemann H. und Mangold H.; 1924);

6. am Hühnerembryo (Gallus gallus) wurden induktive Prozesse mit Hilfe von

Transplantationsexperimenten während der Organogenese bearbeitet

(Martinez S.  et al.; 1991);

7. an der Maus (Mus musculus) wurde die Funktion einzelner Gene im Kontext

eines Organismus’ insbesondere mit Hilfe der Knock Out-Technik (gezielte

Inaktivierung eines Genes durch homologe Rekombination) ausgearbeitet

(Donehower LA. et al.; 1992).
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Nutzung von 
Modellsystemen bei der 
Erforschung der  
Augenentwicklung 

Ein Beispiel für die Nutzung der Modellorganismen ist die Erforschung der

Augenentwicklung. Hier konnten mit Hilfe der Mutantenanalyse in Drosophila

zahlreiche beteiligte Gene identifiziert werden, wie z.B. eyeless (Quiring R. et al;

1994) und sine oculis (Cheyette BN. et al.; 1994). Die Homologie-screens in der

Maus haben zur Identifizierung der homologen Gene Pax6 (Walther C. und Gruss

P.; 1991) und Six3 ( Oliver G. et al.; 1995) geführt, und die Funktion des Pax6-

Gens wird auf der Basis der Geninaktivierung durch homologe Rekombination

(Knock Out) sowie der natürlichen small eye-Mutante intensiv untersucht (St-

Onge L. et al.; 1997. Quiring R. et al.; 1994. Schedl A. et al.; 1996). Die Rolle des

Six3- bzw. Six6-Homologs XOptx2 in der Augenentwicklung wurde durch die

Überexpression des Gens in Xenopus studiert (Zuber ME. et al.; 1999).

Zusätzlich wurde die Möglichkeit genutzt, die Wirkung von Genen aus der Maus

in anderen Arten zu testen: die induktive Wirkung von Pax6 wurde in Drosophila

(Halder G.; 1995), die von Six3 in Medaka untersucht (Oliver G. et al.; 1996). 

vom Zuschauer zum 
Akteur

Nach wie vor hat die Wissenschaft nur eine schemenhafte Vorstellung davon, wie

sich aus einer einzelnen Zelle ein komplexer Organismus entwickelt, der im Falle

des Menschen aus 100 Billionen (1014) Zellen mit einer phantastischen Präzision

aufgebaut wird. Aber das obige Beispiel zeigt, dass der Mensch mit Hilfe des

Einsatzes dieser vielfältigen Methoden so viel Wissen über die ontologischen und

phylogenetischen Prozesse erlangen kann, dass er erstmals die Rolle des

fassungslos staunenden Zuschauers verlassen und mit dem neu gewonnenen

Verständnis an der Faszination der Entstehung des Lebens teilnehmen kann.

Vergleichen ist lernen

der Vergleich 
ermöglicht ein t ieferes 
Verständnis

Die zweite Konsequenz aus der Entdeckung der konservierten Steuerprogramme

ist hinsichtlich unseres Erkenntnisgewinns von noch entscheidenderer

Bedeutung: der Vergleich der Ergebnisse, basierend auf Unterschieden zwischen

den untersuchten Organismen auf der einen Seite und Gemeinsamkeiten auf der

anderen Seite, erleichtert das Verstehen der tieferliegenden Mechanismen, bzw.

macht es erst möglich, diese überhaupt zu erkennen.

Trotz der evidenten Unterschiede in der Embryogenese und  Körpergrundgestalt

von Maus und Taufliege zeigt das Beispiel der Augenentwicklung, wie

weitreichend der Grad der Konservierung reicht. Inzwischen wurden zu fast allen

Genen, die in Drosophila eine Rolle in der Embryonalentwicklung spielen,

homologe Maus-Gene kloniert. Dies trifft sowohl für die Transkriptionsfaktoren

zu - siehe z.B. eyeless und Pax6 oder die Steuerung der anterio-posterioren

Achsenentwicklung durch die Hom- bzw. Hox-Cluster (Bachiller D. et al.; 1994)

- als auch die Signalmoleküle - hier wären z.B. die orthologen Gene hedgehog

und sonic hedgehog (Echelard Y. et al.; 1993. Krauss S. et al.; 1993), sowie

armadillo und 

 

β-catenin zu nennen (Barth AI. et al.; 1997). Hinzu kommt, dass

auch der Großteil der Strukturproteine und Enzyme von orthologen Genen

kodiert wird (Aktin, Myosin, Histone, ribosomale Proteine, Hexokinase etc.).
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Angesichts dieser Übereinstimmungen zwischen der Taufliege und Maus stellt

sich die Frage, wie die gleichzeitig deutlichen Unterschiede in der Körpergrund-

gestalt entstehen? Obwohl das jetzige Wissen eine abschließende Beantwortung

nicht erlaubt - tatsächlich gewann die Frage erst in den letzten Jahren an

Bedeutung, so dass sich inzwischen einige Wissenschaftler eingehender mit

dieser Problematik befassen - beruhen die Erklärungsversuche hauptsächlich auf

einer “abgemilderten” Form des “Biogenetischen Grundgesetzes” von Ernst

Haeckel (Ontogenie rekapituliert Phylogenie; näheres hierzu wird als bekannt

vorausgesetzt und soll an dieser Stelle nicht weiter diskutiert werden). 

parallele PhaseNach diesem Schema ergibt sich für die Beziehung von Drosophila und der Maus

eine Dreiteilung in der Embryonalentwicklung: während einer mittleren Phase

(im Schema als “2” markiert) durchlaufen die Embryonen einen Entwicklungs-

abschnitt, der die gemeinsame evolutive Wurzel widerspiegelt. Ungeachtet

dessen, dass die Grundgestalt des gemeinsamen Vorläuferorganismus’

Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Debatten und umstritten ist, kann aus

molekulargenetischer Sicht davon ausgegangen werden, dass dieser

Vorläuferorganismus bereits alle homologen Gene besaß und - ungeachtet seiner

Morphologie - in entsprechendem Kontext exprimierte. Um bei den oben

genannten Beispielen zu bleiben, wären es z.B. die Vorläufer der Orthologen-

Paare eyeless/Pax6, hedgehog/sonic hedgehog, armadillo/

 

β–catenin etc..

divergente PhaseAn diese Phase paralleler Entwicklung schließt sich eine divergente Phase an

(“3” im Schema). Hier werden Gene exprimiert, die kein Homolog im jeweils

anderen Organismus haben. Sie können zum einen mit der unterschiedlichen

Morphogenese des Embryos in Verbindung stehen, vor allem aber die

unterschiedliche biochemische Ausstattung der Organismen widerspiegeln.

Beispiele hierfür wären die im Pankreas gebildeten Proteine Glukagon und

Pankreatisches Polypeptid, die nicht in Insekten vorkommen (Insulin dagegen

spielt auch in Insekten eine Rolle, was übereinstimmt mit der dualen Rolle dieses

Hormons bzw. dessen paraloge Gene wie dem “insulin-like growth factor” als

Energiestoffwechselregulator und Wachstumshormon (Edgar BA.; 1999. Verdu J.

et al.; 1999)). Allerdings handelt es sich bei diesem Wechsel von gemeinsamen

Genen zwischen Maus und Drosophila zu solchen Genen, die nur in einem von

beiden gefunden werden, um keine strikte zeitliche Abfolge. Viele Gene, die

spezifisch für eine Art sind, werden dort konstitutiv exprimiert oder zumindest

schon zu einem Stadium, in dem auch die Gene der parallelen Phase aktiv sind.

Hier sei z.B. auf das Haemoglobin in der Maus oder die Proteine LSP-1 und LSP-

2 der Haemolymphe in Drosophila hingewiesen (Deutsch J. et al.; 1989).

konvergente PhaseBesonders im Fall der Maus und von Drosophila sind nicht nur die späteren

Entwicklungsschritte stark abgeleitet, sondern auch die kurze initiale Phase (hier

als “1” markiert). Bei den Säugern beruht der Wandel auf der weitgehenden

Aufgabe der Stoff- und Energiespeicherung in der Oozyte/Zygote auf Grund der

intrauterinen Embryogenese, so dass das Ei stark reduziert wurde (Apomorphie).

Bei Drosophila dagegen ist die erste Phase der Entwicklung durch die

Ausbildung eines Syncytiums geprägt (Apomorphie). Außerdem ist die

Abb.1: Beziehung der Entwick-
lung von Taufliege und Maus.
Im Vergleich können die Embryonal-
entwicklungen in eine konvergente
(1), eine parallele (2) und eine diver-
gente (3) Phase unterteilt werden.
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Drosophila-Oozyte groß und, durch den Bildungsprozess bestimmt, von Beginn

an stark strukturiert (Bicoid-Gradienten etc.) (Plesiomorphie). Dadurch spielen in

der Taufliege die maternalen Gene eine entscheidende Rolle in der Embryogenese

(Rivera-Pomar R. und Jäckle H.; 1996). Insgesamt betrachtet, beginnt dieses

kurze Entwicklungsstadium bei sehr unterschiedlichen Startpunkten und endet

schließlich mit der Expression der Gene, die die parallele Phase definieren - es

handelt sich also um eine konvergente Phase.

gap-Gene schließen die Lücke

Genetische und biochemische Kaskaden beinhalten eine zeitliche Abfolge mit

zwingenden biochemischen Kausalitäten. Daher ist es aus praktischer Sicht

sinnvoll, das Studium “am Anfang” zu beginnen, so wie man auch ein Buch aus

Gründen der besseren Verständnis üblicherweise beginnt, am Anfang zu lesen

und nicht in der Mitte oder am Ende. Da die Ontogenie ganz zu Beginn ebenso

unterschiedlich ist, wie am Ende der Embryonalentwicklung, bedeutet dies, den

Startpunkt der parallelen Phase zu finden, da zu diesem Zeitpunkt die

Komplexität am niedrigsten ist und die experimentelle Manipulation eines

Bausteins dieser Kaskade die offensichtlichsten Folgen haben sollte.

gap-Gene bilden den 
Startpunkt der 
paral lelen 
Entwicklungsphase

Betrachtet man das bereits bekannte genetische Netzwerk in der Taufliege, so

zeigt sich entsprechend der relativ klaren hierarchischen Struktur, dass der

gesuchte Anfangspunkt auf der Ebene der sogenannten gap-Gene liegt. In

Drosophila sind insgesamt 14 dieser Gene beschrieben. Bei sechs von ihnen sind

die vermutlichen Orthologe auch in der Maus kloniert, bei weiteren sechs sind in

der Maus Gene bekannt, die zumindest prinzipiell als Orthologe in Frage

kommen, bei denen aber die Zuordnung noch recht vage ist. Bei den

verb le ibenden  zwei  Genen  g ib t  e s  b i s l ang  ke ine  gu t  begründe te

Orthologiebeziehung zu bekannten Mausgenen.

Gen Proteinklasse Maus-Orthologe

caudal, cad Homoeodomänen-Protein Cdx1, Cdx2, Cdx4

crocodile, croc helix-loop-helix-Protein Fkh1

empty spiracles, ems Homoeodomänen-Protein Emx1, Emx2

hunchback, hb C2H2-Zink-Finger-Protein Ikaros

huckebein, hkb C2H2-Zink-Finger-Protein EGR-Gene

orthodenticle, otd Homoeodomänen-Protein Otx1, Otx2

Tab.2: Drosophila-gap-Gene und deren Maus-Orthologe. Bei sechs von 14
Drosophila-Genen gelten die Orthologe in der Maus als (vermutlich) bekannt. Durch
Genduplikationen in der Maus-Evolutionslinie sind zumeist mehrere Gene als ortholog
zu betrachten. (Beck F. et al.; 1995. Subramanian V. et al.; 1995. Sasaki H. und Hogan
BL.; 1993. Bishop KM.  et al.; 2000. Boncinelli E. et al.; 1993. Georgopoulos K. et al.;
1992. Molnar A. und Georgopoulos K.; 1994. Brönner G. et al.; 1994. Finkelstein R. und
Boncinelli E.; 1994. Acampora D. et al.; 1998. Sharman AC. und Brand M.; 1998)



Einleitung 11

Genduplikationen 
erschweren die  
Homologisierung von 
Genen

Bei der Zuordnung von orthologen Genen in der Maus ergibt sich oft das

Problem, dass nicht nur ein Gen die Voraussetzungen erfüllt, die die Wissenschaft

als Kriterien heranziehen würde, sondern mehrere. Die Ursache hierfür ist, dass

in der Stammlinie der Maus zahlreiche Gene ein- oder mehrfach dupliziert

wurden. Dadurch steht einem Gen in der Taufliege oft eine ganze Gruppe von

Mausgenen gegenüber.

Auch die verbleibenden zwei gap-Gene ohne identifizierte Orthologe in der Maus

können bestimmten Proteinklassen zugeordnet werden, besitzen also auch dort

homologe Gene. Allerdings zeigen die übrigen Merkmale (Sequenzähnlichkeiten,

Expressionsprofile etc.) keine Übereinstimmungen, die eine orthologe Beziehung

wahrscheinlich machen würden.

Homoeobox-Gene: von 
der Sequenz zum 
Funktionsvergleich

Wie wichtig und instruktiv der Vergleich von Ergebnissen aus zwei

verschiedenen Modellorganismen ist, zeigt sich auch bei der obigen Problematik

der Zuordnung unterschiedlicher Homologieebenen. Dadurch, dass die

Homoeobox-Gene strukturell bedingt eine relativ einfache Erstellung von

phylogenetischen Stammbäumen anhand von Sequenzmerkmalen erlauben,

konnten sehr früh die Beziehungen von Genen in der Maus und Drosophila

ermittelt werden. Somit war die Basis gelegt für funktionelle und biochemische

Vergleiche in beiden Spezies. Deren Ergebnisse wiederum ermöglichten eine

Verfeinerung unserer Vorstellung der evolutiven Prozesse, was wiederum neue

und gezieltere Fragestellungen bei den vergleichenden Analysen zuließ. Auf

diese Art und Weise ist es gelungen, die Gruppe der Homoeobox-Gene besser zu

verstehen als jede andere Klasse von Transkriptionsfaktoren. Die Folge ist, dass

von allen obigen Verwandschaftsbeziehungen diejenigen von cad zu Cdx1/Cdx2/

Gen Proteinklasse Maus-Orthologe

buttonhead, btd C2H2-Zink-Finger-Protein Sp1, Sp4

cap ´n´ collar, cnc bZIP-Proteine Nrf1, Nrf2

knot = collier, kn helix-loop-helix-Protein Ebf/Olf-1, Ebf2, Ebf3

Krüppel, Kr C2H2-Zink-Finger-Protein EKLF

sloppy paired, Slp fork head-Protein BF-1

tailless, tll Steroidhormonrezeptor Tlx

Tab.3: Drosophila-gap-Gene mit unklarer Zuordnung von Maus-Genen.
Bei sechs der 14 Drosophila-gap-Gene existieren zwar homologe Gene in der Maus, aber
ihre Zuordnung als Orthologe oder Paraloge ist unklar bzw. es handelt sich mit großer
Wahrscheinlichkeit um Paraloge. (Wimmer EA. et al.; 1993. Schöck F. et al.; 1999. Evans
MJ. und Scarpulla RC.; 1990.  Chan JY. et al.; 1998. Garel S. et al.; 1997. Shields JM. und
Yang VW.; 1997. Tao W. und Lai E.; 1992. Toresson H. et al.; 1998. Monaghan AP. et al.;
1995. Monaghan AP. et al.; 1997)

Gen Proteinklasse Maus-Orthologe

giant, gt bZIP-Proteine –

knirps, kni Steroidhormonrezeptor –

Tab.4: Drosophila-gap-Gene ohne identifizierte Maus-Orthologe. Obwohl
beide Gene in bekannte Proteinklassen fallen, gibt es noch keine Kandidaten, die als
mögliche Orthologe in Frage kommen. (Capovilla M. et al.; 1992. Gerwin N. et al.; 1994)
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Cdx4, emx zu Emx1 / Emx2 und otd zu Otx1 / Otx2 als mit Abstand am besten

gesichert betrachtet werden können (siehe z.B. Finkelstein R. und Boncinelli E.,;

1994. Sharman AC. und Brand M.; 1998).

Köpfe aus dem Baukasten?

Ein wesentliches Merkmal der Insekten ist ihr segmentaler Aufbau. Dieser

spiegelt sich auch in der Genexpression während der Embryogenese wider.

Besonders deutlich zeigt sich die segmentale Genregulation im thorakalen und

abdominalen Teil der Larve mit der Genkaskade “maternaleGene – gap-Gene –

pairrule-Gene – segmentpolarity-Gene – homoeotischeGene”. Beispiele hierfür

sind die Expression der pairrule-Gene fushi tarazu (ftz) und even skipped (eve)

(Hafen E. et al.; 1984. Macdonald PM. et al.; 1986. Liang Z. und Biggin MD.;

1998), das segment polarity-Gen engrailed (en) (Weir MP. und Kornberg T.;

1985), sowie die homoeotischen Gene Antennapedia (Antp)(Schneuwly S. et al.;

1987) und Ultrabithorax (Ubx) (Casanova J. et al.; 1985).

Genkaskaden in der 
Kopfentwicklung

Ähnliche Korrelationen zwischen Genexpression und Segmentierung finden sich

auch im Kopfbereich. So können einzelne gap-Gene (oft auch als gap-like

bezeichnet - siehe unten) bestimmten Kopfsegmenten zugeordnet werden.

Abb.2: Segmentale Expression von gap-Genen in der Drosophila-Larve.
Der Kopf der Drosophila-Larve ist wie der restliche Körper segmental aufgebaut. Den
insgesamt sieben Segmenten entsprechen die Expressionsmuster der beteiligten gap-Gene;
lediglich im Falle von buttonhead ist die posteriore Aktivitätsgrenze nicht
übereinstimmend mit einem Segment. Seine mRNA kann auch in dem vordersten Viertel
des Maxillaren Segmentes nachgewiesen werden. (Abkürzungen: An = Antennales
Segment, Ic = Interkalares Segment, La = Labiales Segment, Lr = Labrales Segment, Md =
Mandibulares Segment, Mx = Maxillares Segment, Oc = Oculares Segment; für die
Gensymbole: siehe Tab.1-3) (Schmidt-Ott U. et al.; 1994. Wimmer EA. et al.; 1993.
Wimmer EA. et al.; 1996)
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Gnatho- und 
Prosenzephalon  
enthalten 
unterschiedliche 
Steuerprogramme

Diesen offensichtlichen Ähnlichkeiten zwischen dem Kopf und Rumpf stehen

deutliche Unterschiede gegenüber: Im Gnathozephalon (Labiales, Mandibulares

und Maxillares Segment) wird die Abfolge von maternalen – gap – pair rule –

segment polarity – homoeotischen Genen wie im Rumpf beibehalten. Im

Prosenzephalon (Intercalares, Antennales, Oculares und Labrales Segment sowie

dem Acron) dagegen fehlt die Ebene der pair rule-Gene. Hier werden die

segment polarity-Gene entweder direkt oder mittels weiterer, bislang nicht

zugeordneter Gene von den gap-Genen gesteuert. Der genaue Mechanismus und

weitere möglicherweise beteiligte Gene sind jedoch unbekannt.

buttonhead in der 
Fruchtf l iege

Wie in der Abb. 2 zu erkennen ist, entsprechen die Expressionsdomänen der

beteiligten gap-Gene btd,  croc,  ems,  gt,  hkb und otd weitgehend den

Segmentgrenzen. Einzige Ausnahmen sind die anteriore Grenze von ems (ca. bei

50% des Ocularen Segmentes) und die posteriore Grenze von btd. Letztere wurde

anfangs gleichgesetzt mit dem Übergang vom Maxillaren zum Mandibularen

Segment, da in der buttonhead-Mutante die Mandibularen, Intercalaren und

Antennalen Segmente vollständig fehlen. Allerdings bringt der am weitesten

anteriore Anteil des Maxillaren Segmentes keine charakteristischen

Cuticulastrukturen hervor, weshalb die ausschließlich hieran orientierten

Analysen diesen Aspekt nicht eindeutig beantworteten (Cohen SM. und Jurgens

G.; 1990). Weitere Untersuchungen ergaben jedoch, dass der anteriore Anteil des

Maxillaren Segmentes in der Mutante ebenfalls betroffen ist. Hieraus wird

geschlossen, dass auch die Expression des Gens in diesen Teil des mMaxillaren

Segmentes hineinreicht (Wimmer et al.; 1996). Es kann jedoch nicht

Abb.3: Molekulargenetische Unterschiede zwischen Pro- und
Gnathozephalon bei Drosophila melanogaster. Während die molekulargenetischen
Steuerungsprozesse im Gnathozephalon denjenigen aus der Rumpfregion entsprechen,
fehlt im Prozephalon die Ebene der pair rule-Gene. (Abkürzungen: mG = maternale Gene,
gG = gap-Gene, pari rule-Gene, spG = segment polarity-Gene; An, Ic, La, Lr, Md, Mx, Oc
= siehe Abb.2; für die Gensymbole: siehe Tab.1-3 und Text) (Schema nach: Jürgens G. und
Hartenstein V.; 1993)
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ausgeschlossen werden, dass der maxillare Phänotyp nur indirekt verursacht

wird, z.B. durch die nicht vorhandene mandibulare-maxillare Segmentgrenze.

Sieht man davon ab, dass die posteriore Expressiongrenze von buttonhead

vermutlich nicht exakt mit der mandibularen-maxillaren Segmentgrenze

übereinstimmt, kann man den einzelnen Kopfsegmenten nur für sie charak-

teristische Expressionsmuster der gap-Gene zuordnen:

• Labiales Segment: giant

• Maxillares Segment: – (buttonhead)

• Mandibulares Segment: buttonhead

• Intercalares Segment: buttonhead und empty spiracles

• Antennales Segment: buttonhead, empty spiracles und orthodenticle

• Oculares Segment: orthodenticle (und empty spiracles)

• Labrales Segment: huckebein und crocodile

gap-Gene des Kopfes 
weisen 
kombinatorische 
Merkmale auf

Diese Beobachtung hat zu einem Modell der Kopfentwicklung in Drosophila

geführt, bei dem die oben genannten gap-Gene nicht nur wie die “klassischen”

gap-Gene in der Rumpfregion wirken (z.B. Krüppel (Knipple DC. et al.; 1985.

Preiss A. et al.; 1985) oder knirps (Nauber U. et al.; 1988)). Vielmehr wurde

angenommen, dass die gap-Gene der Kopfregion eine kombinierte Wirkung der

gap-Gene des Rumpfes und der dazu gehörenden homoeotischen Gene des Hom-

Cluster besitzen (Lewis EB.; 1978. Cohen CM. und Jürgens G.; 1990). 

Unterstützt wurde diese Hypothese durch zwei Beobachtungen in der Maus. Dort

wurden die Hox-Gene als orthologe Gene des Hom-Clusters identifiziert und eine

entsprechende homoeotische Wirkung bei der Segmentierung und Identitäts-

gebung nachgewiesen, was als Hox-Code bezeichnet wurde (Kessel M. und

Gruss P.; 1991). Zusätzlich zeigten die Expressionsanalysen der Maus-Gene

Otx1/Otx2 und Emx1/Emx2 eine ähnlich verschachtelte Expression wie deren

Drosophila-Orthologe otd und ems (Holland P. et al.; 1992. Finkelstein R. und

Boncinelli E.; 1994).

“e in fache”  
Genkombinationen 
reichen nicht aus für 
die Segment-Identität

Würde das kombinatorische Modell bei Drosophila (und bei Vertebraten)

zutreffen, könnte durch die Veränderung der Expression eines der betreffenden

Gene eine homoeotische Transformation der Kopfsegmente verursacht werden.

Die unterschiedlichen Kopfsegmente würden sich demnach wie beliebig

austauschbare Elemente eines Baukastens verhalten. So sollte eine Expression

von buttonhead im Oocularen Segment dazu führen, dass dieses in ein Antenna-

les Segment transformiert wird. Entsprechende Experimente zeigten jedoch, dass

ein solcher kombinatorischer Code nicht existiert - die ectopische Expression von

btd hat keinen Einfluss auf die Kopfentwicklung (Wimmer EA. et al.; 1997).

Ähnliches gilt für die ectopische Expression von orthodenticle (Gallitano-

Mendel A.  und Finkelstein R.; 1998). Allerdings zeigte auch die Überprüfung

des instruktiven Potentials einzelner Hox-Gene gewisse Einschränkungen für die

Gültigkeit des Hox-Codes (Greer JM. et al.; 2000).
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buttonhead: 

Nicht verstanden oder nicht gefunden?

Durch Sequenzvergleiche konnte gezeigt werden, dass buttonhead zur Familie

der Sp1-Transkriptionsfaktoren zählt (Wimmer EA. et al.; 1993). Besonders ein

Orthologieverhältnis zwischen btd und Sp1 sowie Sp4 wurde in der Literatur

mehrfach als möglich oder wahrscheinlich angenommen (siehe z.B. die “The

Interactive Fly”-home page unter der URL: http://sdb.bio.purdue.edu/fly/aimain/

1aahome.htm. Supp DM. et al.; 1996). Neben der angesprochenen Sequenz-

ähnlichkeit gibt es folgende Argumente für diese Einordnung der Homologie-

verhältnisse:

Sp1 ersetzt btd par t ie l l  
in der Kopfentwicklung

• Sp1 kann btd teilweise in seiner biologischen Funktion ersetzen: btd-
Mutanten fehlt der anteriore Teil des Maxillaren Segmentes sowie das Man-
dibulare, Intercalare und Antennale Segment in Gänze. Wird in solchen
Mutanten Sp1 als Transgen in diesen Segmenten exprimiert, kommt es zu
einer Rettung des Maxillaren und Mandibularen Segmentes (Wimmer EA. et
al.; 1993. Schöck F. et al.; 1999).

biochemische 
Ähnlichkeiten

• in vitro-Experimente zeigen, dass Sp1- und BTD-Proteine die gleichen TBP-
associated factors (TAFs) binden und eine übereinstimmende Wirkung auf
die Expression von Reporter-Genen in vitro besitzen (Schöck F. et al.; 1999).

Sp4 (und Sp5) haben 
ähnl iche Expressins-
muster wie btd

• Die Expressionsmuster von Sp4 (und Sp5) zeigen mehr oder weniger große
Übereinstimmungen mit den Erwartungen, die sich aus dem Expressions-
muster von btd in Drosophila ergeben. Dazu gehört a) eine gewebespezi-
fische Expression (Sp1 dagegen ist cum grano salis ubiquitär exprimiert), b)
ein dynamisches Muster in der Embryogenese, c) eine Expression im ZNS,
insbesondere im Gehirn eine mehr posteriore Aktivität als Otx und Emx, d)
Transkripte in den Extremitäten, e) keine oder nur eine begrenzte Expression
in anderen Regionen des Körpers (Wimmer EA. et al.; 1993, Wimmer EA. et
al.; 1996. Harrison SM. et al.; 2000. Treichel et al.; 2001).

Diese Übereinstimmungen stellen signifikante Argumente für die Annahme eines

solchen Orthologieverhältnisses dar. Dennoch konnte bislang nur wenig aus den

Vergleichen der Daten aus der Maus (oder anderen Vertebraten) mit denen aus der

Taufliege gelernt werden. Dies gilt besonders, wenn man die Situation mit

derjenigen bei den orthologen Genen otd und Otx1 /Otx2 sowie ems und Emx1 /

Emx2 vergleicht. Es stellt sich die Frage, ob in diesem speziellen Fall die

eingangs dargelegte Erweiterung des Wissens und des Verständnisses durch den

Prozess des Vergleichens nicht funktioniert?

Hierfür kann es prinzipiell zwei Gründe geben. Erstens ist es möglich, dass die

Wissenschaft bislang nicht das Grundverständnis bereitstellt, um die Beziehung

dieser Gene zu erkennen. Zweitens können die Grundvoraussetzungen für den

Vergleich nicht gegeben sein. Konkret würde dies bedeuten, dass Gene und die

mit ihnen verbundenen Steuerprozesse verglichen werden, die prinzipiell nicht

vergleichbar sind, da es sich nicht um Orthologe handelt bzw. um Gene, die in

einem konservierten biochemischen Kontext auftreten. Im Folgenden soll

dargelegt werden, dass es sich im Fall von buttonhead mit großer Wahrschein-

lichkeit um die zweite Möglichkeit handelt.
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Geschwistergene erzählen von den Eltern

Das charakteristische Merkmal für die Zuordnung von allen genannten Genen

(buttonhead, Sp1, Sp4, Sp5 etc.) ist die DNA-bindende Domäne des translatierten

Proteins. Es handelt sich dabei um drei sogenannte C2H2-Zink-Finger. Diese

kommen in mehreren Tausend, d.h. in ca. 1% aller Mammalia-Gene vor (siehe

u.a. Berg JM. und Shi Y.; 1996. Mackay JP. und Crossley M.; 1998). Anders als

z.B. bei der Homoeodomäne ist die Sequenzähnlichkeit in vielen Fällen jedoch

sehr gering, da ein einzelner dieser Zink-Finger aus ca. 26 - 28 Aminosäuren

aufgebaut ist, von denen aber nur fünf praktisch ausnahmslos konserviert sind.

Bei diesen konservierten Aminosäureresten handelt es sich um die namen-

gebenden Cysteine und Histidine, die über ihre Seitenketten das Zn2+-Ion

komplexieren, sowie um ein Leucin an Position 10 zwischen dem zweiten

Cystein und dem ersten Histidin, das über hydrophobe Wechselwirkungen mit

weiteren, weniger konservierten Aminosäureresten zur Gesamtstruktur beiträgt.

Zusätzlich ist in vielen Zink-Finger-Proteinen die Verbindung zwischen zwei

Zink-Fingern stark konserviert. Diese konservierte Struktur, der sogenannte H/C-

link, ist allerdings deutlich weniger stark erhalten als die fünf anderen Amino-

säurereste bzw. fehlt als homologes Merkmal z.T. vollständig.

Durch die starke Variabilität der Zink-Finger-Domänen ist es möglich, diese trotz

der großen Zahl verschiedener Proteine in klar abgegrenzte Gruppen aufzuteilen.

Dabei zeigt sich, dass es eine kleine Zahl von Genen gibt, die sehr hoch

konservierte phylogenetische Einheiten bilden und fast unverändert in

Mammaliern, Amphibien, Nematoden, Insekten oder Hefen gefunden werden

können. Der Großteil der Gene wird als “repetitive Zink-Finger-Gene”

zusammengefaßt  und bi ldet  e in fast  kont inuier l iches Spektrum an

Sequenzähnlichkeiten ohne deutlich hervortretende Gruppencharakteristika. Von

manchen Autoren werden die phylogenetisch alten Gruppen auch als “Klasse 2”-

Gene zusammengefaßt, die erst spät innerhalb der Vertebraten, insbesondere der

Tetrapoden entstandenen Vertreter dagegen als “Klasse 1”-Gene (el-Baradi T. und

Pieler T.; 1991. Pieler T. und Bellefroid E.; 1994). Betrachtet man den konkreten

Fall der BTD und Sp1 bzw. Sp4-Proteine, so ist eine klare Gruppierung der

dazugehörenden Gene in eine homologe Abstammungslinie möglich.

Abb.4: “Standard-Zn-Finger”
Leere Kreise stellen variable Amino-
säurereste dar, die stark konservierten
Aminosäuren sind rot dargestellt, der
HC-link in blau.

Abb.5: Zn-Finger-Evolution.
Hypothetische Evolution der Zink-
Finger-Gene (nach  Pieler T. und
Bellefroid E.; 1994 - leicht abge-
ändert).

Abb.6: Vergleich der Zink-Finger- und buttonhead-Domänen verschiedener
Mitglieder der Sp1 und BTEB/KLF-Proteine. Die btd-Domäne und die Zn-Finger
sind mit unterschiedlichen Grüntönen markiert. Weitere konservierte Domänen in der
BTEB/KLF-Gruppe sind durch Rahmen hervorgehoben. Die Sequenz des BTD-Proteins
ist hellrot unterlegt. Identische Aminosäuren sind durch “-” dargestellt, Auslassungen
durch “.” (Abkürzungen: m = Maus, h = Mensch, D = Drosophila)

         btd box                    finger 1                      finger 2                   finger 3
QPQAGRRTRREACTCPYCKDSEGRASGDPGKKKQHI CHIQGCGKVYGKTSHLRAHLRWHTGERPFMCNWSYCGKRFTRSDELQRHKRTHTGEKKFACPECPKRFMRSDHLSKHIKTH    Sp1 (m)
-H-E-K-L--V-----N--RGG--GTNJ.------- C--P-C------------H---HS-----VC--M-C------------HR--H------VC--CS---------A-H---H    Sp3 (h)
EV-P-K-L--V--S--N-REG---GSSE-------V C--E-C------------H---H------IC--MFC------------HR--H------EC--CS-----------HV--H    Sp4 (m)
APL-ATAR-CRR-R--N-QAAG-APEAE-------N C-VP-C----------K-H---H------VC--LFC--S---------HL--H----R--C--CG---------A-HV--H    Sp5 (m)
ET-P-EKR--M-----N---G-K-.S-EQ----.-V C--PDC--TFR---L---HV-LH------VC--FFC------------HA--H--D-R-ECAQCQ---------T-HY--H    Sp2 (h)
-T-LQ.-.-SVR----N-TNE......-ERGR---- C--P-CERL---A---KTH---H------LCL..TC----S-------HG--H-NYRPY-C-ICS-K-S-------HK--H    btd (D)
HSPEE-QDSGS-PSPLSLLH-GVASK-KHASE-R-K CPYS-C------S---K-HY-VH------PCT-PDCL-K-S-----T-HY--H----Q-RC-LCE---------T-HARRH    BTEB1 (m)
LE-EPGPAGSGEPGLRQRGRRGRSRADSESPQRK-K C-YA-CE-----S---K-H--TH------ACS-QECN-K-A-----A-HY--H------SC-ICE---------T-HARRH    BTEB3 (m)
S-SGT-LSPIAPAPGFSPSAARVTPQI-SSRVRS-- CSHP-CG-T-F-S---K-HV-TH---K--SCS-KGCER--A-----S-HR--H-------C-MCDR--------T-HARRH    TIEG1 (m)
AAGNTKLLPLAPAPVFITSSQNCVPQV-FSRRRNYV CSFP-CR-T-F-S---K-H--TH---K--NCS-DGCD-K-A-----S-HR--H------VC-VCDR--------T-HARRH    TIEG2 (h)
MNNQKFACSISPFSIESTRRQRRSE-P-SR-RRI-R CDFE-CN---T-S---K-HR-TH---K-YKCT-EGCTWK-G-----T-HY-KH--V-P-KCADCDR--S-----ALHRRRH    AP-2rep (m)
HNPNLPT-LPVNSQNIQPVRYNRRSNP-LE-RRI-Y CDYP-CT---T-S---K-H--TH---K-YKCT-EGCDW--A-----T-HY-KH--A-P-QCGVCNRS-S-----ALHM-RH    BTEB2 (h)
SLHYQELMPPHS-LPEEP-PKR--R-WPRKRTAT-T CDYA-CG-T-T-S---K-H--TH---K-YHCD-DGC-WK-A-----T-HY-KH--HRP-QCQKCDRA-S-----ALHM-RH    GKLF (m)
AARGLLTPPASPLELLEA-PKR--R-WPRKRTAT-T CSYA-CG-T-T-S---K-H--TH---K-YHC--DGC-WK-A-----T-HY-KH--HRP-QCHLCDRA-S-----ALHM-RH    LKLF (h)
ELG-TAIAGDAGLSPGTAPPKRS-RTLA-KRQAA-T CGHE-CG-S-T-S---K-H--TH---K-YACS-DGCDW--A-----T-HY-KH--HRP-CCGLC-RA-S-----ALHM-RH    EKLF (m)
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btd gehört in die Sp1-
Genfamilie

Wie in der Abbildung 6 zu erkennen ist, besitzt das BTD-Protein Merkmale, die

eine klare Eingruppierung in die Sp1-Familie zwingend begründen (alle

Sequenzen aus GenBank / NCBI). Dazu gehört in erster Linie die sogenannte

buttonhead-box, die als synapomorphes Merkmal nur in dieser Genfamilie

auftritt. Ebenfalls zu erwähnen sind an dieser Stelle die sechs Aminosäurereste

vor dem ersten Zn-Finger.

Autapomorphien von 
BTD

Weitere, indirekte Argumente ergeben sich aus dem Vergleich mit der ansonsten

sehr nah verwandten BTEB/XKLF-Genfamilie. So besitzen z.B. die Vertreter

dieser Gruppe an Position sieben in der Schleife des ersten Fingers ein Serin,

wohingegen das BTD-Protein an dieser Stelle ein Alanin besitzt. Allerdings ist

dies gleichzeitig ein Unterschied zur Sp1-Gruppe, die an dieser Position ein

Threonin aufweist. Ähnliche Merkmale, die buttonhead von allen übrigen

Mitgliedern dieser Genfamilie abheben sind z.B. das Fehlen von zwei

Aminosäuren zwischen den beiden Cysteinen des zweiten Fingers (BTD hat zwei

Aminosäurereste, alle anderen vier), der Verlust des zweiten HC-links, das Lysin

an Position drei der Schleife des dritten Fingers und die Dreiergruppe

Glutaminsäure, Arginin und Leucin am Anfang der Schleife des ersten Fingers.

Gleichzeitig gibt es auch Merkmale, die eine Zuordnung von btd in die BTEB /

XKLF-Gruppe rechtfertigen würden. Diese wären z.B. die Serine an Position

fünf der Schleifen des zweiten und des dritten Fingers, die ansonsten auch bei

BTEB1 bzw. bei AP-2rep, BTEB2, GKLF, LKLF und EKLF vorkommen. 

Homologisierungs-
möglichkeiten von BTD 
zur Sp1- und BTEB/
KLF-Gruppe

Auch wenn die Gesamtheit der Gemeinsamkeiten und Unterschiede keinen

Zweifel an der Korrektheit der Zuordnung des buttonhead-Gens in die Sp1-

Familie begründen, stellt sich die Frage, warum einige Merkmale in einem

Widerspruch hinsichtlich der Homologieverhältnisse zueinander stehen? Prinzi-

piell kann man drei Möglichkeiten unterscheiden, die jeweils unterschiedliche

Konsequenzen für die Vorhersage der Merkmale eines orthologen Gens in der

Maus haben:

1. Die Merkmale, die buttonhead mit der Sp1-Gruppe verbinden, spiegeln den

plesiomorphen, vor der Speziation vorliegenden Zustand wider. Die Sp1-

Gene sind also evolutiv älter als die der BTEB/KLF-Gruppe. Die

Unterschiede zwischen den beiden Genfamilien sind also durch

Synapomorphien auf der Ebene der BTEB/KLF-Familie begründet. Die

Konsequenz hieraus ist, dass ein Ortholog von buttonhead die gleichen Sp1-

typischen Merkmale aufweisen sollte wie buttonhead selbst.

2. Die Merkmale, die buttonhead mit der BTEB/KLF-Gruppe verbinden,

spiegeln den plesiomorphen Zustand wider. Bei analoger Argumentation wie

in 1. sollte ein Ortholog von buttonhead ebenfalls die BTEB/KLF-typischen

Merkmale aufweisen.

3. buttonhead selbst spiegelt den plesiomorphen Zustand wider, und die beiden

anderen Gruppen sind erst später entstanden. Diese Möglichkeit würde die

größtmögliche Ähnlichkeit eines btd-Orthologs als Konsequenz haben (falls

diese nicht sekundär in der Vertebratenlinie verloren gingen).
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Gegen die zweite und dritte Möglichkeit spricht, dass - sollte sie zutreffen -

zahlreiche typische Merkmale der ursprünglichen Gene im Laufe der Evolution

verloren gingen. Dies wäre nur dann wahrscheinlich, wenn bereits in der

Entwicklungslinie zu den einzelnen Vorläufergenen der Sp1-Gruppe bzw. BTEB/

XKLF-Gruppe diese Verluste aufgetreten sind. Ansonsten hätten diese

Änderungen mehrfach und unabhängig von einander erfolgen müssen.

D-Sp1 ist der Schlüssel 
zur Verwandschafts-
aufklärung

Ein besonders wichtiges Argument gegen diese Möglichkeit sowie die zweite und

dritte Alternative bietet die Taufliege selbst. Diese besitzt neben btd ein zweites,

zumindest teilweise redundantes Gen: D-Sp1. Trotz seines Namens zeigt es

hinsichtlich seines genetischen Kontextes erheblich mehr Übereinstimmungen

mit btd als mit dem Vertebraten-Gen Sp1 (Wimmer EA. et al.; 1996).

Entsprechend unserer heutigen Kenntnisse über die Mechanismen zur Entstehung

von Genen kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei btd und D-Sp1 um

Paraloge handelt - sie also auf eine Genduplikation zurückgehen. Vergleicht man

die Sequenz von D-Sp1 mit der von anderen Mitgliedern der Sp1- und BTEB/

KLF-Gruppe, so zeigt sich, dass die btd-spezifischen Unterschiede hier nicht

auftreten (siehe Abb. 7). Im Sinne der sparsamsten Erklärung heißt dies, dass btd

die spezifischen Charakteristika in einer divergenten Entwicklung erst später

erlangte. Die einzige alternative Erklärung wäre, dass D-Sp1 durch eine

konvergente Evolution die Merkmale der Sp1-Gruppe nachträglich erworben hat.

Obwohl dies nicht ausgeschlossen werden kann, wird die Wahrscheinlichkeit

hierfür als praktisch Null angenommen.

Vorhersage der BTD-
Merkmale

Hinsichtlich der zu erwartenden Merkmale eines btd-Orthologs in der Maus

ergeben sich hieraus zwei Möglichkeiten:

1. Das Maus-Ortholog ähnelt in seiner Sequenz allen übrigen “typischen”

Mitgliedern der Sp1-Proteine (Sp1, Sp4. D-Sp1). Alle Merkmale, die das

BTD-Protein kennzeichen, kommen in der Maus nicht vor, da sie erst in der

Evolutionslinie nach der Speziation, die die Vorläufer der Insekten und

Vertebraten trennte, entstanden sind.

2. Das Maus-Ortholog weist in seiner Sequenz einige oder alle typischen

Merkmale des BTD-Proteins auf, falls die Speziation erst zu einem

Zeitpunkt erfolgte, als das “Ur-BTD”-Protein bereits einige oder alle

Charakteristika des heutigen Proteins aus der Taufliege entwickelt hat.

Abb.7: Vergleich der Zink-Finger des buttonhead- und D-SP1-Proteins mit
verschiedenen Mitglieder der Sp1- und BTEB/KLF-Proteine. Die Zn-Finger
sind in Grün hervorgehoben. Identische Aminosäurereste sind durch ein “-” ersetzt.
Auslassungen sind durch ein “.” dargestellt. Die Sequenz des BTD- und D-Sp1-Proteins
sind hellrot unterlegt. (Abkürzungen: m = Maus, h = Mensch, D = Drosophila)

       finger 1                      finger 2                   finger 3

KQHI CHIQGCGKVYGKTSHLRAHLRWHTGERPFMCNWSYCGKRFTRSDELQRHKRTHTGEKKFACPECPKRFMRSDHLSKHIKTH Sp1 (m)
---V C--E-C------------H---H------IC--MFC------------HR--H------EC--CS-----------HV--H Sp4 (m)
---- C--P-CERL---A---KTH---H------LCL..TC----S-------HG--H-NYRPY-C-ICS-K-S-------HK--H btd (D)
NI-S C--P-C----------K-H---H------VCN-LFC------------HL--H----R--C-VCN-----G---A-HV--H D-Sp1 (D)
-R-K CPYS-C------S---K-HY-VH------PCT-PDCL-K-S-----T-HY--H----Q-RC-LCE---------T-HARRH BTEB1 (m)
AT-T CSYA-CG-T-T-S---K-H--TH---K-YHC--DGC-WK-A-----T-HY-KH--HRP-QCHLCDRA-S-----ALHM-RH LKLF (M)
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Sp1/Sp4 und btd – ein ungleiches Paar

Die Expression als 
Kr i te r ium fü r  d ie  
Homologiebeziehung

Nachdem gezeigt wurde, dass buttonhead in die Homologiegruppe der Sp1-Gene

eingeordnet werden muss, stellt sich die Frage, ob eines (oder mehrere) der

bekannten Gene dieser Familie als Orthologe in Frage kommen? Man kann

postulieren, dass ein solches Ortholog ähnlich wie im Fall von otd und Otx1/Otx2

sowie ems und Emx1 /Emx2 eine spezifische Rolle in der Kopf- bzw. Gehirnent-

wicklung spielen sollte. Demnach würden die ubiquitär exprimierten Sp1 und Sp3

nicht weiter in Frage kommen. Die Expressionsdaten zu Sp2 sind zu unvoll-

ständig, um von einer ubiquitären Genaktivität auszugehen, aber vorliegende

Literaturdaten weisen auf eine zumindest breite Expression hin (Kingsley C. und

Winoto A.; 1992).

Gene der Sp1-Familie mit einer spezifischen Expression, insbesondere im ZNS,

sind Sp4 und das erst kürzlich identifizierte Sp5 (Supp DM. et al.; 1996. Harrison

SM et al.; 2000. Treichel et al.; 2001). Da die Übertragbarkeit der Expressions-

domänen von der Taufliege auf die Maus nur bedingt möglich ist, kann die

Genaktivität in der Embryonalentwicklung nur unter Vorbehalt als Kriterium

genutzt werden. 

Protein-Domänen 
außerhalb der Zn-
Finger enthalten 
wichtige Informationen

Ein weiterer Anhaltspunkt für die Einordnung der Homologieverhältnisse ist der

Vergleich der Sequenzen außerhalb der bereits beschriebenen Zink-Finger-

Domäne. Die Erfahrungen, die unter anderem mit den Homoeobox-Genen bzw.

–Proteinen gemacht wurden, zeigen, dass hier entscheidende Informationen

gewonnen werden können. Beispiele für solche konservierte Bereiche bei den

Homoeobox-Gene sind die Paired-Domäne in den PAX-Proteinen (Noll M;

1993), die SIX-Domäne in den SIX-Proteinen (Zhou X. et al.; 2000) und die

IRO-Domäne in den IROQUOIS-Proteinen (Bürglin TR.; 1997).

Vergleicht man die verschiedenen Proteine der Sp1- sowie der BTEB/XKLF-

Familie, zeigt sich, dass auch hier solche konservierten Domänen existieren, die

Auskunft über die Verwandtschaftsverhältnisse geben (siehe Abb. 8). So kann

Sp5 anhand der N-terminalen Region eindeutig in die Gruppe der BTEB/KLF-

Proteine eingeordnet werden. Diese sehr unterschiedliche Homologisierung der

Zink-Finger-Domäne und der übrigen, Prolin-reichen Domäne, geht mit großer

Wahrscheinlichkeit auf ein “domain swapping” zurück (Treichel et al.; 2001).

Damit scheidet Sp5 als orthologes Gen für buttonhead aus.

Obwohl als letzter Kandidat das Sp4-Protein auf den ersten Blick eine deutliche

Ähnlichkeit zum BTD-Protein aufweist (Glutamin-reiche und Serin/Threonin-

reiche Domänen),  kann man auch in diesem Fall  zeigen,  dass eine

Orthologiebeziehung sehr unwahrscheinlich ist. Für eine solche Homologie

sprechen die Glutamin- und Serin/Threonin-reichen Domänen, die auch in den

Proteinen Sp1, Sp2 und Sp3 vorkommen. Die Tatsache, dass das BTD-Protein

auch C-terminal eine große Serin/Threonin-reiche Domäne enthält, während alle

übrigen genannten Proteine keine oder nur eine kurze solche Region aufweisen,

ist kein prinzipielles Argument gegen ein Orthologieverhältnis. Dies folgert aus



20 Einleitung

der Beobachtung, dass die C-terminale und N-terminale Domäne des BTD-

Proteins weitgehend übereinstimmende Funktionen haben (Schöck F. et al.;

1999). Dies deutet darauf hin, dass die große N-terminale Serin/Threonin-reiche

Domäne keine prinzipiel l  neuen Eigenschaften besitzt .  Analog zur

Argumentation bei den Abweichungen innerhalb der Zink-Finger-Domäne kann

man postulieren, dass innerhalb der buttonhead-spezifischen Evolutionslinie eine

spätere Verlängerung einer ursprünglich kürzeren Serin / Threonin-reichen

Domäne (wie z.B. in Sp4) stattgefunden hat. 

Abweichende 
Sequenzmerkmale des 
BTD-Proteins

Gegen eine Orthologiebeziehung von Sp4 und buttonhead sprechen drei

Strukturmerkmale des BTD-Proteins im Vergleich mit allen übrigen Mitgliedern

der Sp1-Familie:

Sp1:  
S /T- re ich  vor  Q- re ich  
BTD:  
Q- re ich  vor  S /T- re ich

1. Obwohl in der ursprünglichen Beschreibung von buttonhead (Wimmer EA.

et al.; 1993) und nachfolgenden Publikationen (z.B. Schöck F. et al.; 1999)

davon ausgegangen wird, dass die Glutamin-reiche Domäne des BTD-

Proteins zu der des Sp1- (und Sp4-)Proteins homolog ist, gibt es

schwerwiegende Argumente gegen diese Einschätzung. Erstens tritt diese

Domäne bei den Vertretern der Sp1-Familie immer in gleicher,

Abb.8: Vergleich des BTD-Gesamtproteins mit den übrigen Vertretern der
Sp1- und BTEB/KLF-Familie. Die schematischen Proteindarstellungen sind
entsprechend ihrer relativen Längen zueinander proportional dargstellt. Die Ausrichtung
erfolgte anhand der Zink-Finger-Domänen. Das BTD-Protein ist grau unterlegt. Besonders
zu beachten sind die verlängerte N-terminale S/T-reiche Domäne, die zusätzliche A-reiche
Domäne und die vertauschten Q- und S/T-reichen Domänen des BTD-Proteins, sowie die
chimäre Struktur des Sp5-Proteins. (Abkürzungen: S = Serin, T = Threonin, Q = Glutamin,
P = Prolin, A = Alanin)
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charakteristischer Weise zusammen mit der Glutamin-reichen Domäne auf:

N-terminal liegt die S/T-reiche Region und erst anschließend folgt die

Glutamin-reiche Domäne. Obwohl dieses Muster im Falle von Sp2 und dem

ersten Teil von Sp4 etwas aufgebrochen ist, indem eine kurze Region mit

einer Anreicherung an Glutaminresten vor der Serin/Threonin-reichen

Region liegt, ist es dennoch klar erkennbar. Außerdem treten die beiden

Domänen zumeist tandemartig wiederholt zwei Mal pro Protein auf. Einzige

Ausnahme ist das Sp2-Protein, das vemutlich den ersten Teil nachträglich

wieder verloren hat (diese nachträgliche Veränderung entspricht den

beobachteten Unterschieden von Sp2 innerhalb der Zink-Finger-Domäne).

Beim BTD-Protein dagegen ist diese Reihenfolge klar vertauscht. Nimmt

man die dargelegte Abstammung des Proteins von einem gemeinsamen

Vorläuferprotein von BTD und Sp1 etc. an, erscheint ein Verlust sowohl des

ersten Teils (die S/T-reiche Domäne vor der Q-reichen Domäne) als auch

eines mittleren Teils (die zweite Q-reiche Domäne hinter der ursprünglich

zweiten S/T-reichen Domäne) als sehr unwahrscheinlich.

Sp1-typische Sequenz 
(2. Q-riche Domäne aus Sp4): 
NQFQVIQVQNPSGSVQYQVIP

QLQTVEGQQIQINPTRSSSLQD

LQGQIQLISAGNNQAILTAANRT

ASGNILAQNLANQTVPVQIRPGV

SIPLQLQTLPGTQAQV

2. Die Aminosäuresequenzen der Glutamin-reichen Regionen des BTD- und

der Sp1-homologen Proteine sind hinsichtlich ihrer Verteilung völlig

unterschiedlich. Bei den Sp1-Proteinen sind die Glutamin-Reste gleichmäßig

über eine größere Region verteilt, so dass nur in wenigen Fällen mehr als 2

Glutamin-Reste unmittelbar hintereinander vorkommen. Insgesamt beträgt

der Glutamin-Anteil in einer solchen Domäne etwa 20-25%. Die

entsprechende Region des BTD-Proteins dagegen enthält sie in Form von

Wiederholungen direkt aufeinander folgender Glutamine (bis zu 22 Reste als

Homopolymer). Der Gesamtanteil beträt 64%. 

BTD-Sequenz: 
AQQHQAQQQQHAQHQQHA

QQQQHHLHMQQAQHHLHLSH

QQAQQQHMQHLTQQQQQQ

QQQQQQQQQQQQQQQQ

PQQQQH

Ein weiteres Argument dafür, dass eine in dieser Art und Weise aufgebaute

Domäne nicht homolog zur Glutamin-reichen Region der Sp1-Proteinfamilie

ist, folgt auch daraus, dass diese Glutamin-Homopolymere nicht nur im

BTD-Protein gefunden werden können. Eine große Anzahl von Proteinen in

der Taufliege enthält solche Bereiche =  opa-Elemente ( Wharton KA. et al.;

1985). In wenigen Fällen werden solche Glutamin-Wiederholungen auch in

Vertebratengene gefunden, aber zumeist sind diese eindeutig nicht homolog

zum opa-Element. 

Beispiele für Homologe in der Taufliege und der Maus, bei denen die

Fliegenproteine ein solches opa-Element besitzen, während es in dem

Mausprotein fehlt, wären u.a. DACHSHUND, ELF, ODD-PAIRED / ZIC,

ABDOMINAL-A / HOX...8, ABDOMINAL-B / HOX...9, NOTCH,

PROSPERO, DISHEVELLED, DORSAL / REL, MSH / MSX, TAF110,

ARAUCAN / IRX, EYES ABSENT / EYA etc.. Aufgrund dieser

Argumentation kann man davon ausgehen, dass das BTD-Protein die in den

Sp1-Proteinen essentielle Glutamin-reiche Region (Courey AJ. und Tjian R.;

1988) nicht besitzt bzw. die verschiedenen Domänen in den Proteinen

unterschiedliche Funktionen besitzen.
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A-reiche BTD-Domäne: 
TAAAGALAGSPTSSSPSSSAASA

AAAAAAAAAAAADLGAAA

VASAAY

3. Das BTD-Protein besitzt im Gegensatz zu den Sp1-homologen Proteinen

eine Alanin-reiche Domäne. Diese Domänen kommen insbesondere in

Transkriptionsfaktoren und anderen DNA/RNA-bindenden Proteinen vor,

wie  z.B. KRÜPPEL, DACHSHUND, HOXA13, HOXD13, POU3F3,

SOX3, ZIC2, BRAIN-1, RIBOSOMAL PROTEIN L14, PHOX2B, GSH-2,

NKX2.3 etc.. Obwohl diese Domäne nicht sehr groß ist und auch eine

“zufällige” Aminosäuresequenz repräsentieren könnte, ist dies auf Grund der

biologischen Daten sehr unwahrscheinlich. Es ist bekannt, dass solche

Alanin-Homopolymere wichtige Funktionen in der biochemischen Funktion

des entsprechenden Proteins besitzen, so dass das Fehlen dieser Domäne in

den Sp1-homologen Protein als signifikant betrachtet werden kann (Akarsu

AN. et al.; 1996. Goodman FR. et al.; 1997. Licht JD. et al.; 1990). Dieser

Argumentation entsprechend sollte ein BTD-Ortholog ebenfalls eine

Polyalanindomäne besitzen.

Das Vertebraten-
Ortholog zu btd ist noch 
n icht  ident i f iz ier t  
worden

Trotz der zu Beginn dieses Kapitel aufgeführten Argumente für ein

Orthologieverhältnis zwischen Sp4  und buttonhead  kann eine solche

Homologisierung auf Grund der gezeigten Unterschiede zwischen den beiden

Genen bzw. den postulierten Proteinen nicht aufrecht erhalten werden. Damit

kann (im Rahmen einer wissenschaftlich begründbaren Vorhersagbarkeit)

ausgeschlossen werden, dass das Vertebraten-Ortholog zum buttonhead-Gen

der Taufliege Drosophila melanogaster bereits gefunden wurde.

Von der Fliege lernen, heißt nicht nur fliegen 

lernen

In den vorhergehenden Kapiteln wurde gezeigt, dass nicht nur die Flugkünste von

Drosophila von großem wissenschaftlichen Wert sind. Auch die Bearbeitung der

Frage nach der Entwicklung unseres Gehirns profitiert  in unschätzbarem Maße

vom Studium der Tauflieg. Es wurde gezeigt, dass die meisten Gene, die bei

Drosophila die Kopf- und ZNS-Entwicklung steuern, auch bei Säugern wie der

Maus und dem Menschen eine entscheidende Rolle spielen. Dies gilt

insbesondere für die orthologen Gene otd und Otx1 /Otx2 sowie ems und Emx1 /

Emx2. 

Es konnte gezeigt werden, dass die buttonhead-Orthologe der Maus und des

Menschen bislang nicht identifiziert worden sind. Entsprechend der bisherigen

Erfahrungen kann davon ausgegangen werden, dass diese Gene ähnlich zu Otx1/2

und Emx1/2 ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung des

Säugetierkopfes und -gehirns spielen werden. Daher sind die Klonierung und

Charakterisierung der Mammaliagene von großer wissenschaftlicher Bedeutung.

Da die bisherigen Versuche mit den üblichen Homologie-screens hierzu in

zahlreichen Laboren dieser Welt zu keinerlei Resultaten geführt haben, (Labore

von Peter Gruss, Herbert Jäckle - Max-Planck-Institut für Biophysikalische
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Chemie, John Rubenstein - University of California at San Francisco, Alexandra

Joyner - Skirball Institute of Biomolecular Medicin, New York University School

of Medicine; persönliche Mitteilungen) stellt sich die Frage nach den Ursachen

und möglichen Strategien. Beide Aspekte lassen sich mit Hilfe der vorherigen

Analysen beantworten:

Die Ursache für das Versagen der üblichen Homologie-screens ergibt sich

unmittelbar aus der diskutierten Verwandtschaftsbeziehung mit der Sp1-Familie

und den übrigen Sequenzmerkmalen des btd-Gens: Wird die Zink-Finger-Box

des btd-Gens wegen der besonders hohen evolutiven Sequenzkonservierung als

Sonde in einem screen verwendet, kann dies nur erfolgreich sein, wenn man

entweder bei niedriger Stringenz eine sehr große Zahl homologer Gene kloniert

und aus deren Gesamtheit versucht das Ortholog zu identifizieren, oder bei hoher

Stringenz nach einem Gen sucht, das die selben spezifischen Unterschiede zu den

übrigen homologen Genen aufweist, wie buttonhead selbst. 

Gegen einen Erfolg bei der Suche mit niedriger Stringenz sprechen zwei Gründe:

1. Viele der bekannten Gene dieser Familien sind sehr hoch exprimiert, so dass

die relative Häufigkeit des gesuchten Orthologs entsprechend gering ist

(wenn man von cDNA-Bibliotheken etc. ausgeht).

2. Die btd-Zink-Finger-Box enthält einen HC-link, der auch in der repetitiven

Klasse der C2H2-Zink-Finger-Gene in stark konservierter Form gefunden

wird. Gleichzeitig ist die Box nicht groß genug, um die Teile, die eine

unerwünschte Hybridisierung verursachen, entfernen zu können.

Dem entsprechend bewirkt die niedrige Stringenz eine Hybridisierung mit einer

so großen Anzahl von ungewollten Sequenzen, dass das Aussortieren der

gesuchten Sequenz ähnlich einer “Suche nach der Stecknadel im Heuhafen”

jeden vertretbaren Aufwand übersteigt.

Ähnlich problematisch ist der Ansatz der hochstringenten Hybridisierung, wenn

auch aus anderen Gründen: Wie zuvor gezeigt werden konnte, sind die

“typischen” btd-Charakteristika vermutlich erst auf der Linie der Insekten oder

der Taufliege entstanden. Trifft dies zu, bedeutet das zwangsläufig, dass die Suche

nach einem Gen mit den entsprechenden Unterschieden nicht funktionieren kann.

Entweder weist das Maus- und Menschortholog weitgehend die Merkmale der

Zink-Finger-Boxen der übrigen Sp1-Gene auf, oder es hat eigene Abweichungen

entwickelt, die nicht in der Taufliege vorkommen und nicht vorhergesagt werden

können.

Auch die Sequenzbereiche außerhalb der Zink-Finger-Box erweisen sich für die

Suche nach den Vertebraten-Orthologen als ungeeignet. So kann man aus der

Analyse des Drosophila-Gens unmittelbar ableiten, dass die Glutamin-reiche

Region mit großer Sicherheit nicht in den entsprechenden Homologen

vorkommen wird. Als einziges noch verbleibendes Merkmal bleibt die Serin /

Threonin-reiche Domäne des translatierten Proteins. Hier zeigt jedoch ein

Vergleich mit anderen Transkriptionsfaktoren, dass Sequenzabschnitte, die Serin/
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Threonin- oder Prolin/Serin/Threonin-reiche (PST) Domänen kodieren, oft auch

bei nicht homologen Genen vorkommen. Beispiele hierfür sind Oct1 (Mendel

DB. et al.; 1991), Osf2 und Cbfa1 (Thirunavukkarasu K. et al.; 1998), MTF-1

(Radtke F. et al.; 1995) oder Pax6 (Mirzayans F. et al.; 1995). Hinzu kommt, dass

die S/T-Domänen zwar als solche konserviert sind, aber bereits ein Vergleich von

den sehr nah verwandten Sp1- und Sp4-Proteinen zeigt, dass sie hinsichtlich der

exakten Sequenz keinerlei Ähnlichkeiten aufweisen (wohl aber die jeweils

danach folgenden Glutamin-reichen Domänen) (Vergleich am NCBI mit “blast 2

sequences” der entsprechenden Proteinsequenzen aus der GenBank-Datenbank).

Aus dieser Analyse des Fliegengens und den Vergleichen mit den homologen

Genen aus den Vertebraten kann man lernen, dass der übliche Weg des

Homologie-screens kein geeigneter wissenschaftlicher Ansatz zur Klonierung

des btd-Orthologs ist. 

Die Regulation des Regulators

Ein weiteres Problem neben der Klonierung von Genen, die als Maus-Homologe

von buttonhead in Frage kommen, ist die Identifizierung des wahrscheinlichen

Orthologs. Aus naheliegenden Gründen war kein Wissenschaftler während der

Evolution von Vertebraten und Insekten anwesend, um die entscheidenden

Schritte zu dokumentieren. Somit gibt es keine objektiven Beweise für jedwede

angenommene Homologiebeziehung. Stattdessen muß sich der Wissenschaftler

damit begnügen, Belege (was keineswegs Beweise sind!) zu finden, die seine

Schlussfolgerungen unterstützen und wahrscheinlicher machen als alle

alternativen Erklärungsmöglichkeiten (Prinzip der sparsamsten Erklärungen, oder

“Ockhams Klinge”). Tatsächlich lässt sich eine postulierte Orthologie für

gewöhnlich nur solange belegen, bis ein neues Gen gefunden wird, das die

Kriterien für eine solche Homologiebeziehung besser erfüllt als das vorherige.

Für die Homologiesierung von Genen stehen vier Kriterien zur Auswahl:

1. Die Sequenz

2. Homologiekr i ter ium 
nach Remane: 
Übereinstimmungen in 
speziellen Qualitäten 
ih re r  S t ruk tu ren .

Der Sequenzvergleich entsprechend der zuvor durchgeführten Analysen zu

den Beziehungen von buttonhead und Sp1 ist das direkteste Kriterium. Es

gibt unmittelbar Auskunft hinsichtlich Übereinstimmungen und

Unterschieden zwischen Genen. Hinzu kommt, dass der Grad der

Ähnlichkeit, ausgedrückt in “Prozent übereinstimmender Nukleotide”, ein

relativ gutes Maß für die Nähe der Verwandtschaft von Genen ist.

1. Homologiekr i ter ium 
nach Remane: gleiche 
Lage in vergleichbarem 
Gefügesystem.

2. Vergleich von Ziel-Genen und Interaktionspartnern

Die Genprodukte, also die RNAs (wie im Falle von tRNA oder rRNA) oder

die Proteine erfüllen spezifische biochemische Funktionen. Im Fall des

Transkriptionsfaktors BTD besteht diese in der Regulierung der Aktivität

von bestimmten Zielgenen. Obwohl die biochemischen Funktionen sehr
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unterschiedliche Konsequenzen für den Organismus haben können, sind die

unmittelbaren Interaktionspartner zumeist konserviert. Dies ist die Basis der

Eingangs vorgestellten Kaskaden oder Netzwerke, die als gemeinsame

Steuerprogramme in der Entwicklung von so unterschiedlichen Organismen

wie der Taufliege oder der Hausmaus dienen. 

Im Fall des buttonhead-Gens bzw. des BTD-Proteins ist der Vergleich von

Zielgenen des Transkriptionsfaktors nicht möglich, da diese auch in der

Fliege bislang nicht bekannt sind.

3. Vergleich der Expressionsmuster = Regulation des Gens

Da das gegenwärtige Leben prinzipiell in einer ununterbrochenen

Kontinuität existiert, gibt es keinen tatsächlichen Anfang (was sich in der

berühmten Frage wiederspiegelt, was zuerst dagewesen ist: das Huhn, oder

das Ei?). Somit gibt es auch immer Faktoren, die die Expression eines Gens

bestimmen, selbst wenn das Gen im Sinne einer schematischen

Vereinfachung wie in Abb. 1 an den Anfang einer Entwicklungsphase gestellt

wird und selbst als Regulator dient. Sogar wenn die Identität dieser Faktoren

nicht bekannt ist, kann zumindest das Resultat ihrer Aktivität dokumentiert

und verglichen werden: das Expressionsmuster eines Gens hinsichtlich der

räumlichen und zeitlichen Verteilung seiner Produkte. Auf dieser Überlegung

basieren auch die Vorhersagen für die erwartete Expression von buttonhead,

wie sie beim Vergleich mit Sp1 etc. gemacht wurden.

4. Vergleich von Zwischenstufen

3. Homologiekr i ter ium 
nach Remane: 
Übergänge zwischen den 
untersuchten Zuständen

Ein besonders starkes Argument für die Homologisierung von Genen oder

morphologisch-anatomischen Strukturen ist das Vorhandensein von

Zwischenstufen oder Übergängen. Dies ist auch der Grund, weshalb die

Genomsequenzierung von möglichst vielen verschiedenen Organismen so

wichtig für unser wissenschaftliches Verständnis ist. Im Fall von buttonhead

liegen jedoch bislang keine beschriebenen Gene außerhalb von Drosophila

vor, so dass dieses Kriterium nicht genutzt werden kann.

Nachdem das zweite und vierte Kriterium nicht untersucht werden können, bleibt

neben dem Sequenzvergleich nur die Analyse des Expressionsmusters von btd. 

Die Analyse der buttonhead-Expression während der Embryonalentwicklung mit

Hilfe der in situ-Hybridisierung (siehe Wimmer EA. et al.; 1996. Wimmer EA. et

al.; 1993) ergibt folgende Daten (siehe Abb. 9):

Die Expression beginnt ringförmig in dem Bereich der späteren maxillaren,

mandibularen, interkalaren und antennalen Kopfsegmente, wie in Abb. 2

schematisch dargestellt ist (Abb. 9a). Diese verschwindet im weiteren Verlauf der

Entwicklung wieder (Abb. 9b,c). Während der Zellularisierung des Blastoderms

kommt eine Kopf-Expression in der proneuralen Region anterior zur

ringförmigen Expression hinzu, die während der Keimbandverkürzung in

mehrere kleine Domänen zerfällt und verschiedene Gehirnbereiche markiert

(Abb. 9b und folgende). Mit fortschreitender Differenzierung findet man die btd-
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Transkripte  anschl ießend in  den Neuroblasten und dem aus ihnen

hervorgehenden Zellen des ZNS / Bauchmark. Etwas später kann ein zweites

metameres Hybridisierungssignal etwas weiter lateral nachgewiesen werden, das

den proneuralen Cluster zugeordnet werden kann, aus denen Teile des periphere

Nervensystem hervorgehen (z.B. pentascolopediales Chordotonalorgan).

Zusätzlich wird buttonhead in den Imaginalscheiben exprimiert, aus denen die

Beine der Fliege hervorgehen werden.

Abb.9: in situ-Hybridisierung von Drosophila-Embryonen mit einer btd-
spezifischen DNA-Sonde (aus: Wimmer EA et al.; 1996) Deutlich zu erkennen
ist die frühe ringförmige Expression in der Region der in der Mutante betroffenen
Kopfsegmente, die anteriore Kopfexpression,  die metamere Expression in ZNS
und PNS und in den Beinimaginalscheiben.
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Obwohl die Übertragbarkeit der Expressionsdomänen nur bis zu einem gewissen

Grad möglich ist,  ergibt sich das folgende “ideale Expressionsmuster” eines

orthologen Gens in der Maus: das Gen sollte exprimiert sein

1. in der Kopfregion, aber weiter caudal als die von Otx1/2 und Emx1/2;

2. danach im anterio-dorsalen Bereichen des Gehirns (Telencephalon?);

3. im posterioren Teil des ZNS = Rückenmark;

4. in Teilen des peripheren Nervensystems (hier ist eine Vorhersage sehr

problematisch, da es z.B. vermutlich kein Homolog zu den

Chordotonalorganen in Vertebraten gibt);

5. in den Beinanlagen.

6. Das Expressionsmuster des potentiellen Orthologs sollte keine oder nur

wenige andere Regionen des Körpers umfassen.

 

Zusammenfassung und Aufgabenstellung

In der vorangehenden Studie konnte gezeigt werden, dass  Homologievergleiche

zwischen der Taufliege und der Maus ein geeignetes Mittel darstellen, um unser

Wissen und Verständnis der Entwicklungsbiologie zu erweitern. Insbesondere bei

der Frage nach der Entstehung unseres eigenen Gehirns kann diese Methode, in

der Fachliteratur auch als “Evo-Devo” bezeichnet, entscheidende Beiträge leisten

(Goodman CS. und Coughlin BC.; 2000). Hier ist das buttonhead-Gen aus der

Taufliege Drosophila melanogaster von besonderem Interesse: auf Grund seiner

Stellung in den genetischen Kaskaden der Taufliege kann erwartet werden, dass

es auch in Vertebraten ein oder mehrere orthologe Gene gibt, und dass diese auch

dort einen entscheidenden Einfluß auf die Entwicklung des Kopfes und Gehirns

besitzen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das buttonhead-Ortholog in der Maus zu

klonieren und charakterisieren. Hierzu wurde ein spezifischer PCR-Ansatz

gewählt und die dabei erhaltenen Gene auf der Basis von Sequenzähnlichkeiten

und Expressionsmuster während der Embryonalentwicklung hinsichtlich ihrer

möglichen Homologiebeziehungen zu btd eingeordnet. Eines der Gene, im

weiteren Verlauf als Knopfkopf bezeichnet, zeigte bei dieser Analyse alle

notwendigen Merkmale, um als das gesuchte Ortholog zu gelten. Unterstützt

wurde diese Einschätzung durch Versuche in der Taufliege (diese Versuche

wurden als Kooperation mit der Abteilung von Herbert Jäckle, MPI für

Biophysikalische Chemie, durchgeführt). Die funktionelle Analyse erfolgte durch

eine gezielte Inaktivierung des Gens mit Hilfe der homologen Rekombination

(“Knock Out”-Exper iment)  und anschl ießender  Untersuchung der

Mausmutanten. Zusätzlich wurden theoretische Studien durchgeführt, um die

mögliche Beteiligung des murinen Gens bzw. dessen humanem Ortholog an

bestehenden Mausmutanten und bei menschlichen Syndromen zu ermitteln.
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Methoden

Der folgende Hauptteil der Promotionsschrift umfasst alle Methoden, die im

Rahmen der Doktorarbeit eingesetzt wurden. Da ihre überwiegende Mehrzahl

inzwischen weltweit standardisiert ist, wurde darauf verzichtet, allgemein

gebräuchliche Vorschriften im Detail vorzustellen. Es wird davon ausgeganen,

dass der Leser mit den allgemein gebräuchlichen Methoden vertraut ist. Ebenfalls

vorausgesetzt wird, dass Standard-Werke wie Molecular Cloning von Sambrook,

Fritsch, Maniatis bekannt und erhältlich sind. Gleiches gilt für verwendete

Arbeitsvorschriften von allgemein bekannten Herstellern wie Qiagen, Pharmacia

oder Stratagene. Es ist nicht beabsichtigt, im Rahmen der vorliegenden

Promotionsschrift einen Ersatz für generell übliche und erhältliche Methoden-

Bücher zu erarbeiten.

Detailierte Angaben werden im Folgenden nur dort gemacht, wenn von den

üblichen Methoden abgewichen wurde bzw. die Erfahrung gemacht wurde, dass

bestimmte Schritte nicht variiert werden dürfen. Ein Beispiel für eine solche

Arbeitsvorschrift ist die whole-mount in situ Hybridisierung, für die zahlreiche

verschiedene Protokolle angewendet werden. Diese liefern für die Mehrzahl der

Proben identische Resultate. Speziell die eingesetzten Proben von Sp5 und btd

(s.u.) reagieren jedoch bereits sehr empfindlich auf kleine Änderungen der

Bedingungen, so dass die Methode detailiert beschrieben wurde.

Die detailliert dargestellten Protokolle enthalten zahlreiche Schritte (z.B. DNA-

Fällungen etc.), die auch bei anderen Methoden angewandt wurden und dort nicht

im Einzelnen beschrieben wurden.

Ebenfalls nicht im Detail aufgeführt sind die Bezugsquellen der Chemikalien, da

die allgemeine Qualität der verschiedenen Hersteller inzwischen so hochwertig

ist, dass keine praktischen Unterschiede bestehen zwischen z.B. Tris von Merck

oder von Sigma. In der Arbeitsgruppe wurde i.d.R. bei Merck, Darmstadt,

bestellt. Falls bei anderen Herstellern eingekauft wurde, konnten keine Unter-

schiede festgestellt werden.

Bei Arbeitsschritten, die vollständig mit einem Kit entsprechend den Angaben

des Herstellers durchgeführt wurden, werden lediglich die Bezugsquellen der

Kits aufgeführt und, wenn nötig, die Arbeitsvorschriften spezifiziert. 
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P r ä p a r a t i o n ,  A n a l y s e  u n d  M a n i p u l a t i o n  v o n  

Nuk le insäuren

Rekombinante Plasmide wurden basierend auf pBluescript IIKS+ (Stratagene)

oder pGEM-T(Promega), in seltenen Fällen mit plcBS (siehe Ergebnisse) als

Vektoren hergestellt. Als Standard-System diente pBluescript II KS+, pGEM-

T(Promega) wurde bei der Klonierung von PCR-Amplifikaten eingesetzt und

plcBS diente zur Klonierung von cDNA oder genomischer DNA der Gene Sp5,

Sp6 und Knopfkopf. 

Die  Plasmide wurden in  E.  col i ,  S tamm DH5α  (Gibco BRL ®  Life

Technologies™) präpariert. Lediglich bei der Konstruktion des Knock Out-

Konstruktes (siehe Ergebnisse) wurde der Stamm SURE® von Stratagene

verwendet. 

Es wurden generell Übernacht-Kulturen verwendet, die entweder mit 1/100

Volumen einer Start-Kultur oder mit einer einzelnen gepickten E. coli-Kolonie

angeimpft wurden. Bei der Verwendung von TB-Kulturen wurde darauf geachtet,

dass die Gesamtzeit der Kultur nicht mehr als 14h dauerte.

A n a l y t i s c h e  P l a s m i d p r ä p a r a t i o n e n

Für analytische Zwecke reicht bei der Verwendung von high copy-Plasmiden wie

pBluescriptIIKS+ (Stratagene) oder pGEM-T(Promega) i.d.R. eine Kultur von 1-

2ml LB-Medium. Diese wurden nach drei alternativen Protokollen hergestellt:

1. Für Schnellpräparationen, die z.B. nur für eine einfache Kontrolle dienten,

wurde die Methode nach Chowdhury (1991) eingesetzt.

2. In den meisten Fällen wurden die Plasmide mit dem QIAprep® Spin Miniprep

Kit von Qiagen (Hilden) hergestellt. Es wurde entsprechend der

Herstellerangaben - Qiaprep® Miniprep Handbook - gearbeitet.

3. Alternativ wurde die DNA entsprechend der Vorschrift für die alkalische

Lyse nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989) durchgeführt.

Bei der Präparation von <10µg Plasmid-DNA unter Verwendung des low copy-

Plasmids plcBS (siehe Ergebnisse) wurden eine 5 ml-Kultur mit TB-Medium

(Sambrook J. et al.; zweite Auflage; 1989) angesetzt. 

Von den 5ml TB-Kultur wurden 2ml mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit von

Qiagen (Hilden) präpariert. Dabei wurde die Menge der Puffer P1, P2 und N3 auf

500 bzw. 700µl verdoppelt und das Lysat sukzessiv auf je eine Säule aufgetragen.

Die Säulen wurden je 2× mit PB und 1× mit PE gewaschen. Im Übrigen wurde

entsprechend des QIAprep® Spin Miniprep Kit-Protokolls gearbeitet.
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P r ä p a r a t a t i v e  P l a s m i d p r ä p a r a t i o n  /  S t a n d a r d

Standard-DNA-
Präparationen 
erfolgten mit Qiagen-
Ki ts

Bei Bedarf wurden 100 oder 500µg Plasmid-DNA präpariert. Bei der Verwen-

dung von high copy-Plasmiden erfolgte die Präparation mit dem QIAfilter®

Plasmid Midi / Maxi Kit von Qiagen (Hilden) entsprechend der Angaben im

QIAGEN® Plasmid Purification Handbook (September 2000). 

Wenn der low copy-Plasmid plcBS verwendet wurde, mussten für die Gewinnung

von ca. 300–500µg DNA 1,0l TB-Kulturen verwendet werden. TB wurde ent-

sprechend Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989) angesetzt. Die Bakterien-

kultur wurde  20min. bei 800g abzentrifugiert und der Überstand restlos entfernt.

Die Bakterien wurden anschließend basierend auf dem Herstellerprotokoll für

das QIAGEN® Plasmid Maxi Kit mit lysiert, wobei die Mengen der Puffer P1, P2

und P3 von je 10ml auf 125ml erhöht wurden.

Das Präzipitat wurde 45min. bei 9.700g abzentrifugiert und sukzessiv auf je 2

QIAGEN-tip 500 aufgetragen. Die Säulen wurden mit je 4× 30ml QC gewaschen

und die DNA nach Herstellerangaben eluiert und gefällt. Nach der Fällung wurde

die DNA in 500µl TEpH 8,0 aufgenommen. Die Konzentration der DNA wurde

spektrophotometrisch bestimmt.

P r ä p a r a t i v e  P l a s m i d p r ä p a r a t i o n  /  h o c h r e i n e

P r ä p a r a t i o n  v o n  ( l o w  c o p y ) - P l a s m i d - D N A

Bei der Verwendung von high copy-Vektoren ist das Mengenverhältnis von der

gesuchten Plasmid-DNA zu den übrigen bakteriellen Bestandteilen sehr günstig.

Daher liefern die üblichen Aufreinigungen wie das oben beschriebene QIAfilter®

Plasmid Midi / Maxi Kit von Qiagen eine ausreichende Reinheit der Präparation,

um praktisch alle Arbeiten mit der gewonnenen DNA durchführen zu können. 

low copy- P l a s m i d -
Präparationen sind mit 
Standard-Methoden 
durch bakter iel le 
Bestandteile 
verunre in ig t

Bei der Verwendung von plcBS ist die absolute Plasmid-DNA-Menge pro

Bakterienzelle auf ca. 2% gegenüber pBluescriptIIKS+ reduziert. Dies bedeutet

gleichzeitig, dass die Verunreinigungen um mindestens einen Faktor 100 höher

sind. In der praktischen Beobachtung zeigte es sich, dass die Präparationen oft

sogar schlechter sind als erwartet, da die Reinigungskapazität von Säulenmaterial

etc. ab einem bestimmten Wert überschritten wird und keinerlei Separation mehr

erfolgt. Aus diesem Grund wurde für die Gewinnung von hochreiner DNA eine

erweiterte Methode entwickelt, die auch zur zusätzlichen Aufreinigung von high

copy-Plasmiden verwendet werden kann.

CsCl-Gradienten sind 
mit plsBS nicht 
anwendbar

Anfänglich wurde versucht, die Plasmid-DNA durch Cäsiumchlorid-Gradienten

aufzureinigen (entsprechend Sambrook J. et al.; zweite Auflage; 1989). Es hat

sich jedoch gezeigt, dass die relativ große Menge an Verunreinigungen durch

Lipopolysacchariden etc. aus den Bakterien die Dichte der Lösung sehr stark
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beeinträchtigten. Dadurch verringerte sich die Dichte der Lösung so stark, dass

die DNA präzipitierte und nicht isoliert werden konnte.

hochreine plcBS-DNA 
durch CTAB-Extraktion 
und -Fäl lung

Als Alternative bzw. Ergänzung zu den weltweit standardisierten Plasmid-DNA-

Präparationen wurde eine Methode entwickelt, die auf der Verwendung von

CTAB (Hexadecyl-Trimethylammoniumbroimd, ursprünglicher Name: Cetyl-

Trimethylammoniumbroimd) beruht. Ausgangspunkt hierfür war die Über-

legung, dass vor allem Polysaccharide und Lipopolysaccharide etc. aus der

Zellwand der Bakterien für die Verunreinigungen sorgen. Diese sind mit

Anionenaustauschern etc. nicht ausreichend von der DNA zu differenzieren. 

Ähnliche Probleme bestehen bei der Isolierung von DNA aus Pflanzenzellen, die

ebenfalls eine Zellwand besitzen. Die Zellwände sind zwar in vielen Aspekten

unterschiedlich, verursachen jedoch bei der Plasmid-Präparation ähnliche Verun-

reinigungen. Daher wurden die heute verwendeten CTAB-basierten Aufreini-

gungsmethoden aus der Botanik mit den in den 60er- und 70er-Jahren

entwickelten CTAB-basierenden Protokollen für die Plasmid-Isolierung

verknüpft. Das generelle Prinzip der Methode beruht auf vier Schritten:

1. Grob-Reinigung über eine Anionen-Austauscher-Chromatographie

(QIAfilter® Plasmid Midi / Maxi Kit von Qiagen);

2. Extraktion von Polysacchariden, Lipopolysacchariden usw. mit CTAB unter

Hochsalz-Bedingungen (1,4M NaCl);

3. Fällung der Plasmid-DNA mit CTAB unter Niedrigsalz-Bedingungen (0,5M

NaCl);

4. Fällung der Plasmid-DNA mit PEG und Alkohol.

Die zugrundeliegenden Veröffentlichungen hierzu sind: Jones AS.; 1963. Lis JT.

et  al.; 1975. Lis JT.; 1980. Murray MG. et al.; 1980. Doyle JJ. et al.; 1987.

Manfioletti G. et al.; 1988. Del Sal G. et al.; 1989. Hempstead PG. et al.; 1990.

Murray MG. et al.; 1993. Dellacorte C.; 1994. Shahjahan RM. et al.; 1995.

Lyse der Bakterien und 
Grob-Reinigung der 
Plasmid-DNA

Für die Gewinnung von ca. 500µg DNA werden bei high copy-Plasmiden wie

pBluescriptIIKS+ 100ml LB-Medium eingesetzt. Ihre Kopienzahl pro Bakterium

beträgt ca. 300 – 500 (QIAGEN® Plasmid Purification Handbook (September

2000), Seite 61). Die Kopienzahl von pSC101-abgeleiteten Plasmiden wie plcBS

(siehe Ergebnisse) beträgt ca. 5 pro Zelle (QIAGEN® Plasmid Purification

Handbook (September 2000), Seite 61). Demnach sollte die 50–100fache Menge

eingesetzt werden, also 5–10l LB-Medium. Da in TB-Medium pro Volumen ca.

die dreifache Menge Bakterien kultiviert werden kann, wurde für die Präparation

1,0 l TB-Medium eingesetzt. Dies entspricht theoretisch ca. 3 l LB-Medium.

Erfahrungsgemäß konnten aus einer solchen Kultur ca. 300–500µg Plasmid-

DNA gewonnen werden, also etwas mehr als erwartet.

Die Kultur wurde wie folgt angesetzt: Eine einzelne Bakterien-Kolonie wurde

mit einer gelben Pipettenspitze gepickt und durch mehrmaliges aufziehen von

Medium in 5,0ml TB-Medium übertragen. Die Kultur wurde über Nacht für 14h
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bei 37°C in 50ml-Falcon®-Tubes angezogen. Am nächsten Tag wurden 2,0ml der

Kultur entnommen und die DNA wie unter “analytische Plasmidpräparationen”

beschrieben isoliert. Die restlichen 3,0ml wurden bei 4°C gelagert.

Die Plasmide wurden anschließend getestet, ob sie den erwarteten Aufbau

besaßen. Dazu wurde die DNA i.d.R. für 1h mit entsprechenden Restriktions-

Endonukleasen verdaut und das Resultat auf einem Agarose-Gel kontrolliert.

Falls der Test positiv verlief, wurden jeweils 700µl der gelagerten Kulturen für

die Herstellung von 2 Glycerol-Stöcken verwendet. Für die Gewinnung von

300–500µg Plasmid-DNA wurde mit der restlichen Vorkultur - ca. 1,5ml - die

präparative Kultur aus 1,0l TB-Medium angeimpft und erneut für 14 h bei 37°C

inkubiert. Da die Bakterien in TB schneller die stationäre Wachstumsphase

erreichen, wurde darauf geachtet, dass die Inkubationszeit nie mehr als 15 h

betrug, da ansonsten die Menge an lysierten Bakterien erheblich zunahm und die

DNA verunreinigte.

1,0  l  Hauptku l tu r Die 1,0l TB-Kultur wurde am nächsten Tag 20min. bei 800g abzentrifugiert. Es

hat sich gezeigt, dass der Überstand unter diesen Bedingungen nicht klar war,

aber keine lebenden Bakterien enthielt. Demnach würde eine Abzentrifugation

der verbleibenden Schwebstoffe nicht dazu beitragen, mehr Plasmid-DNA zu

gewinnen, sondern nur die Verunreinigungen erhöhen. Der Überstand wurde

abgegossen, die Behälter nochmals kurz anzentrifugiert und der restliche

Überstand vollständig mit einer Pipette entfernt.

alkalische Lyse Das sehr große Bakterien-Pellet wurde durch schütteln sowie auf- und

abpipettieren in insgesamt 125ml Puffer P1 (Qiagen) gelöst. Dabei wurde darauf

geachtet, dass keinerlei erkennbare Bakerien-Klumpen übrig blieben. Danach

wurde mit je 125ml P2 und P3 ensprechend den Herstellerangaben lysiert und

neutralisiert ( (QIAGEN® Plasmid Purification Handbook (September 2000)). 

Die Präparation wurde danach in 50 ml-Falcon®-Röhrchen umgefüllt. Diese

wurden in den Rotor-Einsatz eines Sorvall® RS-4 gestellt. Um zu verhindern,

dass die Falcons® bei höheren Belastungen platzen, wurde in die Bohrungen der

Rotor-Einsätze Wasser gefüllt. Die Wassermenge richtete sich dabei nach der

Füllung der Röhrchen, da die innere und die äußere Wassersäule weitgehend die

gleiche Füllhöhe haben müssen, um einen Gleichgewichtszustand erzeugen zu

können. Als “Daumenregel” wurde der äußere Wassermantel in drei Stufen

gefüllt: Bei 20ml Zentrifugat wurden 2ml Wasser, bei 30ml Zentrifugat 3ml und

bei 40 ml Zentrifugat wurden 4 ml Wasser in den Rotor-Einsatz gegeben. Die

Zentrifugation erfolgte für 45min mit ca. 9.400g (7000rpm).

Nach der Zentrifugation wurde der Überstand durch einen schnelllaufenden

Faltenfilter (z.B. Faltenfilter MN1640we 1/4 oder MN617we 1/4 von Macherey-

Nagel (Düren)) in einen Erlenmeyerkolben filtriert. Bei großen genomischen

Konstrukten wurde darauf geachtet,  dass das Filtrat entlang der Wand in den

Kolben läuft und nicht tropft, wodurch zusätzliche Scherkräfte auf die Plasmide

vermieden werden.
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Reinigung über 
Anionenaustausch-
Chromatographie

Das Filtrat wurde anschließend sukzessiv auf je 2 QIAGEN-tip 500 aufgetragen.

Die Säulen wurden mit je 4× 30ml QC gewaschen und die DNA nach Hersteller-

angaben in 50ml-Falcon®-Röhrchen eluiert. Die Fällung erfolgte entsprechend

des Protokolls von Qiagen, allerdings wurde die Zentrifugation wie zuvor

beschreiben in den Falcon®-Röhrchen für 60min bei 9.400g durchgeführt. Nach

der Fällung wurde die DNA in 900µl TEpH 8,0 aufgenommen.

Hochgeschwindigkeits-
Zentr i fugation

Erfahrungsgemäß enthielt die DNA-Präparation nach diesem Schritt noch

erhebliche Mengen Lipopolysaccharide etc.. Daher wurde im nächsten Schritt der

hochmolekulare Anteil abzentrifugiert. Dazu wurden die 900µl in je ein 2ml-

Eppi gefüllt (es wurden für diesen Schritt ausschließlich 2 ml-Polypropylen-

Reaktionsgefäße von Eppendorf verwendet, da preiswertere Produkte von Fremd-

herstellern z.T. nicht den Belastungen gewachsen waren und Risse gebildet

haben). Die Lösung wurde dann für 20min. bei 40.000g abzentrifugiert. Dabei

bildete sich in den meisten Fällen ein glasiges Pellet, das verworfen wurde. Die

Überstände mit der DNA wurde anschließend in einem 15ml-Falcon®-Röhrchen

gepoolt und auf 1.890µl mit TEpH8,0 aufgefüllt.

Hochsalz-CTAB-
Extrakt ion

Bei der anschließenden Hochsalz-CTAB-Extraktion wurden nicht-ionische

Verunreinigungen, wie z.B. Polysaccharide etc. aus der Lösung entfernt. Die

Verunreinigungen werden dabei in dem CTAB-Detergenz gelöst und zusammen

mit diesem aus der Lösung extrahiert.

1.890,0µl DNA-Lösung 
450,0µl 1,0M Tris(pH8,0)       

1.260,0µl 5,0M NaCl       
180,0µl 0,5M EDTA(pH8,0)     
720,0µl 12,5% CTAB          

––––––––––––––––––––––––– 
4.500,0µl Gesamtvolumen

Dazu wird CTAB bis zu einer Endkonzentration von 2,0% zugegeben. Hierzu

wird auf eine Endkonzentration von 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH 8,0 und

1,40 M NaCl eingestellt. Danach wird auf eine Endkonzentration von 2,0 %

CTAB eingestellt. Die hierzu verwendete wässrige CTAB-Stammlösung ist nur

für einige Tage stabil, sollte also nicht längere Zeit gelagert werden. 

Bei einer NaCl-Endkonzentration von 1,4M bewirkt dieses Detergenz, dass die

nicht-ionischen Verunreinigungen gebunden werden, die DNA jedoch in der

wässrigen Lösung verbleibt. Hierzu wird die Lösung 45min. bei 37°C inkubiert.

Danach wird das CTAB mit den darin gebundenen Kontaminationen 2× mit

1,0 Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) = “CIA” extrahiert (10 min.

vorsichtig ausschütteln – Trennung der Phasen für 10min bei 2.000g  – wässrige

Lösung in neues 15ml-Falcon®-Röhrchen).

Alkohol-Fäl lung Nach der CTAB- und CIA-Extraktion wird die DNA mit Isopropanol wie üblich

gefällt. Dazu wird 1/10Volumen = 450µl 3,0M Natriumacetat (NaAc) zugegeben.

Um zu verhindern, dass Reste des CTAB ausfallen, sollte der pH-Wert der NaAc-

Lösung jedoch auf 6,0 statt auf 5,2 eingestellt werden. Zu der Lösung werden

anschließend 3,8ml = 0,8Volumen Isopropanol gegeben und die Lösung auf 5

2ml-Eppis verteilt. Die Fällung erfolgt für 30min. bei RT. Die DNA wird für

20min. bei 15.000g und 4°C abzentrifugiert, die Pellets mit kaltem 70%igem

EtOH gewaschen, das EtOH abpipettiert, noch vorhandene Alkohol-Reste durch

kurzes anzentrifugieren in der Spitze der Eppis gesammelt und ebenfalls

abpipettiert. Danach werden die Pellets in je 100µl TEpH8,0 gelöst, gepoolt, die
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fünf Eppis mit 360µl TEpH8,0 gespült und die insgesamt 860µl in einem 2ml

Eppi gepoolt.

Niedrigsalz-CTAB-
Fällung

Bei niedrigen Salzkonzentrationen (<600mM) bildet das CTAB positiv geladene

Mizellen, an die die DNA bindet. Damit ist es möglich, selektiv die DNA von

allen Verunreinigungen zu trennen, die ungeladen sind. Zusammen mit den

beiden vorhergehenden Aufreinigungsstufen wird dadurch ein sehr hoher

Reinheitsgrad für Nukleinsäuren erreicht. U.a. werden mit dieser Methode auch

alle Endotoxine entfernt, die insbesondere bei späteren Arbeiten mit ES-Zellen

stören könnten.

860,0µl DNA-Lösung  
100,0µl 5,0M NaCl  
40,0µl 12,5% CTAB  

________________________  
1000,0µl Gesamtvolumen

Zu der gepoolten DNA-Lösung aus der vorherigen Extraktion (860µl) werden

100µl 5,0M NaCl gegeben (Endkon.: 500µM) und beides vorsichtig gemischt.

Anschließend werden 40 µl der 12,5 %igen CTAB-Lösung (Endkonz.: 0,5 %)

zugegeben. Dabei fällt die DNA mit dem CTAB nach kurzer Zeit in weißen

Flocken aus. Der Ansatz wird 5min bei 65°C und anschließend 20min bei 37°C

inkubiert. Das Präzipitat wird für 10min bei 2.000g und RT abzentrifugiert. Bei

diesem Arbeitsschritt darf die Zentrifugation nicht bei mehr als 2.000g erfolgen,

da das sehr große CTAB-DNA-Pellet ansonsten sehr stark verdichtet wird und

praktisch nicht mehr in Lösung gebracht werden kann! Der Überstand wird

abpipettiert, Reste kurz nach unten zentrifugiert und ebenfalls sorgfältig mit der

Pipette entfernt. Das Pellet darf an dieser Stelle auf keinen Fall getrocknet

werden!

Damit die DNA wieder gelöst werden kann, muss das CTAB von der DNA

verdrängt werden. Dazu wird auf das feuchte Pellet 2,0 ml einer Lösung aus

70%igem EtOH gegeben, die 0,2M NaAc pH5,2 enthält. Das Pellet wird mit

dieser Lösung mindestens für 5–6h, besser o/n inkubiert. Dabei wird das Eppi

ganz leicht bewegt. Danach wird das Pellet, das durch die Inkubation kleiner

geworden ist, für 5min. bei 2.000g und RT abzentrifugiert. Der Überstand wird

wie zuvor beschrieben vollständig entfernt, das Pellet wie üblich mit kaltem

70%igem EtOH gewaschen und getrocknet. Die DNA wird in 1,0ml TEpH8,0

aufgenommen.

PEG-Fällung Durch die Lyse der großen Bakterienmenge sind in der Präparation größerer

Mengen RNA-Bruchstücke enthalten. Diese werden durch eine PEG-Fällung

entfernt, die selektiv nur Nukleinsäuren von mehr als ca. 1kb Länge präzipitiert.

1,00ml DNA-Lösung  
0,30ml 32,5% PEG8000 
0,20ml 3,0M NaCl  

_______________________ 
1,50ml Gesamtvolumen

Zu den 1,0 ml der DNA-Lösung werden 0,30 ml einer 32,5 %igen Lösung

PEG8000 und 0,20ml einer 3,0M NaCl-Lösung gegeben (Endkonz.: 6,5% PEG

und 0,4M NaCl). Die Lösung wird für >6h (i.d.R. o/n) auf Eis inkubiert. Danach

wird 10min bei 20.000g und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wird mit 70% EtOH

gewaschen, getrocknet und erneut in 1,0ml TE pH8,0 aufgenommen.

Phenolisieren der DNA Um mögliche Verunreinigungen an DNase und vor allem RNasen zu entfernen,

wird die DNA im nächsten Schritt phenolisiert. Außerdem werden dadurch noch

vorhandene Reste des CTABs entfernt. Diese könnten insbesondere bei

anschließenden Arbeiten mit ES-Zellen stören, da CTAB als Detergenz giftig ist.
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Durch die Phenolisierung, Chloroform-Extraktion und anschließende Fällung

werden diese Reste vollständig entfernt.

Die DNA-Lösung wird zuerst mit 1Volumen Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol

(24:24:1) = PCI vorsichtig für 5min ausgeschüttelt und die Phasen 5min in einer

Tischzentrifuge (ca. 16.000g – RT) getrennt. Die wässrige Phase wird 2× mit

CIA extrahiert und entsprechend der obigen Angaben mit Isopropanol /NaAc.

gefällt.

EtOH-Fällung der DNAAbschließend wird die DNA 2–3× in 400µl TE pH8,0 aufgenommen und mit

2,5Volumen EtOH – 0,3M NaAc pH5,2 für je ca. 3h bei RT gefällt, wie oben

beschrieben abzentrifugiert und getrocknet. Zuletzt wird die DNA in 500µl TE

pH 8,0 aufgenommen und die DNA-Konzentration spektrophotometrisch

bestimmt. Die übliche Ausbeute mit dieser Methode lag bei 300–500µg DNA.

Die so gewonnene DNA ist hochrein und kann für alle Zwecke inklusive ES-Zell-

Arbeiten eingesetzt werden. Sie weist praktisch keine Verunreinigungen durch

Endotoxine oder RNasen, RNA-Bruchstücke oder ähnlichem auf.

P r ä p a r a t i o n  v o n  λ- D N A

Die Identifizierung von Phagen und die Isolation von Phagen-DNA wurden im

Wesentlichen nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989) durchgeführt. Da

sich im Laufe der Arbeit zeigte, dass die Phagen sehr stark zu Rekombinationen

etc. neigten, wurde das ursprüngliche Protokoll variiert. Im Folgenden ist das

variierte Protokoll dargestellt (allgemein gebräuchliche Arbeitsschritte werden

nicht detailliert aufgeführt). 

Die verwendeten λ-Banken wurden von Prof. Dr. Bridgit Hogan (cDNA in λgt11,

ganzer Embryo, E8,5) bzw. Prof. Dr. Günther Schütz (genomische 129SV-Maus-

DNA, Sau3A-Partialverdau in λ−DASHII von Stratagene) zur Verfügung gestellt.

Für  λgt11 wurde von Beginn an mit E.coli C600 gearbeitet. Nach Vergleichstests

mit E.coli Le392 und einigen anderen Stämmen wurde auch für λ−DASHII mit

C600 gearbeitet.

Präparation von 
E. col i C600

E.coli C600 (Appleyard RK.; 1954) wurden auf einer Agar-Platte ausgestrichen.

Am nächsten Tag wurden 100ml LB-Medium–0,2% Maltose mit einer Kolonie

angeimpft und o/n kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Bakterien für 15min

bei 800g abzentrifugiert und das Medium vollständig entfernt. Die Bakterien

wurden in 50 ml 10 mM MgSO4 aufgenommen und entweder sofort für die

Gewinnung von λ-Phagen bzw. -DNA eingesetzt oder bis zu zwei Wochen bei

4°C gelagert.

Infektion der Bakterien 
mit den Phagen

Die Bakterien wurden für 15min bei RT mit den Phagen präinkubiert und danach

mit geschmolzenem Top-Agar (50°C) gemischt und auf vorgewärmte und

trockene Agar-Platten gegossen. Am nächsten Tag wurden die Platten mit den
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Plaques für ca. 1 h auf 4°C gekühlt und Filter gezogen. Falls Filter von

Bibliotheken oder einer ersten Verifizierung hergestellt wurden, wurden jeweils

zwei Filter von einer Platte hergestellt. Die Filter wurden für einige Minuten bei

RT getrocknet und anschließend denaturiert, neutralisiert und in 2× SSC

äquilibriert. 

Probenherstel lung Die Proben wurden mit dem Megaprime DNA labelling system RPN.1605 von

Amersham / jetzt Amersham Pharmacia Biotech, Bucking-hamshire UK

hergestellt und mit dem QIAquick Necleotide Removal Kit von Qiagen, Hilden,

aufbereitet. Vor der Hybridisierung mit den Filtern wurden die Proben 5min bei

95°C denaturiert und danach zu den Filtern gegeben.

Hybr id is ierung Die Filter mit der Phagen-DNA wurden mindestens eine Stunde bei 65°C in einer

Lösung aus 7 % SDS und 0,5 M Phosphat-Puffer (Church GM. et al.; 984)

prähybridisiert. Anschließend wurde die denaturierte Probe zugegeben und bei

65°C o/n hybridisiert.

Waschen und Exposition 
der  F i l te r

Am nächsten Tag wurden die Filter mit SSC/SDS gewaschen. Im Rahmen der

vorliegenden Doktorarbeit wurden ausschließlich stringente Waschbedingungen

angewandt:2× für 20min. mit 2×SSC/0,5%SDS – 2× für 15min. mit 0,5×SSC/

0,5%SDS – 2× für 10min. mit 0,1×SSC/0,1%SDS bei 65°C. Die gewaschenen

Filter wurden anschließend bei RT getrocknet.

Zur Identifizierung der markierten Phagen wurde ein Röntgenfilm mit den

getrockneten Filtern exponiert. Die Exposition dauerte je nach stärke des Signals

zwischen 20min und 2 Wochen.

Elution der Phagen Die positiven Plaques wurden durch Superposition mit den Filmen lokalisiert und

ausgestochen. Die Phagen wurden o/n in 500µl SM-Puffer / 20µl Chloroform

freigesetzt. Die Phagen-Suspension wurde entweder für eine Vereinzelung oder

für die Herstellung einer Hoch-Titer-Suspension erneut ausplattiert.

Rescreening und 
Vereinzelung

Für eine Vereinzelung der Phagen wurde bei den bearbeiteten Genen darauf

geachtet, dass sie bereits nach einem, höchstens zwei Ansätzen abgeschlossen

werden konnte. Durch die sehr starke Neigung zur Rekombination führte eine

längere Kultur der Phagen dazu, dass die enthaltene cDNA oder genomische

DNA entweder verloren wurde oder stark rekombinierte. Um die Vereinzelung so

schnell wie möglich zu erreichen, wurde zuerst der Titer bestimmt und dann

100–500 Phagen auf 15cm-Platten ausplattiert. Zusätzlich wurde sichergestellt,

dass zumindest bei der ersten Kontroll-Plattierung > 2.000 Phagen getestet

wurden, da die Phagen mit den Inserts stark unterdurchschnittlich effizient

propagierten und leicht gegenüber Phagen mit anderen Inserts verloren wurden.

Präparation von 
Phagen-DNA

Für die Präparation der Phagen-DNA aus den vereinzelten Plaques wurden "high

titer stocks" hergestellt. Hierzu wurden fünf 9 cm-Platten verwendet, auf die

unterschiedliche Mengen der Phagen-Suspension gegeben wurden. Von diesen

Platten wurde diejenige weiter verarbeitet, bei der spätestens nach 14 Std. mehr

als ca. 98% der Baks lysiert waren (bei 95% funktionierte die anschließende

Herstellung eines Flüssiglysates oft nicht mehr). 
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Die Platte, bei der >98% Lyse mit der geringsten Phagen-Menge erzielt wurden,

wurde mit 5 ml SM o/n eluiert, wobei am nächsten Morgen noch 2-3 ml übrig

waren. Um zu verhindern, dass die Bakerien o/n in der SM-Lösung wuchsen,

wurden einigen Tropfen Chloroform zugegeben. 2ml dieses "high titer stocks"

wurden in einem 2 ml-Eppi mit etwas Chloroform gelagert. Der Rest der

Suspension wurde verworfen (das Eluat darf auf keinen Fall durch Nachspülen

etc. verdünnt werden).

Die Phagen-DNA wurde anschließend aus Flüssiglysaten gewonnen (pro ver-

einzeltem Plaque wurden mindestens 2 oder 3 Präparationen hergestellt). Hierzu

wurden die oben beschriebenen E.coli C600 verwendet. Zuerst wurden 0,7 ml

C600 mit 1,0 ul des high titer stocks versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Danach

wurde die Phagen-Bakterien-Suspension zu 20 ml LB-Medium gegeben, die mit

15mM MgSO4 angereichert wurden. Die Inkubation erfolgte bei 37°C. 

Die Lyse der Bakterien erfolgt i.d.R. nach ca. 10h. Wenn die Suspension außer

den Zellresten der Bakterien völlig klar war, wurden 200 µl Chloroform

zugegeben und nochmals 20min bei 37°C inkubiert. Sollte die Lyse nach 16h

nicht weitgehend abgeschlossen sein, wurde der Ansatz wiederholt, wobei 0,7ml,

0,6ml und 0,5ml der C600-Suspension eingesetzt wurden. Die weitgehend klare

Suspension wurde 10 min. bei 3.000 g abzentrifugiert und die ca. 19,0 ml

Überstand für die Isolierung der DNA verwendet.

Die Phagen-DNA wurde nach einem Protokoll des EMBL lab books hergestellt.

18,9ml der Phagen-Suspension wurden mit 350µg DNaseI und 700µg RNaseA

für 1h bei RT inkubiert. Danach wurden 2,10ml 1,0M Tris-HCl pH8,6 / 3,0M

NaCl / 0,5M EDTA zugegeben, wodurch die Phagen-DNA freigesetzt wurde. Zu

den 21,0µl wurden 21,0µg ProteinaseK gegeben und 30min. bei 37°C inkubiert. 

Anschließend wurde 1× mit PCI phenolisiert und 1× mit CIA extrahiert. Die

DNA wurde anschließend mit 0,8Volumen Isopropanol / 0,3M Natriumacetat

gefällt und wie in “Präparative Plasmidpräparation / hochreine Präparation von

(low copy)-Plasmid-DNA” beschrieben für 45min. bei 9.400g abzentrifugiert.

Das Pellet wurde mit 70%igem EtOH gewaschen, getrocknet und in 500µl TE

pH 8,0 aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde abschließend spektro-

photometrisch bestimmt.

D e g e n e r a t i v e  P C R  z u r  I s o l i e r u n g  e i n e s  

but tonhead- O r t h o l o g s

Die degenerative PCR zur Isolierung eines buttenhead-Orthologs erfolgte wie in

Treichel D. et al. (2001) beschrieben. Die verwendeten Primer-Paare waren:

“btd3” = CACATCTGCCAYATYCCIGGITRYGARMG (5´–3´; buttonhead-

spezifisch = entspricht der Aminosäuresequenz HICHIPGCER/S des ersten BTD-

Zink-Fingers) und “839” = CGCCAGGTGATCRCTICKCATRAAIC (3´–5´;
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Sp1-spezifisch = entspricht der Aminosäuresequenz RFMR/SSDH-”BamHI” des

dritten Sp1-Zink-Fingers).

Als Template diente genomische DNA, die, wie unter “Präparation von

genomischer Maus-DNA für die Genotypisierung” beschrieben, aus Maus-Leber

isoliert  wurde. Die PCR erfolgte bei 47°C mit 40 Zyklen. 

Die so erzeugte 230 bp-Bande wurde in einem Southern Blot mit einer

Drosophila buttonhead-Probe (Zink-Finger-Box) hybridisiert. Anschließend

wurde bis zu einer Stringenz von 0,5×SSC/0,5%SCS bei 60°C gewaschen. Die

Bande wurde aus einem Agarose-Gel ausgeschnitten, die DNA eluiert und in

pGEM®-T kloniert. 

Insgesamt wurden 50 Kolonien gepickt und Kulturen angesetzt. Die DNA wurde

entsprechend den Angaben in “Analytische Plasmidpräparationen” isoliert. Die

Sequenz der DNA der verschiedenen Klone wurde nach Sanger F. et al. (1977)

mit dem T7Sequencing™ Kit von Pharmacia Biotech, jetzt Amersham Pharmacia

Biotech,  ermittelt.

Die Klone wurden mit dem GCG-Software-Paket untereinander und mit der

EMBL-Sequenz-Datenbank verglichen. 

S o u t h e r n - B l o t - A n a l y s e

Southern-Blot-Analysen von DNA wurden nach Sambrook J. et al. (zweite

Auflage 1989) durchgeführt. Einziger Unterschied ist, dass die Proben in einer

Lösung aus 7 % SDS und 0,5 M Phosphat-Puffer (Church GM. et al.; 984)

hybridisiert wurden. Die Proben wurden mit dem Megaprime DNA labelling

system RPN.1605 von Amersham / jetzt Amersham Pharmacia Biotech, Bucking-

hamshire UK hergestellt und mit dem QIAquick Necleotide Removal Kit von

Qiagen, Hilden, aufbereitet. Vor der Hybridisierung mit den Filtern wurden die

Proben 5min bei 95°C denaturiert und danach zu den Filtern gegeben. 

Nach der Hybridisierung wurde je nach Stringenz-Anforderungen mit unter-

schiedlichen Konzentrationen eines SSC / SDS-Puffers gewaschen. Für hoch-

stringente Bedingungen wurde 2× für 20 min. mit 2×SSC / 0,5% SDS – 2× für

15 min. mit 0,5×SSC / 0,5% SDS – 2× für 10 min. mit 0,1×SSC / 0,1% SDS bei

65°C gewaschen. Die gewaschenen Filter wurden getrocknet und je nach

Signalstärke auf Röntgenfilm exponiert. Alternativ dazu erfolgte die Auswertung

mit dem InstantImager von Packart.
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P r ä p a r a t i o n  v o n  g e n o m i s c h e r  M a u s - D N A  f ü r  

d ie  Genotyp is ie rung

Die genomische DNA für die Genotypisierung der transgenen Mäuse wurde

entweder nach dem Standard-Protokoll des Jackson Laboratory (http://

www.jax.org/resources/documents/imr/protocols/tail_DNA_PCR_Phenol.html)

hergestellt oder mit dem DNeasy® 96 Tissue Kit von Qiagen (Hilden). Falls das

Qiagen-Kit eingesetzt wurde, musste die DNA anschließend phenolisiert werden,

damit sie mit SpeI geschnitten werden konnte (s.u.). 

Die DNA-Konzentration wurde anschließend spektrophotometrisch bestimmt.

Für die Genotypisierung per Southern-Blot wurden 10µg DNA eingesetzt. Für

die Genotypisierung per PCR wurden 5ng DNA eingesetzt.

G e n o t y p i s i e r u n g  p e r  S o u t h e r n - B l o t

Die Genotypisierung der Tiere wurde im Wesentlichen nach Sambrook J. et al.

(zweite Auflage 1989) bzw. Hogan B.  et al. (1994) durchgeführt.

Für die Genotypisierung der transgenen Mäuse wurden 10µg genomische DNA

mit SpeI verdaut. Die DNA konnte nicht vollständig verdaut werden, wenn sie

nicht zuvor phenolisiert wurde. Zusätzlich mussten 50U des Restriktionsenyms

eingesetzt werden. Der Verdau erfolgte o/n bei 37°C. Die verdaute DNA wurde

auf einem 0,6%igen Agarose-Gel aufgetrennt und auf positiv geladene Nylon-

Membranen übertragen. Dieser Southern Blot wurde wie unter “Southern-Blot-

Analyse” beschrieben analysiert. 

Als Probe wurde die in Abbildung 44 gezeigte 5’-externe Probe verwendet.

Lediglich für die ursprüngliche Analyse der ES-Zellen wurde zusätzlich mit

EcoRV verdaut und als Probe die 3’-externe Probe eingesetzt, bzw. mit Spe I

verdaut und das Neomycin-Resistenz-Gen als Probe eingesetzt.

Insgesamt 78 adulte Tiere und 57 Embryonen wurden per Southern Blot

analysiert. Die so gewonnenen Daten dienten als Kontrolle für die Erarbeitung

eines zuverlässigen PCR-Protokolls.
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Genotyp is ierung per  PCR

Auf Basis der Genotypisierungen per Southern Blot wurde ein PCR-Protokoll

erarbeitet, das eine zuverlässige Unterscheidung von wildtypischen, hetero-

zygoten und homozygoten (bezogen auf das Knk-Gen) erlaubte. Es hat sich bei

den Versuchen gezeigt, dass das Protokoll sehr empfindlich auf drei Parameter

reagiert, die daher nicht ohne zusätzliche Kontrollen geändert werden sollten:

1. Die Menge der genomischen DNA sollte 5ng (±1ng) pro Reaktion betragen.

2. Als Taq-DNA-Polymerase sollte die HotStarTaq® von Qiagen, Hilden,

entsprechend den Herstellerangaben im HotStarTaq® PCR Handbook benutzt

werden.

3. Die Primer-Menge sollte entsprechend den folgenden Angaben eingesetzt

werden:

Es wurden jeweils mehrere Tiere gleichzeitig genotypisiert, so dass mit größeren

Master-Mixen gearbeitet wurde. Die Einzel-Ansätze für die PCR lauten wie

folgt:

PCR1
     5,0000µl DNA à 1ng/µl
    16,9191µl H2O

M

     0,0703µl Bxcf10 à 100pmol/µl
     0,0469µl Neof1  à 100pmol/µl
     0,0938µl Bxcr10 à 100pmol/µl
     2,5000µl 10×PCR-Puffer
     0,2500µl 20mM/dNTP
     0,1200µl Taq-DNA-Polymerase (HotStarTaq®) à 5U/µl
    25,0000µl Gesamtvolumen

PCR2
     5,0000µl DNA à 1ng/µl
    17,0050µl H2O

M

     0,0625µl Bxcf9 oder Neof1 à 100pmol/µl
     0,0625µl Bxcr12           à 100pmol/µl
     2,5000µl 10×PCR-Puffer
     0,2500µl 20mM/dNTP
     0,1200µl Taq-DNA-Polymerase (HotStarTaq®) à 5U/µl
    25,0000µl Gesamtvolumen

Set 1 Set 2

Primer Sequenz Konz. Primer Sequenz Konz.

Bxcf10
CGG-TGT-GCA-ACA-
AAC-GCT-TC

0,28µM Bxcf9
TCG-TGT-GCA-ATT-
GGC-TGT-TC

0,25µM

Neof1
CCA-AGC-GAA-ACA-
TCG-CAT-CG

0,19µM Bxcr12
AAG-CCA-CTG-TTC-
TAC-CAG-AC

0,25µM

Bxcr10
GAA-GTT-GGG-GGA-
AAG-AAC-G

0,37µM Neof1
CCA-AGC-GAA-ACA-
TCG-CAT-CG

0,25µM

Bxcr12
AAG-CCA-CTG-TTC-
TAC-CAG-AC

0,25µM

Tabelle1: Primer für die Genotypisierung der Knk-Mutanten. Verwendete
Primer für die Genotypisierung der Knopfkopf-Mäuse. Das Set1 wurde in einem Ansatz
durchgeführt, das Set2 in 2 Ansätzen: a) Bxcf9 & Bxcr12. b) Neof1 & Bxcr12.
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Das PCR-Programm lautet:

15 min 95°C

1 min 94°C    -     1 min 64°C    -    1 min 72°C    /    35 Zyklen

5 min 72°C

Die beiden Ansätze der PCR2 wurden nach dem Ende der Reaktion gemischt und

zusammen geladen. Es wurde jeweils ein 1,5%iges Agarose-Gel verwendet. Die

Genotypisierung hat bei über 300 analysierten erwachsenen Tieren sowie ca. 200

Embryonen keinen erkennbaren Fehler verursacht.

P l a s m i d - V e r d a u  m i t  R e s t r i k t i o n s -

Endonukleasen

Restriktionsverdaus von DNA wurden nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage

1989) durchgeführt. Es wurde bei allen Verdau-Ansätzen BSA (New England

Biolabs) nach Herstellerangaben zugesetzt. Der Verdau erfolgte je nach Enzym

bei den Herstellerangaben entsprechenden Inkubationstemperaturen. Die

Inkubationszeit betrug i.d.R. 2h.

P a r t i e l l e r  R e s t r i k t i o n s v e r d a u

Partielle Restriktionsverdaus von DNA wurden nach Sambrook J. et al. (zweite

Auflage 1989) durchgeführt.

Dephosphoryl ierung von DNA-Enden

Dephosphorylierungen von DNA wurden nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage

1989) durchgeführt.
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Erzeugung von g la t ten  DNA-Enden

Die Erzeugung von glatten DNA-Enden (blunting) wurden nach Sambrook J. et

al. (zweite Auflage 1989) durchgeführt. Je nach Überhang wurde mit dem

Klenow-Fragment oder T4-DNA-Polymerase gearbeitet.

A g a r o s e - G e l e l e k t r o p h o r e s e

Die Evaluation von Restriktionsverdaus oder Plasmidpräparationen etc. erfolgte

mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese. Die Methode ist in  Sambrook J. et al.

(zweite Auflage 1989) detailliert beschrieben. 

Die Agarose-Konzentration wurde je nach Bedarf an die Länge der zu trennenden

DNA-Fragmente angepasst. Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten von >15kb

wurde ein 0,3%iges Gel verwendet, das auf ein dünnes 1%iges Unterstützungs-

gel gegossen wurde. Bei Fragmenten zwischen 40 und 70 bp wurde ein 3%iges

Gel gegossen. Hierzu wurden 3,0g Agarose in einen ausgewogenen Erlenmeyer-

kolben gegeben und 100ml 0,5×TBE. Anschließend wurde zusätzlich ca. 20ml

H2OM zugegeben. Die Agarose wurde aufgekocht, bis sie vollständig gelöst war.

Danach wurde der Kolben ausgewogen. Durch die notwendige lange Kochzeit

sind über 20ml Wasser verdampft. Die fehlende Menge Wasser auf insgesamt

100g wurde mit angewärmten H2OM aufgefüllt.

Die Agarose-Lösung wurde mit Ethidiumbromid nach Literaturangabe versetzt,

unter leichtem Schwenken bis auf ca. 50°C abgekühlt und bei RT gegossen und

ausgehärtet. Die Proben wurden mit Probenpuffer gemischt und geladen. Falls

die DNA sehr weit in das Gel laufen musste, um eine optimale Auflösung zu

erzielen, wurde in die Kathoden-Kammer eine äquimolare Menge Ethidium-

bromid zugesetzt. Die aufgetrennte DNA wurde auf einem Standard-UV-Tisch

ausgewertet und mit einem elektronischen Geldokumentations-System

(GelPrint2000i) fotografiert.

P r ä p a r a t i v e  A g a r o s e - G e l e l e k t r o p h o r e s e

Die Präparation von DNA-Fragmenten für die anschließende Ligation etc.

wurden nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989) mittel Elektroelution

durchgeführt. Die Gelelektrophorese erfolgte anstatt mit 0,5×TBE mit 1× TAE.

Die ausgeschnittenen Gelstücke wurden je nach Größe der Bande mit 0,5–3,0ml



Methoden 43

1× TAE eluiert, der Dialyse-Schlauch zusätzlich mit 0,3–1,0ml H2OM gespült

und die Lösungen gepoolt. Falls das Volumen größer als ca. 0,8ml war, wurde

zuerst mit 2-Butanol (Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989)) auf ca. 0,8ml

eingeengt. Danach wurde 1× mit PCI phenolisiert und 1× mit CIA extrahiert. Die

DNA wurde anschließend mit Isopropanol und NaAc gefällt (Sambrook J. et al.

(zweite Auflage 1989)).

L i g a t i o n

Ligationen von DNA wurden nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989)

durchgeführt.

P r ä p a r a t i o n  v o n  k o m p e t e n t e n  E .  c o l i

Elektrokompetente DH5α wurden nach Ausubel FM. et al. (1987-2001)

hergestellt. Die Herstellung chemisch-kompetenter DH5α erfolgte nach dem

Protokoll 7 – FSB-Based Frozen Storage of Competent Cells –  von Hanahan

D. et al. (1970).

T r a n s f o r m a t i o n  v o n  E .  c o l i - B a k e r i e n

Die Elektrotransformation erfolgte mit einem Gene Pulser® von BioRad

entsprechend der Herstellervorgaben. Die chemische Transformation erfolgte

nach Hanahan D. et al. (1970). Zusätzlich wurden die allgemeinen Vorschriften

nach Sambrook J. et al. (zweite Auflage 1989) eingehalten.

H e r s t e l l u n g  v o n  G l y c e r o l - S t ä m m e n

Transformierte Bakterien, die für eine weitere Verwendung langfristig gelagert

werden sollten, wurden als Glycerol-Stämme aufbewahrt. Dazu wurden 700µl

einer entsprechenden frischen Bakterien-o/n-Kultur mit 300µl sterilem 80%igem

Glycerol gemischt und bei RT für 10min inkubiert. Anschließend wurden die

Bakterien bei -80°C eingefroren.
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Hers te l lung  von  t ransgenen  Mäusen

Die transgenen Mäuse (Knock Out-Mäuse) wurden von Sabine Geisendorf und

Silke Schlott hergestellt. Die Methode ist im Detail in  Capecchi MR. (1989) und

Mansouri A. (1998) beschrieben.

X-Gal -Färbung von  t ransgenen  Mäusen

Die X-Gal-Färbung wurde nach Allen ND. et al. (1988) und Mansouri et al.

(2001) durchgeführt.

S k e l e t t - P r ä p a r a t i o n

Die Skelett-Präparationen wurden entsprechend den Angaben aus Kessel et al.

(1991) durchgeführt.

i n  s i t u - H y b r i d i s i e r u n g  a u f  P a r a f f i n - S c h n i t t e n

Die Markierung der Proben mit 35S erfolgte mit dem Megaprime DNA labelling

system RPN.1605 von Amersham / jetzt Amersham Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire UK. Die Proben wurden mit dem QIAquick Necleotide

Removal Kit von Qiagen, Hilden, aufbereitet. 

Die Embryonen wurden über Dekalin in Paraffin eingebettet (Böck P.; 1989) und

8 µm-Schnitte hergestellt. Die in situ-Hybridisierung wurde entsprechend

Stoykova A. et al. ( 1994 und 2000) durchgeführt. 
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whole-mount in situ Hybridisierung (in situ 

Hybridisierung von Ganzpräparaten) von 

Mausembryonen/ WMISH

Ursprung des 
Protokol ls

Das Protokoll basiert auf den Vorgaben von D.G. Wilkinson (“In situ

hybridisation; a practical approach”) und seinen Variationen dieses Protokolls

(persönliche Mitteilung) sowie den WMISH-Protokollen aus dem Labor von T.

Pieler (Biochemie; Göttingen / persönliche Mitteilung), C. Leimeister

(Ausarbeitung des Protokolls als Mitarbeiterin der GSF in Neuherberg) und dem

abteilungsinternen Protokoll.

Präparation der Embryonen

Mausstämme und 
Bestimmung des 
Entwicklungsstadiums 
der Embryonen

Üblicherweise handelt es sich um Embryonen des Mausstammes NMRI, in

einigen Fällen um 129SV- oder C57BL/6-Tiere. Die Mausstämme unterscheiden

sich insofern, als dass die ausgekreuzten NMRI-Embryonen nach gleicher

Tragzeit etwas weiter entwickelt sind als die ingezüchteten 129SV- oder C57BL/

6-Mäuse. Die Altersbestimmung erfolgt daher zusätzlich auch anhand von

objektiven morphologischen Kriterien wie der Somitenzahl (“Theiler stages”;

Einteilung nach Kaufmann).

Töten der Tiere:       
CO2-Ref lex

Die trächtigen Weibchen werden entweder durch zervikale Dislokation oder

durch Begasen mit CO2 getötet. Beim Begasen mit CO2 wird darauf geachtet,

dass die Tiere direkt in eine reine CO2-Atmosphäre gelangen, so dass der CO2-

Reflex ausgelöst wird, die Tiere also nicht qualvoll ersticken, sondern innerhalb

von Sekunden einem vollständigen und tödlichen Kreislaufzusammenbruch

erliegen. Anschließend erfolgt eine Inzision der Bauchwand unmittelbar kranial

der Vulva. Dieser Schnitt wird an beiden Seiten bis zu den distalen Enden der

letzten asternalen  Rippen weiter geführt. Der Uterus mit den darin enthaltenen

Embryonen werden entnommen und die Embryonen entsprechend der

Beschreibungen in B. Hogan (“Manipulating the Mouse Embryo”) in PBS

präpariert. 

Ausbluten älterer 
Embryonen (ab ca. 
E10.0) und Fix ierung

Im Unterschied zum angegebenen Protokoll von B. Hogan werden nur

Embryonen bis E9,0 - E9,5 in kaltem PBS präpariert. Ab E9,5 - E10,0 werden

sie in PBS bei RT oder 37°C präpariert, da unter diesen Bedingungen das Herz

weiter schlägt und über die durchtrennte Nabelschnur ein mehr oder weniger

großer Teil des Blutes aus dem Körper heraus gepumpt und durch PBS ersetzt

wird (Prinzip der Perfusion). Bei keinem dieser Schritte wird steril oder RNase-

frei (DEPC-behandelte Lsg.) gearbeitet, da die Präparation nicht steril ist und das

mütterliche sowie embryonale Gewebe selbst RNasen in großen Mengen

enthalten. Diese stören solange nicht, bis die Zellen beginnen abzusterben, was

entsprechend des Protokolls aber erst in der Formamid-haltigen Lösung passieren
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sollte, in der ohnehin alle RNasen durch die Fixierung inaktiviert werden. Sobald

das Herz aufhört zu schlagen, werden die Embryonen in kaltes PBS bzw. gleich

in eisgekühltes PBS/FAl überführt. Besonders bei älteren Tieren wird dadurch die

unspezifische Hintergrundfärbung im Herzen reduziert. Die Fixierung erfolgt bei

4°C o/n, bei jüngeren Embryonen z.T. auch kürzer (E6,0 - E7,5 ≥ 2h / E8,0 -

E9,0 ≥ 5h / E9,5 ≥ 10h). Dabei wird eine 20- bis 50-fache Menge an kaltem

PBS/FAl relativ zum Gesamtvolumen der zu fixierenden Embryonen eingesetzt

und ein entsprechend großes Gefäß gewählt. I.d.R. handelt es sich bis E8.0 um

ein 2 ml-Eppi oder 4 ml fassendes Probenglas N13-4G mit Silikonverschluss

(Bestellnummer 702962 bei Schütt Labortechnik, Göttingen), bis E9.5 um ein

15 ml-Falcon®-Zentrifugenrohr und ab E 10.0 um ein 50 ml-Falcon®-

Zentrifugenrohr. Für das Übertragen der Embryonen wird entweder ein kleiner

Metalllöffelspatel verwendet oder eine silikonisierte Pasteurpipette aus PE (z.B.

von Brand) bzw. silikonisierte, abgeschnittene blaue Gilson-Pipettenspitzen. Die

Pipettenspitzen werden nach den Vorgaben aus  Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, 2nd Edition von Sambrook, Fritsch und Maniatis

silikonisiert. Die Fixierung und alle weiteren Schritte bis zur Prähybridisierung

werden auf einem Wippschüttler mit 20-30 Zyklen / min durchgeführt.

Genotypisierung von 
Embryonen

Für den Fall, dass es sich um Embryonen handelt, die genotypisiert werden

müssen, werden die Embryonen und die sie umgebenden extraembryonalen

Membranen gründlich in PBS gewaschen, um das anhaftende mütterliche Blut zu

entfernen, was zumindest im Falle einer PCR als Nachweismethode zu einer

Verfälschung des Ergebnisses führen kann. Anschließend werden die

extraembryonalen Membranen vom Embryo entfernt und gesondert zur weiteren

Aufarbeitung in nummerierten 1,5ml-Eppis aufgehoben. Embryonen bis E8.5

werden ebenfalls in 1,5ml-Eppis gegeben und dort weiter bearbeitet, ältere je

nach Größe in nummerierte Flachbodenplatten mit 48, 24, 12 oder 6 Vertiefungen

gegeben. Bei der Verwendung von Platten mit 24 oder 6 Vertiefungen werden

meistens Netzeinsätze verwendet, die einen Austausch der Lösungen in allen

weiteren Schritten durch einfaches Umsetzen der Embryonen erlauben. Bei den

6er-Platten können die Einsätze von Becton Dickinson (Falcon® Cell Strainer,

70µm Nylon) verwendet werden, für 24er-Platten werden diese selbst gefertigt

(hierzu wird die Spitze eines 1,5ml-Eppis abgeschnitten, die Schnittkante auf

einer heißen Metallplatte angeschmolzen und auf ein 70µm Nylonnetz geklebt).

Die Netze können nicht verwendet werden, wenn prominente ektodermale

Strukturen wie die apikale Ektodermleiste der Beinanlagen untersucht werden

sollen, da diese oft auf den Netzen abgerieben werden.

Aufbereitung bis zur Hybridisierung (1. Tag)

Entwässern der 
Embryonen in MeOH

Die Embryonen werden über eine aufsteigende MeOH-Reihe entwässert. Zuvor

wird das FAl durch dreimaliges Waschen für je 10 min in eisgekühltem PBSTDEPC

ausgewaschen. Anschließend werden sie für je 5 min (bis E10,5), 10 min (bis

E12,5), 30 min (bis E14,5), bzw. 60 min (E15.5) in eisgekühltes 25 %iges,

50 %iges, 75 %iges MeOH/H2OM–DEPC und reines MeOH überführt. Eine
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vollständige Entwässerung wird durch dreimaliges Inkubieren in reinem MeOH

bei RT erreicht. Die Zeiten für die Inkubationen werden exakt wie bei den

Überführungsschritten entsprechend des Alters der Embryonen angepasst. Eine

nicht vollständige Entwässerung führt besonders bei älteren Embryonen zu einer

schlechten Penetration des Gewebes durch die Probe und Färbesubstanzen, sowie

zu mehr oder weniger stark ausgeprägter unspezifscher Hintergrundfärbung auf

Grund von nicht komplett ausgewaschenen Proben- und/oder Antikörperresten.

Ursächlich hierfür ist vermutlich nicht der Verbleib von Restwasser im Gewebe,

sondern vielmehr eine nicht vollständige Entfernung der Plasmamembranen

durch das MeOH, deren Reste das Gewebe schlecht penetrierbar machen. Daher

sollte man bei der Behandlung der Embryonen mit MeOH genau genommen

nicht von einer Entwässerung sprechen, sondern vielmehr von einer Entfernung

der Lipidanteile des Gewebes (Zellmembranen, Endoplasmatisches Retikulum,

Kernmembran etc . ) .  Die aus diesem Grund in einigen Protokollen

vorgeschlagene Verwendung von EtOH oder Isopropanol anstatt des MeOH

(beide sind formal betrachtet geeigneter, da lipophiler) hat sich bei

Parallelexperimenten als nicht vorteilhaft erwiesen. Zum einen dauert die

Prozedur um einiges länger, da die Eindringgeschwindigkeit gegenüber MeOH

deutlich geringer ist. Außerdem entfernt MeOH die Membranen deutlich besser,

obwohl es weniger lipophil ist, da das Molekül auf Grund seines kleineren

Radius besser in die Lipiddoppelschicht eindringen und auflösen kann. Falls es

dennoch gewünscht ist, können beide Alternativen eingesetzt werden,

vorausgesetzt, dass die Einwirkzeiten verdoppelt (EtOH) bzw. vervierfacht

(Isopropanol) werden.

Lagerung der Embryo-
nen in MeOH oder 
Prähybr id is ierungslsg

In reinem MeOH können die Embryonen für längere Zeit bei -20°C gelagert

werden. Dabei nimmt der Hintergrund bei der späteren Färbung zwar etwas zu,

weshalb die Lagerung der Embryonen i.d.R. in Prähybridisierungslösung erfolgt,

aber der Unterschied ist minimal. Es wurden Embryonen bis 9 Monate in MeOH

gelagert, ohne dass der Hintergrund störend das Ergebnis beeinflusst hat.

Dennoch empfiehlt sich eine Lagerung in Prähybridisierungslösung, da weniger

unspezifische Hintergrundfärbung auftritt. Außerdem verdunstet das MeOH auch

bei -20°C leichter, was zur Austrocknung der Embryonen führen kann, falls der

Lagerungsbehälter nicht dicht schließt.

Rehydrierung und  
H2O2-Ble iche 

Nach der Entwässerung werden die Embryonen rehydriert, wobei sie die

Entwässerungsschritte in umgekehrter Reihenfolge auf Eis gekühlt bis in

PBSTDEPC durchlaufen (bei Einhaltung der gleichen Zeiten wie bei der

Entwässerung). Nach zweimaligem Waschen in PBSTDEPC für je 5min auf Eis

werden die Embryonen 1 h mit 6 %igem H2O2 in PBSTDEPC auf Eis gebleicht.

Dadurch wird das Gewebe entfärbt, was die Transparenz erheblich verbessert.

Zusätzlich werden durch die oxidative Wirkung reaktive Gruppen zerstört, an die

die RNA-Probe unspezifisch binden kann. Ein Unterschied zu Protokollen, in

denen die H2O2-Bleiche in MeOH durchgeführt wird, konnte in Vergleichen nicht

bestätigt werden. Anschließend wird das H2O2 drei Mal für 10min auf Eis mit

PBSTDEPC ausgewaschen. 
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Proteinase K-Verdau Der ProteinaseK-Verdau dient zum Einen dazu, das Gewebe zu permeabilisieren,

indem z.B. Basalmembranen verdaut werden. Zum Anderen befreit die

ProteinaseK die RNA von gebundenen Proteinen (ein Großteil der RNA liegt

nicht frei im Cytoplasma vor, sondern assoziiert mit Proteinen), wodurch sie

leichter zugänglich für die Probe wird. Daher wird der ProteinaseK-Verdau auch

bei sehr jungen Embryonen durchgeführt, was in einigen Protokollen nicht

gemacht wird. Um eine zu starke Zersetzung des Gewebes zu verhindern, werden

die Zeiten entsprechend der Größe der Embryonen angepasst: E 6,0 / 6,5 für

2 min – E 7,0 / 7,5 für 4 min – E 8,0 / 8,5 für 6 min – E 9,0 / 9,5 für 10

min – E10,0 / 10,5 für 15min – E11,0 / 11,5 für 20min – E12,0 und älter für

30 min (obwohl ältere Embryonen z.T. auch länger verdaut werden können,

besteht unabhängig von der Größe die Gefahr, dass die Oberfläche zu stark

angegriffen wird). Da die ProteinaseK nicht immer die selbe Aktivität zeigt und

insbesondere die Raumtemperatur z.T. erheblich schwanken kann, sollte der

Verdau immer kontrolliert und beim Auftreten von Schäden am Embryo sofort

abgebrochen werden. Der Verdau wird durch eine Inkubation mit frisch

angesetztem 0,2% Glycin in PBSTDEPC gestoppt. Hierzu wird kurz in PBSTDEPC

gespült und anschließend zwei Mal für 5min (bis E9,5) bzw. 10min (ab E10,0) in

obiger Glycin-Lsg bei RT inkubiert. In einigen Protokollen wird auf das Glycin

verzichtet, was aber dazu führt, dass die ProteinaseK noch einige Zeit weiter

aktiv bleibt, was den Embryo zerstören kann. Das Glycin wird danach drei Mal

für 5min (bis E9,5) bzw. 10min (ab E10,0) mit PBSTDEPC bei RT ausgewaschen.

Die Embryonen sind zu diesem Zeitpunkt bis zur Refixierung sehr zerbrechlich

und müssen entsprechend vorsichtig behandelt werden.

Permeabi l is ierung
( R I P A - P u f f e r )

Eine weitere, erhebliche Verbesserung der Gewebepermeabilität wird durch die

Inkubation in RIPA-Puffer erreicht. Dieser enthält hohe Konzentrationen an

verschiedenen Detergenzien, die dazu beitragen, noch verbliebene Plasmamem-

branen zu entfernen und Komplexe aus hydrophoben Proteinen etc. aus dem

Gewebe zu lösen. Die Behandlungszeit richtet sich erneut nach dem embryonalen

Stadium und erfolgt bei RT (drei Mal für je 5min von E6,0 bis E7,5 – je 10min

von E8,0 bis E9,5 – je 15min von E10,0 bis E11,5 – je 20min von E12,0 bis

E13,5 - je 30min ab E14,0). Bei der Inkubation mit RIPA-Puffer verringert sich

die mechanische Stabilität der Embryonen nochmals, weshalb sie entsprechend

vorsichtig zu behandeln sind.

Refixierung Nachdem der RIPA-Puffer drei Mal für 5min (bis E9,5) bzw. 10min (ab E10,0)

mit PBSTDEPC bei RT ausgewaschen wurde, werden die Embryonen refixiert.

Hierzu werden sie für 20 min bei RT in PBS/FAl mit 0,2 % Glutaraldehyd

inkubiert. Versuche, die Refixierung entsprechend der Angaben aus einigen

Protokollen auszulassen, haben gezeigt, dass die Embryonen in der Mehrzahl der

Fälle am Ende des Experiments zerfallen waren und in jedem Fall die Oberfläche

starke Schäden aufwies. Nach der Refixierung sind die Embryonen mechanisch

wieder so stabil, dass sie ohne Probleme gehandhabt werden können. Die

Fixative werden drei Mal für 5 min (bis E 9,5) bzw. 10 min (ab E 10,0) mit

PBSTDEPC bei RT ausgewaschen.
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Öffnen der VentrikelSobald das Neuralrohr des Embryos geschlossen ist, neigen diese sehr stark dazu,

die Probe bzw. die Antikörper einzuschließen. Um dies zu verhindern, werden die

Ventrikel an einer oder mehreren Stellen geöffnet. Besonders geeignet sind hierzu

das Dach des 4. Ventrikels und eine der beiden telenzephalen Hemisphären. Da

die Embryonen meistens auf der linken Seite liegend fotografiert werden, wird

entsprechend in die linke Hemisphäre eingestochen. Soll der Embryo frontal

fotografiert werden, wird meist nur das 4. Ventrikel geöffnet. Als Werkzeuge für

das Öffnen eignen sich entweder sehr spitz angeschliffene Uhrmacherpinzetten

oder Insektennadeln. In vielen Protokollen wird die Öffnung der Embryonen

bereits nach der Rehydratisierung im Anschluß an die Entwässerung mit MeOH

durchgeführt, was im Wesentlichen zu den gleichen Ergebnissen führt.

Prähybr id is ierungZur Überführung in (Prä)Hybridisierungslösung werden die Embryonen zuerst in

eine 1:1-Mischung aus PBSTDEPC und (Prä)HybridisierungslösungA gegeben und

10min (bis E9,5) bzw. 15min (ab E10,0) bei RT inkubiert (sollten sie nach dieser

Zeit noch nicht abgesunken sein - die (Prä)Hybridisierungslösung hat eine höhere

spezifische Dichte als das PBSTDEPC und die Embryonen - wird die Inkubation

entsprechend verlängert). Danach wird ein Mal für 10min (bis E9,5) bzw. 15min

(ab E 10,0) in (Prä)Hybridisierungslösung A bei RT inkubiert, wobei die

Embryonen ebenfalls auf den Boden sinken müssen. Anschließend werden sie in

(Prä)Hybridisierungslösung B überführt und bei 65°C in einem Innova 4080

incubator shaker von New Brunswick Scientific mit einer Schüttelgeschwin-

digkeit von 70 UPM prähybridisiert.  Die Prähybridisierung (und die

Hybridisierung) erfolgen i.d.R. in 4 ml fassende Probengläser N13-4G mit

Silikonverschluss (s.o.), oder in 6er- bzw. 24er-Platten mit Netzeinsätzen. Die

Zeiten richten sich wieder nach der Größe der Embryonen: Bis E 8,5 für

mindestens 3 h, bis E 9,5 für mindestens 4 h, ältere Embryonen als E 9,5 für

mindestens 6h. I.d.R. wird für 8h oder o/n prähybridisiert. Anschließend können

die Embryonen entweder hybridisiert oder direkt bei -20°C gelagert werden. Da

die verwendeten (Prä)Hybridisierungslösungen kein SDS enthalten, entstehen bei

tiefen Lagerungstemperaturen keine Kristalle, die das Gewebe zerstören können.

Die LösungB unterscheidet sich von LösungA nur darin, dass sie neben 500µg/

ml Torula Hefe-RNA (Type VI Ribonucleic Acid from Torula Yeast von Sigma,

Best.Nr. R6625; 100g = 187,40DM) zusätzlich 50µg/ml Kalbsleber-RNA (Type

IV Ribonucleic Acid from Calf Liver von Sigma, Best.Nr. R7250; 100 mg =

105,30DM) und deionisiertes Formamid enthält. In vielen Fällen ist die Zugabe

der sehr teuren Kalbsleber-RNA ohne Wirkung und kann entsprechend

ausgelassen werden, so dass alle Schritte mit (Prä)Hybridisierungslösung A

durchgeführt werden können. Im Einzelfall muss der Effekt der Kalbsleber-RNA

getestet werden.

Synthese der Riboprobe

Vermeidung von 
Kreuzreakt iv i tät  der 
Probe

Ausgangspunkt für die Synthese der Riboprobe ist ein linearisiertes Plasmid, das

die entsprechende cDNA (oder auch genomische DNA) enthält, deren

Transkripte im Gewebe nachgewiesen werden sollen. Bei der Auswahl der Probe
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ist darauf zu achten, dass möglichst keine evolutiv in weiteren Mitgliedern der

selben Genfamilie konservierten Sequenzen enthalten sind. Dabei spielt die

Länge des konservierten Bereiches keine entscheidende Rolle (auch bei

Verwendung eines RNase-Verdaus beim Entfernen der unspezifisch gebundenen

Probe; s.u.) .  Vielmehr ist  die thermische Stabili tät  des RNA-RNA-

Hybridmoleküls - die im Wesentlichen auf deren Gehalt an GC-Paarungen beruht

- von entscheidender Bedeutung. Beispielsweise führte eine 24 nt lange,

konservierte Region mit 18 GC-Paaren bei einer Probengesamtlänge von

>2000nt zu einer vollständigen Imitierung des Expressionsmusters eines zweiten

Gens trotz späterer RNase-Behandlung. Um sicher zu gehen, dass das ermittelte

Expressionsmuster tatsächlich dem zu untersuchenden Gen entspricht, sollte

zusätzlich mindestens ein Kontrollexperiment durchgeführt werden, bei dem eine

weitere, nichtüberlappende Probe des selben Gens eingesetzt wird. Dafür können

z.B. für eine Probe ein translatierter Teil und für die zweite Probe ein Teil des

(3´)-untranslatierten Bereichs des Gens verwendet werden. Damit wird die

Wahrscheinlichkeit minimiert, dass beide Proben ein identisches Artefakt

produzieren. 

Probengröße Die Größe der Probe sollte über ca. 300nt betragen. Da zahlreiche Proben mit

einer Länge über 2.000 nt ohne Hintergrunds- oder Penetrationsprobleme

eingesetzt wurden, erscheint die oft vorgeschriebene Hydrolyse von Proben, die

länger als 1.000 nt lang sind, in keinster Weise notwendig. Ursprung dieser oft

vertretenen Ansicht ist möglicherweise der Umstand, dass in langen Proben mit

einer höheren Wahrscheinlichkeit konservierte Bereiche enthalten sind, die für

den Hintergrund verantwortlich sind, nicht aber die Länge selbst einen

entscheidenden Einfluss aufweist. Ob diese Beobachtung auch für Proben von

über 3.000 oder 5.000nt noch zutrifft, kann an dieser Stelle nicht beantwortet

werden.

Linearisierung des 
Plasmids
(keine 3´-Überhänge; 
möglichst 2 Enzyme)

Die Linearisierung erfolgt so weit als möglich nur mit Enzymen, die einen

5´–Überhang (oder ggf. ein glattes Ende) erzeugen. Ursächlich hierfür ist die

Möglichkeit, dass die virale RNA-Polymerase (SP6, T3, T7) bei einen

3´–Überhang am Ende der Matrize “umdreht” und zurücklaufend einen

Sinnstrang synthetisiert, was die Probe unbrauchbar machen würde (sie würde

mit sich selbst hybridisieren). Vermutlich geschieht dies dann, wenn der

Überhang entweder selbst lang genug ist, um eine Haarnadelstruktur auszubilden,

oder aber wenn die RNA-Polymerase das Ende erreicht und dabei die beiden

DNA-Stränge von einander trennt und so genügend einzelsträngige DNA

vorliegt, die eine Haarnadelstruktur ausbilden kann. Diese fungiert dann wie ein

Primer, der von der RNA-Polymerase verlängert wird. Die Wahl der Enzyme

richtet sich ansonsten nach der Auswahl des zu transkribierenden Bereiches der

DNA-Matrize (falls innerhalb der cDNA bzw. genomischen DNA geschnitten

werden soll), bzw. der MCS. Wenn entsprechende Informationen vorliegen und

ein einheitliches Puffersystem ermittelt werden kann, wird mit zwei

Restriktionsendonukleasen gleichzeitig verdaut (beide 3´ vom Phagenpromotor

und dem zu transkribierenden DNA-Bereich). Das zweite Enzym dient hierbei

nur dazu, sicher zu stellen, dass auch der sehr geringe Anteil des Plasmids, der
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mit dem ersten Enzym nicht geschnitten wurde, zumindest mit dem zweiten

Enzym linearisiert wird.

Verdau, Phenol-, 
Chloroformextrakt ion, 
EtOH-Fällung

I.d.R. werden 10 µg Plasmid in einem 50 µl- (ein Enzym) oder 100 µl-Ansatz

(zwei Enzyme) für 2h mit 5U/µg DNA verdaut. Das Protokoll hierfür entspricht

den üblichen Standardvorgaben für den Verdau von DNA mit einer

Restriktionsendonuklease. Anschließend wird auf 200µl mit H2OM aufgefüllt und

mit Phenol extrahiert (ca. 3 min phenolisieren - 5 min in Tischzentrifuge bei

maximalen UPM). Das Phenol wird durch einmaliges Extrahieren mit CIA

entfernt (3-5 min schütteln, da sich das interkalierte Phenol aus der DNA nur

langsam herauslöst - 5min in Tischzentrifuge bei maximalen UPM). Die DNA

wird mit 1/10-Vol. 3,0M NaAcDEPC und 2,5Vol. EtOH für 2h bei 4°C gefällt. Nach

dem Waschen mit kaltem 70%igem EtOH wird die DNA in 20,0µl H2OM–DEPC

aufgenommen (Endkonz.von 0,5µg/µl) und 2µl auf einem Gel getestet.

Herstellung der 
markierten Probe      
( 3 5 % -  u n d  1 0 0 % -
Mark ie rung)

Die Synthese erfolgt mit dem DIG RNA Labeling Kit von Roche (Boehriner M.).

Der hierbei verwendete Labeling Mix enthält 35% DIG-gekoppeltes UTP. Als

einzige Variation hierzu wurde getestet, welchen Einfluß eine ausschließliche

Verwendung von DIG-markiertem UTP (100%) auf das Ergebnis der WMISH

hat. Hierzu wurde nicht der Labeling Mix des Kits, sondern 2µl einer Lsg. aus

ATP, GTP und CTP (10 mM pro NTP; Roche), sowie 2 µl DIG-UTP (10 mM,

Roche) verwendet. Das H20M–DEPC-Vol beträgt entsprechend nicht 12,0µl, sondern

10,0 µl. Ansonsten entspricht das Protokoll den Vorgaben für das DIG RNA

Labeling Kit von Roche. Beim Entwickeln der WMISH zeigte sich, dass zwar das

Signal entsprechend stärker war, aber auch der unspezifische Hintergrund,

weshalb diese Methode nicht weiter verfolgt wurde. Dennoch ist die Methode

immer dann empfehlenswert, wenn die absolute Signalstärke ein Problem ist.

Die Herstellung der Riboprobe mit dem DIG RNA Labeling Kit  erfolgt

entsprechend der Herstellervorgaben:

2,0µl Plasmid à 0,5µg/µl  
12,0µl H2O

M–DEPC  
2,0µl 10× Transcriptionspuffer 
 2,0µl Labeling Mix (Roche)  
 1,0µl rRNasin à 40U (Promega) 
 1,0µl RNA-Pol. à 20U (Roche)

—————————————–––—————————— 
20,0µl Ges.Volumen

• 1,0µg linearisierter Plasmid wird entsprechend der Angaben des Kits in 20µl

Gesamtvolumen zur Herstellung der Riboprobe eingesetzt; die Synthese

erfolgte für 2h bei 37°C mit SP6-, T3- oder T7-RNA-Polymerase;

• die DNA wird durch Zugabe von 2µl = 2U DNase (RQ1 RNasefree DNase

von Promega) für 15 Min. bei 37°C verdaut;

• die Aufreinigung der Riboprobe erfolgt mit ProbeQuant™ G-50 Micro

Columns von Amersham Pharmacia entspechend der Herstellerangaben. Das

Endvolumen der aufgereinigten Probe beträgt ca. 55µl.

Zur fertigen Probe werden nach Entnahme von 5µl für das Kontrollgel (s.u.) 50µl

Formamid gegeben. Dadurch wird die Lagerungsfähigkeit verbessert und die

Denaturierung (s.u.) erleichtert.
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Zur Kontrolle der Probensynthese werden nach der Synthese 5µl (aus 55µl) auf

ein 1%iges Agarosegel geladen. Es ist nicht notwendig, ein spezielles RNA-Gel

herzustellen. Ein übliches Agarosegel enthält bei sorgfältiger Zubereitung keine

nennenswerten RNase-Mengen. Als Marker wird z.B. der D-15 DNA Marker von

Novex verwendet (von oben nach unten: 2.645 bp, 1.605 bp, 1198 bp, 676 bp,

517 bp, 460 bp, 396 pb, 350 bp, 222 bp, 179 bp, 1267 bp, ...). Die gezeigten

Synthesen (in diesem Fall Btx=Knopfkopf und Dlx3; beide mit 35%- und 100%-

UTP-Markierung) repräsentieren typische Ergebnisse. Die Mehrzahl der

hergestellten Riboproben weist neben einer oder zwei Hauptbanden noch einige

Nebenbanden auf, z.T. enthalten die Spuren auch erheblichen “Schmier”, ohne

dass dies die Qualität der Probe beeinträchtigt. Lediglich wenn die Probe im

Normalfall nur eine ode zwei saubere Banden aufweist und ausschließlich bei

einem bestimmten Experiment zahlreiche Zusatzbanden und “Schmier” aufweist,

sollte die Synthese wiederholt werden. Die etwas höheren und deutlich

schwächer gefärbten Banden sind normal bei ausschließlicher Verwendung von

DIG-markiertem UTP.

Denaturieren der Probe 
bei 80°C

Unmittelbar vor der Zugabe der Probe zu den Embryonen wird diese 5min bei

80°C im Thermoblock denaturiert. Anschließend wird sie auf Eis abgekühlt. Die

so vorbereitete Probe ist fertig für die Hybridisierung.

Hybridisierung

Hybridis ierung bei  
65°C mit  1/ 100-Vol .  
Probe

Die Hybridisierung erfolgt meistens ab dem Ende des ersten Tages. Bei einer

Prähybridisierung o/n oder einer Lagerung der Embryonen bei -20°C kann sie

entsprechend erst am zweiten Tag oder später erfolgen. Die Hybridisierung

erfolgt meistens in 4ml fassende Probengläser N13-4G mit Silikonverschluss

(s.o.), oder in 6er- bzw. 24er-Platten mit Netzeinsätzen. Das Volumen der Lösung

richtet sich dabei nach dem verwendeten Gefäß und der Größe der Embryonen:

Probenglas = 0,5-1,0ml / 24er-Platte = 1,0-1,5ml / 6er-Platte = 4,5-5,5ml. Die

Hybridisierung erfolgt bei 65°C in einem Innova 4080 incubator shaker von New

Brunswick Scientific mit einer Schüttelgeschwindigkeit von 70rpm für >12h (bis

E8,5), >18h (bis E10,5) oder >24h (ab E 11,0). Alternativ hierzu wurden z.T.

auch 2,0 ml-Eppis verwendet, wobei die Temperierung in einem Eppendorf

Thermomixer im Intervall-Mix-Modus (10 min stehen - 5 sec mit 800 UPM

schütteln) erfolgte. Der Vorteil dieser Methode ist, dass relativ kleine Volumina

verwendet werden können (i.d.R. 250µl). Der Nachteil ist die nicht so exakte

Temperatur-Regulation, da der Block nach oben offen ist, und dass sich

Kondenswasser am kälteren Deckel bildet. Dadurch verändert sich die

Zusammensetzung der (Prä)Hybridisierungslösung, was eine Verschiebung der

Schmelztemperatur der RNA-RNA-Hybrid-Moleküle zur Folge hat. Nachdem

die PrähybridisierungslösungB durch frische, vorgewärmte Lösung ersetzt ist

(i.d.R. 800µl bei einem 4ml-Probenglas), wird die denaturierte Probe zugegeben.

Bei einer durchschnittlich guten Synthese wird 1/100-Volumen verwendet: bei

800µl (Prä)HybridisierungslösungB demnach 8,0µl der Probe in 1:1 H2O:FAm. 
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Entfernen der nicht spezifisch gebundenen Riboprobe

1. Waschzyklus:  
9 0 min bei 65°C in 
(Prä)Hyb. -Lsg. A

(Alle im Folgenden angegebenen Volumina beziehen sich auf die Verwendung

von 4ml-Probengläser. Sollten 24er- oder 6er-Platten verwendet werden, müssen

die Volumina angepasst werden. Bei Verwendung von 4 ml-Probengläsern

erfolgen alle Schritte oberhalb von 37°C in einem Innova 4080 incubator shaker

von New Brunswick Scientific mit einer Schüttelgeschwindigkeit von 70rpm. Die

Inkubation bei 37°C erfolgt im Warmraum, wobei ebenfalls leicht geschüttelt

wird. Letzteres gilt auch für die Inkubation bei RT.) Die Embryonen werden in

2ml frischer, auf 65°C vorgewärmter (Prä)HybridisierungslösungA gespült. Der

erste Waschzyklus erfolgt bei 65°C für 90min (60min, Wechseln der Lsg, 30min)

in je 2ml auf 65°C vorgewärmter (Prä)HybridisierungslösungA.

Vor dem zweiten Zyklus werden die Embryonen mit RNaseA behandelt. Dieser

Schritt ist in manchen Fällen nicht notwendig, in vielen Fällen reduziert er aber

den unspezifischen Hintergrund erheblich. In Parallelversuchen konnte die häufig

vertretene Behauptung nicht bestätigt werden, dass durch den RNaseA-Schritt

die Spezifität hinsichtlich einer möglichen Kreuzhybridisierung mit verwandten

Genen verbessert wird.

RNaseA-VerdauDa die RNase A nicht in formamidhaltigen Lösungen aktiv ist, müssen die

Embryonen in eine wässrige Lösung überführt werden. Hierzu werden sie in 1ml

auf 65°C vorgewärmte (Prä)HybridisierungslösungA gegeben und 10min auf RT

abgekühlt. Danach wird 1 ml NTE-Lösung zugegeben (1:1-Mischung). Nach

10min (bis E10,5) bzw. 15min (ab E11,0) wird gegen 2ml NTE ausgetauscht

und weitere 15 min (bis E10,5) bzw. 20 min (ab E 11,0) bei RT inkubiert. Der

RNase-Verdau erfolgt in frischer NTE-Lösung mit 100µg/ml RNaseA für 30min

bei 37°C. Abschließend wird gegen 1ml frische NTE-Lösung ausgetauscht und

weitere 10min bei RT inkubiert.

2. Waschzyklus:  
9 0 min bei 70°C in 
(Prä)Hyb. -Lsg. A

Der zweite Waschzyklus entspricht dem ersten, allerdings wird die Temperatur

von 65°C auf 70°C erhöht. (Da eine Abweichung auf ca. 67°C bereits eine

erhebliche Verstärkung des unspezifischen Hintergrundes bewirken kann, eine

Abweichung auf ca. 73°C im Verlust des spezifischen Signals enden kann, wird

d ie  E inha l tung  der  vorgegebenen  70°C neben  der  gerä tese i t igen

Temperaturkontrolle zusätzlich mit einem Thermometer überwacht.) Die

Embryonen werden langsam in die formamidhaltige Lösung und eine Temperatur

von 70°C überführt .  Dazu wird zu dem 1 ml NTE-Lösung 1 ml der

(Prä)Hybridisierungslösung A zugegeben und für 10 min im Innova 4080 auf

70°C erwärmt. Danach werden 2ml frische (Prä)HybridisierungslösungA zu den

Embryonen gegeben und 90 min wie im 1. Waschzyklus bei 70°C gewaschen

(60min. , Wechseln der Lsg, 30min). Nach dem Waschzyklus wird gegen 1ml

vorgewärmte (Prä)HybridisierungslösungA ausgetauscht und für 10min auf RT

abgekühlt (ebenfalls unter leichtem Schütteln). Danach wird 1 ml MABT

dazugegeben (1:1-Mischung) und 10min (bis E10,5) bzw. 15min (ab E11,0) bei

RT inkubiert. Das Formamid wird abschließend drei Mal für je 10 min (bis

E10,5) bzw. 15min (ab E11,0) mit MABT bei RT ausgewaschen.
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Für ein optimales Auswaschen, aber auch für das Durchdringen der Embryonen

hat es sich bewährt, diese in der entsprechenden Lösung “schweben” zu lassen,

was entsprechend des gezeigten Schemas erfolgt. Ein geeigneter Antrieb für die

Halteklammer ist z.B. das elektronische Rührwerk RZR 1 von Heidolph. Die

Umdrehungszahl sollte auf ca. 1UPS reguliert sein, damit die Embryonen nicht

beschädigt werden. Durch ein leichtes Abkippen des Probenfläschchens

gegenüber der  Rotat ionsachse kann außerdem eine bel iebig starke

Taumelbewegung erzeugt werden, die die Durchmischung weiter verbessert.

Diese Art der Inkubation wird bei allen Schritten bis zur Färbung der Embryonen

beibehalten, mit Ausnahme der AK-Inkubation. Diese kann zwar auch auf diese

Art erfolgen, aber i.d.R. reicht das leichte Schütteln auf einem Plattformschüttler

bei niedriger Umdrehungszahl aus.

Antikörper-Inkubation (Alkalische Phosphatase-gekoppelte

anti-DIG AK)

Blocken der unspez. 
Bindungsstellen im 
Embryo mit FCS und 
Blocking Reagent 

Die Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen für die Antikörper im

Gewebe des Embryo erfolgt mit 10% FCS und 2% Blocking Reagent (for nucleic

acid hybridization and detection) von Roche. Hierzu werden die Embryonen erst

für 20min (bis E10,5) bzw. 30min (ab E11,0) mit 10% FCS in MABT bei RT

inkubiert, und anschließend für >2h (bis E10,5) bzw. >5h (ab E11,0) mit 10%

FCS und 2% Blocking Reagent (aus einer 10%igen Stammlösung) in MABT bei

4°C. Eine längere Inkubationszeit beim letzteren Schritt bewirkt eine weitere

Reduktion des Hintergrundes, weshalb i.d.R. o/n bei 4°C behandelt wird.

Entfernen von AKs mit 
unspezifischen 
Bindungseigenschaften

Obwohl die kommerziell erhältlichen DIG-Anikörper monoklonal sind, also alle

dieselbe Bindungseigenschaft aufweisen sollten, ist dies praktisch nicht der Fall.

Ein Teil von ihnen neigt zu unspezifischen Reaktionen und erhöht somit erheblich

den Hintergrund in der späteren Färbung. Um diese zu entfernen, werden die

Antikörper (Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments von Roche, Best.Nr. 1093274)

mit Embryopuder und 2% Blocking Reagent in MABT vorinkubiert. Hierzu

werden ca. 30mg Embryopuder mit 900µl MABT in einem 1,5- oder 2ml-Eppi

vermischt (vortexen) und 30 min bei 70°C gelöst. Anschließend wird auf Eis

abgekühlt und 100µl FCS dazugegeben. Die Menge an eingesetztem Antikörper

richtet sich nach dem notwendigen Gesamtvolumen zur Inkubation der

Embryonen. Bei einem Bedarf von 10ml werden 5,7µl der Antikörper-Lsg. von

Roche eingesetzt (Verdünnung = 1:1750 ;  Die meisten Protokolle verwenden

1:2000 ohne eine Inkubation mit Embryopuder; die etwas geringere Verdünnung

gleicht die Verluste durch das Embryopuder aus). Sollten deutlich mehr oder

weniger als 10ml Gesamtvolumen und damit der Antikörper benötigt werden,

sollten die Mengen an Embryopuder, MABT und FCS proportional angepasst

werden. Die Inkubation des Antikörpers erfolgt bei 4°C auf einem Wippschüttler

für mindestens 2h, i.d.R. aber o/n. Anschließend wird das Embryopuder mit den

gebundenen Antikörpern 10min mit 30.000g abzentrifugiert. Der Überstand wird

in ein neues 1,5ml-Eppi gegeben und erneut wie zuvor abzentrifugiert. Der neue
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Überstand wird sofort entnommen und in ein weiteres 1,5ml-Eppi gegeben. Der

so hergestellte Antikörper ist gebrauchsfertig.

Inkubation der 
Embryonen mit dem 
Ant ikörper   
1:1.750 bei  4°C o/n

Bei einem Gesamtvolumen von 10ml zur Inkubation der Embryonen mit dem

Antikörper werden 6ml MABT mit 2ml 10%igem Blocking Reagent (in MAB)

und 1ml FCS, sowie dem 1ml der Antikörper-Lösung (s.o.) gemischt (sollte ein

größeres oder kleineres Volumen benötigt werden, werden die Mengen

proportional angepasst). In dieser Lösung mit einer Antikörper-Verdünnung von

1:1750 werden die Embryonen o/n (mindestens 12, bei größeren Embryonen

mindestens 18h) bei 4°C auf einem Wippschüttler oder im Rotor entsprechend

der obigen Beschreibung inkubiert.

Auswaschen der nicht spezifisch gebundenen Antikörper

Auswaschen der AK für 
2 b is  4 d

Das Auswaschen der nicht spezifisch gebundenen Antikörper erfolgt zuerst für 4

bis 6 h bei RT mit 10 % FCS und 2 % Blocking Reagent in MABT, wobei die

Lösung drei Mal gewechselt wird. Anschließend wird wie zuvor mit 5% FCS und

1% Blocking Reagent in MABT gewaschen. Danach wird für mindestens 2d,

besser aber 4 d bei RT mit MABT gewaschen, wobei die Lösung zwei Mal täglich

erneuert wird. Beim letzten Waschschritt mit MABT wird die Lösung auf 2mM

Levamisol eingestellt. Kann die Waschlösung nicht regelmäßig gewechselt

werden (Wochenende etc.), sollten die Embryonen für diese Zeit anstatt bei RT

bei 4°C gewaschen werden.

Entwickeln der WMISH / Färben der Embryonen

Färbung mit NBT/BCIPZur Einstellung des pH-Wertes für die Alkalische Phosphatase werden die

Embryonen drei Mal mit frisch angesetztem NTMT für je 20min (bis E10,5)

bzw. 30min (ab E11,0) bei RT inkubiert. Dabei ist darauf zu achten, dass der pH-

Wert der Lösung nicht unter 9,4 liegt, da sonst der NBT/BCIP-Niederschlag

bräunlich statt blau ist und auf Grund des dadurch geringeren Kontrastes zum

embryonalen Gewebe das Signal weniger gut erkennbar ist. Anschließend wird

mit frischem NTMT mit 200µl NBT/BCIP pro 10 ml (Fertiglösung von Roche

mit 22,9mM NBT und 21,7 mM BCIP; Best.Nr. 1681451) bei RT entwickelt.

Hierzu wird die ersten 10 min leicht geschüttelt, anschließend bleiben die

Embryonen unbewegt. Da NBT/BCIP lichtempfindlich sind, wird die Reaktion

z.B. in einer Pappschachtel durchgeführt und nur zur Kontrolle des

Färbevorganges werden die Gefäße kurz entnommen. Sollte sich die anfangs

gelbliche Lösung verfärben (über orange bis zu einem kräftigen Lila), sollte sie

gegen frische ersetzt werden, da ansonsten besonders der Hintergrund verstärkt

wird. Wird neue Lösung zugegeben, kann es leicht passieren, dass eine anfangs

nur langsam voranschreitende Färbung innerhalb von kurzer Zeit sehr kräftig

wird, so dass nach einem Wechsel das Fortschreiten der Reaktion besonders

sorgfältig kontrolliert werden muss. Die Färbereaktion dauert i.d.R. zwischen 1/2

und 10h. Sollte die Reaktion deutlich länger dauern, kann sie entweder bei RT

weiter geführt werden, oder bei 4°C. Insbesondere bei Inkubationen o/n sollte bei
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4°C gearbeitet werden, da die Farbreaktion z.T. in einer relativ kurzen Zeit einen

erheblichen Hintergrund erzeugen kann. Die Reaktion wird nach Erreichen der

gewünschten Farbintensität (in Abhängigkeit des meistens nicht vollständig

vermeidbaren unspezifschen Hintergrundes) wie unten beschrieben abgestoppt.

Speziell bei größeren Embryonen kann es angeraten sein, diese noch einige Zeit

weiter bei 4°C weiter zu inkubieren, wobei besonders tieferliegende

Expressionsdomänen deutlicher angefärbt werden, ohne dass der Hintergrund zu

stark hervortritt. In jedem Fall muß unter diesen Bedingungen regelmäßig und

sorgfältig der Fortgang der Färbung kontrolliert werden, um ein Überfärben zu

vermeiden. Hinsichtlich der anzustrebenden Farbintensität ist anzumerken, dass

die spätere Überführung in 80 %iges Glyzerin die Embryonen erstens

durchscheinender werden lässt und zweitens sowohl das spezifische Signal als

auch der unspezifische Hintergrund deutlich abgeschwächt werden. 

BM Purple als 
Al ternat ive

Die Verwendung von BM Purple (Roche; Best.Nr. 1442074) als Alternative zu

NBT/BCIP sollte auf kleinere Embryonen bis maximal E9,5 beschränkt werden,

da die Penetration des Gewebes deutlich schlechter ist als mit NBT/BCIP. Dies

führt zwar zu einer subjektiven Verbesserung des Färbeergebnisses, da der

Hintergrund ger inger  i s t ,  aber  g le ichzei t ig  werden t iefer l iegende

Expressionsdomänen oft nicht erkannt.

Färben der Embryonen mit Polyvinylalkohol als Zusatz

Zugabe von Polyvinyl-
alkohol bei schwacher 
Farbreakt ion

Wenn die Färbung sehr schwach ausfällt und gleichzeitig der unspezifische

Hintergrund niedrig ist, kann die obige NBT/BCIP-Färbelösung zusätzlich mit 10

bis 20 % Polyvinylalkohol angereichert werden. Entsprechende Protokolle

können z.B. bei Barth und Ivarie (BioTechniques 1994, Vol. 17, Nr. 2: 324-327)

nachgelesen werden. Die besten Ergebnisse wurden in eigenen Testreihen mit

10% Polyvinylalkohol (durchschnittliches Molekulargewicht 70.000-100.000 g/

mol; Sigma Best.Nr. P 1763) erzielt. Da die Zugabe nicht nur das spezifische

Signal verstärkt, sondern auch den unspezifischen Hintergrund, sollte es nur

eingesetzt werden, wenn das Verhältnis von spezifischer zu unspezifischer

Färbung trotz schwachem spezifischem Signal sehr gut ist.

Stoppen der Reaktion und Fixieren der Embryonen

Nachfixierung der 
Embryonen

Wenn die Färbung die gewünschte Intensität erreicht hat, wir das NBT/BCIP

durch PBST ausgewaschen (drei Mal 10min bei RT unter Lichtausschluss). Um

ein weiteres Nachdunkeln der Embryonen zu verhindern, was besonders bei

größeren Tieren passieren kann, werden sie o/n bei 4°C mit PBS/FAl nachfixiert,

was die gekoppelte Alkalische Phosphatase vollständig inaktiviert. Am nächsten

Tag wird das Formaldehyd wie zuvor das NBT/BCIP ausgewaschen, wobei bei

größeren Embryonen die Zeiten auf drei Mal 30min ausgedehnt werden sollten.
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Fotografieren der Embryonen

Aufklären der 
Embryonen mit 
Glyzerin

Oberflächliche Färbungen werden direkt an einem Makroskop fotografiert.

Tieferliegende Signale können dagegen erst dargestellt werden, wenn der

Eigenkontrast des Gewebes reduziert wird. Hierzu werden die Embryonen in ein

Medium überführt, dessen Brechungsindex demjenigen des Gewebes ähnelt. In

der Praxis wird hierfür meistens 80 %iges Glyzerin verwendet. Um einen

osmotischen Schock des Gewebes zu vermeiden, werde die Embryonen über

30%iges und 50%iges Glycerin in das 80%ige Glyzerin überführt. Das Glycerin

kann hierbei entweder mit PBS angesetzt werden (das dabei entsprechend

verdünnt wird), oder mit H2OM. Aus Gründen der Praktikabilität wird die

Verdünnung in Wasser angeraten (s.u.). Auf jeden Fall zu vermeiden ist das

Ansetzen des 80%igen Glyzerins mit einer Endkonzentration von 1xPBS (800ml

Glycerin + 150 ml H2OM +  50 ml 20 x PBS), da das Phosphat unter diesen

Bedingungen sehr leicht ausfällt und störende Kristalle an bzw. in den

Embryonen bildet.

Benzylbenzoat/
Benzylalkohol als 
Aufklärmedium

Alternativ zu Glyzerin kann auch in eine 1:1-Mischung aus Benzylbenzoat und

Benzylalkohol überführt werden, die insbesondere bei den sehr dotterreichen

Xenopusembryonen ihre Anwendung findet. Diese hat den Effekt, dass das nicht

gefärbte Gewebe fast vollständig durchsichtig wird. Dies kann sinnvoll sein,

wenn eine sehr tief liegende Expressionsdomäne getestet werden soll. Klarer

Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass das Gewebe so durchscheinend und

kontrastarm wird, dass i.d.R. keine anatomische Orientierung im Embryo mehr

möglich ist.

Die Fotos werden i.d.R. an einem SV 11 von Zeiss oder einem SZX 12 von

Olympus mit Durchlicht gemacht. Diese zeichnen sich durch eine besonders

transparente Darstellung des Gewebes aus, was für diese Anwendung ideal ist.

Makroskope, die ein besonders kontrastreiches Bild liefern wie diejenigen von

Leica sind für diese Aufgabenstellung ungeeignet.

Fotografieren im 
Agarosebett

Um die Embryonen auch von dorsal oder ventral bzw. jedem anderen beliebigen

Blickwinkel betrachten und dokumentieren zu können, werden sie in einem

Agarosebett fotografiert. Dies hat zusätzlich den Vorteil, dass durch die

Lichtstreuung in der Agarose eine besonders gleichmäßige und weiche

Ausleuchtung erzielt wird. Das Agarosebett wird hergestellt, indem 0,8g Agarose

in 23 ml H2OM (3 ml werden als Verdampfungsverlust beim Aufkochen

eingerechnet) und 10 ml Glyzerin gegeben und in der Mikrowelle durch

Aufkochen gelöst werden. Anschließend werden 70 ml im Wasserbad auf ca.

90°C vorgewärmtes Glyzerin dazu gegeben, so dass eine Lösung aus 0,8 %

Agaraose in 80% Glyzerin entsteht. Diese wird in ein geeignetes Glasgefäß mit

glattem Boden und ca. 5cm Wandhöhe gegeben (z.B. Petrischalen in hoher Form

oder Kristallisierschalen) und bei 4°C o/n verfestigt (durch das Glycerin wird die

Agarose nur sehr langsam fest). In das feste Agarosebett werden am nächsten Tag

ein oder mehrere V-förmige Einschnitte mit einem Skalpell gemacht, in die die

Embryonen eingelegt werden können. Diese sind in dieser Lage frei
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positionierbar, so dass sie z.B. aufrecht stehend oder auf dem Rücken liegend

fotografiert werden können.

Verwendete Lösungen, Vorarbeiten, Kommentare

PBS (phosphate buffered saline)  

Endkonzentrationen:
137,00 mM NaCl

4,00 mM KCl
7,38 mM Na2HPO4

 2,50 mM NaH2PO4  
pH7,2 

• für 1,0l : 951,35 ml H2OM

• 27,40 ml 5,0 M NaCl
• 4,00 ml 1,0 M KCl
• 14,65 ml 0,5 M Na2HPO4
• 2,60 ml 1,0 M NaH2PO4
• die Lösung hat ohne weitere Titrierung einen pH-Wert von 7,2
• für RNase-freiesArbeiten kann PBS mit 0,1%DEPC behandelt werden
• bei Bedarf kann PBS autoklaviert werden, was für die WMISH i.d.R.

nicht notwendig ist.

20×PBS

Endkonzentrationen: 
1370,0 mM NaCl

40,0 mM KCl
73,8 mM Na2HPO4

25,0 mM NaH2PO4
pH7,2 (nach verdünnen)

• für 1,0l : 80,0 g NaCl
• 40,0 ml 1,0 M KCl
• 146,5 ml 0,5 M Na2HPO4
• 26,0 ml 1,0 M NaH2PO4
• alle Salze bzw. die Lösungen werden in ca. 750ml H2OM gelöst
• wenn alle Salze bzw. der überwiegende Teil gelöst ist, wird die Lösung

auf 1,0l mit H2OM aufgefüllt
• die Lösung hat nach dem Verdünnen auf 1,0l ohne weitere Titrierung

einen pH-Wert von 7,2
• für RNase-freies Arbeiten kann die Lösung mit 0,1% DEPC behandelt

werden
• die 20×-Stammlösung sollte autoklaviert werden.

10% Tween-20

• 10ml Tween-20 werden mit 90ml H2OM–DEPC gemischt
• die Lösung ist bei RT mehrere Monate haltbar
• Tween-20 sollte nicht autoklaviert werden
• bei Verwendung von  H2OM–DEPC gilt die Lösung als RNase-frei 

PBST

Endkonzentrationen:
1,0 × PBS
0,1 % Tween-20

• für 1,0l : 990,0 ml 1 × PBS
• 10,0 ml 10,0 % Tween-20
• das Tween-20 wird zum PBS gegeben und gemischt
• bei Verwendung von DEPC-vorbehandeltem PBS und der obigen

Tween-20-Lösung gilt das PBST als RNase-frei.

PBS/FAl

Endkonzentrationen:
4,0 % Formaldehyd
1,0 × PBS

• für 1,0l : 40,0 g Paraformaldehyd
• 50,0 ml 20 × PBS
• ca. 50 µl 10,0 M NaOH
• das Paraformaldehyd wird in 900ml 55–60°C warmes H2OM gegeben
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und mit NaOH versetzt; unter Rühren löst es sich innerhalb von
einigen Minuten auf, wobei es in Formaldehyd gespaltet wird
(Paraformaldehyd ist ein Formaldehyd-Polymer)

• nach dem Lösen des Paraformaldehydes wird das 20×PBS zugefügt
• mit H2OM wird auf 1,0l aufgefüllt
• das PBS/FAl ist ein bis zwei Tage bei 4°C haltbar; ansonsten kann es

bei -20°C in 50 ml-Falcon®-Tubes gelagert werden (das Auftauen
erfolgt in der Mikrowelle mit geschlossenem Deckel, wobei sorgfältig
kontrolliert werden muss, dass das Tube nicht zu heiß wird).

H2OM–DEPC

• für 1,0l : 1,0  ml DEPC
• das DEPC (Diethyl-pyrocarbonat) wird in 1,0l H2OM gegeben und ca.

18h bei 37°C auf einem Schüttler inkubiert
• das restliche DEPC wird durch zwei-maliges autoklavieren entfernt
• geschlossen ist das Wasser bei RT beliebig lange lagerbar.

MeOH/H2OM–DEPC (25%, 50%, 75%)

• 250, 500, bzw. 750ml MeOH werden mit H2OM–DEPC auf 1,0l aufgefüllt
• die Lagerung erfolgt bei 4°C.

PBSTDEPC

• Herstellung wie H2OM–DEPC, aber mit PBST statt Wasser (1×auto-
klavieren)

• die Lagerung erfolgt je nach Bedarf bei 4°C oder RT.

6%iges H2O2 in PBSTDEPC

• für 100ml : 20,0  ml 30,0 %iges H2O2

• 80,0 ml 1 × PBST
• zu 80ml PBSTDEPC werden unmittelbar vor Gebrauch die 20ml der

30%igen H2O2–Lösung gegeben
• die Lösung muss frisch angesetzt werden, da sie nicht lagerbeständig

ist.

ProteinaseK-Verdauungslösung

Endkonzentrationen:
10,0 µg/ml Prot.K
1,0 × PBST

• für 100ml : 0,100  ml 10,0 mg/ml ProteinaseK 
• zu 100ml PBSTDEPC werden unmittelbar vor Gebrauch 100µl der

ProteinaseK-Lösung gegeben
• die Verdauungslösung ist nicht lagerbeständig.

0,2% Glycin in PBSTDEPC

• für 100ml : 0,200  g Glycin 
• zu 100ml PBSTDEPC werden unmittelbar vor Gebrauch 200mg Glycin

gegeben (löst sich sehr schnell)
• die Lösung ist nicht lagerbeständig.
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RIPA-Puffer (RIPA = radio immuno precipitation assay)

Endkonzentrationen:
150,00 mM NaCl

50,00 mM Tris pH8,0
1,00 mM EDTA pH8,0
1,00 % NP40
0,50 % DOC
0,10 % SDS

• für 100ml: 10,0 ml 10,0 % NP40
• 10,0 ml 5,0 % DOC
• 5,00 ml 1,0 M Tris pH8,0
• 3,00 ml 5,0 M NaCl
• 0,500 ml 20,0 % SDS
• 0,200 ml 0,5 M EDTA pH8,0
• zu 71,3ml H2OM–DEPC werden vor Gebrauch die obigen Lösungen (alle

mit H2OM–DEPC angesetzt) gegeben und gemischt (NP40 = Nonidet®

P40 / DOC = Natriumdeoxycholat)
• die Lösung ist nur ein bis zwei Tage bei 4°C haltbar und kann nicht

autoklaviert werden.

PBS/FAl/0,2% Glutaraldehyd

• zu 100ml PBS/FAl werden unmittelbar vor Gebrauch 800µl 25%iges
Glutaraldehyd gegeben

• die Lösung sollte bei 4°C maximal 1 Tag gelagert werden.

Formamid

• entgegen den üblichen Rezepten wird das Formamid nicht mit einem
Mischbett-Ionenaustauschharz vorbehandelt. Bei Verwendung der
angegebenen Präparate (Merck Best.Nr. 1.09684.1000, für die
(Prä)Hybridisierungslösung A; Sigma Best.Nr. F 9037, für die
(Prä)HybridisierungslösungB) kann auf die Deionisierung verzichtet
werden, wenn sie nicht längere Zeit (mehrere Monate) bei RT gelagert
wurden.

20× SSC pH 7,0

Endkonzentrationen:
3,0 M NaCl
0,3 M Na3-Citrat

pH7,0 (6,0)

• für 1,0l : 175,35 g NaCl
• 88,23 g Na3-Citrat · 2H2O
• das NaCl und Na3-Citrat · 2H2O in 950ml H2OM lösen
• mit einigen Tropfen 10M (oder 1M) NaOH auf pH7,0 einstellen
• mit H2OM auf 1,0l auffüllen
• o/n mit 1,0ml DEPC behandeln (wie bei H2OM–DEPC, aber 1×auto-

klavieren)
• die Lösung ist bei RT > 1 Jahr lagerbar.
• (In vielen Protokollen wird ein pH-Wert von 4,5 angegeben. Versuche

haben gezeigt, dass es keine erkennbaren Unterschiede gibt bei
Verwendung des einen oder des anderen Wertes. Da ein neutralerer
pH-Wert leichter einzustellen ist, wird i.d.R. nicht auf 4,5 titriert. Auf
Grund der geringen Stabilität von RNA unter alkalischen Bedingungen
wird vorgeschlagen, einen pH-Wert von 6,0 statt 7,0 einzustellen, was
ansonsten keinen Einfluss auf die Hybridisierung hat.)

0,5M EDTA pH8,0

• für 100ml : 18,61 g Na2-EDTA · 2H2O
• das EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat wird in 80ml H2OM–DEPC gegeben

und mit 10 M NaOH langsam unter ständigem Rühren auf pH 8,0
eingestellt, wobei es in Lösung geht

• die Lösung wird als RNase-frei betrachtet.

50× Denhardt´s-Lösung

• für 100ml: 1,0 g Ficoll 400



Methoden 61

• 1,0 g Polyvinylpyrrolidon
• 1,0 g BSA, fraction V 
• die Inhaltsstoffe unter leichter Erwärmung (37°C-Raum) lösen (nicht

zu warm, da sonst das BSA denaturiert und ausfällt)
• die Lösung kann beliebig lange bei -20°C gelagert werden
• zum Auftauen im 37°C-Wasserbad erwärmen (nicht zu warm, da sonst

das BSA ausfällt).

50mg/ml Torula-RNA

• 1,5g Torula-RNA (Sigma Best.Nr. R6625 (Type VI, from torula
yeast)) wird in 20ml H2OM–DEPC gelöst

• je nach Unreinheit der Präparation wird 4 -8 Mal mit PCI extrahiert
• danach 2-3 Mal mit CIA extrahieren
• Fällung mit NaAcetatDEPC und Isopropanol für ca. 1h bei 4°C (RNA

sollte sofort in großen Mengen ausfallen)
• Pellet mit 70%igem EtOHDEPC waschen und einige Minuten trocknen

(nicht zu lange - kleinere Reste von Alkohol stören nicht weiter, dafür
löst sich die RNA sehr viel besser als ein zu trockenes Pellet)

• RNA in 5ml H2OM–DEPC lösen und im Spektrophotometer messen
• mit H2OM–DEPC auf 50mg/ml einstellen
• die RNA-Lösung kann problemlos ca. 6Monate bei -20°C gelagert

werden, längere Lagerung sollte bei -80°C erfolgen.

50mg/ml Heparin

• für 10ml : 0,500 g Heparin
• das Heparin (Sigma Best.Nr. H3393) wird in H2OM–DEPC gelöst
• die Lösung wird bei -20°C gelagert

MAB (maleic acid buffer)

Endkonzentrationen:
150,0 mM NaCl
100,0 mM Maleinsäure

pH7,5 

• für 1,0l : 11,61 g Maleinsäure
• 8,77 g NaCl
• die Maleinsäure und das NaCl wird in 950ml H2OM gelöst
• mit 1,0M NaOH auf pH7,5 einstellen (Maleinsäure puffert bei diesem

pH-Wert nicht, so dass man beim titrieren sehr leicht einen zu
alkalischen pH-Wert erhält)

• mit H2OM auf 1,0l auffüllen
• mit 1,0ml DEPC o/n behandeln und autoklavieren
• die Lösung ist bei RT für mehrere Monate stabil (über längere

Zeiträume zerfällt Maleinsäure).

10% Blocking Reagent in MAB

• für 500ml : 50,0 g Blocking Reagent
• Reagent for nucleic acid hybridization and detection von Roche

(Best.Nr. 1096 176) in 450 ml MAB durch Erwärmen lösen (z.B.
Wasserbad bei 80°C)

• mit MAB auf 500ml auffüllen
• die Lösung kann entweder direkt bei -20°C eingefroren werden, oder

zuvor autoklaviert werden, wodurch sichergestellt ist, dass alle noch
ungelösten Reste aufgelöst sind, und danach bei -20°C gelagert
werden (das Einfrieren geschieht am Besten als 40ml Aliquots in 50ml
Falcon®-Tubes)

• die gefrorenen Aliquots können entweder im Wasserbad oder in der
Mikrowelle aufgetaut werden.
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(Prä)HybridisierungslösungA

Endkonzentrationen:
50,0 % Formamid
10,0 mM EDTA(pH8,0)
5,0 × SSC pH7,0
1,0 × Denhardt‘s
1,0 % Blocking R.  
0,1 % Tween-20
0,1 % CHAPS
0,5 mg/ml Torula-RNA
0,1 mg/ml Heparin

• für 100ml: 50,0  ml Formamid
• 25,0 ml 20 ×  SSC pH7,0
• 2,00 ml 0,5 M EDTA pH8,0
•  2,00 ml 50 × Denhardt´s
• 1,00 ml 10 % Tween-20
• 1,00 ml 50,0 mg/ml Torula-RNA
• 0,20 ml 50,0 mg/ml Heparin
• 10,0 ml 10,0 % Blocking Reagent in MAB

 oder (!) 1,00 g Blocking Reagent
• 0,10 g CHAPS (Sigma Best.Nr.

C3023)
• die Lösung basiert auf einer Vorgabe aus dem Labor von T. Pieler mit

leichten Modifikationen (Blocking Reagent, unterschiedliche RNA)
• entweder wird 1,0g Blocking Reagent for nucleic acid hybridization

and detection von Roche (Best.Nr. 1096 176) in 19,5ml H2OM–DEPC und
2,0ml EDTA pH8,0 gelöst (z.B. im Wasserbad bei 80°C)
– oder
10,0 ml einer 10,0 %igen Lösung des obigen Blocking Reagents in
MAB (nach Verdünnung 1:10 entsprechend noch 10mM Maleinsäure
pH7,5 – 15mM NaCl) werden zu 9,5ml H2OM–DEPC und 2,0ml EDTA
pH8,0 gegeben

• anschließend werden die restlichen wässrigen Lösungen und das
CHAPS (Sigma Best.Nr. C3023) zugegeben

• zuletzt wird das Formamid (Merck Best.Nr. 1.09684.1000; nicht
deionisiert) hinzugefügt

• Kälber-RNA = Sigma Best.Nr. R7250 (Type IV, from calf liver)

(Prä)HybridisierungslösungB

Endkonzentrationen:
50,0 % Formamid
10,0 mM EDTA(pH8,0)
5,0 × SSC pH7,0
1,0 × Denhardt‘s
1,0 % Blocking R
0,1 % Tween-20
0,1 % CHAPS
0,5 mg/ml Torula-RNA
0,05 mg/ml Kalbs-RNA
0,1 mg/ml Heparin

• für 100ml: 50,0  ml Formamid (deionisiert)
• 25,0 ml 20 ×  SSC pH7,0
• 2,00 ml 0,5 M EDTA pH8,0
•  2,00 ml 50 × Denhardt´s
• 1,00 ml 10 % Tween-20
• 1,00 ml 50,0 mg/ml Torula-RNA
• 0,100 ml 50,0 mg/ml RNA aus Kalbsleber
• 0,200 ml 50,0 mg/ml Heparin
• 10,0 ml 10,0 % Blocking Reagent in MAB

 oder (!) 1,00 g Blocking Reagent
• 0,100 g CHAPS (Sigma Best.Nr.

C3023)
• die Lösung wird entsprechend der (Prä)HybridisierungslösungA

angesetzt
• mit Ausnahme des dionisierten Formamids (Sigma Best.Nr. F9037)
• und der zusätzlichen Kalbs-RNA = Sigma Best.Nr. R7250 (Type IV,

from calf liver), die ganz zum Schluss zugefügt wird
• die Lagerung erfolgt bei -20°C.

NTE-Lösung

Endkonzentrationen:
500,0 mM NaCl

10,0 mM Tris pH7,5
5,0 mM EDTA pH8,0
0,1 % Tween-20

• für 500ml : 50,0 ml 5,0 M NaCl
• 5,0 ml 1,0 M Tris-HCl pH7,5
• 5,0 ml 0,5 M EDTA pH8.0
• 5,0 ml 10,0 % Tween-20
• die obigen Lösungen werden mit 400ml H2OM–DEPC gemischt und dann

mit H2OM–DEPC auf 500ml aufgefüllt.
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MABT

Endkonzentrationen:
150,0 mM NaCl
100,0 mM Maleinsäure

0,1 % Tween-20
pH 7,5

• für 1,0l : 10,0 ml 10,0 % Tween-20
• 990,0 ml MAB
• die Lösungen werden gemischt und sind für mehrere Wochen bei RT

lagerbeständig, etwas längere Lagerungen erfolgen bei 4°C (wenn
möglich sollte die Lösung frisch angesetzt werden)

• Tween-haltige Lösungen sollten nicht autoklaviert werden.

10% FCS / 2% Blocking Reagent in MABT

• für 100ml : 10,0 ml FCS
• 20,0 ml 10,0 % Blocking Reagent in MAB
• 70,0 ml MABT
• das bei -20°C gelagerte FCS wird im Wasserbad bei ca. 40°C aufgetaut
• das bei -20°C gelagerte Blocking Reagent in MAB wird bei Bedarf im

Wasserbad bei ca. 80°C aufgetaut (oder zusammen mit dem FCS bei
40°C)

• die Lösungen werden frisch gemischt
• wenn gewünscht kann die Lösung für einige Zeit (einige Wochen oder

Monate) bei -20°C gelagert werden
• die Lösung darf wegen des FCS nicht autoklaviert werden.

Embryopuder

• 10-30 Mausembryonen des Entwicklungsstadiums E13,5-E15,5
werden mit einer möglichst geringen Menge PBS homogenisiert

• die Proteine werden mit 4Vol. eiskaltem Aceton für 30min auf Eis
gefällt

• das Präzipitat wird 10min bei >10.000g abzentrifugiert und mit
kaltem Aceton gewaschen

• während das Präzipitat trocknet wird es in einem Mörser zu einem
feinen Puder zerrieben

• nachdem das Embryopuder vollständig getrocknet ist, wird es in einem
luftdichten Gefäß (z.B. 2ml-Eppi mit Schraubdeckel) bei 4°C gelagert

• sollte das angegebene WMISH-Protokoll mit Hühnerembryonen
durchgeführt werden, müssen entsprechend Hühnerembryonen für die
Herstellung des Puders verwendet werden.

MABT-Levamisol

Endkonzentrationen:
150,0 mM NaCl
100,0 mM Maleinsäure

2,0 mM Levamisol
0,1 % Tween-20

pH 7,5

• für 100ml : 48,0 mg Levamisol
• 100,0 ml MABT
• das Levamisol (Sigma Best.Nr. L9756) wird frisch zum MABT

gegeben (löst sich sofort)
• Levamisol hat unter neutralen Bedingungen bei RT oder 4°C eine

Halbwertszeit von einigen Stunden, die Lösung kann also nicht
gelagert werden.

NTMT

Endkonzentrationen:
100,0 mM Tris
100,0 mM NaCl
50,0 mM MgCl2

0,1 % Tween-20
pH 9,5

• für 100ml : 10,0 ml 1,0 M Tris pH9,5
• 5,0 ml 1,0 M MgCl2

• 2,0 ml 5,0 M NaCl
• 1,0 ml 10,0 % Tween-20
• zu 82,0ml H2OM werden zuerst die MgCl2-, NaCl- und Tween-20-

Lösungen gegeben
• danach wird das Tris pH9,5 zugefügt (Mg2+ kann als Mg(OH)2

ausfallen, wenn es in hoher Konzentration in eine so alkalische Lösung
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eingebracht wird)
• da das Mg2+ dazu neigt, als Mg(OH)2 auszufallen, muss die Lösung

frisch angesetzt werden.

NTMT-Levamisol

Endkonzentrationen:
100,0 mM Tris
100,0 mM NaCl

50,0 mM MgCl2

2,0 mM Levamisol
0,10 % Tween-20

pH9,5

• die Lösung wird wie MABT-Levamisol (s.o.) hergestellt, nur dass
anstatt des MABT jetzt NTMT verwendet wird

• Levamisol hat unter alkalischen Bedingungen bei RT oder 4°C eine
Halbwertszeit von ca. 10 min, die Lösung muss also unmittelbar vor
Gebrauch angesetzt werden.

Glyzerin/H2OM–DEPC (30%, 50%, 80%)

• 300, 500, bzw. 800ml Glyzerin werden mit H2OMC auf 1,0l aufgefüllt
• die Lagerung erfolgt bei RT.

Drosophila-Experimente

Die Drosophila-Experimente wurden vollständig von Dr. Frieder Schöck in der

Abteilung von Prof. Dr. Herbert Jäckle durchgeführt. 

Die Immunohistochemie wurde entsprechend der Angaben in González-Gaitán

M. und Jäckle H. (1997) durchgeführt. Als primäre Antikörper wurde ein anti-ß-

Galactosidase- (Cappel) und ein anti-Engrailed/Invected-Antikörper (Patel NH.

et al.; 1989). Die Detektion erfolgte mit dem Vectastain ABC Elite Kit von Vector.

Zur Identifizierung von homozygoten mutanten Embryonen wurden blue

balancer verwendet. Die gefärbten Embryonen wurden in Canada-Balsam

(Sigma) eingebettet oder in Kapillaren aufgezogen (González-Gaitán M. und

Jäckle H.; 1997). Kutikula-Präparationen erfolgten nach Wimmer EA. et al.

(1996). Die gefärbten Embryonen wurden an einem Zeiss Axiophot-Mikroskop

untersucht und fotografiert.

Für die Arbeiten wurden die folgenden Stämme verwendet:

• Oregon R als wildtypische Kontrolltiere (WT);

• btdXG81 (Wimmer EA. et al.; 1993);

• svbYP17b btdXG81-Doppelmutanten zur Identifizierung von Kutikula-Strukturen
in btd-Mutanten;

• btd-Knk-Mutanten.

Die btd-Knk-Mutanten wurden wie folgt hergestellt: ein 2,2 kb XbaI-EcoRV-

Fragment der Knk-cDNA wurde mit Hilfe von XbaI-Linkern in pCbtdRV-

2nd∆Xba (Wimmer EA. et al.; 1997) einkloniert. Zur Erzeugung von transgenen

Drosophila-Embryonen wurde das Konstrukt zusammen mit einem Helfer-

Plasmid in w sn3-Embryonen injiziert (Spradling AC. und Rubin GM.; 1982). Es

wurde eine transgene Linie gewonnen, die über TM3 balanciert wurde.
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Ergebnisse

Amplifizierung von Sp1-typischen Zink-Finger-

Sequenzen aus genomischer Maus-DNA

Homologie-screen mi t  
degenerativer PCR auf 
genomischer Maus-DNA

Der Homologie-screen wurde mit genomischer DNA aus NMRI-Mäusen

durchgeführt. Diese wurde als Matrize in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Als

primer wurden insgesamt fünf verschiedene hoch degenerative Oligonukleotide

für die Synthese von 5´ nach 3´ (5´–3´) und vier verschiedene Oligonukleotide für

die Synthese von 3´ nach 5´ (3´–5´) in allen möglichen Kombinationen eingesetzt

(siehe Material und Methoden).

Beginnend bei einer annealing-Temperatur von 37°C wurden jeweils 40 Zyklen

durchgeführt mit jeweils 1 min. pro Schritt (Denaturierung, annealing, DNA-

Synthese). Die Analyse der PCR im Agarose-Gel ergab in allen Fällen auf Grund

der niedrigen Stringenz multiple Banden und z.T. einen erheblichen Hintergrund.

Um mögliche spezifische Amplifikationsprodukte zu erkennen, wurde die DNA

mit Hilfe des Southern-Transfers auf Nylonmembranen übertragen und bei

steigender Stringenz (anfangs 2×SSC/0,5%SCS, am Ende 0,5×SSC/0,5%SCS

bei 60°C) mit der Zink-Finger-Box des buttonhead-Gens hybridisiert. Die

Signale wurden anschließend bestimmten Banden im Gel zugeordnet und die

DNA daraus eluiert, kloniert und sequenziert. Schließlich wurden die erhaltenen

Sequenzen mit der buttonhead-Sequenz verglichen. Je nach Ergebniss wurde die

Stringenz im nächsten Versuch etwas erhöht.

Ampli f iz ierung der 
Z ink -F inger -Box

Die zu Beginn gewonnenen Klone repräsentierten Sequenzen, die nicht weiter

zugeordnet werden konnten. Bei steigender Stringenz wurden Amplifikate

erzeugt, die Zink-Finger-Gene der repetitiven Klasse repräsentierten (Daten nicht

gezeigt). Bei einer annealing-Temperatur von 47°C wurde mit dem primer-Paar

“btd3” = CACATCTGCCAYATYCCIGGITRYGARMG (5´–3´; buttonhead-

spezifisch = entspricht der Aminosäuresequenz HICHIPGCER/S des ersten BTD-

Zink-Fingers) und “839” = CGCCAGGTGATCRCTICKCATRAAIC (3´–5´;

Sp1-spezifisch = entspricht der Aminosäuresequenz RFMR/SSDH-”BamHI” des

dritten Sp1-Zink-Fingers) neben zahlreichen unspezifischen Produkten auch eine

Bande identifiziert, die einer DNA von ca. 230 bp Länge entspricht. Dies

korrespondiert mit der vorhergesagten Länge einer Sp1-Zink-Finger-Box, wenn

die besagten primer als 5´- und 3´-Begrenzung angenommen werden. Zusätzlich

ergab die Bande im Southern-Blot ein starkes Signal bis zu einer Stringenz von

0,5×SSC / 0,5%SCS bei 60°C. Die Bande wurde aus einem Agarose-Gel

ausgeschnitten, die DNA eluiert und in pGEM®-T kloniert. 60 Klone wurden

präpariert und durch eine Southern-Hybridisierung mit der btd-Probe erneut
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getestet. 29 Klone zeigten ein stabiles Signal bei 0,5×SSC/0,5%SCS und 60°C.

Davon wurden 28 Klone sequenziert, wobei sich folgendes Resultat ergab:

• Anzahl der sequenzierten Klone: 28

• Anzahl verschiedener Sequenzen (=Gene):     3

• Klone pro Gruppe:   a) 19

  b)  7

  c)   2

Die DNA-Sequenzen repräsentativer Vertreter der drei Gruppen sind in der

folgenden Abbildung 10 dargestellt.

3 Amplif ikate gehören 
in die Sp1-Genfamil ie

Ein Vergleich der übersetzten Proteinsequenz zeigte, dass die drei repräsentierten

Sequenzgruppen bzw. Gene eindeutig in die Familie der Sp1-Transkriptions-

faktoren eingeordnet werden können (Abb. 11). Außerdem ergab ein Vergleich

mit der GenBank-Datenbank, dass keines der drei Gene zum damaligen

Zeitpunkt bereits hierin enthalten war.

  5 / a)     CACATCTGCC ATATTCCGGG GTGCGAAAGG CTATACGCTA AGACGTCGCA TCTGAAGGCG
 43 / b)         ------ -C-------- ---T--GC-- N-G----GC- ---------- C---------
 58 / c)     ---------- ---------- ---T--G--- N-G----GC- --G-T----- ------A--C
 primer)     CACATCTGCC AYATYCCIGG ITRYGARMG

  5 / a)     CACCTGCGGT GGCACAGCGG TGACCGACCC TTCGTGTGCA ACTGGCTTTT CTGCGGCAAG
 43 / b)     --------T- ------C--- C--G--G--G ---------- -T-----G-- ------T---
 58 / c)     ---T----C- ------CT-- C--GA-G--T -----C---- ---------- ----------

  5 / a)     CGCTTCACGC GCTCCGACGA GCTGCAGCGC CACCTTCAGA CCCACACCGG GACCAAGAAG
 43 / b)     -----T---- ---------- ---------G -----G-G-- -------G-- CGANG-AGC-
 58 / c)     A-G-----T- ----T----- ----G----- ---G-G-GC- -T------C- -GAG------

  5 / a)     TTCCCCTGTG CGGTCTGCAG CCGAGGCTTT ATGCGCAGCG ACCACCTAGG CG
 43 / b)     ---G----CC ----G----A -AA-C----C ---A------ ---------- --
 58 / c)     ---A-T--CC T-C----TTC -AANC----- ---------- ---------- --
 primer)                                GITTY ATGMGIAGYG ATCACCT.GG CG

Abb.10: DNA-Sequenz der PCR-Produkte auf genomischer Maus-DNA. Die
Klone Nr. 5, 43 und 58 repräsentieren die drei Gruppen unterschiedlicher Sequenzen.
Identische Nukleotide der Klone 43 und 58 relativ zu Klon 5 sind durch Striche dargestellt.
Die primer sind zum Vergleich mit dargestellt. Zum besseren Verständnis ist die Sequenz
des 3´–5´–primers komplementär zur tatsächlichen Sequenz eingetragen.

  Sp1) HICHIQGCGKVYGKTSHLRAHLRWHTGERPFMCNWSYCGKRFTRSDELQRHKRTHTGEKKFACPECPKRFMRSDHLS
  5/a) --C--P-CERL-A-----K-H---HS-D---VC--LFC------------HLQ-H--T---PCAVCSRG-------G
 43/b)   C----C--X-G-------H---HT-E----C----C------------H-R-H--XEA-ACP-CNKR--S-----
 58/c) --C----C--X-G-A-----H---HT-E----C----C----------E-HVR-H-RE---TCLLC-XR--------
 LKLF) -TCSYA-CG-T-T-S---K-H--TH---K-YHC--DGC-WK-A-----T-HY-KH--HRP-QCHLCDRA-S-----A

Abb.11: Protein-Sequenz der PCR-Produkte auf genomischer Maus-DNA.
Zur Hervorhebung der Homologie der drei repräsentierten Transkriptionsfaktoren mit dem
Sp1-Protein ist dieses mit in dem Vergleich enthalten, ebenso wie LKLF als typischer
Vertreter der BTEB/KLF-Gruppe. Identische Aminosäurereste sind durch Striche
substituiert; die Cystein- und Histidin-Reste sind zur leichteren Orientierung in allen fünf
Proteinen eingetragen.



Ergebnisse 67

Klonierung von Knopfkopf-, Sp5- und Sp6-cDNA

cDNA-screen mit den 
Zink-Finger-Boxen als 
Sonde

Die amplifizierten Sequenzen aus der zuvor beschriebenen PCR wurden als 32P-

markierte Proben in einem hoch stringenten screen einer Maus-cDNA-Bibliothek

verwendet (0,1×SSC / 0,1 % SDS - 65°C). Diese wurde von Brigit Hogan zur

Verfügung gestellt und repräsentiert poly-A-mRNA aus ganzen E8,5-Maus-

embryonen. Zur Herstellung der Bibliothek wurden randomisierte Hexa-

nukleotide als primer für die Erststrangsynthese verwendet. Die cDNA wurde

anschließend in λ-Phagen kloniert und ein Mal amplifiziert. Es wurden bei jedem

screen ca. 3,5-4,0 Millionen Phagen-Klone dieser  cDNA-Bibliothek eingesetzt.

Positive Klone wurden vereinzelt und die Phagen-DNA aus Flüssigkulturen

isoliert. Die enthaltenen cDNA-Fragmente wurden anschließend ausgeschnitten,

in pBluescriptII KS+ bzw. plcBS (s.u.) kloniert und weiter analysiert.

Der screen mit Gruppe (a)-PCR-Fragmenten ergab folgendes Ergebnis:

• 3 cDNAs, die ein bis dahin unbekanntes Gen repräsentieren, das im weiteren
Verlauf als Sp5 bezeichnet wird;

Sp5 weist ein in der Maus-Embryogenese dynamisches, gewebespezifisches
Expressionsmuster auf (s.u.).

• 1 cDNA, die ein bis dahin unbekanntes Gen repräsentiert, das im weiteren
Verlauf als Sp6 bezeichnet wird;

Expressionsanalysen mit Sp6 ergaben in der Maus-Embryogenese keine
Anzeichen für eine räumlich-zeitlich spezifisch regulierte Genaktivität (s.u.).

Der screen mit Gruppe (b)-PCR-Fragmenten ergab folgendes Ergebnis:

• 17 cDNAs, die ein bereits bekanntes Gen repräsentieren (KIAA1285 aus
NCBI, accession-no. AB033111 von Nov. 1999 –  accession-no. I35492 und
I59504 als patentierte Sequenzen vom Mai 1997);

das Gen zeigt eine schwache, ubiquitäre Expression in der Embryogenese
und gehört in die repetitive Klasse der Zink-Finger-Proteine;

die zu KIAA1285 gehörenden Klone wurden nicht weiter bearbeitet.

• 2 cDNAs, die ein bis dahin unbekanntes Gen repräsentieren, das im weiteren
Verlauf als Knopfkopf (Knk) bezeichnet wird;

 Knk weist ein in der Maus-Embryogenese dynamisches, gewebespezifisches
Expressionsmuster auf (s.u.).

Der screen mit Gruppe (c)-PCR-Fragmenten ergab folgendes Ergebnis:

• aus der E8,5-cDNA-Bibliothek konnten keine Klone identifiziert werden, die
unter hochstringenten Bedingungen ein stabiles Signal mit den eingesetzten
Proben aufwiesen;

die Arbeit mit der Gruppe (c) wurde eingestellt.

Alle genannten Gene wurden sequenziert und mittels whole mount in situ-

Hybridisierung die Genexpression zwischen E8,5 und E10,5 getestet. Entspre-

chend der Hybridisierungsergebnisse wurden nur Sp5 und Knk weiter analysiert.
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Nutzung von very low copy-Vektoren (plcBS) für 

die Klonierung

Während des screens wurde bei der Vereinzelung der Phagen-Klone folgende

Beobachtung gemacht: auch wenn eindeutig ein einzelner Plaque ausgestochen,

die Phagen eluiert und neu ausplattiert wurden, zeigte sich bei einer erneuten

Hybridisierung eine sehr unterschiedliche Signalstärke der Plaques (unabhängig

von der  Größe der Plaques). Ein typisches Ergebnis eines screens für

genomische DNA ist in der Abbildung 12 gezeigt. Die großen Unterschiede in

der Signalstärke sind deutlich erkennbar: Einige Plaques erzeugten ein sehr

starkes Signal, eine zweite Gruppe erzeugt ein mittelstarkes und eine dritte ein

fast nicht mehr sichtbares Signal. Dieses Verhalten war bei den meisten cDNA-

Klonen zu beobachten und bei allen genomischen Klonen. Weiterhin wurde in

diesem Zusammenhang beobachtet,  dass nach der Umklonierung in

pBluescript®IIKS+ die Bakterien zu einem großen Teil lysierten und nur sehr

geringe DNA-Mengen gewonnen werden konnten.

Um zu testen, was die molekulare Grundlage für diese Beobachtung ist, wurde

die DNA aus betroffenen Phagen-Klonen untersucht: Dazu wurden Phagen-

Klone drei Mal vereinzelt, so dass sichergestellt war, dass es sich bei den

untersuchten Phagen tatsächlich um Klone handelt. Plaques, die bei der

abschließenden Hybridisierung hinsichtlich ihrer Signalstärke trotz gleicher

Größe sehr unterschiedlich waren, wurden ausgestochen und die DNA aus

Flüssigkulturen präpariert. Die DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen

verdaut und die Ansätze auf einem Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Die dabei entstandenen Fragmentgrößen wurden verglichen. Es zeigte sich, dass

die DNAs trotz klonaler Herkunft deutliche Abweichungen aufwiesen (siehe

Abbildung 13).

Zur Verminderung oder vollständigen Unterbindung störender Rekombinationen

wurden alle cDNAs und genomischen DNAs in einen very low copy-Vektor

umkloniert. Die Kopienzahl pro Bakterium liegt bei diesen in ihrer Replikation

streng kontrollierten Vektoren bei 1-6 gegenüber ca. 500 bei pBluescriptIIKS+

(s.u.). Da auch das Knock Out-Konstrukt in diesem Vektor erstellt werden sollte

und die verfügbaren low copy- (z.B. pBR322)  und very low copy-Vektoren (z.B.

pACAY177 bzw. pACAY184) nicht geeignet für diese Arbeiten sind, wurde ein

eigener Vektor hergestellt: plcBS (für “low copy Bluescript”).

Hierzu wurde der Replikationsursprung (Ori) von pBluescript II KS+ mit den

Restriktionsendonukleasen SapI (vollständiger Verdau; eine Schnittstelle) und

BspHI (partieller Verdau; zwei Schnittstellen) ausgeschnitten. Die Schnittstelle

von SapI liegt bei der Base 1037, die benötigte Schnittstelle von BspHI bei der

Base 1872. Das Ori erstreckt sich von Position 1032 bis 1972 (Angaben nach

Stratagene). Es verbleiben also die ersten 100 bp sowie die letzten 5 bp des Ori

im neu konstruierten Vektor. Das entfernte Fragment hat eine Länge von 835 bp.

Abb.12: Hybridisierung von
rekombinierten Phagen. Die
Plaques gehen auf einen
vereinzelten Phagen zurück. Man
beachte die große Schwankung
hinsichtlich der Stärke des
Hybridisierungssignals.

Abb.13: EcoRI-Verdau von
DNA-Präparationen klonaler
Phagen. Zwei unterschiedlich
stark hybridisierende Plaques eines
Phagenklons wurden für die
Präparation der DNA verwendet.
Die Unterschiede bei den
Fragmenten sind offensichtlich.
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der pSC101-Ursprung 
zur Herstellung eines 
ve ry - l ow-copy -
Vektors

Aus pSC101 wurde mit den Restriktionsendonukleasen HincII und TaqI dessen

Ori ausgeschnitten. Die Auswahl der Enzyme entspricht eigenen Analysen der

Sequenz von pSC101 und der veröffentlichten Literatur (siehe Diskussion). Die

Gesamtgröße des Fragmentes beträgt 1937bp, es ist damit etwa 1,1kb größer als

das zuvor entfernte Stück aus pBluescriptIIKS+. 

Die Enden der Fragmente wurden mit Klenow-Enzym aufgefüllt und

anschließend ligiert. Der neu konstruierte Vektor ist 4065bp lang. Alle Enzyme

der MCS mit Ausnahme von SpeI schneiden weiterhin nur ein Mal im Vektor.

Die Ergebnisse der Präparation von Plasmid-DNA zeigten, dass die Kopienzahl

pro Bakterium ungefähr den Angaben von 5-6 für pSC101 entsprechen.

der plcBS-Vektor 
verhindert  ef fekt iv die 
Rekombination von 
klonierten Sequenzen

Genomische DNA und cDNA, die in plcBS kloniert wurde (Wirtsbakterien:

DH5α®, SURE®, XL-10Gold®) zeigte keine weiteren Veränderungen auf Grund

von Rekombinationen etc.. Auch die toxische Wirkung auf die Wirtsbakterien,

die bei der Verwendung von pBluescriptIIKS+ beobachtet wurde, trat nicht mehr

auf. Dadurch war es möglich, trotz der geringen Kopienzahl pro Bakterium (ca.

1% im Vergleich zu pBluescriptIIKS+) genügend Plasmid in sehr guter Qualität

zu präparieren: aus 1,0l Terrific Broth (siehe Sambrook J. et al.; 1989 - Seite A2)

konnten ca. 400-500 µg DNA gewonnen werden. Hierzu wurde das Standard-

Protokoll (QIAGEN Plasmid Kit Maxi) für die Plasmidpräparation nach eigenen

Versuchen und Erfahrungen verändert (siehe Material und Methoden). 

Für DNA-Präparationen im kleinst-Maßstab (Mini-Präp) wurden ca. 2,0 ml

Terrific Broth eingesetzt. Die Präparation erfolgte mit dem QIAprep® Spin

Miniprep Kit von Qiagen, wobei eine Ausbeute von 5-10 µg DNA erzielt werden

konnte (siehe Material und Methoden).

Abb.14: Vergleich der Struktur von pBluescript®IIKS+ und plsBS. Der
Replikationsursprung (Ori) ist schematisch dargestellt, wobei die relativen
Größenverhältnisse in der Zeichnung berücksichtig wurden. Das ColE1-Ori ist in
hellrot, das pSC101-Ori mit seinen drei funktionellen Teilbereichen
(Initiatorprotein, AT-reiche Region, Partitionslokus) ist in hellblau eingezeichnet.
(Abkürzungen: Ampicillin = Ampicillinresistenzgen bzw. ß-Lactamasegen, AT =
AT-reiche Region, Col = ColE1 Ursprung = Replikationsursprung des ColE1-
Plasmids, f1(+) Ursprung = Replikationsursprung des filamentösen f1-Phagen,
lacZ = lacZ-Gen des lac-Operons, MCS = multiple Klonierungsstelle, Partition =
Partitionslokus, Prom = Promoter des lacZ-Gens)
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Literatur: Stoker NG. et al.; 1982. Cunningham TP. et al.; 1993. Cohen NS. et al.;

1973. Churchward G. et al.; 1983. Vocke C. et al.; 1983. Meacock PA. et al.;

1980. Miller CA. et al.; 1983. Zurita M. et al.; 1984. Nakano Y. et al.; 1995.

     1) CTAAATTGTA AGCGTTAATA TTTTGTTAAA ATTCGCGTTA AATTTTTGTT AAATCAGCTC
    61) ATTTTTTAAC CAATAGGCCG AAATCGGCAA AATCCCTTAT AAATCAAAAG AATAGACCGA
   121) GATAGGGTTG AGTGTTGTTC CAGTTTGGAA CAAGAGTCCA CTATTAAAGA ACGTGGACTC
   181) CAACGTCAAA GGGCGAAAAA CCGTCTATCA GGGCGATGGC CCACTACGTG AACCATCACC
   241) CTAATCAAGT TTTTTGGGGT CGAGGTGCCG TAAAGCACTA AATCGGAACC CTAAAGGGAG
   301) CCCCCGATTT AGAGCTTGAC GGGGAAAGCC GGCGAACGTG GCGAGAAAGG AAGGGAAGAA
   361) AGCGAAAGGA GCGGGCGCTA GGGCGCTGGC AAGTGTAGCG GTCACGCTGC GCGTAACCAC
   421) CACACCCGCC GCGCTTAATG CGCCGCTACA GGGCGCGTCC CATTCGCCAT TCAGGCTGCG
   481) CAACTGTTGG GAAGGGCGAT CGGTGCGGGC CTCTTCGCTA TTACGCCAGC TGGCGAAAGG
   541) GGGATGTGCT GCAAGGCGAT TAAGTTGGGT AACGCCAGGG TTTTCCCAGT CACGACGTTG
   601) TAAAACGACG GCCAGTGAGC GCGCGTAATA CGACTCACTA TAGGGCGAAT TGGAGCTCCA
   661) CCGCGGTGGC GGCCGCTCTA GAACTAGTGG ATCCCCCGGG CTGCAGGAAT TCGATATCAA
   721) GCTTATCGAT ACCGTCGACC TCGAGGGGGG GCCCGGTACC CAGCTTTTGT TCCCTTTAGT
   781) GAGGGTTAAT TGCGCGCTTG GCGTAATCAT GGTCATAGCT GTTTCCTGTG TGAAATTGTT
   841) ATCCGCTCAC AATTCCACAC AACATACGAG CCGGAAGCAT AAAGTGTAAA GCCTGGGGTG
   901) CCTAATGAGT GAGCTAACTC ACATTAATTG CGTTGCGCTC ACTGCCCGCT TTCCAGTCGG
   961) GAAACCTGTC GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG CGCGGGGAGA GGCGGTTTGC
  1021) GTATTGGGCG CTCTTCCGCT CGACCTGAAT GGAAGCCGGC GGCACCTCGC TAACGGATTC
  1081) ACCACTCCGC AGACCCGCCA TAAAACGCCC TGAGAAGCCC GTGACGGGCT TTTCTTGTAT
  1141) TATGGGTAGT TTCCTTGCAT GAATCCATAA AAGGCGCCTG TAGTGCCATT TACCCCCATT
  1201) CACTGCCAGA GCCGTGAGCG CAGCGAACTG AATGTCACGA AAAAGACAGC GACTCAGGTG
  1261) CCTGATGGTC GGAGACAAAA GGAATATTCA GCGATTTGCC CGAGCTTGCG AGGGTGCTAC
  1321) TTAAGCCTTT AGGGTTTTAA GGTCTGTTTT GTAGAGGAGC AAACAGCGTT TGCGACATCC
  1381) TTTTGTAATA CTGCGGAACT GACTAAAGTA GTGAGTTATA CACAGGGCTG GGATCTATTC
  1441) TTTTTATCTT TTTTTATTCT TTCTTTATTC TATAAATTAT AACCACTTGA ATATAAACAA
  1501) AAAAAACACA CAAAGGTCTA GCGGAATTTA CAGAGGGTCT AGCAGAATTT ACAAGTTTTC
  1561) CAGCAAAGGT CTAGCAGAAT TTACAGATAC CCACAACTCA AAGGAAAAGG ACTAGTAATT
  1621) ATCATTGACT AGCCCATCTC AATTGGTATA GTGATTAAAA TCACCTAGAC CAATTGAGAT
  1681) GTATGTCTGA ATTAGTTGTT TTCAAAGCAA ATGAACTAGC GATTAGTCGC TATGACTTAA
  1741) CGGAGCATGA AACCAAGCTA ATTTTATGCT GTGTGGCACT ACTCAACCCC ACGATTGAAA
  1801) ACCCTACAAG GAAAGAACGG ACGGTATCGT TCACTTATAA CCAATACGCT CAGATGATGA
  1861) ACATCAGTAG GGAAAATGCT TATGGTGTAT TAGCTAAAGC AACCAGAGAG CTGATGACGA
  1921) GAACTGTGGA AATCAGGAAT CCTTTGGTTA AAGGCTTTGA GATTTTCCAG TGGACAAACT
  1981) ATGCCAAGTT CTCAAGCGAA AAATTAGAAT TAGTTTTTAG TGAAGAGATA TTGCCTTATC
  2041) TTTTCCAGTT AAAAAAATTC ATAAAATATA ATCTGGAACA TGTTAAGTCT TTTGAAAACA
  2101) AATACTCTAT GAGGATTTAT GAGTGGTTAT TAAAAGAACT AACACAAAAG AAAACTCACA
  2161) AGGCAAATAT AGAGATTAGC CTTGATGAAT TTAAGTTCAT GTTAATGCTT GAAAATAACT
  2221) ACCATGAGTT TAAAAGGCTT AACCAATGGG TTTTGAAACC AATAAGTAAA GATTTAAACA
  2281) CTTACAGCAA TATGAAATTG GTGGTTGATA AGCGAGGCCG CCCGACTGAT ACGTTGATTT
  2341) TCCAAGTTGA ACTAGATAGA CAAATGGATC TCGTAACCGA ACTTGAGAAC AACCAGATAA
  2401) AAATGAATGG TGACAAAATA CCAACAACCA TTACATCAGA TTCCTACCTA CATAACGGAC
  2461) TAAGAAAAAC ACTACACGAT GCTTTAACTG CAAAAATTCA GCTCACCAGT TTTGAGGCAA
  2521) AATTTTTGAG TGACATGCAA AGTAAGTATG ATCTCAATGG TTCGTTCTCA TGGCTCACGC
  2581) AAAAACAACG AACCACACTA GAGAACATAC TGGCTAAATA CGGAAGGATC TGAGGTTCTT
  2641) ATGGCTCTTG TATCTATCAG TGAAGCATCA AGACTAACAA ACAAAAGTAG AACAACTGTT
  2701) CACCGTTACA TATCAAAGGG AAAACTGTCC ATATGCACAG ATGAAAACGG TGTAAAAAAG
  2761) ATAGATACAT CAGAGCTTTT ACGAGTTTTT GGTGCATTCA AAGCTGTTCA CCATGAACAG
  2821) ATCGACAATG TAACAGATGA ACAGCATGTA ACACCTAATA GAACAGGTGA AACCAGTAAA
  2881) ACAAAGCAAC TAGAACATGA AATTGAACAC CTGAGACAAC TTGTTACAGC TCAACAGTCA
  2941) CACATAGACA GCCTGAAACA GGCGATGCTG CTTATCGCAT GAGATTATCA AAAAGGATCT
  3001) TCACCTAGAT CCTTTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC AATCTAAAGT ATATATGAGT
  3061) AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA TCAGTGAGGC ACCTATCTCA GCGATCTGTC
  3121) TATTTCGTTC ATCCATAGTT GCCTGACTCC CCGTCGTGTA GATAACTACG ATACGGGAGG
  3181) GCTTACCATC TGGCCCCAGT GCTGCAATGA TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG
  3241) ATTTATCAGC AATAAACCAG CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT CCTGCAACTT
  3301) TATCCGCCTC CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG
  3361) TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGCCATTG CTACAGGCAT CGTGGTGTCA CGCTCGTCGT
  3421) TTGGTATGGC TTCATTCAGC TCCGGTTCCC AACGATCAAG GCGAGTTACA TGATCCCCCA
  3481) TGTTGTGCAA AAAAGCGGTT AGCTCCTTCG GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG
  3541) CCGCAGTGTT ATCACTCATG GTTATGGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT GTCATGCCAT
  3601) CCGTAAGATG CTTTTCTGTG ACTGGTGAGT ACTCAACCAA GTCATTCTGA GAATAGTGTA
  3661) TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCGGCGT CAATACGGGA TAATACCGCG CCACATAGCA
  3721) GAACTTTAAA AGTGCTCATC ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG GCGAAAACTC TCAAGGATCT
  3781) TACCGCTGTT GAGATCCAGT TCGATGTAAC CCACTCGTGC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT
  3841) CTTTTACTTT CACCAGCGTT TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAAAT GCCGCAAAAA
  3901) AGGGAATAAG GGCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT CTTCCTTTTT CAATATTATT
  3961) GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA GCGGATACAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA
  4021) ATAAACAAAT AGGGGTTCCG CGCACATTTC CCCGAAAAGT GCCAC

Abb.15: Sequenz von plcBS. Sequenzteile aus pBluescript®IIKS+ außer der
multiplen Klonierungsstelle (MCS): schwarz. MCS: blau. Replikationsursprung aus
pSC101 (außer der SpeI-Schnittstelle): rot. SpeI-Schnittstelle: blau. Die SapI-Schnittstelle
(GCTCTTC[N1/4]) und der Rest der BspHI-Schnittstelle (TCATGA) sind unterstrichen.
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Klonierung und Expressionsanalyse von Sp6

Klonierung eines cDNA-
Fragmentes von Sp6

Aus dem screen mit Gruppe(a)-Sequenzen wurden cDNAs gewonnen, die zwei

unterschiedliche Gene repräsentieren. Eines dieser Gene, das im weiteren Verlauf

als Sp6 bezeichnet wird, war durch eine cDNA vertreten. 

das cDNA-Fragment 
kodiert u.a. für einen 
Te i l  der  Z ink-F inger -  
und der btd-Domäne

Die cDNA entspricht einem Genfragment von 373bp-Länge. Es enthält einen Teil

der Zink-Finger-Box und 5´ hiervon weitere 274bp inklusive einer btd-Box. Sieht

man von potentiellen Modifizierungsmotiven ab (Phosphorylierungen,

N–Myristoylierungen etc.), kodiert der 5´-Bereich neben der BTD-Domäne keine

weiteren funktionellen Motive, die mit den verwendeten Suchprogrammen

erkannt werden und eine signifikante Trefferwahrscheinlichkeit aufweisen

(Pfam; URL = http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml 

ScanProsite; URL = http://www.expasy.ch/tools/scnpsit1.html

ProfileScan;  URL = http://www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html

InterPro; URL = http://www.ebi.ac.uk/interpro/scan.html

BLOCKS; URL = http://blocks.fhcrc.org/blocks/blocks_search.html

IMPALA; URL = http://blocks.fhcrc.org/blocks/impala.html

ProDOM; URL = http://protein.toulouse.inra.fr/prodom/doc/blast_form.html

FPScan in PRINTS; URL = http://bioinf.man.ac.uk/cgi-bin/dbbrowser/

fingerPRINTScan/muppet/FPScan.cgi).

der Mensch besitzt 
putative Sp6-Orthologe

Der Vergleich mit den weltweit vorliegenden Sequenzdaten (BLAST bzw. tblastn

auf  dem NCBI -Server ;  URL = ht tp: / /www.ncbi .nlm.nih.gov/blas t /

blast.cgi?Jform=1) zeigte, dass eine homologe Sequenz im Menschen vorkommt,

deren Übereinstimmungsgrad eindeutig auf ein Orthologieverhältnis schließen

läßt. Die humane Sequenz liegt nur in genomischer Form vor, so dass der

tatsächlich translatierte Bereich nicht eindeutig abgeleitet werden kann. Ihre

    1 ATGTCTTACG GTCAAGGGCC AGTTGCACAC GAAGGGTCGG 
   41 TCACCGCTGT GCCACCGCAG GTGCGCCTTC AGATGCGACG
   81 TCTTAGCGTA TGCCTTGCCG CAGCCTGGGA TGTGGCAGTT
  121 GTGCAAATGC TTCTTCTTGC CCCCAAAGGC TCCCGGCGAT
  161 CAGTTCCCCG CAGCTCAGGG CAGACCGTGT GTCGCTGCCC
  201 CAACTGCCTG GAGGCGGAGC GACTCGGGGC TCCGTGCGGG 
  241 CCCGATGGGG GCAAGAAGAA GCATTTGCAC AACTGCCACA
  281 TCCCAGGCTG CGGCAAGGCA TACGCTAAGA CGTCGCATCT 
  321 GAAGGCGCAC CTGCGGTGGC ACAGCGGTGA CCGACCCTTC
  361  GTGTGCCTTG ACC

Abb.16: Nukleotidsequenz des 373bp-Fragmentes von Sp6. Die btd-Box ist in
rot dargestellt, der 5´-Bereich der Zink-Finger-Box in rot und fett.

    1  MSYGQGPVAH EGSVTAVPPQ VRLQMRRLSV CLAAAWDVAV
   41  VQMLLLAPKG SRRSVPRSSG QTVCRCPNCL EAERLGAPCG
   81  PDGGKKKHLH NCHIPGCGKA YAKTSHLKAH LRWHSGDRPF
  121  VCLD

Abb.17: Aminosäuresequenz des übersetzten Sp6-Proteins. Die konservierten
Aminosäurereste der BTD-Domäne sind in rot dargestellt, der N-terminale Teil der Zink-
Finger-Domäne (ein kompletter Finger und die ersten drei Aminosäurereste des zweiten
Fingers) in rot und fett.
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Zugangsnummer (accession number) in der Datenbank lautet AC003665. Sie ist

ca. 145 kb lang und Teil des Chromosoms 17 (Klon hCIT.211_P_7), der

homologe Bereich erstreckt sich von  Base 8011 bis 8235. Allerdings zeigt eine

überlagernde und gegenläufige Sequenzübereinstimmung im Bereich 8071 bis

8241,  dass der Lokus einen revers-komplementären Charakter hat. Die

Überprüfung dieser komplementären Eigenschaften zeigte, dass fast der gesamte

cDNA-Klon in sich selbst komplementär ist und extensive Sekundärstrukturen

wahrscheinlich macht. Diese Selbstkomplementarität ist möglicherweise

mitverantwortlich ist für die Probleme bei der Klonierung.

hypothetische genomi-
sche Organisation des 
humanen Sp6-Gens

Die hypothetische Übersetzung des vorhandenen offenen Leserahmens im

humanen genomischen Klon ergibt ein Protein von mindestens 377 Aminosäuren

(siehe Abb. 20). Die genomische Sequenz weist in dem fraglichen Abschnitt 3

Abb.18: Selbstkomplementarität des cDNA-Klons von Sp6. Hypothetische
zweidimensionale Darstellung der einzelsträngigen Sp6-DNA bzw. -RNA. A) ist die
Kalkulation mit der ursprünglichen cDNA-Sequenz, B) ist die Kalkulation für die revers-
komplementäre Sequenz. Da das Programm nur 300 Nukleotide als Eingabe akzeptiert,
wurden je ca. 35 Nukleotide am 5´- und am 3´-Ende abgeschnitten.
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ATGs auf, von denen keines eine Übereinstimmung mit den üblichen Sequenzen

aufweist, die mit dem Translationsstart in Verbindung stehen (Kozak-Sequenzen –

Kozak M.; 1987. Kozak M.; 1991. Kozak M.; 1992). Einige Basen 5´ von diesem

Bereich besitzt der genomische Klon eine typische Spleiß-Akzeptor-Sequenz und

innerhalb der weiteren 8,0 kb des Klons einige potentielle Spleiß-Donor-

Sequenzen. Diese befinden sich z.T. ebenfalls in kleineren offenen Leserahmen,

aber ihre Zuordnung ist unklar (siehe Abb. 19), so dass keine sichere Vorhersage

des gesamten humanen Gens möglich ist.

   1) AAGCTTCTGA GGCCGTGAGG ACTTGGCAGC ATCCCTGCTC CCTCCTTCAC  CTCCCCCTTT GGCACTGCCT GTCACCTCCT TTATAAAGCC TGGCTCTTTT
      ATCACCGCCA CTTGGCCCTC ACTGCCGCCG CCAGCTCTGG GCTCCATGGA  CTGGTAAGAG AGGCTGTTCC CTGTCCAGTA CAGGGGACCT CCACAAAGAG
      GATCAGGTCT CCACTCTAAA GTGGGGGTCA TAGAGAAGGG TCTGGTTCTC  TCTGAATTGG GAAGGGGGAG ATAAGAGGGA GATCTTGGTG GGGTTTGCAT
      GGAGAACTAA AGGGATCCCT TGGAGGTCTT TTGACTGGGC TGGGGTAGTC  AGCCCAGTGG AGAAGTGGGG TAGGGATTCA TAGCTGGGAA CTTTATTTCG
      AGAGAAAGGA AGGGCAAATA AATGTTAATA GAAATACAGG GCACACACAC  TCACTGCCCT GAATGACAGA ACACCTGCAA GGATAGTAAG GGAGAAACCA
 501) CTATCCACAT CCTATGGGGA ACTGCATTTA CGGTGGAGGA GAGAAGACAC  CCTACACTCA AGCCCACAGG TACACACAGG CATAATATGT ACACACATTT
      GTAGATATAC ACACACCGAC ATACAGATGC ACTATCCTCA GGTGGGTTCA  TCTTCTAGAC TGAAAAGCGA TGGTGGTAGC TAGGGATTTT GAAATTTATA
      ATAAAATTAG TGTCCAGCAT TGTGCTTGGC CTTAAGTAGA CCCTCGATAA  GTGTTTGTTG AATGAAATAA AGGATGAATG AAAGAAAACT ATTTGACCCC
      AGCTTTAGGC TCTATCTGGT TTTCTAAGAA TCAGGAGAGT ATGGTGGGGA  GAGGAGGGGA AATAAGGAAT ATGTTGGCAT CCAGGGTCAT CAGCTTGCAG
      GCTTGGAAGT GCAGCCCGAA GGTGGGAGTG GGAAATGGAG GAGAGGAGTG  AGTGAGAAGA GGAAAACAGG ACCAGACTCT GGTCTGGTCC CAGCTCTGCT
1001) TCTAACTTGC TACTAACGTC CCTGTTTTGG GGTTTGGTTT CCCTACCAGT  AAAACGAGGG CTTGGACGAG ACAATTTGGG GCTAGACCAG CTTTGATATT
      CTCATAGTGC AATCTCTACA GGACAGTTGA AGTTTGGAAG GGATCACAAG  TGTAGAGTCT GACTTGTCTC AGCAATTCAA GATGGGATCA GTTTGTCCAT
      TAGACTCAAG ATAGGAGATG GCTTTGATCT AGGGATTCAT TTAAGAATGC  TGTTTCCTCC ACCTTCAGGC TCTAGGGGAG CCAGACTTCC AGGGTCATCA
      ATTCTGCCAT ATTGAGGCCA GATGGACTAG TAGGCAGAAT ACAGGCTTTG  GAACCTGAGA GATCTGAACT CAGTTTCTTC TTCTGTCTTT TAACAACTCT
      GTAATCTTGG GTAGATCATT TAACTTCTTT GATCTTTGGC TTCCTCATCT  GTACAACGGG AATAATAATA ATTACTTTGC TGCATGCCCA TGAGAATTAG
1501) AGATATTTGT GTAAAGCATC TGGAACATAG TAGGTGCTCA GTAAATAAAT  GCCGTTTGTG ATAAACACGC AGACTAATGA GATTTCTCCA GGTACAAAGT
      GGATCACTGA CTATAGATGA AGCTTGAGAA GAAGAGGGGT GGCAGGAATG  GGGGTTGGAC ACTTGCAGGG GAAATCTGAC TATTTATTTG AGAGAATGAG
      GAAGAGCAGC AGAAATGGCC CAAGTCCAAG ACAGATCTCA GTTTATACAG  GAGATGTGAT GGGCTGTGTT GTTCAATTTT GAGTAGCAAT AAGTATATGG
      GCAATGGGCT GTGGTGACCT TGCTCATTAA GTTAACATCA GACCATGCGC  CGTCATTCGG TGGGAAAACA TTTAGCAAGT GGGAAACCAA AAGGGCTGGA
      AGCAGAGGAC TGCAAGTAGA GGGGGACTGG AGGAAAGATA GTGCCAGTAC  CCTGAGTGAG CAGCAGAAAC CTAGGCAGAG CAGGAAATCA GAATGGCTGG
2001) GAGTTTCCAG AGACAACTGC ATTGTTGTTG AATTTCCTGC TGATGAGCTG  CAGGCAGATG GAGGGTCTTT GCTGGTGGAA TTCCAGATGG CTACAGGTCT
      GGTTGGATCG GGGCAGGGCT AAAGGGGGCC TAGAGTGAAA GTAGCAGGGA  GTGTCTACCA TCCTCGGGCT GAATCCCTGT TGCTTTCCAG GGAAAAGGCA
      GAAGGGGCCA GGAAGAGAAG GCAATCTGAT GCCTATAAAT GGGAGGGGAA  CTTGGTCCCC TACCCAGAGT CAGACCCCTG CACAGGCTTT AGCACCTTAG
      GAACAGTAGA TGCAGCACCA GCAGGCAGCT TGGAGGAGGA GGCAGGAATG  CCCAGAGGTC AAATCAGGAA CCAGAGTCCC CCACTGGGGG CTCTGTTTTG
      GACCTGATGA GTGTCTACTC CATTCCAGAG GTAGCTGTGA ACTAGGATAC  AAACCCAACT GGCCAGGATT TGTAGGCTGA ATGGATGGAG ACAAAGCTGC
2501) GTTGATGAAG AGGATTGATT GTCAAATTAG CCATGGCCAC AAAGATCCAG  AGCAGTTCCT GTGAATCCAC ATCCAGAGCC CCAAGTAACA AGAAGGCAAA
      AAGCAAACCC CGACTGATCA GAAATCTCAA TCCCCCGATG TCAGGCGGCA  TCTCCGGCTT CCAAATACCT GTCACTTCTC TAGCTTGGTG GCTGCTTTTA
      CAGCATTTCA CCAAGGAAGA AACTGAGGCT TAGAGGCACC TGACCTGCCA  GGGTCAGTTT AGCAAGTGCA GGGCTGGGGC TAGAATTTAA ATCCGTCAAC
      TTCTAGTCCA CAGGTCTTTG TGCATACACC TTAATCCAAC CAATATTTAC  CTGGAACTGA CTTATTTAAT AATTATAACA AGGATATCTT CCATTTACCC
      GGCGCTTACC AGGGGCCCCT TGGGCTAAGC ATTTTTAGGC ATATCAATTC  CTTTAAGCCC CCAGGAGACC CTACCAATGT GTACCCAGGT TGTCCGGATG
3001) AGGGAAATGA GCCTTAGAAA AGAGGGAGAT GCACAGATGA ATCCGACGTC  GATTCTGGAT AAGAACGTGT GCGTGTCTGA GGGGTACCAT GCACATACGC
      ATACACACAT GGATTGATTT TCACCCCGCT TATGCACTCG GTTTAGCTAT  TTTTGAGTTA CAGTTTGAGT GTGTCCCAAA CGGGCATGCA GGACAGGTAA
      ACCAATGGCG GGGGGGAGTA GGGGCTGTAG AGGCGAGATT AAATCAGCCT  AAATTCAAGT ATGAAATCGA CTGTAAAGAG GAAAACGAAA TTTTAAAAAG
      CCGACGGCAA AGCGCACAGA GGAGACGAAT CTGAAAAATG AAAGAAATAG  GGAAATTAAT CTGCATTCCC CTGTGAAAAA AGGGGTCACA TGGAGAGATC
      AACACTGCGG CATGGGAGTG AAGCATGGGG CCACCTCAGC GGCCAGGCAG  AAGAATGCGT GGGTGGAGGA CGGAACTTCC CTACCCACCG GTGCTTTGCG
3501) GGTCTCGGAA ATGTCGACCC ATCCAGATCT TGAGGGAAGT TTTTGTGAGC  TCCGCGAGCG CGCTGAAATT TTACCAGAAT ATTGCACTGG GCATGTGAAT
      TTTTCTCAAA GGAATCCAAG ACCCCTCCCC AAAGTTAAGA ACCTTGGGTT  TAGTTATTCT GGTGAGAATT AGAAAGGAAT GGTGGCAAGG GATAGCTCAA
      TTCCTTCCAG AAGTGTCCCT TCCCAGGGCC ATTCAGGCGC CTGCCCATTC  TTCAGAACCG GGTGCTCGGG GGCGAGGGTG TGCGTAGGCT GAGCATTTCC
      CGAAGGACAG GAGGGCGAGG AGAGGCGAAT TTGAGAGGTG GATTTCTTAG  GCACTGGGGT TGCTACCTAA GGGGAGGGGC AGAGTGACAG CTGCTGGGAC
      CTGGGACCAG AGTAGGGGGG AAGCAGAGAC CGGTGGTGGG CAGAGGCTGG  GAGAGGGGAG GAGAGGAGGT GGTCACCCAG AAAGGTCAGA GAGGGATACC
4001) CCGGAAGGGA GAGGGAAAAA AGGACGGGGA AGGGTGGTGG TGGAGAGAAG  CGGCGCGGGG TGCGGGGGGT GAGGCAGGGC AGGGGACGGG GGTCGGGGGT
      CGGGGGAATG GCGAAGGAGG GCAGCCAAGA CAAATTTCAC ACGGCCTAGG  CCTAGAGGCG AACTGGAAAC ATACTTGGCG CTCAATCTTG TTTCCTTCTT
      TCCTCCCAGT TCCGGGGCAG GGCTGTCCGT TCAGAGAGGG TCAAGGGCCA  TCGAGGCAAC CTAAGGGTTG CTGCCTAAGG GTGGCTCTGT CTCACCCCCA
      GGACCTGCCC CCTTATCCAT TCCCCCTGGG TCTTAGTCCT GCGTCCTCTG  CTAGACCGAG CTAGCTCCAG GGCAGTTTTC CACCCGGCGG GGCGGGTCTT
      AGAACCTGGG AATCACCCCA CCCGGGCCCC TCTCCCTGGG AGTGGAGGGG  ACCAGGGAGG AGCGAGGGAG CGGGCGGCGC ACGCCCTAGT TATCTTTCCT
4501) CCCCCACTCC CGCCCACCCC CTCCTCGCGG CCCTGGCTGG GCTCCGGTCC  AGCCGAGCCC TCAAGGGTTA AAGGCGGCCG CAGGTGAGGT GGGCGGGGCC
      GCGAGTCCGG GGGAAAAAGC AGCGCTGGGG AGAGGATGAA GGCAGAGAGC  GCGGGTGAGT CACGGGCGGA GCTGGCCTTG TTCGCTCGCT GGCTCCTGCC
      CGCCCTCCGT CCTCCGCCCT CTCGCCAGCG CTCACCTCCG CCGCCTGCCG  CCTGCCGCCA GCCGCCGGGT CTGGCTCGCC CTGGGCTCCT GCCCCTTACC
      GCTGGAGAGC TCGCCGGCGC ACAGGGCCTA TGAGCGACCG TCAGTAGCGC  ACCAGCCAGC CGTGCCCGGA GCCCGCCGCA GCCTCGAGGT AGGAGCGCGG
      GTCGGGGTGG CCAGGGGTGA GCGCTACGGA GATTGTCTCG AAAAAACGCA  CTCCGAACGC GCCCCAGCCT CCTATGGCCT TGGGAGCGGG GTGGTCCTAA
5001) AGGATCTGAG AGGTTAGAAC CCCGATGGAG GGAAAACTGG GCGGACGGGA  GAGACTGGAG GGACCGAGGA GGCTGGAAAC CGGGGCAACT GGAGCGACTG
      GGACAACCAG AGGACCGGGA CATTGAGAAC TGGGAGTACT AGCCGGTGAT  CCAGAGAGGC AGAGCCGAAT GGGGCATAAG GGTGCACCGA CTTGCCTTCC
      CACTTCGGGG AGCGAGAAGC CTGCGATGTA CGCTGTGCTC TCTCCTTTCC  TGAACTCTTT CTAGGCCTGG AAGTGAACCG GACACATACT TGGCACTCAA
      TCCTGTTCCC TTCTTTCCTC TCAGCTCTGG GGCAGGTGGG TCAAGGACCA  TAGAGGCAAC CTAAGGGTTG CCACCTAAGG GTGGCTCCAT ATCACCCCCA
      AGACCTGCCC CCTCCTCTAT TCTCCTGGGT CTTAGTCTTG CATCTTCTGC  TAGACTGAGC CAGCTCCAGG GCAGTTTTCC ACCCAGTGGG ACTGGTCTTA
5501) GAACCTGAGA ATCACCCCGC TTTGGGTTTC TGAAATCTTG GTAGCAGGCC  ATTGCATCCC AGGCCTGGGC TCTCCAGCTC TCTGCCAGGA GAAGCCACTC
      TGGAGCCCAG ATTATCCTAG CCTTCCCATC CTCCAGCCCC TGGGGCAGTT  CCCAGGCACC AAAAGCTGTT AGGGTCCCTG GCTTCACAGC TCCCGCTCAG
      CCCCTTCTGT GCTGCCCCAC CCCGGCCTGG GGCTCCTTTC CTGCAACTTC  ACCCTGTTTT CCTCTTGTGG TGAGGCAGCC GGAGCCTGAG TAGGTGCCCC
      CGTCCTCCTC TCCCTCCCTC TCCCAGGCTA TCAGTGCCAC CTCCCTGGTC  CCAGAGGCAG GAGATGGTAG GGTCAGCTAA GCCCTGCTGT AGGAAGGAAA
      CAATCCTGCC CTAAGTCACT GGTCTCCTCC CCCACCAGTA GAGAAGACCC  AGGCACACAA ACCTGCCCAG CTGAGGCACC AGGGCTTCCA GGCCTTAGGG
6001) AGAGGTGGTG AGAAAAGAGT GAACTTCAAG CCACAGATAT GTGGTTGAGA  AAGCGTTGGG GGTCTTTAGC GTTCTAAGGG TCTACAGAAA GATTGGTTTA
      CAGAAAGTAA CAGACTGAGA GTCCAGGAGT TAGGAGACCT GGTTTATTGA  ATGAATAAAT GAACATCCTT GTCCAAGTCA CTGTGCCAAG TCATTCAGTC
      TGCTTCCTTC TCTTCAAAAT AAGAAGATTG GCCTGGAGCA GTGGTTCTCA  ACATTTGCTG CATATAAGAA TCTTCTGGTG GTGGTGGGGA GCTTCTGAAA
      AATGATCCAT GCCTAGGATG CACTTGCTTA TGTCATCTTT TTGGGCAATT  CTTGCTCTTA GGTTCTGTGG TTATGACTTC TCTTGTTGCC CTCCTCTTCC
      TGCACTCTGA CCTTGTATCA CTTAAAGGGG TGCAATTGTA TCTTCCAGAG  CTTGCTGTCA AGCTCTTCTC TGGGGAAGCC ATTCCCTCCC AACTTTCTAT
6501) CTGGGCCTCC CCTAGCATGG AGAGGAAGAT GGGTAGCAGT CAGAGAGTTG  CCTGGCACTG GTATGAGTCA AGAGAGGGAT GGAAATTTGG TTTTCTCTGG
      TGGGGGTATC TCCCAGATTC CAGGGGTATC TGGTGGCCAG AAAGCTGCTC  CCCAGGGAGG TGAAGTCCCT GCTTGAGGGA AGGGGGTGGG GGCATGTGAG
      TCGGTTTAGT GGGCCCGATG TGACCAGGCC AGGCGGGGAG CAGCGTAGAC  GGTGAAATGC TTTTCATTAC TGAACATGCT TTGGGAATGG CATGAGAACT
      CTTTCAAAGA CTCAGGACCC GTTTGAGGCT TTATGAGGGG CAGGTCACCT  GAAGCTTTGG GTTTCAGAAA TAGACCATCC CCTCTCCCAT CTGTATCCTG
      AGTTAAACTG GGGAAGCTGA GATGTGTCTA GATCCTCCAT TTGGGCTGAC  AGCAGGTCTG CAGGGGGAAA ATGCCACTGC CCCTTGTGTT GGCCTGGGCA
7001) GCTGGGGTGG GGATGGTTCT AGCACTGTGC TGTAGGTGTA TCTGACCTAC  CATCCTGGGA GTGGCCCAAC TCTAGGGATG AGCTGGGTCA TACGGCAGGG
      ATCACCCAGA GGAAGGTAGA CCTCCATCAT CCTCTGTGCT TGGATGAGAA  CCTCACATCT TGGACCCTTC CTCGCACTCC CGAATTCTCT AAACTCATCT
      CTAGTCCTCG TTCAGAGGTG CATCCTTCTT TTACACCTGG GGCCAGAGAG  GAGGACCTGG GTTAGGAGGG AAAGTGAGCT GGTTATTTCC CTTACTTTTC
      TGCTTCTTCG CCTCCTTTAG GTCCCGTCTG AGGTGCCCCT GACCGTCCCT  GCCCTCACCC CACCCCGGAT CCCGGCAATG CTAACCGCTG TCTGCGGCTC
      TCTGGGCAGC CAGCACACGG AAGCGCCGCA CGCCTCCCCG CCGCGCCTCG  ACCTGCAGCC TCTCCAAACT TACCAGGGCC ACACGAGCCC TGAGGCCGGG
7501) GACTACCCCT CCCCGCTGCA GCCTGGAGAG CTGCAGAGCC TCCCGCTGGG  CCCGGAGGTG GACTTCTCGC AGGGCTATGA GCTGCCAGGG GCCTCCTCGC
      GGGTAACCTG CGAGGACCTG GAAAGCGACA GTCCCTTGGC CCCGGGCCCC  TTTTCCAAGC TCCTGCAGCC GGACATGTCA CACCATTATG AATCGTGGTT
      CAGGCCGACT CACCCAGGCG CGGAGGATGG CTCGTGGTGG GACCTTCATC  CGGGCACCAG CTGGATGGAC CTCCCCCACA CTCAGGGCGC GCTGACCTCA
      CCTGGCCACC CGGGGGCGCT TCAGGCGGGC TTGGGGGGCT ACGTCGGAGA  CCACCAGCTT TGTGCCCCGC CACCCCACCC GCATGCGCAC CACCTCCTTC
      CAGCTGCCGG AGGGCAGCAT CTCCTAGGGC CGCCCGACGG GGCTAAGGCC  TTGGAAGTAG CCGCCCCGGA GTCTCAAGGG CTGGATTCCA GCCTGGACGG
8001) GGCGGCGCGT CCCAAAGGCT CCCGGCGGTC GGTGCCCCGC AGCTCAGGCC  AGACCGTCTG TCGCTGCCCC AACTGTCTGG AGGCGGAGCG ACTGGGGGCT
      CCATGTGGGC CCGATGGGGG CAAGAAGAAG CATTTGCACA ACTGCCACAT  CCCGGGCTGC GGGAAAGCCT ACGCCAAGAC GTCGCACCTG AAGGCGCACC
      TGCGCTGGCA CAGCGGCGAC CGTCCCTTCG TGTGCAACTG GCTCTTCTGC  GGCAAGCGCT TCACGCGCTC GGACGAGCTG CAGCGCCACC TCCAGACCCA
      CACCGGCACC AAGAAGTTCC CCTGTGCAGT CTGCAGCCGC GTCTTCATGC  GCAGCGACCA CCTGGCCAAG CACATGAAAA CCCACGAGGG CGCCAAGGAG
      GAGGCGGCTG GGGCGGCCTC GGGAGAGGGC AAGGCCGGCG GCGCAGTGGA  GCCCCCCGGG GGCAAAGGCA AACGCGAGGC CGAGGGCAGC GTGGCTCCCT
8501) CCAACTGAGC TCCTCAGTGC CGCCTCCCTG CGGGTATCCC GGGGGGCACT  GGATGCGAGC CCCCAGGTCT GACGTCCTTG GGGGTGGCTT GAGGAAGAGG
      GGAAGGTGCG TATTTATTCA GGGAGGAGGA AAAGTGGTGC AGGGACAGGG  AGATGGGGCG CTAGGGGTTC TTAGTCTCTG GGGCTACTAG GCAGGATGAA
      TTTGACTGGG TCGGTAGGAG CTGCGCAATG CCCCTCTGTT CTCCCCTGCC  TCACAGTTTC CCTCGCCCCT GGGCTGGGGG GTTGGGGTGG GACACCCGTA
      CCGCGGCTGG CTGGCGGGGA CAGGCTAGAG GAGACAGCAA GTCCCAGTCC  CCGGAGCAGA GAGAAGTGGG GCCGGCCCGG GGCGCTGGTG GTGGCTGTCT
      GGACACGTCC TTAGCGCCTG GGAACCAGGA CATAAAAGCG CCTCCGGAGC  CGCCCTGCGG CGGGGTCCCT TTCATCCCAC TTAAAGTGCT TCTGCCCCTA

Abb.19: Sequenz des humanen genomischen Klons hCIT.211_P_7. Die ersten
9,0 kb des humanen Klons hCIT.211_P_7 enthalten das Sp6-Exon von Position 7321 bis
8505 (rot), das die Zink-Finger-Domäne kodiert (rot unterstrichen). In der Sequenz sind
weiterhin mögliche ATGs (rot unterlegt) eingetragen, sowie potentielle Spleißdonoren
(grün), -akzeptoren (blau) und eine TATA-box (gelb). Die Intron-Exon-Grenzen wurden
mit dem SpliceView-Programm aus WebGene ermittelt (URL = http://l25.itba.mi.cnr.it/
~webgene/wwwHC_tata.html). Der Homologiebereich zur Maus-cDNA ist schwarz
umrandet.
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die klonierte Maus-
cDNA stimmt nur z.T. 
mit der humanen cDNA 
überein

Die in Abb. 19 rot dargestellte Sequenz zwischen Position 7371 und 8505 ist

homolog zum murinen Gen Sp6. Die weiter 5´-gelegenen rot hervorgehobenen

Bereiche des genomischen Klons sind mögliche Exons, deren Richtigkeit aber

nicht überprüft wurde. Es wurden  keine weiteren Untersuchungen durchgeführt

mit dem Ziel, die Art des Homologieverhältnisses einzugrenzen. Der Vergleich

der Aminosäuresequenzen in Abb. 19 zeigt, dass die Übereinstimmung nur in den

letzten 75 von insgesamt 117 besteht. Es wurden keine Untersuchungen

durchgeführt, um zu klären, ob die Unterschiede darauf beruhen, dass es sich um

nicht-orthologe Gene handelt, eine divergente Entwicklung ursprünglich gleicher

Gene oder um einen Artefakt im ersten Teil der Sequenz handelt (bei der eigenen

cDNA oder beim humanen genomischen Klon).

die whole mount in 
s i tu -Hybr id is ie rung 
zeigte keine eindeutigen 
Ergebnisse

Der vorliegende cDNA-Klon wurde in einer Ganzkörper-in situ-Hybridisierung

(whole mount in situ Hybridisierung = WMISH; siehe Methoden) eingesetzt, um

das Expressionsmuster des Gens zu testen. Die RNA-Probe wurde auf

Mausembryonen eingesetzt, die sich 8,5 bzw. 9,5 Tage entwickelt hatten (E8,5 bis

E9,5). Unter verschiedenen Stringenzbedingungen zeigte sich ein schwaches,

weitgehend ubiquitätes Hybridisierungssignal. Versuche, mit einem Teilbereich

ein möglicherweise anderes, spezifischeres Muster sichtbar machen zu können,

haben kein Ergebnis erbracht, was an der geringen Größe des Sp6-Klons liegen

dürfte. 

es konnten keine 
weiteren Sp6-cDNA-
Fragmente isol iert 
werden

Um zu testen, ob das erhaltene Signal einer tatsächlich ubiquitären Expression

entspricht, wurde versucht, weitere cDNA-Klone zu erhalten. Sollten diese mit

dem ursprünglichen Klon nur teilweise überlappen und zusätzlich andere

Regionen des Gens repräsentieren, wären diese unter Umständen bessere Proben

in einem WMISH-Versuch gewesen. Um neue cDNA-Bereiche zu klonieren,

wurde der beschriebenen Sp6-Klon in einem screen auf der selben cDNA-

Bibliothek (E8,5; polyA-mRNA - siehe oben) eingesetzt. Bei diesem Experiment

   1) PSLPPPALGS MDWTCPLIHS PWVLVLRPLL DRASSRAVFH PAGRVLEPGN HPTRAPLPGS (h)

  61) GGDQGGARER AAHALVIFPP PLPPTPSSRP WLGSGPAEPS RVKGGRRLSV PPPWSQRQEM (h)

 121) VPSEVPLTVP ALTPPRIPAM LTAVCGSLGS QHTEAPHASP PRLDLQPLQT YQGHTSPEAG (h)

 181) DYPSPLQPGE LQSLPLGPEV DFSQGYELPG ASSRVTCEDL ESDSPLAPGP FSKLLQPDMS (h)

 241) HHYESWFRPT HPGAEDGSWW DLHPGTSWMD LPHTQGALTS PGHPGALQAG LGGYVGDHQL (h)

 301) CAPPPHPHAH HLLPAAGGQH LLGPPDGAKA LEVAAPESQG LDSSLDGAAR PKGSRRSVPR (h)
                                                             ||||||||||  
         MSYGQGP VAHEGSVTAV PPQVRLQMRR LSVCLAAAWD VAVVQMLLLA PKGSRRSVPR (M)

 361) SSGQTVCRCP NCLEAERLGA PCGPDGGKKK HLHNCHIPGC GKAYAKTSHL KAHLRWHSGD (h)
      |||||||||| |||||||||| |||||||||| |||||||||| |||||||||| ||||||||||
      SSGQTVCRCP NCLEAERLGA PCGPDGGKKK HLHNCHIPGC GKAYAKTSHL KAHLRWHSGD (M)

 421) RPFVCNWLFC GKRFTRSDEL QRHLQTHTGT KKFPCAVCSR VFMRSDHLAK HMKTHEGAKE (h)
      |||||
      RPFVCLD                                                           (M)

 481) EAAGAASGEG KAGGAVEPPG GKGKREAEGS VAPSN                            (h)

Abb.20: Mögliche Aminosäuresequenz des humanen Homologs zu Sp6 und
Vergleich der Sequenz mit der des murinen cDNA-Fragmentes. Die Zink-
Finger-Domäne ist rot und fett dargestellt, die BTD-Domäne rot und normaler
Strichstärke. Prolin-Reste sind hellblau dargestellt. Im Vergleich der Mensch- und Maus-
DNA sind übereinstimmende Aminosäurereste durch einen vertikalen Strich verbunden.
(Abkürzungen: h = human; M = Maus).
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konnten keine weiteren Sp6-cDNAs gewonnen werden. Eine mögliche Ursache

für das Fehlschlagen ist die Ausbildung stabiler Haarnadelstrukturen der Probe,

wie sie in Abbildung 18 gezeigt sind. Diese können verhindern, dass eine

effektive Hybridisierung stattfindet, was sowohl den screen, als auch die in situ-

Hybridisierung massiv beeinträchtigen kann.

Sp6 wurde nicht 
weitergehend 
analysier t

Eine weitere Bearbeitung von Sp6 wurde nicht durchgeführt, da

• die WMISH keine reproduzierbaren Daten hinsichtlich einer spezifischen
Expression während der Embryogenese ergab,

• kein weiterer Klon aus einer cDNA-Bibliothek gewonnen werden konnte, die
bekanntermaßen sehr gut ist und das relevante Entwicklungsstadium zur Klo-
nierung eines buttonhead-Orthologs repräsentiert,

• die beiden weiteren Gene (Sp5 und in besonderem Maße Knopfkopf) die
gesuchten Kriterien erfüllten (siehe die weiteren Ergebnisse),

• die Sequenzdaten darauf hin deuten, dass Sp6 eher mit der BTEB/KLF-Gen-
familie und Sp5 und  verwandt ist als mit buttonhead (siehe Einleitung und
Diskussion).

Datenbankanalysen (BLAST am NCBI, FASTA am EBI) haben beim Stand vom

16.01.2001 keine weiteren publizierten Sequenzen ergeben, die dem Sp6-Gen in

der Maus zugeordnet werden können.

Abb.21: Whole mount in situ Hybridisierung eines ca. 9,5 Tage alten Maus-
Embryos mit der Sp6-Probe. Gezeigt ist ein typisches Ergebnis einer WMISH mit
dem vorliegenden Sp6-Klon. Das Signal ist schwach und weitgehend uniform im
gesamten Embryo. Eine leichte Verstärkung der Farbreaktion im Bereich des ZNS konnte
zwar in einigen Fällen beobachtet werden (A, seitliche Ansicht des ganzen Embryo), war
aber unter Einbeziehung aller Ergebnisse nicht zu belegen. Gleiches gilt für das z.T.
beobachtete Signal im Bereich der Branchialbögen (B, seitliche Ansicht des Kopfes).
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Klonierung und Expressionsanalyse von Sp5

Die Arbeiten zu Sp5 wurden als wissenschaftliche Arbeiten veröffentlicht

(Treichel D. et al.; 2001).

die isol ier ten Sp5-
cDNA-Klone umfassten 
1253 von 1878 
Nukleotiden

Wie im Kapitel “Klonierung von Knopfkopf-, Sp5 und Sp6-cDNA” dargestellt

wurde, konnten neben dem Sp6-cDNA-Klon drei weitere Klone isoliert werden,

die ein Gen repräsentieren, das im weiteren Verlauf als Sp5 bezeichnet wird. Die

Konsensussequenz der drei Klone ist mit einer Gesamtlänge von 1253 bp in

Abbildung 22 dargestellt. Eine Datenbankanalyse (BLAST am NCBI) ergab, dass

das korrespondierende Sp5-Gen auch von einer zweiten Arbeitsgruppe kloniert

worden war (Harrison SM. et al.; 2000). Der Vergleich der eigenen Konsensus-

sequenz mit der von Harrison et al. zeigte, dass die mRNA am 5´-Ende um

636 Nukleotide länger ist als die selbst klonierte cDNA. Der von Harrison et al.

beschriebenen Sequenz fehlen mindestens 53 Nukleotide vom 3´-Ende gegenüber

der mRNA, wobei die Länge des polyA-Schwanzes nicht bekannt ist.

    1)  CGGAGGCACG CTGGGCGGCC GTTCGTCCTC GCCTTCGGGT GTCCATGCCT CGGCGGCGGC

   61)  CGCGTCCTGC TCCACAGCGA GCGGCCTTCA AGCAGTAGCC ATGGCCGCTG TGGCCGTCCT

  121)  CCGGAACGAC TCACTGCAGG CCTTCCTCCA GGACCGCACC CCCAGCGCCT CCCCGGACCT

  181)  GGGCAAGCAC TCGCCCCTGG CGCTGCTGGC CGCCACCTGT AGCCGGATCG GCCAGCCCGG

  241)  CGCTGCGGCG GCACCCGACT TCCTTCAGGT GCCCTATGAC CCAGCGCTGG GTTCACCCTC 

  301)  CAGACTTTTC CACCCTTGGA CTGCCGACAT GCCCGCGCAC TCGCCAGGCG CCCTGCCGCC

  361)  CCCACACCCC AGCCTGGGGC TGACGCCGCA GAAAACACAC CTGCAGCCGT CCTTCGGGGC

  421)  AGCCCACGAG CTCCCGCTCA CGCCCCCCGC GGATCCGTCG TACCCTTACG AGTTCTCGCC

  481)  GGTCAAGATG CTGCCCTCGA GCATGGCTGC TCTGCCTGCC AGCTGCGCGC CCGCCTACGT

  541)  GCCCTACGCC GCGCAGGCCG CGTTGCCCCC GGGCTACTCC AACCTGCTGC CCCCGCCGCC

  601)  GCCACCGCCT CCACCGCCCA CCTGCCGCCA GTTATCCCCC GCCCCGGCTC CGGACGACCT

  661)  CCCCTGGTGG AGCATCCCGC AATCGGGCGC GGGGCCGGGG AGCTCCGGGG TTCCAGGGAC

  721)  CAGCCTCTCC AGCGCCTGTG CCGGACCTCC CCACGCTCCC CGCTTCCCTG CCTCAGCCGC

  781)  CGCTGCTGCA GCGGCGGCTG CTGCCCTGCA ACGGGGTCTA GTGTTGGGCC CGTCGGACTT

  841)  TGCACAGTAC CAGAGCCAGA TCGCCGCGCT GCTGCAGACC AAGGCCCCCC TGGCGGCCAC

  901)  GGCCAGGAGG TGCCGCCGCT GCCGCTGCCC CAACTGCCAG GCGGCTGGCG GTGCCCCCGA

  961)  GGCGGAACCG GGCAAAAAGA AGCAACACGT GTGCCACGTG CCAGGCTGTG GCAAGGTGTA

 1021)  CGGCAAAACG TCGCACCTGA AGGCGCACCT GCGCTGGCAC ACGGGCGAGC GGCCCTTCGT

 1081)  GTGCAACTGG CTCTTCTGCG GCAAGAGCTT CACGCGCTCG GACGAGCTGC AGCGGCACCT

 1141)  GCGGACTCAC ACGGGCGAGA AGCGTTTCGC TTGTCCCGAG TGCGGCAAAC GCTTCATGCG

 1201)  AAGCGATCAC CTCGCCAAGC ACGTGAAGAC GCACCAAAAT AAGAAGCTCA AAGTCGCTGA

 1261)  GGCCGGGGTG AAGCGGGAGA ATCCGCGGGA CCTATGAGCG CACCGGGACA CTTTCGAGGC

 1321)  CACTCCTGCC CAAGACATCT TTCCCAGCAC CTTTGCTGGC ACACCAGGGT ACTTGCCATC

 1381)  GAGGTAGCTG ACAAAGAGTA ACTTTTTAAA TGAACTTTTT ATTCTCCTCC GCCCGAAGTC

 1441)  TTGCTGTCCA GCCCAAGAGC AGAGGGCAGG GCAGGCAGGA CAGGAAACTG GGTCGTAGTT

 1501)  GAGTTACCCC AGGAGGATTC CAAAGTCCGA GCCATCGCCT GCCTGGGAGA CTTACATTTT

 1561)  ACCCAGGGCT GGCCTTGCTT GTGGGAGTCG CTGCTGAAAA AAAATTTTAA AAAGAAGGCT

 1621)  CTTGGGAGAT TTAAAAACAA GGCCTAAGTT TTTGCTAGGC CCGATTCGGA CTTTGTACAG

 1681)  GTTATTTAAT AATAGCTTTG TTAAAGAGTA ATTATGATTA TAACGTTAAT AAATGTTTCT

 1741)  GTTGTTCTCA GCTCCACGCA GAGCTACAGC ATGGTACGTT TCTGTAAAGC GAACAGCAGT

 1801)  TGGCAGCGTG AAAATAAAAA CTTCATTCCA GGGTCTCCTC GGGAAGACCC CCACAGAAAA 

 1861)  AAAAAAAAAA AAAAAAAA   (polyA)

Abb.22: Nukleotidsequenz der Sp5-cDNA. Dargestellt ist die Konsensussequenz
der drei eigenen cDNA-Klone (636-1878 Nukleotide) sowie der von Harrison et al.
veröffentlichten Sequenz (accession number der Sequenz: NM_022435; Nukleotide 1-
1825). Der Bereich, der den drei eigenen cDNA-Klonen entspricht, ist schwarz umrandet
(636 bis 1879). Das vermutliche ATG ist rot unterlegt, das erste Stopptriplett ist rot
umrandet. Die btd-Box ist mit roten Buchstaben, die Zink-Finger-Box
mit roten Buchstaben in Fettdruck hervorgehoben. Das polyA-Signal ist in Grün
eingetragen. Die Länge des polyA-Schwanzes ist nicht bekannt.
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die abgeleitete Sp5-
Proteinsequenz umfasst 
395 Aminosäurereste, 
die u.a. eine Zink-
Finger-  und btd-
Domäne bilden

Die übersetzte Aminosäuresequenz ist in Abbildung 23 wiedergegeben. Das Pro-

tein besteht aus 395 Aminosäureresten, die ein rechnerisches Molekulargewicht

von 41781 g/mol besitzen. Der statistische Vergleich zeigt eine  Überrepräsentanz

von Alanin- (15,4%) und Prolin-Resten (14,7%). Die Gesamtladung des Proteins

beträgt +18 (23× Asparagin und Glutamin / 41× Arginin und Lysin). Es kodiert

für eine Sp1-typische Zink-Finger- und BTD-Domäne. Der N-terminale Bereich

ist sehr Prolin-reich und weist eine Polyalanin-Domäne auf.

whole mount in situ-
Hybr id is ierung zur  
Analyse der Sp5-
Expression

Die Analyse mittels WMISH vom embryonalen Tag 7,25 bis 10,5 (E7,25 - E10,5)

zeigte für Sp5 eine dynamisch regulierte Genaktivität in zwei Phasen:

1. eine frühe Aktivität, die mit der primären und sekundären Gastrulation in

Verbindung steht,

2. eine zweite Aktivität während der Organogense, die insbesondere das

Zentrale Nervensystem umfasst.

Sp5-Expression 
während der 
Gastrulation

Am E 7,25 war Sp5 in der gesamten Region des Primitivstreifens exprimiert

(Abbildung 24A) mit Ausnahme des darunter liegenden viszeralen Endoderms

(Abbildung 25A). Wie weit die in Abbildung 24A und 24C sichtbare laterale

Ausdehnung der Expression zwischen E7,25 und E 8,00 reicht, konnte nicht

geklärt werden. Sowohl das Neuroektoderm als auch das einwandernde

Mesoderm wiesen im seitlichen Bereich Zellen auf, in denen keine Sp5-mRNA

nachweisbar war (Abbildung 25A).

Im weiteren Verlauf der Embryonalentwicklung blieb das ISH-Signal hinsichtlich

der gastrulationsspezifischen Expression auf den sich zurückziehenden Primitiv-

streifen beschränkt (Abbildung 24E-I). Am E8,00 war das posteriore Ende des

Neuroektoderms und das darunter liegende Mesoderms Sp5-positiv (Abbildung

24 D). Mit Einsetzen der sekundären Gastrulation und Bildung der Schwanz-

knospe waren nur noch dort Transkripte detektierbar (Abbildung 25I). Gleich-

zeitig veränderte sich auch die Expression im Ektoderm: das Neuroekto-derm,

das an der Gastrulation beteiligt ist, exprimierte Sp5 (s.o.). Das Ektoderm, das die

Mesenchymzellen der Schwanzknospe umschließt und nicht mit dem Gastrula-

tionsprozess assoziiert ist, war dagegen Sp5-negativ (Abbildung 25E).

 
    1)  MAAVAVLRND SLQAFLQDRT PSASPDLGKH SPLALLAATC SRIGQPGAAA

   51)  APDFLQVPYD PALGSPSRLF HPWTADMPAH SPGALPPPHP SLGLTPQKTH

  101)  LQPSFGAAHE LPLTPPADPS YPYEFSPVKM LPSMAALPAS CAPAYVPYAA

  151)  QAALPPGYSN LLPPPPPPPP PPTCRQLSPA SAPDDLPWWS IPQSGAGPGS

  201)  GVPGTSLSAC AGPPHAPRFP ASAAAAAAAA AALQRGLVLG PSDFAQYQSQ

  251)  IAALLQTKAP LAATARRCRR CRCPNCQAAG GAPEAEPGKK KQHVCHVPGC

  301)  GKVYGKTSHL KAHLRWHTGE RPFVCNWLFC GKSFTRSDEL QRHLRTHTGE

  351)  KRFACPECGK RFMRSDHLAK HVKTHQNKKL KVAEAGVKRE NPRDL

Abb.23: Translatierte Aminosäuresequenz des Sp5-Proteins. Die Zink-Finger-
Domäne ist rot und fett gedruckt, die BTD-Domäne ist normal gedruckt. Prolin-Reste sind
in blau dargestellt, die Alanin-reiche Domäne ist gelb unterlegt. 
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In der primären Gastrulation waren die Transkripte bis mindestens E 8,25 im

gesamten Bereich der Neuralplatte nachweisbar; nur die Ränder, die später nicht

Teil des Neuralrohres werden, sondern als Neuralleistenzellen auswandern,

zeigten keine Farbreaktion. Es wurden allerdings keine spezifischen Marker für

frühe Neuralleistenzellen wie z.B. Cadherin-6B oder Slug (Nakagawa S. und

Takeichi M.; 1995. Nieto MA. et al.; 1992. LaBonne C. und Bronner-Fraser M.;

1999) getestet, um die Identität der Sp5-freien Zone zu überprüfen.

Sp5-Expression in der 
Chorda dorsalis

Während der Gastrulation wird das Mesoderm gebildet, das weitgehend Sp5-

positiv war (siehe oben). Auch im definitiven Endoderm und der Chorda dorsalis

(Notochord) konnte die mRNA in großen Mengen nachgewiesen werden

(Abbildung 25C). Interessanterweise änderte sich die Expression in der Chorda

dorsalis mit dem Übergang von der primären zur sekundäre Gastrulation. In allen

während der primären Phase gebildeten Zellen der Chorda konnte die mRNA

Abb.24: Sp5 ist in zwei Phasen während der Embryogenese exprimiert: in
der Gastrulation und in der Organogenese. Whole-mount in situ-Hybridisierungen
von Mausembryonen vom E7,25 bis E10,50. In (A) und (C) ist anterior links und posterior
rechts. (B) zeigt den posterioren Teil des Embryos aus (A). Die Pfeile in (D) und (E)
zeigen die beginnende Expression im ZNS, die Pfeile in (H) und (I) die Inaktivierung des
Gens im lateralen Mesenzephalon.
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nachgewiesen werden (Abbildung 25 C). In dem Teil der Chorda, der aus der

Schwanzknospe hervorgeht und direkt mit diesem kontinuierlich ist (Abbildung

25D) zeigte nur die innerste Zelle eine Farbreaktion in der WMISH, während die

sie umgebenden Zellen der Chorda Sp5-negativ waren (Abbildung 25F).

Organogenese-
spezif ische Sp5-
Expression

Die zweite Phase der Sp5-Expression begann ca. am E 8,00. Zu diesem Zeitpunkt

war der gesamte Embryo mit Ausnahme des posterioren Endes (Ort der primären

Gastrulation) Sp5-negativ. Innerhalb der nächsten zwei Tage wurde das Gen in

einem spezifschen Muster in verschiedenen Regionen des Embryos in der

Organogenese aktiviert.

Abb.25: Sp5-Expression während der primären (A-C) und sekundären
Gastrulation (D-F). (A) Horizontaler Schnitt durch den Embryo aus Abb.24A entlang
der gestrichelten Linie. Pfeile: Sp5-negative Zellen des viszeralen Endoderms. Die
lateralen Sp5-negativen Zellen des Mesoderms liegen außerhalb der Fokusebene. (B)
E8,25 - Cross-Schnitt durch caudale Region des Embryos - Färbung in der Neuralplatte
und dem darunter liegende Mesoderm; die laterale Grenze war fließend. Das viszerale
Endoderm ist negativ, was in der Aufnahme nicht erkennbar ist. (C) Cross-Schnitt durch
den Embryo in Abb.24G entlang der gestrichelten Linie - Sp5-Expression im gesamten
Durchmesser der Chorda dorsalis. Pfeil: Sp5-positives definitives Endoderm. (D) E10,50 -
Seitenansicht der Schwanzknospe - Pfeil: Chorda dorsalis-Expression. (E) Querschnitt
durch die Schwanzknospe aus (D) entlang der markierten Linie. Pfeile: Sp5-negatives
Ektoderm. (F) Schnitt durch die Chorda dorsalis in (D) entlang der markierten Linie.
Einfache Pfeile: Sp5-negative äußere Zellen der Chorda dorsalis; Doppelpfeil: einzelne
innenliegende Sp5-positive Zelle. (D) WMISH – (A-C,E,F) Paraffinschnitte durch
Embryonen nach WMISH. Abkürzungen: Cd=Chorda dorsalis, d=dorsal,
Md=Mesoderm, Np=Neuralplatte, Rm=Rückenmark, Sk=Schwanzknospe)
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Abb.26: Expression von Sp5 im Gehirn. (A) E8,25 - Aufsicht - Expression im Mes-
und Dienzephalon. Pfeil: Signal in den Neuralfalten. (B) E9,25 - Aufsicht - Färbung in den
Neuralfalten des Mesenzephalons und Prätektums sowie der Anlage des Epithalamus. (C-
K) E10,0 (C) Seitenansicht des Kopfes - ISH-Signal im Prätektum und Eptihalamus sowie
ringförmige MHG-Expressions. Pfeil: expressionsfreie laterale Zone des Mesenzephalons.
(D-F) Aufsicht - Pfeile: Sp5-mRNA-freie Deckplatte. (G) Aufsicht nach Entfernen des
dorsalen Tel- und Dienzephalons - Pfeil: Sp5-negative Bodenplatte in der MHG. (H)
Seitenansicht bzw. (I,J) Aufsicht nach zusätzlicher Entfernung des dorsalen und lateralen
Mesenzephalons - Expression im mesenzephalen Tegmentum ausgehend von der MHG,
laterale und ventrale Färbung des Prätektums / Anlage des Mammilarkörpers. (K) Schnitt
durch die Anlage des Hypothalamus mit ISH-Signal in der Bodenplatte. (L) E8,25 -
frontaler Schnitt durch das Mesenzephalon mit dorso-lateralem Sp5-Signal. 
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Sp5-Expression im 
prospektiven Gehirn

Das erste Anzeichen für die Expression in der zweiten Phase war eine leichte

Farbreaktion in der WMISH im Bereich des Mesenzephalons und Dienzephalons

(Pfeil in Abbildung 24D). Innerhalb der nächsten 12h der Embryonalentwicklung

nahm die Expression deutlich an Stärke insbesondere im dorso-lateralen Bereich

(Pfeil in Abbildung 24D und 26A) zu.

Im Dienzephalon war die Sp5-mRNA nur in der Region des prospektiven

Prätectums und Epithalamus nachzuweisen (Abbildung 26A und C). Das Tel-

enzephalon zeigte bis E10,5 kein Signal in der WMISH (Abbildung 26A und C).

Im Mesenzephalon waren bis zum E9,5 sowohl die dorsalen als auch die lateralen

Bereiche Sp5-positiv (Pfeil in Abbildung 24G). Lediglich die äußersten Bereiche

der Neuralfalten und, nach der Fusion der Neuralfalten und Ausbildung des

Neuralrohres aus der Neuralplatte, die Dachplatte zeigten keine Signale in der

WMISH (Abbildung 26L und Pfeil in Abbildung 26E). Während der weiteren

Entwicklung bis E10,5 verschwand die Expression in den lateralen Bereichen

(Pfeile in Abbildung 24H und I sowie 26C). Einzige Ausnahme hiervon war die

sogenannte Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze (MHG). Diese zeigte in allen

untersuchten Stadien entlang ihrer gesamten dorsoventralen Achse ein sehr

starkes Hybridisierungssignal. Lediglich in der Dach-(Pfeile in Abbildung 26 D-

F) und der Bodenplatte (Pfeil in Abbildung 26G) konnte keine Sp5-mRNA

nachgewiesen werden. Zusätzlich entstand in der Entwicklung vom E9,5 bis

E10,5 eine weitere Expressionsdomäne im mesenzephalen Tegmentum ("Tm" in

Abbildung 26H und I), die aber ebenso wie in der MHB nicht bis in die

Bodenplatte hinein reichte (Pfeil in Abbildung 26G).

Im Gegensatz zum Mesenzephalon konnten im dienzephalen Prätektum auch im

lateralen und ventralen Bereich bis zum E10,5 Sp5-Transkripte gezeigt werden.

Diese finden sich in einem Streifen, der sich von der Basis des prospektiven

Prätektums bis in den tuberalen Hypothalamus erstreckt, welcher später die

Mammilarkörper bildet (Tm bzw. Mk in der Abbildung 26 G-K). Die Anlage der

Mammilarkörper ist die einzige ZNS-Struktur, in der Sp5 auch in der Bodenplatte

exprimiert wird.

Sp5-Expression im 
prospektiven 
Rückenmark

Im Rückenmark konnten Sp5-Transkripte ab dem E8,0-8,25 nachgewiesen

werden. Das entsprechende Signal wies in allen folgenden Stadien bis zum E10,5

ein Maximum in der oberen Thoraxregion auf und verschwand graduell in

Richtung des Rautenhirns und der Schwanzknospe (Abbildungen 24G-I, Pfeil in

27A). Färbte man im Verlauf der WMISH nur kurz, konnte man erkennen, dass

das Signal nicht gleichmäßig in allen Zellen des entsprechenden Bereiches

auftrat, sondern in vereinzelten, z.T. in Gruppen auftretenden Zellen (Pfeil in

Abbildung 27B). Bezogen auf die dorsoventrale Achse fanden sich Sp5-

exprimierende Zellen ausschließlich im am weitesten dorsal gelegenen Bereich

der Alarplatte (Flügelplatte) (Pfeil in Abbildung 27C). Die Dachplatte zeigte

jedoch kein Signal.

Expression in der Ohr-
anlage und Trigeminus 

Weitere Expressionsdomänen mit Bezug zum ZNS waren die otischen Vesikel

sowie die Anlage des trigeminalen Ganglions. Die Anlage des Trigeminus konnte
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ab ca. dem E10,0 deutlich in der WMISH angefärbt werden (Pfeile in Abbildung

27D-F). Die otischen Plakoden waren etwa ab dem E9,0-9,5 Sp5-positiv,

allerdings nur sehr schwach (z.B. in Abbildung 24G nicht erkennbar). Die Vesikel

zeigten dagegen ab dem E10,0 eine klare Färbung (Abbildung 27G). Diese

umfasste jedoch nicht das gesamte Vesikel, sondern nur die medio-dorsalen Teile,

welche unmittelbar an das Neuralrohr angrenzten (Abbildung 27H, I).

Abb.27: Expression von Sp5 im Rückenmark, den Trigeminalganglien und
den otischen Vesikeln. (A-G) E10,0 - (H,I) E10,5). (A-C) Expression von Sp5 im
Rückenmark. (A) Dorso-laterale Ansicht auf Höhe des präsumptiven Thorax’ - Pfeil:
Expression von Sp5. (B) Detail-Aufnahme aus (A) - Pfeil: Einzelne Sp5-positive Zellen.
(C) Vibratomschnitt durch Embryo auf Höhe des Pfeils in (A) - Pfeil: Expression im am
weitesten dorsal gelegenen Teil des Rückenmarks. (D-F) Expression im trigeminalen
Ganglion. (D) Lage des Signals an den Außenwinkeln des vierten Ventrikels (Pfeil). (E)
Nahaufnahme der WMISH-Färbung - Pfeil: Anlage des Ganglions. (F) Vibratomschnitt
durch die Ganglionanlage - Pfeil: Färbung in der Anlage. (G-I) Expression von Sp5 in der
Ohr-Anlage. (G) Seitenansicht - Pfeil: Signal im otischen Vesikel. (H) Detailaufnahme der
otischen Vesikel - Pfeil: Sp5-positive dorso-mediane Region des Vesikels. (I) Vibratom-
Querschnitt durch Vesikel in (H) - Pfeil: Expression im dorsalen und medianen Teil des
Vesikels (zeigt, dass die Expression trotz des Eindrucks aus (H) nicht ringförmig ist).
(A,B, D, E, G, H = whole mount in situ-Hybridisierungen  /  C, F, I = Vibratomschnitte
durch Embryonen nach whole mount in situ-Hybridisierungen).
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Abgesehen von den genannten Regionen, die entweder mit dem Prozess der

Gastrulation oder dem Nervensystem in Verbindung stehen, konnten Sp5-Tran-

skripte in drei weiteren Bereichen der untersuchten Embryonen nachgewiesen

werden: im Branchialbogen-System, den Somiten und den Extremitäten.

Sp5-Expression im 
Branchialbogen-System

Mit der Ausbildung des 2. Branchialbogens begann die Expression in den

dazwischen liegenden Furchen (Ektoderm) und Taschen (Endoderm) (Abbildung

28A, B). Im Laufe der fortschreitenden Bildung weiterer Branchialbögen war die

mRNA auch in den zweiten und dritten Branchialfurchen und -taschen

nachzuweisen (Abbildung 24G-I und 27G). Lediglich die vierte Furche und

Tasche waren Sp5-negativ (Abbildung 28A).

Expression in den 
Somiten

In den individuellen Somiten war die mRNA nur für einen Zeitraum von jeweils

15-20 Stunden während ihrer Entwicklung nachweisbar, was auf den Embryo

bezogen bedeutet, dass ca. 10-12 Somiten gleichzeitig Sp5 exprimieren

(Abbildung 24I und 28E). Die früheste Expression konnte ca. ab dem E 8,0

nachgewiesen werden (Pfeile in Abbildung 28D). Das Signal trat 1-2 Somiten

rostral der Kondensationszone der Somiten auf, was etwa 2 Stunden nach deren

Entstehung entspricht. Die stärkste Färbung trat ca. in den Somiten Nr.8 auf. Von

dort aus verschwand das Signal nach caudal (in die Entstehungszone) und rostral

(Bereich der weiteren Differenzierung). Im Querschnitt wurde sichtbar, dass Sp5

nur in der epaxialen Dermomyotomlippe exprimiert wurde, also dem proliferativ

aktiven Gewebe unmittelbar neben dem Rückenmark (Abbildung 28D und I).

Expression in den 
Extremitäten-Anlagen

In den Extremitäten konnte die Sp5-mRNA in einzelnen Zellen kurz nach der

Entstehung der Beinknospen nachgewiesen werden. Diese liegen vereinzelt im

Mesenchym der Anlage (Pfeile in Abbildung 28G). Die Zellen sind zuerst nur

dorsal zu erkennen (Abbildung 28G, 28H zeigt dieselbe Beinknospe von ventral

ohne sichtbare WMISH-Signale). Im weiteren Verlauf der Entwicklung wurde die

Expression deutlich stärker, sowohl hinsichtlich der Färbung einzelner Zellen als

auch der Anzahl der Zellen (Abbildung 28I). Ab dem in Abbildung 28I gezeigten

Stadium waren die positiven Zellen auch auf der ventralen Seite nachweisbar.

ZusammenfassungZusammenfassend ergab sich folgendes Bild hinsichtlich der Sp5-Expression:

Phase 1: Expression in der primären (ab ca. dem E 7,25) und sekundären

Gastrulation. Die Expression erstreckt sich auf das Neuroektoderm und Teile des

Mesoderms. Das primitive Endoderm ist negativ.

Phase 2: Expression in der Organogenese. Diese umfasst das ZNS mit einer

komplexen Expression im Di- und Mesenzephalon sowie der Mittelhirn-

Hinterhirn-Grenze, weiterhin das Rückenmark, die trigeminalen Ganglien und

die otischen Vesikel. Neben dem ZNS findet sich die Sp5-mRNA in Teilen des

definitiven Endoderms, der Chorda dorsalis, dem Branchialbogen-System, den

Somiten und den Extremitäten.
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Da das beschriebene Expressionsmuster nur teilweise den Erwartungen für ein

Ortholog des buttonhead-Gens entspricht (siehe Einleitung und Diskussion),

wurde das Sp5-Gen nicht über die vorliegende Beschreibung hinaus analysiert.

Abb.28: Expression von Sp5 im Viszeralbogensystem,  den Beinknospen und
den Somiten. (A-C) Expression von Sp5 im Viszeralbogensystem. (A) E8,0 -
Seitenansicht des Kopfes - Pfeil: Hybridisierungssignal der ersten viszeralen Furche/
Tasche. (B) E8,50 - frontaler Paraffinschnitt durch Embryo in (A) - Pfeil: Sp5-positive
Viszeralfurche - Pfeilkopf: Sp5-positive Viszeraltasche. (C) E10,5 - Viszeralbogensystem.
Pfeile: Expression in den ersten drei Viszeralfurchen - leerer Pfeilkopf: Sp5-negative vierte
Viszeralfurche. (D-F) Expression von Sp5 in den Somiten. (D) E8,25 - dorsale Ansicht
auf Rückenmark und Somiten - Pfeile: WMISH-Signal in den Somiten. (E) E10,0 - dorso-
laterale Ansicht der Somiten auf lumbaler Höhe - Pfeil: Färbung des achten Somiten von
der Schwanzknospe aus gezählt. (F) E10,0 - Paraffinquerschnitt durch Somit in (E) - Pfeil:
Expression in der epaxialen Dermomyotom-Lippe. (G-I) Expression in den Beinanlagen.
(G) E9,50 - dorsale Ansicht der frühen Vorderextremitätenanlage - Pfeile: Einzelne Zellen
oder Gruppen von Zellen mit Färbung. (H) wie (G), aber ventrale Ansicht - es ist keine
Färbung erkennbar. (I) E10,50 - dorsale Ansicht der Extrimitätenanlage - Pfeile:  Einzelne
Zellen oder Gruppen von Zellen mit Färbung.
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Klonierung von Knopfkopf und "Artefact "

Wie weiter oben dargestellt, konnten mit den PCR-Amplifikaten der Gruppe (b)

insgesamt 19 cDNA-Klone isoliert werden. Hierzu wurde erneut die bereits

beschriebene E8,5-Maus-Bibliothek verwendet.

Analyse der 19 cDNA-
Klone aus dem screen 
der cDNA-Bank mit dem 
PCR-Ampl i f ikat  Nr .  43

Die erste Zuordnung der cDNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der whole mount in

situ Hybridisierung. Diese zeigten keine Unterschiede des Expressionsmusters,

außer dass die WMISH-Sonden unterschiedlich starke Hintergrundfärbung

verursachten  (s.u. / im Unterschied zum WMISH-Protokoll aus dem Methoden-

Teil wurde kein RIPA-Puffer verwendet und die Waschschritte erfolgten bei 65°C

anstatt bei 70°C). Da die eingangs durchgeführten Sequenzierungen nur kurze

Sequenzen von schlechter Qualität ergaben und keine klare Aussagen zuließen,

wurde ursprünglich davon ausgegangen, dass es sich bei den isolierten 19 Klonen

um cDNAs nur eines Gens handelte. Für diese Annahme sprachen

1. die Hybridisierung unter hoch stringenten Bedingungen auf Southern Blots

und beim Phagen-screen;

2. die Sequenzfragmente, die zeigten, dass es sich bei allen Klonen zumindest

um Zink-Finger-Gene handelt;

3. die, mit Ausnahme des Hintergrunds, identischen Signalmuster bei der whole

mount in situ Hybridisierung.

Abb.29: Vergleich der WMISH-Färbungen mit Btx1 und Btx2 als Probe. (A,
D, E) Btx2-Sonde bei reduzierter Stringenz. (B) Btx1-Sonde bei reduzierter Stringenz. (C,
F) Btx1-Sonde bei höchster Stringenz bzw. mit Btx1-Fragmenten, die die Zn-Finger-Box
nicht enthielten.
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Die Sequenzierung (SeqLab, Göttingen) von insgesamt 4 Klonen (ein Sp5-Klon

= SpRB-2 / 1253 bp, ein Sp6-Klon = SpRA / 373 bp, zwei vermutete Knk-Klone

= Btx1 / 2085 bp und Btx2 / 2162 bp; Angaben inklusive der Linker-Sequenzen)

stieß auf Schwierigkeiten. Nur durch eine Zerlegung der ursprünglichen Klone in

sehr kleine Fragmente war es möglich, die Nukleotidabfolge der vier Klone voll-

ständig zu ermitteln. Diese Probleme bei der Sequenzierung und der whole mount

in situ Hybridisierung durch z.T. sehr starke Hintergrundfärbungen entsprachen

den Beobachtungen bei den zuvor klonierten Genen Sp5 und Sp6 (s.o.).

die 19 cDNA-Klone 
repräsentieren zwei 
verschiedene Gene

Das Ergebnis der Auftragssequenzierung zeigte, dass es sich bei den Klonen Btx1

und Btx2 nicht um cDNAs des selben Gens handelt. Aufgrund von Sequenz-

vergleichen mit den Datenbanken (NCBI) und allgemeiner Erkennungsmuster

konnte der Klon Btx2 als Mitglied der sogenannten repetitiven Zink-Finger-Gene

(siehe Abbildung 5 in der Einleitung) identifiziert werden, wohingegen Btx1 den

in der Einleitung beschriebenen Merkmalen eines Sp1- bzw. btd-Homologs

entsprach (siehe Kapitel "abgeleitete Proteinsequenz des Knk-Gens").

     1)  MEDDRSSPLS FSSVPHEESV RQAPARLPRE TVFPSCILPP KEVPPLSPTA
    51)  SRQGVLPQTD STTKQETSSQ MSHVLQKGPS LLYPATSEQD TPHQVSLASQ
   101)  EETQCSPSAA AQGIPFLSHS AHRQEAPLHS PEVPEKDSLT LSPTVPETDM
   151)  DPLLQSPTLQ KDTPFHTSSA AQKEQPLPTA EITRLAVWAA VQAVERKLEA
   201)  QAMRLLTLEG RTGTNEKKIA DCERTAVEFA NHLESKWVVL GTLLQEYGLL
   251)  QRRLENMENL LKNRNFWILR LPPGSNGEVP KVPVTFDDVA VHFSEQEWGN
   301)  LSEWQKELYK NVMRGNYESL VSMDYAISKP DLMSQMERGE RPAMQEQEDS
   351)  EEGETPTDPS AAHDGIVIKI EVQTNDEGSE GLETPEPLMG QVEEHGFQDS
   401)  ELGDPCGEQP DLDMQEQENA LEESTEGSSE FSELKQMLVQ QRNCTEGIVI
   451)  KTEEQEEEEE EEEEDELPQH LQSLGQLSGR YEASMYQTPL PGEMSPEGEE
   501)  SPPPLQLGNP AVKRLAPSIH GHTHGHGHGH GHSERHLGEN RGNSSQQQRN
   551)  RRGERPFTCM ECGKSFRLKI NLIIHQRNHI KEGPYECAEC EISFRHKQQL
   601)  TLHQRIHRVR SGYASPERGS AFNPKHSLKP RPKSPSSGSG GGPKPYKCPE
   651)  CDSSFSHKSS LTKHQITHTG ERPYTCPECK KSFRLHISLV IHQRVHAGKH
   701)  EVSFICSLCG KSFSRPSHLL RHQRTHTGER PFKCPECEKS FSEKSKLTNH
   751)  CRVHSRERPH ACPECGKSFI RKHHLLEHRR IHTGERPYHC AECGKRFTQK
   801)  HHLLEHQRAH TGERPYPCTH CAKCFRYKQS LKYHLRTHTG E

Abb.30: postulierte Aminosäuresequenz des “ARTEFACT”-Proteins. Die
neun Zink-Finger-Domänen sind durch Unterstreichungen hervorgehoben, Die
komplexierenden Cystein- und Histidin-Reste in rot und die Leuzin-Reste an Position 10
in orange. Falls vorhanden, ist der konservierte H/C-Link in blau gekennzeichnet. Die
Zink-Finger-Domänen zeigen nicht die typischen Sp1-homologen Sequenzen, sind also in
die repetitive Zink-Finger-Protein-Klasse einzuordnen.
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                1  GGTCTCGGTC CAGCAGCTGG ACATGGAGGA CGATCGCTCG TCACCACTGT
      51  CATTCTCCAG TGTCCCACAC GAAGAGTCTG TGCGTCAGGC CCCTGCTCGA
     101  CTCCCTAGAG AAACTGTGTT CCCTTCTTGC ATTCTTCCTC CAAAAGAAGT
     151  TCCTCCTTTG TCTCCCACTG CCTCCCGGCA AGGTGTCTTG CCCCAGACTG
     201  ACAGTACTAC TAAGCAAGAG ACATCCAGCC AGATGTCACA TGTTCTTCAG
     251  AAAGGACCTT CACTCCTGTA TCCTGCCACT TCTGAGCAAG ACACACCTCA
     301  CCAGGTATCC CTTGCTTCCC AGGAAGAAAC CCAGTGCTCT CCTTCAGCAG
     351  CTGCTCAGGG GATCCCCTTC CTCTCGCACT CCGCCCACCG TCAGGAAGCT
     401  CCACTCCACT CTCCTGAGGT TCCTGAGAAA GACTCGCTGA CTCTCTCACC
     451  CACAGTTCCC GAGACCGACA TGGACCCCTT GCTCCAGAGT CCCACTTTGC
     501  AAAAGGACAC TCCCTTCCAT ACCTCTTCTG CCGCCCAGAA AGAACAGCCA
     551  CTGCCCACTG CAGAGATCAC TCGATTGGCT GTGTGGGCTG CTGTCCAAGC
     601  AGTGGAGAGG AAACTGGAGG CCCAGGCCAT GCGACTACTG ACTCTGGAGG
     651  GCAGGACAGG GACAAATGAG AAGAAGATAG CAGACTGTGA GAGAACGGCT
     701  GTGGAGTTCG CAAATCATCT GGAGAGCAAG TGGGTTGTAC TGGGGACCTT
     751  ACTGCAGGAG TATGGGCTGC TGCAGCGGCG CCTGGAGAAC ATGGAGAATC
     801  TGCTGAAAAA CAGAAACTTC TGGATCCTGC GGCTGCCCCC AGGCAGCAAT
     851  GGAGAAGTTC CCAAGGTTCC TGTCACATTC GATGATGTCG CCGTCCATTT
     901  CTCTGAGCAG GAATGGGGAA ATCTCTCTGA GTGGCAGAAG GAGCTCTACA
     951  AGAATGTAAT GAGGGGCAAC TATGAGTCTC TGGTCTCTAT GGACTATGCA
    1001  ATATCCAAAC CGGACCTCAT GTCACAGATG GAGCGTGGAG AGAGGCCAGC
    1051  CATGCAAGAA CAAGAGGATT CTGAGGAGGG TGAGACGCCC ACAGATCCCA
    1101  GTGCTGCACA TGATGGCATC GTGATTAAGA TCGAGGTGCA GACCAACGAT
    1151  GAGGGCTCAG AAGGTCTGGA GACACCAGAG CCACTGATGG GACAAGTGGA
    1201  GGAACATGGC TTTCAGGACT CAGAGCTGGG TGACCCCTGT GGAGAGCAGC
    1251  CAGACCTGGA CATGCAGGAA CAAGAGAACG CGCTCGAGGA GTCCACGGAA
    1301  GGCTCCAGCG AGTTCAGTGA GCTCAAGCAG ATGCTGGTGC AGCAGAGAAA
    1351  CTGCACGGAG GGGATCGTGA TCAAGACAGA GGAGCAGGAG GAGGAGGAGG
    1401  AAGAGGAAGA GGAGGACGAG CTGCCACAGC ACTTGCAATC CCTTGGGCAG
    1451  CTGTCTGGGA GGTACGAGGC CAGTATGTAC CAGACCCCCC TACCTGGGGA
    1501  GATGTCCCCC GAGGGCGAGG AAAGCCCCCC ACCCCTGCAG TTGGGCAACC
    1551  CAGCAGTGAA GAGGCTGGCA CCCAGCATTC ATGGGCATAC GCATGGGCAT
    1601  GGGCACGGGC ACGGGCACAG TGAACGGCAC CTGGGTGAGA ACCGTGGGAA
    1651  CTCTAGCCAG CAGCAGCGGA ATCGGCGTGG TGAGAGGCCC TTCACTTGCA
    1701  TGGAGTGTGG CAAAAGCTTT AGGCTGAAGA TTAACCTCAT CATCCACCAG
    1751  CGTAACCACA TCAAGGAGGG GCCCTACGAG TGTGCCGAGT GTGAGATCAG
    1801  CTTCCGCCAC AAGCAGCAAC TCACGCTGCA CCAGCGCATC CACCGGGTAC
    1851  GCAGCGGCTA TGCCTCCCCT GAGCGCGGGT CAGCCTTCAA TCCCAAGCAC
    1901  TCGCTCAAAC CACGTCCCAA ATCGCCCAGC TCAGGCAGTG GCGGCGGCCC
    1951  CAAACCCTAC AAATGCCCTG AGTGTGACAG CAGCTTCAGC CACAAGTCAA
    2001  GCTTGACCAA GCACCAGATC ACACACACGG GTGAGCGGCC CTACACGTGC
    2051  CCAGAATGCA AGAAGAGCTT CCGCTTGCAT ATCAGTCTGG TGATCCACCA
    2101  GCGTGTGCAT GCAGGCAAGC ACGAAGTCTC CTTCATTTGC AGTCTGTGCG
    2151  GCAAGAGTTT CAGCCGCCCG TCGCATCTGC TGCGCCACCA GCGGACTCAT
    2201  ACTGGTGAAC GGCCTTTTAA GTGCCCGGAG TGCGAGAAGA GCTTCAGTGA
    2251  GAAATCTAAG CTCACCAACC ACTGCCGCGT GCACTCCCGC GAGCGGCCGC
    2301  ACGCCTGCCC TGAGTGCGGC AAGAGCTTCA TCCGCAAGCA CCACTTGCTG
    2351  GAACACCGGC GCATCCACAC GGGTGAGCGG CCCTACCACT GCGCCGAGTG
    2401  TGGCAAGCGC TTCACGCAGA AGCACCACCT GCTGGAGCAT CAGCGTGCGC
    2451  ACACAGGCGA GCGGCCATAC CCCTGCACGC ACTGCGCCAA GTGCTTCCGC
    2501  TACAAACAGT CGCTCAAGTA CCACCTGCGG ACCCACACGG GCGAGTGAGC
    2551  AYGCGCCCCG CCCCTGCCCC GGCCAGATGT GCAGCCAGGT GCAAGGGTCT
    2601  AAGGCCCCTG GGACAGGTAC CTCGGCTGCC CCCAGACTGA GCTCAGTGGG
    2651  CGGGAGCGGG GCGCCCCAAG CCCTTCTGCT GTGAACCCTC CTTCCCTCCC
    2701  GTCCCTTCTT CCCCAGGACG GGGTAGTGAG ACCAGGTCGC TTCTTGCCTG
    2751  CTTCCCCAGG GCCCCAGGGG GGAGTGCTTG GGCCTGGGGA ACCCCTTCAG
    2801  GCTGTTAATT TCCTTGACAA TAAAATGGAT GAAAACAATC TGCACGGGGG
    2851  CAGTGATTTG GCTGCCAGCC ACTCGCAGGC GCGATGCAGG GCCATTTAGT
    2901  CGGGGATAGA ACTTTCTAAT TACCTTTTGG ATACTGTGGT TCTATTTGAT
    2951  AATAATAGAG TAATTTTTAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA

Abb.31: Nukleotidsequenz der “Artefact”-cDNA. cDNA-Sequenz entsprechend
der Konsensussequenz der Klone Btx2-6 und Btx8-19. Die möglichen Start- und Stopp-
Codone sind grün bzw. rot hervorgehoben. Die in Abbildung 32 dargestellte Sequenz mit
vollständiger Übereinstimmung zur Knopfkopf-Sequenz ist unterstrichen.
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    1) TAAAAAAAAC ACTGCCTCTG ATTTATCAAT ATAAAAAAGA TCCTCTGAGA
   51) GGAGGAGGGC GCTTCTGTGT GATGGCAACT TCACTTCTAG GGCGTGGCGC
  101) TTTGCTCCAG AATCAGACGC TCGCCGCCAA ACTTGTCCCC TCCTGTAGAG
  151) TAGGAGGCAG CCGGGCGCCG GGGCAGCTGG GGGTGCAGGG AAGAACCGAG
  201) GTTGGGATCC ACTCCTCTGG CCATGCTTGC TGCTACCTGT AATAAGATCG
  251) GCAGCCCCAG CCCGTCTCCC TCCTCCCTGT CGGACAGCTC TTCTTCCTTC
  301) GGTAAAGGCT TCCACCCTTG GAAACGCTCC TCGTCTTCCT CCTCCGGCAG
  351) CTGCAACGTA GTGGGTTCCA GTCTCTCTAG CTTCGGTGTG TCGGGGGCCT
  401) CCCGGAACGG CGGCTCCTCC TCAGCCGCAG CGGCGGCAGC GGCGGCAGCA
  451) GCGGCGGCCG CAGCCCTGGT GTCCGACTCT TTTAGCTGCG GAGGCTCGCC
  501) CGGCTCCAGC GCCTTCTCTC TCACCTCCAG CAGCGCCGCC GCAGCGGCAG
  551) CAGCTGCGGC GGCTGCCGCT TCCAGCTCGC CCTTTGCCAA CGACTACTCT
  601) GTGTTCCAGG CTCCGGGCGT CTCGGGGGGC AGCGGCGGCG GCGGCGGGGG
  651) AGGCGGCGGC GGTTCCGGAG CGCACTCGCA GGATAGCTCC CATCAGCCAG
  701) TGTTTATCTC CAAGGTGCAC ACGTCGGTGG ACGGACTGCA GGGTATCTAC
  751) CCGCGCGTGG GAATGGCGCA CCCGTATGAG TCCTGGTTCA AGCCTTCGCA
  801) CCCGGGCCTT GGCGCCGCGG CCGACGTGGG CTCCGCGGGC GCCTCCAGCT
  851) GGTGGGATGT GGGCGCGGGC TGGATCGACG TGCAGAACCC CAATGGGGCG
  901) GCAGCGCTGC CCGGCTCGCT GCACCCGGCG GCCGGGGGCC TTCAGACGTC
  951) GCTGCATTCA CCGCTGGGAG GCTACAACTC GGATTATTCC GGCCTGAGCC
 1001) ACTCCGCATT CAGTAGCGGT GCCTCGTCGC ACCTGCTCAG CCCTGCAGGA
 1051) CAGCACCTCA TGGACGGTTT CAAGCCGGTA TTGCCCGGCT CTTACCCCGA
 1101) TTCCGCCCCG TCGCCGCTGG CCGGCGCGGG CAGCTCCATG CTGAGCGCGG
 1151) GGCCCGCGGC GCAGTTAGGG GGGTCCCCAC GCTCGTCCGC TCGCCGCTAC
 1201) TCCGGCCGCG CCACTTGCGA CTGCCCCAAC TGCCAGGAGG CTGAGCGGCT
 1251) GGGCCCAGCG GGAGCGAGCC TGCGTCGCAA AGGGCTGCAT AGCTGCCACA
 1301) TCCCGGGCTG CGGCAAGGTG TACGGCAAGA CGTCGCACCT GAAGGCGCAC
 1351) CTGCGTTGGC ACACCGGCGA GCGGCCGTTC GTGTGCAATT GGCTGTTCTG
 1401) CGGTAAGCGC TTTACGCGCT CCGACGAGCT GCAGCGGCAC CTGCGGACCC
 1451) ACACGGGCGA GAAGCGCTTC GCCTGCCCGG TGTGCAACAA ACGCTTCATG
 1501) CGCAGCGACC ACCTGAGCAA GCACGTGAAG ACACACAGTG GTGGCGGCGG
 1551) CTCGGCGGGC TCCGGCGGCG GCAAGAAAGG CAGCGACACC GACAGCGAGC
 1601) ACAGCGCGGC GGGAAGCCCT CCTTGCCACT CCCCTGAGCT GTTGCAGCCT
 1651) CCAGAGCCGG GCCACCGCAA CGGCCTGGAG TGACTGTCGC GATGCCTCCC
 1701) ACCTGAATCC CGTCGGGCTT GTGTACCTAG ACTGGGCTCC AGTCTAGGCT
 1751) AGCTGTGCGT TCTTTCCCCC AACTTCTCAT TCTCTCTCTC ACCGGTTTTC
 1801) TGCTCTTAAC TTTTAGGATG TGGACAGTAA GTAGCACACA TCGGTGGCTG
 1851) AATCCTTGGC TCCCTTCTGC ACAGTGACAG CCATGCGGGG CGCAGTGGAA
 1901) ACCCGCTCCT CCAGCACTGG GCTGGCGGAA CTTTGAAGAG GCTGTGGCCT
 1951) CTGGGGTTAG GACGGGATGA ATGGGTTGTC TGGTAGAACA GTGGCTTTTG
 2001) TGGCCTTGGA AAGAACAGTG TTCAACCCGC TTGAGCCGCA GCTGTAGGGA
 2051) GAGGGATGTA GGAGTCCTGC CAAGGAATCC CCTCCTGGAC CCCCGAGTGC
 2101) TCCCCTTGGA CTGTCCTGTG CTGAGCATTA CACTCGTGGG AGGACTGCTG
 2151) CAACCCAGAC CGGGTTAGCA GAGTTTAGAT CTCCCCATTC AGCTCTGGCT
 2201) AGGTCTTTGT GCCCTGCGGG TGAACCGATG AGAGTTCTGC GAACGGGAAT
 2251) CAATGCCTCC CCCTCCTTTC TTCTTTGTAA CTTTTTATTT TTTAACTGAA
 2301) AAACTGAGAG GAAAAAAATA AACAAGCAAT CTTCCTCTTA GCTTCTCGTT
 2351) TAGATAGTTT TCCTCTGCTT GCGAGCACGT TTCTCTCCAA ACTGCAAATA
 2401) TTGATCCCAA AGTTATTTTG GTCGCCGTAA TTTATGGGGT GGGGGCGGGA
 2451) GTGAGGGTAG GTGTCTTTTC TTATGCAAAA ATACCCCCTT TCCGGTGAGA
 2501) CCAGGATTAA GTATCTTCGT GTTTGTCTTT TTCTACCTCG GTTTTTTCAC
 2551) CATCCCCAAG CATATTCTTC CAACTTCCCA CATCACCACC ACTTTTGGGT
 2601) TAGTCTAGGA ATCAATTTAT CTACTGATTT CTGCAAATTA TT

Abb.32: Sequenz der Knopfkopf-cDNA. Die  möglichen Start-Tripletts sind grün
markiert. Vergleich mit der Kozak-Konsensus-Sequenz (Kozak M.; 1987, 1991, 1992):
Übereinstimmungen sind in blau hervorgehoben, widersprüchliche Basen sind
durchgestrichen. Das Stopp-Triplett ist rot markiert. Die 3’-untranslatierte Region ist nicht
vollständig enthalten bzw. das Ende des letzten Exons nicht bekannt. Die in Abbildung 31
dargestellte Sequenz mit vollständiger Übereinstimmung zur Artefact-Sequenz ist
unterstrichen.
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17 der 19 Klone 
repräsentieren ein 
nicht-Sp1-homologes 
Gen und wurden nicht 
wei ter  analys ier t

Um zu testen, welches der beiden Gene wie exprimiert wird, wurden mit Hilfe

der vorliegenden Sequenzinformationen Teilbereiche der cDNA-Klone Btx1 und

Btx2 ausgewählt und dann in WMISH-Experimenten als Proben eingesetzt.

Außerdem wurde die Stringenz der WMISH erhöht (entsprechend des Protokolls

aus "Material und Methoden", z.B. Waschschritte bei 70°C statt 65°C). Hierbei

zeigte sich, dass alle Teilsequenzen von Btx2 das spezifische Muster verloren und

statt dessen eine sehr viel schwächere, ubiquitäre Farbreaktion verursachten

(Daten nicht gezeigt). Die weiteren Arbeiten mit Btx2 wurden daraufhin

eingestellt. Dies galt auch für alle übrigen cDNA-Klone, die dem von Btx2

repräsentierten Gen (welches im anschließenden Verlauf der Arbeit den

operativen Namen "Artefact" erhielt) entsprachen. Hierbei handelte es sich um

die Klone Btx3-6 und Btx8-19.

die cDNA-Klone Btx1 
und Btx7 repräsen-
tieren Teile des 
Knopfkopf-Gens

Die Btx1-Fragmente dagegen wiesen alle ein spezifisches Muster auf, welches

vollständig den Ergebnissen der Anfangs durchgeführten Versuche entsprach.

Einziger Unterschied war, dass durch die Vermeidung der Zink-Finger-Box und

die erhöhte Stringenz die zuvor speziell bei Btx1 beobachtete starke Hintergund-

färbung vermieden werden konnte. Eines dieser Fragmente (Btx1, geschnitten

mit DraIII und von der T7-RNA-Polymerase transkribiert, so dass nur der Teil 5'

der btd-Box als Probe entsteht) erwies sich als besonders gut geeignet für die

Hybridisierungsexperimente und wurde daher im weiteren Verlauf zur exakten

Ermittlung der Expressionsmuster verwendet. Das Gen, welches vom Btx1-

cDNA-Klon sowie dem Klon Btx7 repräsentiert wurde, wurde im Rahmen der

folgenden Arbeiten als Knopfkopf bzw. Knk bezeichnet.

Isol ierung wei terer 
cDNA-Klone des 
Knopfkopf-Gens

Da nur zwei identische Knk-Klone (Btx1 und Btx7) vorlagen, die weder ein

sicheres 5'-Ende noch das polyA-Ende aufwiesen, wurde ein neuer screen

durchgeführt, um die fehlenden Sequenzbereiche zu erhalten. Hierzu wurden

zwei verschiedene cDNA-Bibliotheken verwendet:

1. eine λ-Phagen-Bibliothek von Stratagene (E10,5 - ganze Embryonen -

Mischung aus oligo-dT und randomisierten primern - kloniert in lZAP);

2. eine λ-Phagen-Bibliothek aus dem Labor von Prof. Dr. Gruss (E10,5 -

Kortex - Mischung aus oligo-dT und randomisierten primern - kloniert in

λgt10 oder λgt11);

3. eine Plasmid-Bibliothek, die von Prof. Dr. Herrmann zur Verfügung gestellt

wurde ( E9,5 - ganze Embryonen - randomisierte primer für das 5'-Ende,

     Knopfkopf:  1438 cacctgcggacccacacgggcgag 1461

                      ||||||||||||||||||||||||

     Artefact:   2522 cacctgcggacccacacgggcgag 2545

Abb.33: Sequenzübereinstimmung zwischen der Knopfkopf- und der
“Artefact”-cDNA. Eine Sequenz von 24 Nukleotiden mit insgesamt 18 G/C-
Basenpaaren kommt sowohl in der cDNA von Knopfkopf, als auch von “Artefact” vor. Die
cDNA-Sequenz kodiert für das Ende des zweiten Zink-Fingers des KNK-Proteins bzw.
des letzten Zink-Fingers des ARTEFACT-Proteins.
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Fraktionen "R6", "R7" und "R8" - poly-dT-primer für das 3'-Ende,

Fraktionen "T5", "T6" und "T7" - gerichtet über NotI = 3'-Ende und SalI =

5'-Ende kloniert in pSV Sport1 von Gibco-BRL - die MCS von pSV Sport1

enthält an der NotI-Schnittstelle den T7-primer und an der SalI-Schnittstelle

den SP6-primer).

Für den screen der λ-Phagen-Bibliotheken wurde ein HaeIII-Fragment von Btx1

verwendet , das 5' von der Zink-Finger-Box liegt und in der WMISH besonders

wenig Hintergrund erzeugt (siehe auch Abbildung 34). Aus der Phagen-Bank von

Stratagene konnten fünf unabhängige Klone gewonnen werden, die über die

vorhandenen 5'- und 3'-Enden hinausreichten: BtxII-02, BtxII-05, BtxII-06 und

BtxII-12.

splice-Varianten der 
Knopfkopf-cDNA

Die Klone BtxII-02, BtxII-06 und BtxII-12 verlängerten die bestehende Sequenz

am 5'-Ende um 203 bp. Ein Vergleich der drei BtxII-Sequenzen und der von Btx1

untereinander zeigte, dass die zusätzlichen Bereiche auf zwei Exone (Exone 1

und 2) verteilt waren. Das Argument hierfür war, dass die Exone alternativ

gespliced vorlagen: während die Klone BtxII-02 und -12 die Exone 1, 2 und 3

enthielten, fehlte beim Klon BtxII-06 das zweite Exon. Später durchgeführte

Vergleiche mit genomischen Sequenzen bestätigten diese Annahme (siehe

Abbildung 42).

Ob die unterschiedliche Einbeziehung des Exons 2 eine biologische Rolle spielt,

konnte nicht ermittelt werden. Versuche, mögliche Expressionsdomänen den

verschiedenen splice-Varianten zuzuordnen, blieben erfolglos, was mit großer

Wahrscheinlichkeit daran lag, dass die ersten beiden Exone mit 90 bzw. 96 bp

Länge nicht ausreichten, um bei den durchgeführten in situ-Hybridisierungen ein

Signal zu erhalten.

der cDNA-Klon BtxI I -
05 belegt, dass die 3’-
untranslatierte Region 
der Knopfkopf-cDNA 
mindestens 1,0 kb lang 
i s t

Der Klon BtxII-05 wies eine Länge von insgesamt ca. 3,6 kb auf und verlängerte

die cDNA-Sequenz am 3'-Ende. Er begann an der Position 588, wodurch sich

eine Verlängerung der 3'-UTR um ca. 1,6 – 1,7 kb ergibt. Letztere wurde

allerdings nicht vollständig überprüft: Die Sequenzierung erwies sich auch bei

diesem Klon als sehr problematisch, so dass auf eine Ermittlung der kompletten

Nukleotid-Abfolge verzichtet wurde.

Für die Annahme, dass die zusätzlichen 1,6 – 1,7 kb kein Klonierungsartefakt

darstellen, spricht, dass ein kurzes Sequenzstück des 3'-Endes des Klons BtxII-05

ermittelt werden konnte, welches auch in der genomischen Sequenz gefunden

wurde. Die genomische Sequenz lag in dieser Region allerdings nicht mehr als

durchgehender contig vor, sondern als einzelne Sequenz-Fragmente, so dass eine

klare Aussage über die gewonnene zusätzliche Sequenz nicht möglich ist.

Insbesondere bleibt das endgültige 3'-Ende unklar, da der Klon keinen polyA-

Schwanz bzw. ein erkennbares Signal hierfür enthielt.
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Abb.34: Schematische Darstellung der verwendeten cDNA-Klone von
Knopfkopf. Darstellung der sechs in der Arbeit verwendeten cDNA-Klone: Btx1, Btx7,
BtxII-02, BtxII-05, BtxII-06 und BtxII-12 (schwarze Linien; das fehlende Exon in Klon
BtxII-06 ist fein gestrichelt; der nicht sequenzierte Teil von BtxII-05 ist grob gestrichelt).
Zusätzlich ist die Lage der häufig verwendeten HaeIII-Probe aus Btx1 eingetragen (grün),
sowie der kodierende Bereich mit der putativen Zink-Finger-Domäne (rot). Die Exone 1
(1-90) und 3 (188-ca. 3600) sind dunkelgrau eingetragen, das Exon 2 (91-187) hellgrau.
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Damit existieren zwei Möglichkeiten hinsichtlich des mRNA-Endes: entweder

entspricht der isolierte Klon einer hnRNA, die noch nicht durch den cleavage

complex prozessiert wurde und dessen Erkennungssequenz möglicherweise in

dem noch nicht sequenzierten Bereich liegt, oder der cDNA-Klon BtxII-05

enthält noch nicht das mRNA-Ende, was auf eine ungewöhnlich lange 3'-UTR

von über 2,5 kb schließen lassen würde.

Da bei einem weiteren screen der Bibliotheken mit dem Klon BtxII-05 keine

weiteren unabhängigen cDNA-Klone gewonnen werden konnten und die 3'-UTR

nicht Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen war, wurde der Versuch zur

Gewinnung der fehlenden Sequenzinformationen aus cDNA-Phagen-Banken an

dieser Stelle nicht fortgeführt.

Der screen der Plasmid-Bibliothek von Prof. Herrmann erfolgte mit Hilfe der

PCR, wobei jeweils ein Vektor-spezifischer primer in der MCS und ein primer

aus der schon bekannten cDNA als Paare eingesetzt wurden.

Die PCR-Versuche zur Gewinnung des fehlenden Restes der untranslatierten 3'-

Region bzw. zur Verifizierung der Ergebnisse aus dem Phagen-screen blieben

erfolglos. Da auszuschließen ist, dass weitere Exone am 3'-Ende existieren, die

durch alternatives splicing eine Veränderung des translatierten Proteins

verursachen, wurden keine weiteren Versuche unternommen, dass noch fehlende

Stück der 3'-UTR zu klonieren.

die isolierte cDNA 
umfasst den gesamten 
kodierenden Bereich

Die Basis für die Annahme, dass hinsichtlich des 3'-Endes keine Änderung der

translatierten Region möglich ist, war die genomische Organisation von Knk:

Vergleiche der cDNA-Sequenzen (siehe Abbildung 32) und der genomischen

Sequenz (siehe Abbildung 42) zeigten, dass ein wesentlicher Teil der trans-

latierten Region inklusive der entscheidenden btd- und Zink-Finger-box in einem

Exon liegen. Innerhalb dieses Exons findet sich auch das STOP-Codon. Weder

vor dem angenommenen STOP-Codon, noch vor denen in den anderen beiden

Leserastern ist ein begründbarer splice-Donor erkennbar. Daher wurde ange-

nommen, dass mögliche weitere 3'-gelegene Exone ausschließlich untranslatierte

Bereiche enthalten. Diese können nur Auswirkungen auf die Transkription oder

Translation haben. Da beide Aspekte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht

weiter untersucht wurden, konnte auf ihre Klonierung verzichtet werden.

Die PCR-Analyse der Plasmid-Bank von Prof. Herrmann zur Identifizierung

möglicher fehlender 5'-Sequenzen wurde wie folgt durchgeführt: je 1 ng der in

pSV Sport1 klonierten cDNA-Fraktionen "R6" - "R8", die laut Angaben von Prof.

Herrmann die längsten cDNA-Fragmente enthielten (Erststrang-cDNA-Synthese

mit randomisierten primern), wurden mit dem SP6-primer aus der MCS und drei

cDNA-spezifischen internen primern (Bxcr1 - Bxcr3) bei 64°C und 35 Zyklen (5

min Denaturierung, Zyklenschritte à 1 min) amplifiziert. Mit dem primer-Paar

SP6/Bxcr3 konnte ein ca. 380 bp langes Amplifikat gewonnen werden, dass

sowohl direkt kloniert, als auch für eine weitere nested-PCR eingesetzt wurde.

Für die nested-PCR wurden ca. 500 ng des Ausgangsamplifikats eingesetzt. Als

weiter innen gelegener primer wurde Bxcr2 eingesetzt, die PCR erfolgte bei
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60°C, 62°C und 64°C mit 40 Zyklen (5 min Denaturierung, Zyklenschritte à 1

min). Bei allen drei Reamplifikationen wurde ein ca. 160 bp-langes Amplifikat

erzeugt, was dem erwarteten Größenunterschied entsprach. Die reamplifizierte

DNA wurde ebenfalls kloniert und sequenziert.

Der Vergleich der PCR-Sequenzen mit denen der cDNA-Klons Btx2, BtxII-06

und BtxII-12 bestätigte die Ergebnisse aus dem Phagen-screen: die Amplifikate

stimmten hinsichtlich des 5'-Endes exakt  mit der Sequenz von BtxII-12 überein;

lediglich das erste Thymidin (bzw. als RNA: Uridin) fehlte, das allerdings

vermutlich noch Teil des Linkers aus der Klonierung ist. Letztere Annahme

entspricht auch der Erfahrung, dass die mRNA von Eukaryonten zumeist mit

einem Adenosin beginnen, welches posttranskriptionel mit einer Cap-Struktur

versehen wird (Bannerjee AK.; 1980). 

Auf Basis der von einander unabhängigen Ergebnisse - den zwei cDNA-Klonen

BtxII-06 und -12, sowie der PCR-Amplifikate - wurde davon ausgegangen, dass

die Knopfkopf-mRNA die in Abbildung 32 gezeigte Teilsequenz besitzt. Sie

enthält nach dem jetzigen Stand des Wissens den gesamten translatierten Bereich,

sowie die 5'-untranslatierte Region. Zusätzlich sind ca. 1 kb der 3'-untransla-

tierten Region wiedergegeben. Möglicherweise fehlen jedoch weitere 1,5 kb oder

mehr bis zum polyA-Schwanz der prozessierten mRNA (s.o.).

   1) MLAATCNKIG SPSPSPSSLS DSSSSFGKGF HPWKRSSSSS SGSCNVVGSS

  51) LSSFGVSGAS RNGGSSSAAA AAAAAAAAAA ALVSDSFSCG GSPGSSAFSL

 101) TSSSAAAAAA AAAAAASSSP FANDYSVFQA PGVSGGSGGG GGGGGGGSGA

 151) HSQDSSHQPV FISKVHTSVD GLQGIYPRVG MAHPYESWFK PSHPGLGAAA

 201) DVGSAGASSW WDVGAGWIDV QNPNGAAALP GSLHPAAGGL QTSLHSPLGG

 251) YNSDYSGLSH SAFSSGASSH LLSPAGQHLM DGFKPVLPGS YPDSAPSPLA

 301) GAGSSMLSAG PAAQLGGSPR SSARRYSGRA TCDCPNCQEA ERLGPAGASL

 351) RRKGLHSCHI PGCGKVYGKT SHLKAHLRWH TGERPFVCNW LFCGKRFTRS

 401) DELQRHLRTH TGEKRFACPV CNKRFMRSDH LSKHVKTHSG GGGSAGSGGG

 451) KKGSDTDSEH SAAGSPPCHS PELLQPPEPG HRNGLE

Abb.35: Aminosäuresequenz des Knopfkopf-Proteins und schematische
Darstellung des Proteinaufbaus. Abgeleitete Sequenz des Knopfkopf-Proteins. Die
Zink-Finger-Domänen und die BTD-Domäne sind in grün hervorgehoben, die Serin-reiche
Domäne in rot, die Alanin-reiche Domäne in orange und die Glycin-reiche Domänen in
blau. Je nach Verwendung der Start-Kodone könnte sich das Protein N-terminal um die
Sequenz MATSLLGEEPRLGSTPLA verlängern. Darunter: Protein als Schemazeichnung.
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das Knopfkopf-Gen 
kodier t  für  e in hypo-
thetisches Protein der 
Sp1-T ransk r ip t i ons -
faktoren-Fami l ie

Die hypothetische Übersetzung der Knopfkopf-cDNA-Sequenz ist in Abbildung

35 dargestellt. Das in silico translatierte Protein weist 486 Aminosäurereste auf.

Es besitzt am C-Terminus 3 Zink-Finger-Domänen des Sp1-Typs (siehe

Diskussion) und eine BTD-Domäne. Der mittlere Bereich entsprach keinen

bekannten Proteinmotiven der durchsuchten Datenbanken (nähere Angaben zu

den verwendeten Datenbanken in "Klonierung und Expressionsanalyse von

Sp6").

Der N-Terminus weist drei Domänen auf, die durch ein überdurchschnittlich

häufiges Auftreten unterschiedlicher Aminosäurereste gekennzeichnet sind.

Hierbei handelt es sich um eine ca. 57 Aminosäurereste umfassende Serin-reiche

und eine unmittelbar anschließende Alanin-reiche Domäne mit ca. 49 Amino-

säurereste. Zusätzlich finden sich zwei kürzere Glycin-reiche Domänen (15 bzw.

11 Aminosäurereste) unmittelbar hinter den S/T- und A-reichen Domänen bzw.

direkt hinter der Zink-Finger-Domäne am C-Terminus. Weitere Domänen

konnten nicht identifiziert werden.

Expression von Knopfkopf

Analyse der Knopfkopf-
Expression mittels 
whole mount in situ-
Hybridisierung und 
LacZ-Färbung der 
Embryonen

Die Expressionsanalyse von Knopfkopf erfolgte zu Beginn der Arbeit mit Hilfe

der WMISH (siehe Material und Methoden). Im weiteren Verlauf der Arbeit

wurde die Analyse zusätzlich mittels der β-Galactosidase-Färbung (siehe

Material und Methoden) durchgeführt. Die Verwendung des β-Galactosidase-

Enzyms war möglich, da das knock out-Konstrukt ein in den Leseraster des

Knopfkopf-Gens eingesetztes LacZ-Gen enthielt (siehe "Material und Methoden"

und "Gezielte Inaktivierung des Knopfkopf-Gens mittels homologer

Rekombination"). Die mit den beiden unterschiedlichen Methoden ermittelten

Expressionsmuster stimmten in allen Punkten überein und wurden daher als

gleichwertig nebeneinander verwendet.

Abb.36: Knopfkopf ist wie Sp5 während der Embrygenese in zwei Phasen
exprimiert. Whole mount in situ-Hybridisierung mit Knopfkopf-Probe. Die erste Phase
beginnt zwischen E7,0 und E7,5 posterior zum Kopffortsatz und beschränkt sich im
weiteren Verlauf auf die Schwanzknospe während der sekundären Gastrulation. Die zweite
Phase beschränkt sich auf das ZNS, die Nasen- und Ohren-Anlage und die Extremitäten.
Pfeile: Expression während Gastrulation (in (C) = Schwanzknospe).
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Wie bei Sp5 konnte eine zweiphasige Expression gezeigt werden:

1. Eine erste Expression während der primären und sekundären Gastrulation;

2. eine zweite Phase im Rahmen der Organogenese, die ausschließlich das

Zentrale Nervensystem und die Extremitätenanlagen umfasste.

Gastrulat ions-
spezifische Expression 
von Knk

Wie bei Sp5 startete die Expression zwischen dem E7,0 und E7,25 caudal vom

mesendodermalen Kopffortsatz in der gesamten Region des Primitivstreifens. Im

Verlauf der Gastrulation folgte die Knk-Aktivität dem sich zurückziehenden

Primitivstreifen und war mit dem Einsetzen der sekundären Gastrulation

ausschließlich auf die Schwanzknospe begrenzt. Im Unterschied zu Sp5 konnte

die Knk-mRNA aber nur im Neuroektoderm nachgewiesen werden. Sowohl das

im Laufe der Gastrulation gebildete Mesoderm als auch das primitive und

endgültige Endoderm waren vollständig Knk-negativ (siehe Abbildung 37A, B).

Abb.37: Expression von Knopfkopf während der Gastrulation. LacZ-Färbung.
(A, B) E7,5 - Durch Schräglichtbeleuchtung wurden optisch Schnitte erzeugt. Deutlich
erkennbar ist die Färbung im Neuroektoderm, besonders in der Mittellinie. Im Gegensatz
zu Sp5 war kein Signal im Mesoderm (und viszeralen Endoderm) nachweisbar. (C-E)
E9,5 - LacZ-Expression unter der Kontrolle des Promoters aus dem KO-Konstrukt (siehe
nächstes Kapitel). Pfeile: Expression in der Schwanzspitze und junge Neuralplatte;
Pfeilkopf: rostrales Ende der Expression; leerer Pfeilkopf: unspezifische Färburng im
Herzen. Abkürzungen: A=Allantois, ant.=anterior, Kf=Kopffortsatz, M=Mesoderm,
NE=Neuroektoderm, post.=posterior, VE=viszerales Endoderm.
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Gastrulat ions-
spezifische 
Kontrollelemente

Die Expression während der Gastrulation war auch genetisch von der zweiten

Phase während der Organogenese zu differenzieren. In transient-transgenen

Embryonen nach Mikroinjektion mit einem Konstrukt, das den genomischen Teil

von gBtxII-6-8,5-1 fusioniert mit KC414 mit dem LacZ-Gen trägt (siehe:

Gezielte Inaktivierung des Knopfkopf-Gens mittels homologer Rekombination),

konnte die Gastrulations-spezifische Expression ohne eine Genaktivität in der

Organogenese erzielt werden. Diese Expression ging fließend in die Neuralplatte

und das neu gebildete Neuralrohr über. In weiter rostralen Bereichen des

Neuralrohres und dem Gehirn war die LacZ-Färbung nicht mehr nachweisbar

(siehe Abbildung 37C–E).

Expression von Knk im 
zentralen 
Nervensystem

Die Expression im ZNS setzte ca. ab dem E8,0 ein. Die mRNA war anfangs im

gesamten ZNS vom Prosenzephalon bis inklusive der Neuralplatte nachzuweisen.

Eine besonders starke Farbreaktion konnte dabei im prospektiven und

endgültigen Telenzephalon sowie in der zukünftigen und endgültigen Mittelhirn-

Hinterhirn-Grenze (MHG) gezeigt werden. Der Bereich des Dienzephalons war

dagegen anfangs nur schwach, im weiteren Verlauf regional sehr begrenzt Knk-

positiv. Im Rhombenzephalon konnte ebenfalls ein spezifisches Muster erkannt

werden. Die Rhombomere R1 und R3-R5 zeigten nur eine schwache Reaktion

während die Rhombomere R2 und die caudal vom otischen Vesikel gelegenen

Rhombomere 6-8 eine sehr starke Färbung aufwiesen. Im weiteren Verlauf war

die Knk-mRNA bis ca. E 10,5 im dorsalen Telenzephalon nachweisbar,

wohingegen das Dienzephalon nur im prospektiven Prätectum eine lokal

begrenzte Aktivität des Gens aufwies.

Ausgehend von der MHG wies Knk einen steilen Aktivitätsgradienten sowohl

nach rostral als auch nach caudal auf. Dieser ging Anfangs in die sehr schwache

Expression des ersten Rhombomers über (s.o.), ab ca. dem E 10,0 mehr oder

weniger kontinuierlich in die Expression des Rückenmarks. An der MHG war

Knk im gesamten Umfang des Neuralrohres nachweisbar, während es im

Rückenmark nur in der ventralen Hälfte, der Basalplatte, zu einer Farbreaktion

kam. Die Rückenmarksexpression ging mit dem Fortschreiten von der primären

zur sekundären Gastrulation unmittelbar in die Schwanzknospe über.

Expression in den 
otischen und 
olfaktorischen Plakoden 
bzw. Vesikeln

Neben dem ZNS waren die neurogenen otischen und olfaktorischen Plakoden

bzw. Vesikel Knk-positiv. Ab ca. dem E 9,75 konnten beide Domänen

nachgewiesen werden und am E10,0 zeigten sie eine sehr starke Färbung. Die

Expression in der olfaktorischen Plakode ging im weiteren Verlauf der

Embryogenese in eine sehr starke Aktivität im olfaktorischen Nasenepithel über.
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Expression von Knk in 
den Beinanlagen

Außerhalb des ZNS bzw. der genannten neurogenen Plakoden war Knk nur noch

in den Beinanlagen nachzuweisen. Die Expression hier zeigte sich mit der

Bildung der Beinknospe anfangs als diffuse Färbung in der gesamten Region des

sich verdickenden Ektoderms. Später war besonders die apikale ektodermale

Leiste (AEL) Knk-positiv und zu einem geringeren Maße die ventrale Seite der

Beinanlage. Später fanden sich die Transkripte im distalen Ektoderm der

auswachsenden Extremitäten.

Abb.38: Expression des Knopfkopf-Gens in der Nasen-Anlage. Ab ca..
E9,00–9,25 zeigt die WMISH ein Signal im Bereich der Nasenplakode. Die Färbung ist
ab E9,5 sehr stark (Pfeile in A und B) und die Färbung bleibt bis ins Adultstadium im
Riechepithel bestehen. Mit der Einsenkung der Nasengrube (Pfeile in C und D) zeigt sich,
dass die äußeren Nasenstrukturen keinerlei erkennbare Knk-Aktivität aufweisen. In
späteren Stadien exprimieren die Neuronen des Riechepithels Knk, die resultierende
LacZ-Färbung in den heterozygoten Tieren markiert die Axone (Pfeil in F), die das
Riechepithel mit dem Bulbus olfactorius verbinden. Die Riechkolben sind die einzigen
Strukturen im ZNS, die Knk bis mindestens 6 Monate post partum in hohem Maße
exprimieren. (A, B: whole mount in situ-Hybridisierung. C–F: LacZ-Färbung; Vergleiche
bis E15,5 zeigten keine erkennbaren Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
Hybridisierung und der X-Gal-Reaktion. Allerdings sind die LacZ-Färbungen bedingt
durch die unterschiedlichen Techniken in älteren Tieren deutlicher zu erkennen. Die
Ergebnisse der Hybridisierungen waren bei E15,5 nur noch direkt mit einem Makroskop
sichtbar, die hergestellten Fotos waren jedoch nicht mehr auswertbar.)
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Abb.39: Expression von Knopfkopf während der Beinentwicklung. Noch vor
der Ausbildung einer sichtbaren Extremitätenanlage zeigt die whole mount in situ-
Hybridisierung eine deutliche Knk-Aktivität im Epithel der kurze Zeit später gebildeten
Beinknospe (Pfeilspitze in A). Mit der Differenzierung der Beinknospe reduziert sich die
Knk-Expression immer stärker auf die sich bildende apikale ektodermale Leiste (AEL)
(Pfeile in A, B, D, E, F und G). Insbesondere bei der LacZ-Färbung zeigt sich aber, dass
auch die dorsale und ventrale Seite der sich entwickelnden Extremitätenanlagen im
distalen Bereich Knk exprimieren, allerdings deutlich schwächer als in der AEL. Ab ca.
E15 ist keine AEL mehr erkennbar, aber die allgemeine Färbung der distalen
Extremitäten-Bereiche bleibt weiter bestehen. (A–C: whole mount in situ-Hybridisierung.
D–I: LacZ-Färbung. Der Vergleich von C und H zeigt, dass zumindest bis E16,5 keine
erkennbaren Unterschiede zwischen den Ergebnissen der in situ-Hybridisierung und der
LacZ-Färbung bestehen. Allerdings sind die LacZ-Färbungen technisch bedingt immer
besser erkennbar, besonders nach E16,5.)
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Gezielte Inaktivierung des Knopfkopf-Gens 

mittels homologer Rekombination

Strategie der gezielten 
Inakt iv ierung mi t te ls  
homologer Rekombi-
nat ion (Knock Out)

Um die Funktion des Knopfkopf-Gens während der Embryonalentwicklung der

Maus zu studieren, wurde das Gen mit Hilfe der homologen Rekombination im

Rahmen eines sogenannten Knock out-Experimentes gezielt inaktiviert. Zu

diesem Zweck wurde ein Knock out-Konstrukt erstellt, bei dem der Großteil der

kodierenden Region (Exon 3) durch eine Marker/Selektions-Kassette (LacZ/Neo)

ersetzt wurde. 5' und 3' von dieser Kassette wurden 8,5 bzw. 6,5 kb homologe

Sequenz des Knk-Lokus erhalten.

Das vom LacZ-Gen kodierte β-Galactosidase-Enzym dient hierbei der

Darstellung des Expressionsmusters von Knopfkopf. Das Neomycin-Resistenz-

Gen, das für die Aminoglycosid-phosphotransferase APH[3']-II kodiert, dient der

positiv-Selektion von erfolgreich integrierten Konstrukten in das Genom der ES-

Zellen. Weitere allgemeine Informationen zur Strategie und praktischen

Umsetzung der gezielten Inaktivierung mittels homologer Rekombination

können z.B. Mansouri A. (1998) entnommen werden.

Explizite Ziele der gewählten Klonierungs-Strategie im vorliegenden Fall waren:

1. eine vollständige Inaktivierung des KNK-Proteins,

2. die Beibehaltung des Expressionsmusters, wiedergespiegelt in der Aktivität

des β-Galactosidase-Enzyms.

Herstellung des Knock 
Out-Konstruktes

Ausgangspunkt für das Konstrukt waren zwei Klone, die in einem ersten screen

aus einer genomischen λ-Phagen-Bank gewonnen wurden (zur Verfügung gestellt

von Prof. Dr. Schütz, DKFZ, Heidelberg). Als Probe diente bei diesem ersten

Versuch das PCR-Amplifikat "43" (="b", siehe Amplifizierung von Sp1-

typischen Zink-Finger-Sequenzen aus genomischer Maus-DNA). Die Kontrolle

der erhaltenen Klone durch weitere Southern-Blot-Hybridisierungen mit

unterschiedlichen Bereichen der Knopfkopf-cDNA ergab, dass in diesem ersten

Durchgang neben zahlreichen falschen Klonen ein Klon enthalten war, der

praktisch die gesamte kodierende Region enthielt (gBtx2).

Dieser Klon wurde im Laufe der Arbeiten wie alle übrigen Klone zuvor auf

Grund der sehr starken Neigung zur internen Rekombination in plcBS umkloniert

(siehe Nutzung von very low copy-Vektoren (plcBS) für die Klonierung). Um die

unter "Kartierung von genomischen Klonen mittels Restriktionsendonukleasen"

beschriebene Methode anwenden zu können, wurde die Umklonierung nicht

gerichtet, sondern nach Auffüllen der 5'-Überhänge des λ-Inserts in beiden Orien-

tierungen relativ zur MCS von plcBS (Klone gBtx2-2 und gBtx2-3) durchgeführt.

Zur Feststellung der relativen Lage der kodierenden Regionen auf den gBtx2-

Klonen und für die weiteren Klonierungsarbeiten hinsichtlich eines Knock out-

Konstruktes wurde das genomische Fragment mit verschiedenen Restriktions-

endonukleasen kartiert. Hierzu wurden sie entsprechend des Protokolls unter
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"Kartierung von genomischen Klonen mittels Restriktionsendonukleasen" mit ca.

90 Enzymen verdaut, deren Erkennungssequenz 6 oder mehr Basenpaare lang

sind. Von diesen schnitten 20 nur ein oder zwei Mal innerhalb der genomischen

Sequenz, wodurch die Positionen der Schnittstellen unmittelbar abgeleitet

werden konnten. 6 Enzyme wiesen keine Schnittstellen auf, bzw. nur in der MCS

des Vektors, so dass sie für eine spätere Linearisierung des fertigen Konstruktes

in Frage kamen (das endgültige Konstrukt wurde mit XhoI linearisiert). Die so

erstellte Karte ist in Abbildung 41 dargestellt.

Entfernung des 3. Exons 
zur funkt ionel len 
Inaktivierung des Knk-
Gens

Ein Vergleich der Schnittstellen auf den beiden genomischen Klonen mit denen

der cDNA zeigte, dass der Großteil der translatierten Sequenzen in einem

einzigen Exon liegt. Dies wurde durch eine anschließende Sequenzierung des

entsprechenden Bereiches von gBtx2 bestätigt. Weiterhin ergab der Vergleich,

dass sich dieses Exon unmittelbar am 5'-Ende von gBtx2 befand.

5’-  und 3’-homologe 
Sequenzbereiche

Für das knock out-Konstrukt wurden auch 5' von der Region, der durch die LacZ-

Neo-Insertionskassette ersetzt werden sollte, homologe Bereiche zum endogenen

Lokus benötigt. Daher wurde ausgehend vom Klon gBtx2 die genomische Bank

von Prof. Dr. Schütz ein weiteres Mal gescreent. Um die Zink-Finger-Box als

mögliche Ursache für falsch-positive Hybridisierungssignale auszuschließen,

wurde für diesen screen ein unmittelbar 3' von STOP-Codon gelegener Teil des

Klons gBtx2 verwendet. Dieser lag zwischen der NruI- und der StuI-Schnittstelle

von gBtx2 und war ca. 3,7kb lang (siehe Abbildung 41).

Aus diesem screen konnten insgesamt 4 weitere genomische Klone gewonnen

werden, die dem Knopfkopf-Lokus zugeordnet werden konnten: gBtxII-1,

gBtxII-5, gBtxII-6 und gBtxII-9. Sie wurden durch den Verdau mit den Restrik-

tions-Endonukleasen EcoNI, HpaI, NcoI, NotI und SalI untereinander abge-

glichen und die relative Lage der einzelnen Klone zueinander bestimmt. Hierbei

zeigte sich das in Abbildung 40 dargestellte Ergebnis.

Abb.40: Verifizierung der verwendeten genomischen Klone durch den
Vergleich ihrer Restriktionsschnittstellen. Vergleich der fünf isolierten unabhän-
gigen genomischen Klone. Die Übereinstimmungen in den Restriktionsmustern zeigen,
dass die Klone nicht durch Rekombinationen verändert wurden und damit den “realen”
Locus repräsentieren sollten.
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Abb.41: Schematische Darstellung der verwendeten genomischen
Fragmente des Knopfkopf-Lokus zur Klonierung des Knock Out-
Konstruktes. Die Karte zeigt eine maßstabsgerechte Karte der genomischen Klone
gBtx2-2 und gBtxII-6-8,5-1. Es sind neben den MCS nur solche Schnittstellen
eingezeichnet die pro Klon nur 1× oder 2× vorkommen (Ausnahme: EcoRI in gBtx2-2,
das neben der MCS noch 3× in dem genomischen Insert schneidet).
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Unter Einbeziehung von gBtx2 und gBtxII-6 ergab sich eine Gesamtlänge von ca.

26,4 kb des Knopfkopf-Lokus, die mit den gewonnenen genomischen Klonen

abgedeckt werden konnte. Der Klon gBtxII-6 wurde wie gBtx2 analysiert. Dabei

ergaben sich die in Abbildung 41 dargestellten Restriktionskarten.

Klonierung des ß -
Galactosidase-Gens in 
das offene Leseraster 
des Knk-Gens

Da beabsichtigt wurde, die Expression von Knk neben der Analyse mittels in situ-

Hybridisierung auch über die Expression von LacZ zu ermitteln bzw. zu

bestätigen, sollte eine Veränderung möglicher regulatorischer Sequenzen im

Knock out-Konstrukt, wenn möglich, verhindert werden. Daher wurden nur Teile

des dritten Exons entfernt, die für das Protein kodierten. Es wurde angenommen,

das die Transkriptionskontrolle mit hoher Wahrscheinlichkeit über Erkennungs-

motive erfolgt, die 5' vom Transkriptionsstart liegen (eventuell vorhandene Teile

des distalen Promotors, auf jeden Fall der komplette proximale Promoter) oder in

den Intron-Sequenzen bzw. 3' vom translatierten Bereich (mögliche Enhancer-

Elemente). Weiterhin wurde vorausgesetzt, dass die Translationskontrolle über

die 5'- oder 3'-untranslatierten Regionen (UTR) erfolgt.

Basierend auf diesen Annahmen wurde zur Erzielung des ersten Ziels (voll-

ständiger Funktionsverlust des KNK-Proteins, s.o.) der Bereich zwischen der

SapI- und der NruI-Schnittstelle im dritten Exon entfernt. Damit wurden 461 der

angenommenen 486 Aminosäuren entfernt, u.a. die Zink-Finger- und die btd-

Boxen. Da nur die ersten 25 Aminosäurreste übrig bleiben, die lediglich eine

Hälfte der Serin-reichen Domäne kodieren, wurde vorausgesetzt, dass damit die

vollständige Inaktivierung des KNK-Proteins erreicht wurde.

Bezogen auf die zweite Zielsetzung (Beibehaltung sämtlicher regulatorischer

Sequenzen) wurde angenommen, dass die Deletion keine Veränderungen bei der

Transkription oder Translation bewirkt. Lediglich 6 Basenpaare 3' vom STOP-

Codon wurden durch die dargestellte Deletion als nicht-translatierte Bereiche

entfernt (siehe Abbildung 42 und 44), so dass der sehr unwahrscheinliche Fall

eintreten müsste, dass die instruktive Information für die Proteinssequenz

überlagert ist von regulatorischen Informationen.

Integration des 
Thymidin-Kinase-Gens 
in das Knock Out-
Konstrukt  zur Negat iv-
Selektion

Zur Verbesserung der Ausbeute an korrekt rekombinierten ES-Zell-Klonen wurde

neben der LacZ/ Neo-Kassette (Expressions-Analyse und positiv-Selektion) auch

eine Kassette mit dem Thymidin-Kinase-Gen des Herpes simplex Virus (HSV-

TK) an das Ende des 3'-Homologiebereichs in das Konstrukt eingefügt. Diese

dient zur negativ-Selektion gegen zufällige Integrationen. Bei der homologen

Rekombination wird das TK-Gen nicht mit in das ES-Zell-Genom eingebaut und

geht verloren. Sollte das Konstrukt zufällig in das Genom integrieren, würde das

Gen erhalten bleiben und die betreffenden ES-Zellen bei Gabe von Gancyclovir

durch die Aktivität des Thymidin-Kinase-Enzyms abgetötet werden.

Da eine homologe Rekombination nur effektiv verläuft, wenn das Konstrukt als

linearisierte DNA vorliegt, musste verhindert werden, dass das TK-Gen nicht

durch exonukleolytischen Verdau in den ES-Zellen inaktiviert wird. Hierzu

wurde eine Klonierungs-Strategie gewählt, bei der die abschließende

Linearisierung mit XhoI in der MCS des fertigen Konstruktes dazu führt, dass der
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gesamte Vektoranteil (ca. 4,0kb von plcBS) das TK-Gen vor einem Angriff durch

Exonukleasen schützt. Eine schematische Darstellung des Knock out-Konstruktes

ist in Abbildung 43 wiedergegeben.

    1) GGATCGAACG CCTGGAAGCC GACTTTCACC CCGCATACGT AAACGGAAAA AGTGCTGAAC TGCAGCCAGA GGGCTCCTGC CTGGACTCAT TGCCATGCAT
  101) GCCTAGACAT TAATATGTGT TCATGGAGGG CTCGTACAGT ACGAGGTGTT ATTTCCTTAT AAAGAAACAC CAGGTCTCGC TTTCCATTCT TCTTACAAAA
  201) TTATTCGCAT TATTTATGCT ACATTGAGCG ATCTAATTTC TTCGTGATAG TCAGCTAATT GCTCTGGCAG GTAATTAGAA GCGGTTTACA ACGCAAAGGG
  301) CTTTTGCATT GCCCTTCGGA TTATTAAGTT GCGCTGTAAA TTATACTATA TTTGCTGGGG AAAATTCTTT TGAGCAAGTT CTCTTCCTGC GATCCGAGAT
  401) GAAATCACCC CCCCCCAACA CACACACACN CCTCCCTAGC CACCCCCACT ACCACCACAC CCCCCCCCCC CCCCGCTTTT CCTGGACTCA GAATCGAATG
  501) ATTCTAAAGC TCACGATTTT GTTCGTGTTC ACTGGGCCGA AATAACGTGG CCATTATGGC CTGAAATGGG CCAGGTTTGA AGCGAGCTTC CTGCGCGCCT
  601) GCAATATCCA GCAGGCATGT GGGAAAAGAA CGGCTTAAAT GGGGACATCT GCTCAGTGCT GCTCATCTTG CTCTTACAGC CAGGTCAGGT TAAGAGAATA
  701) ACCTGTTCCT CACTTTTTTT TTCTTGTTAA TAATACTATT AGTAAAAAGC AAGCAAGCAA GCACGCGCAC ACACACACAC ACACACACAC ACCAGCACTA
  801) ATTGACTGCC ATATAAGCAA AGAATCACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAA AGGTAGCAGC AGTTACTAGA
  901) GGAACAGTAA AACATAACCA TTGAGTGATT TCAGCAGAAA GGCACAGAAT TCCTGCAGAA AAATAACCCA CGAAGAAAAA TTCACGTATG TAAGGTCAAA

 1001) AAAAAAGCTC CCTATTTAAA AAAAAAAAGG ATTTGTGTAA AGTATCCCAT GAACTCATAT GAATAAAACT AAGCTGAAAG TATCTCCAAT GAACATTTTC
 1101) TTCCTTGGGC TTTCTAGTAT TTTTGACACA ACCTCCCCCC CCCCCAACAC ACACACACTT TTTGGATGGT TTTTGATCTG TGTAATCTCT TGGGTCCTGG
 1201) TGATGGAGCT CAAGGAGAAG CACACTAGTT TGTTCCATGG ATTTAGAAAG TGAACTATAA AACCCTGGTC ACAAACATCC CCATTCGGGA ACCCTGTACA
 1301) CTGATTTGAA TACATGTGTG GCAGAGCACA GAGACTCAGA GCAGCTCCTA GATTATTTGT AATTAGACAC AATTCCCAAA GTAACATTTA TCTTCCCGAA
 1401) ACTGCGATTG CAATTGTCAA CCGTCTGGAG GAGCAGGCAA CTGGGTGAGC TGGGAGCATT GCTTCTCCCA GGAACAGAAC AGAATGAAAA GAAATCAATA
 1501) GTGTTACGGA TAAGAATTTA GTAGTTTTTA ACTCTGCATG TTAGCTGTGA GAAAGTAATA TATAATACCA AAAGAAAAAA CAGCCAAACA AATCTATTCC
 1601) AGAAAAAAAA AATCAGACAC TCATCTGAAT GTCTACGCTG CTTTATTTTT TACAAAACAG TCTTGCACAA GAACAGCAAC ACCATCCTCT GAAAACAAGC
 1701) AAACCCTTTT CCTAACAAGT GTTTTCTTCT TTTACATGGT GAAGAAGAAT GGAAAAGCTG TGGAACTGAT TATCAATTTC GTCTATAGGC TGGGAAAGAC
 1801) GAATAAAAAA ATTAACCATG GACTGTATGC CTGCAGAGGT AGAATAAGGC CACTTCAATA TGAAATGAAG ATATGAGTAT GCATATGAAA AATGTGTTTT
 1901) GTTTTCTTCA TTTAAATAGG CTATACACAC AGAGTGGAGG TTTGAGTCTT GGTAATTTGT TAAGGTTGTT TGATCCATGG GGGCAAGTCC TTGTCTTCTG

 2001) ACTATATACA ATTTGAATTA CCTAGTAAAG TAAATCAAAG ATCATAATAC CCTAGGTTAA ACCGGTATAC ATCTTTTAAT TAAAAAGTGT TCCTAACTTT
 2101) GAATACTTTA AAGCGACAGA GAAGAAAAGC GATAAATTTT AAGGAGAAAT GGAAGAAAAT ATTGAGTCGA CTCAGAAAGA GGTAAAGAGA AAAGGAAATA
 2201) CTCGTTTCCA TTTTATTCGA GAAATAATGC TTTGCATCCC CAAGAGTCCC CGGCAAGTAG CTCAAGAGTC ATGGCGGCCT CGCTGTGGCC AACAAATACA
 2301) TCCAATTAAG CAATGCCAGG AAAGTAAGGA CCCGGCTGTA AATGTGGCCG GACAGTTGAA ACCGAATAAC CTTGCTAATA GGGGCTATTG TTCAGCGTGG
 2401) AAGTTCCCAT TTTCCAATCA GGAAAATACA GCCCTCTCTC AGCTCTAGCC GACTGATCCC TTCCCACCTA CGGCTCAACA ATCTGCCACC AGCGAGGGGC
 2501) TTTTATTACA TCCCTTCCCA GGAAATGTCA GGCAAGTTCT TAAGTAGAAC CACCCGAGAG CAGGGATGGG CCGTGGAGGG GCCCTCAGGA ATCCACAGGT
 2601) CCACTCCTGG CCAGGCTTTC TTTTCAACAG GAGAGAAACT TTGACCACAG AATTCCCAAC AGCCCCCACC AACCCCCACC TGGCTCAGCC CTCTTCTCCC
 2701) CCGGGCGCTG GAGGCGCTCG GCCCCACTTG CTTTATTTAG TAGCCTGCGC GCTTCCGCAC CAGGTGCCCA CACTGAGGAG AGAGTGAAGC ACCCCCTTCC
 2801) CACCTTTCCT GCCAGGGTCG CACGCCGCTG GCAGCGCGCT CAGTCGCGGA GGACAGCCCC GGTCGCTTAG CAAAGCTGGG GAGTTGCAGC CAAGCCTTGG
 2901) GCAACCCAGA AGCCAGCAGC TGGCTTATCC GTAGCCTGCG GAGGTACGAC GCGCTCCGCT TCCCTGTCTT CTCCCACCAG GCTTTCCCCG TAGCTTTCTT

 3001) CCTTCCCCTT TTTTATCCGT TAACCCGTGT ATATGTCAGA CCACACTTGC ATTCGAAACT GTATTTGCAG TAAGAAAGAA ACTTTGATGT TTTCAATGAT
 3101) AAAATTCCCA TTTGTGTTTA GTGGTTACAA ATGGCTTTAT TTACTTGTCT TGGAATCTAC ACATTTTAAT CTATTAATCA AGAGGCAGAA GCAGCATATC
 3201) TCACTCCCCG CTCTCTGGAA GGAGAAAGCA GACATCCAGA CCTCTGTTTT CCTTTTATAA CCTCATTTCT CTGGTTGTGA GAGTTTCCCA GCACCAAAAC
 3301) TGCCTGCACA CACACACTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT CTCTCTCTCT TCTAAAAAAT AAAAACACCA CCACCTAAAA
 3401) CAAGAACAAC AACATACACT CCCTTTCTCT GCTGCAGCTA AAGAGAAGGT GATATATACA TTGTAGCTGC AAGGTGTTAG CTATACTTCG GCAAGTAGTT
 3501) CCCAGGATGT AAATTAGGTC CCAAAAGCTG TTGTCCAAAT CGAAGAAACA GAGAAATTAA TCTGGGAGAC TATCCATCAT CACCGGGTGA TATATACATT
 3601) GTAGCTGCAA GGTGTTAGCT ATACTTCGGC AAGTAGTTCC CAGGATGTAA ATTAGGTCCC AAAAGCTGTT GTCCAAATCG AAGAAACAGA GAAATTAATC
 3701) TGGGAGACTA TCCATCATCA CCGGTAATAA AGAGAGCGAC ATGGATGAGA CAGATGATAT GATTAAGGGG CTGTGGTCGT TTTAATTAAC TTTTTGCTGT
 3801) CCTGTAATGA TCAAACTGGT CACCAGACCC GGTCAATAAG CATGTTAATA TCAAACAAAT AAAACCAGGG ATGATTAAAA ACCTCCTGGT TTATTAAATT
 3901) TGAAATTCAA ATGAAATTTA TGCTGCAGAT GCATACAGAA TGCTAATAGA TTTTAGCTTT ATTGATAGTG GATCCCACAG GTTTGCAAGA AAACAGCACA

 4001) CTGTCTAAGC ATGTTTTTTG CAGCATGTTA AAGTTCTTGT TGTGTAGGGG AAACTTTTAA CTGATGTTTG GGAAGCTGAA CTTCCTGTAT TTCTTCCTCC
 4101) TTTTCTCTAA CCATCTCAAT TATTAAGTAC AATACTGCAC AACAATGCTT AATATCAAAA CAGGTGAACT GAACTCTGCC TTCAATGGCT TAACCAGACC
 4201) AGCTGTATCT GTCATCTTCT CTTTCATAGG ACAGGATTCA AGTGTGCTTG AGTTACTTCT CAAAGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTTGGTGT
 4301) TGGGGGTGTC ATTGAGAGTA GTTTCATTTA AAGTAGAAGC CAGACTATGA GTGTTTTAAC TCTGCTGTTT GATAACCTCA TTATACACAC ACTATCCCTT
 4401) TCATGGAGGA AGGGAAGACA GGAAATCAAG CAAAGGAGAA AGAAGTCTTT CAGCAATCTC CCACTTTCAT AATGGGAGTA ACTTGAATGT GTAAATTTAA
 4501) ATGTGTATGT ATACCATACA TCAGTGACAC ACTGATAAAT ATTTTCTAGT GTAAGCTATA TATACAAACC TTTACAAACC CTCAGTGCTG AAAGCAAACC
 4601) TCATGCAAAT GGAAGAATCT AGCATCTTCA CTAAATTCAC ACCAACATTG TGACTCATTG TCATAGGAAG AATGGCATGT GATTCTAAAT GCACTTCTAC
 4701) AAATGAAAGA TGTTAGCATT AGCCTAAAAT GGAGTAGCTC AGAACTGCAG TCACATGATG CTGAGTTTTT CTAATTCCCG AATTTTTGAG GAAACTGGTT
 4801) AACGCCTCTG TTTACTCTCA TGCTCAGCAT TTAACTTTTT AATAACCCTG CCTCCTTTTC TTCCAGAAGA TAGGAGGATA AAAAGATACA ATAACTATTC
 4901) ATAAGAAGGA GTCTTCCTTC AAAGCACTTC CCTCCACCTT TGAGGGTGAT GGTATTGATT AACGTTAAAC CCCAAATTTG AACAACTGTA TATTAGGTTC

 5001) TTAAAATGAA TATCATTATG GAAGGAGACC AAAGCAATGA AGTTAATTCT CTTTTATTTG TTAAACGGAG TTCCCTCCTT CCCCCACCCC TTCCTCCTTC
 5101) TGGGCTGTCC TGTCACGCCT TCTCAACACG CTAAAATCAT TCAGAGGGGC TTGCAGAGAG AAACAGGACA TTTATGGTAA GCGTTAGCTT TCAGAGAAAG
 5201) AAAGCAGTTC ATTAATTTAC TTCACAGTTA CTTCTAAGTA TGTGGATGTC CCTTACTCCC TTAATCAATA GATATGATGT ACAGTCAATA CCCCTGCACA
 5301) TGAAAAAAAA AAAGGCTCAG AAGTGCAAAT CCCTGCACAA CAAACATTAG GTCTAACTGT GCAGGTGAAA TTTATGCAAA GGATGAAGCC CTACTTTGGA
 5401) CTTCTGCATA ACCCAGGAGA ATTAATTTTT GACATCTTCA GAACCTGCAA TACACTTGAG AACAACCAAT TAAAAAAAAA AAGTCTCCCA AGTCAAAACA
 5501) CATCAGTTCT GTCATCTACT CACATTTTAA TCAATTCCCC TTTAGTATTA GACTTCTGAG AGTCTTCCTA ACAGGGTAAA ATAGGAATTA TTGTGGTTTT
 5601) AAAATGCATG AATATTCAAC AAGACTCCAA GGACTAGATT TTCTCCTTTC ATACTGGTAC TGGCCTTTTT GTGGCTTAAG AATTTCTGTT GTGGTGACCA
 5701) CAGAATTGTA ATGACATTTC TGAAGGCAAC TAATAATAAA AATAGCAAGT AAGTGACTAA AACGCAGAGA ATTTGAAGTA AATGCGCATG ATGACTCGAA
 5801) CGCACTGGTA GATGGCTTGC TCAAACCATA GATGCTCCTA TAAATGCAGC CCGAAAAGCT CACCTCCATT CTTACATAAA TAGTACCAAC AGATTTCAGT
 5901) CATTCTGATT TTTCTGTCAG AAAGGCACAG TGGGGTTACC TGAGAAAACT TATAAACTGG GTAAAATGCT CCTCAATTTC TCATCCAATG GGAGAAAAAC

 6001) ACACCCCCTC TTACTCCTCT TTCCATCTAA TCCTTTTGTA ATTTTACTGC ATGCCAAGGG GCAAACACAC CTCCTCCAGG ACGTGCACTT CCAAAGCTTG
 6101) AATCCCACCT CTGGTAGAGG GTAAGGGCGG CCAGATCTAA GTAAGGACTC AAAGGCGCAG GCGCACACTT GCACCATATC ACTACCCCCT TTCCAATCTT
 6201) TCTATTTGAC CGAAACATCA GGAAATGGAA GGTAAGTATC AAGATTTTCT TCAAAACTAT ACTGAAAGAG TCCAGGAAGC TGGGGGGGGG GGGGTCACTC
 6301) CTTTTTTTAT GTTCAAAGGG CAGAGGAAGT TAGTAACTTG AAGATAGGAC TTGGGGCGTT TATTTACTGG CCTCACTCAA CTTCGCAGTT TCTCTATCCA
 6401) GACCGCCAAT CTCTTAGGCA CGTACACTTT ATTGTATTGT TTCGGTTCCC TACCCCTAGC TTTGGTGCTC GCGCGCACGC ACACGTCGGT CTTCCCTCTC
 6501) GATCGCGCGC ACCCACTCTC CACCTACACC AAACGGGTGC ACGCCTCTCC ACACCCGGGA TTGAACGTAC TGTCGCTCCT GACTCCCTAC GGTAGAAGGA
 6601) CTCAGTTACC TTACACACTT TCCAGCTCTG TCCCTGACCC CTTTTGTCAC ACACGTAGTT ACTCGGCCCG CTCTCGGTGG TTGTACGACC ACTCTCTGCC
 6701) CTTGCTAGGT CACGGTTTTT GCGACCCTGC CCAGTTACCC CTCCGCTTTC TACACTGCTC TCTCCGAGGT GGGTCACACT CGCGATCATT TTTCACGCGC
 6801) GCGCACACGC ACACTCTGCG ACACTCGCAC CCCCACACTC CCGCCGGCGC CGATGACCTC ACGGCGCGCG CGCCGCGCGG CCCGGCGAGG CCACAGATTG
 6901) GCTGGCCGCG CCTCCGCGGC ACTTCAAAGC CGGAGAGGGA GCTACAATTG TGGCGGAATG GGCGGAACTG ATCATTGTAT TGCACACCTC TAAAAAAAAC

 7001) ACTGCCTCTG ATTTATCAAT ATAAAAAAGA TCCTCTGAGA GGAGGAGGGC GCTTCTGTGT GATGGCAACT TCACTTCTAG GGGTGAGTCT CAGGATCTTC
 7101) TCTTGCTGGT TTAATTAGTT TCCTTTTATT GCCTATCGGA GGGGGTTAAA GTCGCCCCGG CCAGGCCACG GGCTATCAGT CTCTCTATTG AGAGCCACCA
 7201) CCACCCCCCT AAATACAAGT GAGTTTAGAA AAAAGAAAGG GGGGGGGGAG GAGGCAGAGC CACTTTTTTT TTTTTCAGCA CAGGAAAGGT TCGTAGGGCA
 7301) TTGAGACCCG CCACCTCGCA GAGCCTGGCC GCTCCCTGCT CGGGAGAACT GAGCATAGCC CCTAATACAC TCGACGATTT CGAAGGGGAA CGCGAGTAAG
 7401) TTTTTCCCTC CTGGGCATAC TGCAGATTCT CCCCCTTCCC CTTAATATTT TTCCTCAGCC CGGTTTGTAT TGCAGGTACG TTGAGCTCGT CTTATTTCTA
 7501) CCATTATAGA GAGATATATA TTGAGAGAGA GAGATGAAGG GGGTGGAGAG AGAGAGAGAG AGAGAGAGAG AGAGAGAGAG AGAGAGAGAG AGAGAGAAGA
 7601) AAAAAATGGA AGAGCGAGTA ATGGAAGAGC CGGGGAGAAG CAACTAAGGA TGGGTTGAGG GGGATCTGAA AAGAGTTTTC AAAGCTCTCT TGGGATTGCA
 7701) GTGTAGTGAT CTTAAACGCA ATCCAGAAAT TTCCCCAGGT TGTAAGGTAA AAAGGAAACT TCTCCCTCCC TAGTCTGGAT TTGGACTTTC TGTTCGTTTG
 7801) ATCGAAAGCG TCTAGGGCTT TGTGAACACA AGAGTGCCGT CTTAGTTGAG AATTCTTGTT AAACTCTTCT TTAGCGTGGC GCTTTGCTCC AGAATCAGAC
 7901) GCTCGCCGCC AAACTTGTCC CCTCCTGTAG AGTAGGAGGC AGCCGGGCGC CGGGGCAGCT GGGGGTGCAG GGTAAGTTGG TGGCAGTGTG CAGCAGCTAG

 8001) AGATGGGGAG CAGTGGGGCG TCTGGAGGCT ACCAGGGGAC TAATACACAT TTCTTTCCTC CCTCCCCCAC CGGCCCTTTG CCCACTACCC CTCCCCCACC
 8101) CTTCTTCTCT GCTCCGGTCT CAGGAAGAAC CGAGGTTGGG ATCCACTCCT CTGGCCATGC TTGCTGCTAC CTGTAATAAG ATCGGCAGCC CCAGCCCGTC
 8201) TCCCTCCTCC CTGTCGGACA GCTCTTCTTC CTTCGGTAAA GGCTTCCACC CTTGGAAACG CTCCTCGTCT TCCTCCTCCG GCAGCTGCAA CGTAGTGGGT
 8301) TCCAGTCTCT CTAGCTTCGG TGTGTCGGGG GCCTCCCGGA ACGGCGGCTC CTCCTCAGCC GCAGCGGCGG CAGCGGCGGC AGCAGCGGCG GCCGCAGCCC
 8401) TGGTGTCCGA CTCTTTTAGC TGCGGAGGCT CGCCCGGCTC CAGCGCCTTC TCTCTCACCT CCAGCAGCGC CGCCGCAGCG GCAGCAGCTG CGGCGGCTGC
 8501) CGCTTCCAGC TCGCCCTTTG CCAACGACTA CTCTGTGTTC CAGGCTCCGG GCGTCTCGGG GGGCAGCGGC GGCGGCGGCG GGGGAGGCGG CGGCGGTTCC
 8601) GGAGCGCACT CGCAGGATAG CTCCCATCAG CCAGTGTTTA TCTCCAAGGT GCACACGTCG GTGGACGGAC TGCAGGGTAT CTACCCGCGC GTGGGAATGG
 8701) CGCACCCGTA TGAGTCCTGG TTCAAGCCTT CGCACCCGGG CCTTGGCGCC GCGGCCGACG TGGGCTCCGC GGGCGCCTCC AGCTGGTGGG ATGTGGGCGC
 8801) GGGCTGGATC GACGTGCAGA ACCCCAATGG GGCGGCAGCG CTGCCCGGCT CGCTGCACCC GGCGGCCGGG GGCCTTCAGA CGTCGCTGCA TTCACCGCTG
 8901) GGAGGCTACA ACTCGGATTA TTCCGGCCTG AGCCACTCCG CATTCAGTAG CGGTGCCTCG TCGCACCTGC TCAGCCCTGC AGGACAGCAC CTCATGGACG

 9001) GTTTCAAGCC GGTATTGCCC GGCTCTTACC CCGATTCCGC CCCGTCGCCG CTGGCCGGCG CGGGCAGCTC CATGCTGAGC GCGGGGCCCG CGGCGCAGTT
 9101) AGGGGGGTCC CCACGCTCGT CCGCTCGCCG CTACTCCGGC CGCGCCACTT GCGACTGCCC CAACTGCCAG GAGGCTGAGC GGCTGGGCCC AGCGGGAGCG
 9201) AGCCTGCGTC GCAAAGGGCT GCATAGCTGC CACATCCCGG GCTGCGGCAA GGTGTACGGC AAGACGTCGC ACCTGAAGGC GCACCTGCGT TGGCACACCG
 9301) GCGAGCGGCC GTTCGTGTGC AATTGGCTGT TCTGCGGTAA GCGCTTTACG CGCTCCGACG AGCTGCAGCG GCACCTGCGG ACCCACACGG GCGAGAAGCG
 9401) CTTCGCCTGC CCGGTGTGCA ACAAACGCTT CATGCGCAGC GACCACCTGA GCAAGCACGT GAAGACACAC AGTGGTGGCG GCGGCTCGGC GGGCTCCGGC
 9501) GGCGGCAAGA AAGGCAGCGA CACCGACAGC GAGCACAGCG CGGCGGGAAG CCCTCCTTGC CACTCCCCTG AGCTGTTGCA GCCTCCAGAG CCGGGCCACC
 9601) GCAACGGCCT GGAGTGACTG TCGCGATGCC TCCCACCTGA ATCCCGTCGG GCTTGTGTAC CTAGACTGGG CTCCAGTCTA GGCTAGCTGT GCGTTCTTTC
 9701) CCCCAACTTC TCATTCTCTC TCTCACCGGT TTTCTGCTCT TAACTTTTAG GATGTGGACA GTAAGTAGCA CACATCGGTG GCTGAATCCT TGGCTCCCTT
 9801) CTGCACAGTG ACAGCCATGC GGGGCGCAGT GGAAACCCGC TCCTCCAGCA CTGGGCTGGC GGAACTTTGA AGAGGCTGTG GCCTCTGGGG TTAGGACGGG
 9901) ATGAATGGGT TGTCTGGTAG AACAGTGGCT TTTGTGGCCT TGGAAAGAAC AGTGTTCAAC CCGCTTGAGC CGCAGCTGTA GGGAGAGGGA TGTAGGAGTC

10001) CTGCCAAGGA ATCCCCTCCT GGACCCCCGA GTGCTCCCCT TGGACTGTCC TGTGCTGAGC ATTACACTCG TGGGAGGACT GCTGCAACCC AGACCGGGTT
10101) AGCAGAGTTT AGATCTCCCC ATTCAGCTCT GGCTAGGTCT TTGTGCCCTG CGGGTGAACC GATGAGAGTT CTGCGAACGG GAATCAATGC Ctccccctcc
10201) tttcttcttt gtaacttttt attttttaac tgaaaaactg agaggaaaaa aataaacaag caatcttcct cttagcttct cgtttagata gttttcctct
10301) gcttgcgagc acgtttctct ccaaactgca aatattgatc ccaaagttat tttggtcgcc gtaatttatg gggtgggggc gggagtgagg gtaggtgtct
10401) tttcttatgc aaaaataccc cctttccggt gagaccagga ttaagtatct tcgtgtttgt ctttttctac ctcggttttt tcaccatccc caagcatatt
10501) cttccaactt cccacatcac caccactttt gggttagtct aggaatcaat ttatctactg atttctgcaa attatt

Abb.42: genomische Sequenz des Knopfkopf-Lokus. Bezogen auf den
angenommenen Startpunkt der Transkription zeigt die Sequenz 7,0kb des Knk-Promotors
sowie die ersten beiden Exons. Ebenfalls enhalten ist der gesamte kodierende Bereich des
dritten Exons und ein Teil der 3’-untranslatierten Region (UTR). (dunkelrot: Exon 1, 2 und
der translatierte Bereich von Exon 3. Hellrot: 3’-UTR des Exons 3.) 
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Abb.43: Schematische Darstellung des Knock Out-Konstruktes. Das Konstrukt
enthält 6,5kb homologe Sequenzen auf der 5’-Seite (aus gBtxII-6-8,5-1 entnommen) und
8,5kb homologe Sequenz auf der 3’-Seite (aus gBtx2-2 entnommen). die
Insertionskassette wurde im Leseraster des Knopfkopf-Gens kurz hinter dem endogenen
ATG-Start-Codon einkloniert und verbindet das ß-Galactosidase-Gen (LacZ) mit dem
Promotor von Knk. Dahinter liegt das Neomycin-Resistenz-Gen, das über einen eigenen
Promotor verfügt, der dem Phosphoglyceratkinase-Gen (PGK-Gen) entstammt. Die
Insertionskassette ersetzt bis auf einen sehr kleinen Rest am 5’-Ende den gesamten
kodierenden Bereich für das KNK-Protein,  so dass von einer vollständigen Inaktivierung
auszugehen ist. Die Linearisierung erfolgte über die eingetragene XhoI-Schnittstellen.
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homologe Rekombi-
nation in embryonalen 
Stammzellen und 
Überprüfung der 
Rekombinations-
Ereignisse

Das Knock out-Konstrukt wurde anschließend zur Elektroporation von ES-Zellen

(die Zellen wurden aus Embryonen des Inzuchtstammes 129SV gewonnen)

entsprechend des Protokolls aus Material und Methoden (auf Grund eines

Missverständnisses wurde nicht auf die Präsenz des TK-Gens selektioniert). Von

insgesamt 287 getesteten ES-Zell-Klonen wiesen ca. 60% bei einer Southern

Blot-Analyse mit der 5'-externen-Probe nach Verdau der genomischen DNA mit

SpeI das erwartete Bandenmuster für einen heterozygoten Zustand der Knk-Loci

auf (Protokoll entsprechend der Angaben aus Material und Methoden). Diese

unterscheiden sich nach einem Verdau mit SpeI, da im Wildtyp-Allel die Probe an

ein ca.15,6kb großes Fragment bindet, wohingegen im Knock out-Konstrukt auf

Grund einer zusätzlichen SpeI-Schnittstelle im LacZ-Gen das hybridisierende

Fragment nur noch ca. 10,7kb groß ist (siehe Schema in Abbildung 44). Diese

Veränderung der Bandengröße wurde im weiteren Verlauf neben der

Genotypisierung mittels PCR (siehe unten) auch zur Analyse der Mäuse bzw.

Embryonen eingesetzt (siehe Abbildung 45).

Die Überprüfung der in Frage kommenden ES-Zell-Klone mit der 3'-externen

Probe auf EcoRV-verdauter genomischer DNA ergab, dass acht Klone auch auf

der anderen Seite das erwartete Muster aufwiesen, wobei die exakte Bandengröße

nicht bekannt ist. Im Wildtyp-Allel ist lediglich eine der Schnittstellen bekannt

und es konnte auf Basis der Kartierungen ausgeschlossen werden, dass innerhalb

des bekannten Bereichs (mindestens 25,2kb) eine weitere EcoRV-Erkennungs-

sequenz existiert. Im Knock out-Lokus ist eine zusätzliche Schnittstelle im LacZ-

Gen enthalten, so dass das entsprechende Fragment nur noch ca. 18,4 kb groß ist

(siehe Abbildung 44). Auf Grund des sehr starken Hintergrundes, den die 3'-

externe Probe in der Southern Blot-Hybridisierung erzeugte, wurde die Probe

nicht zur Genotypisierung der Mäuse bzw. Embryonen eingesetzt (Daten nicht

gezeigt). Eine Hybridisierung mit einer LacZ- und einer Neo-Probe zeigte, dass

die weiter bearbeiteten Klone nur eine Integration pro Genom aufwiesen (Daten

nicht gezeigt).

von 287 getesten ES-
Zel l -K lonen entspra-
chen 9 Klone den 
Erwartungen für eine 
erfolgreiche homologe 
Rekombination

Von den insgesamt 9 ES-Zell-Klonen, die mit beiden externen Proben das

erwartete Ergebnis zeigten, wurde anschließend ein Teil der genomischen ES-

Zell-DNA mit SmaI und XbaI verdaut und durch Southern Blot-Hybridisierung

mit einer Neo-Probe auf multiple Insertionen getestet. In allen Fällen konnte nur

eine Insertion gezeigt werden, so dass davon ausgegangen wurde, dass die

homologe Rekombination korrekt erfolgt war (Rekombinationsfrequenz ca 1:32).
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Abb.44: Schematische Darstellung der homologen Rekombination des
Knock Out-Konstruktes und des Wildtyp-Allels. Vergleich des rekombinanten mit
dem wildtypischen (WT) Knopfkopf-Allels. Eingetragen sich die 5’- und 3’-externen
Proben, sowie die Lage der verwendeten PCR-Primer. Der Verdau mit SpeI führt beim
WT-Locus zu einem ca. 16kb großen Fragment, beim KO-Locus zu einem ca. 11 kb
großen Fragment, dass mit der 5’-externen Sonde hybridisiert. Der Verdau mit EcoRV
führt beim WT-Locus zu einem >25kb großen Fragment, dass mit der 3’-Sonde
hybridisiert. Das KO-Fragment muss mindestens 8,5kb kleiner sein (die genaue Größe ist
in beiden Fällen unbekannt). Die PCR-Genotypisierung erzeugt ebenfalls unterschiedlich
große Amplifikate (siehe Abbildung 45).
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Erzeugung von 
chimären Mäusen 
mi t te ls  Moru lae-
Aggregation

Die ES-Zell-Klone 16 und 92 wurden anschließend per Morulae-Aggregation zur

Erzeugung von männlichen chimären Mäusen verwendet. Die Chimären wurden

mit NMRI-Weibchen verpaart und die Nachkommen an Hand der Augenfarbe auf

Keimbahntransmission getestet. Die Chimären des Klons 16 zeigten keine

Weitergabe des genetischen Materials der ES-Zellen und wurden nicht weiter

verwendet. Die Chimären des Klons 92 dagegen wiesen eine Keimbahntrans-

mission der rekombinanten DNA auf und wurden zur Zucht einer Kolonie weiter

verwendet. 

Abb.45: Genotypisierung der Knopfkopf-Mutanten. Ergebnisse der in Abbildung
44 theoretisch dargestellten Genotypisierung. Die Wildtyp-Bande verringert sich durch
den Austausch des Knk-Gens mit der LacZ-Neo-Kassette von 15,6kb auf 10,7kb. Die
verwendeten PCRs erzeugen je nach Primer-Set eindeutig unterscheidbare Banden für den
Wildtyp- und KO-Locus (PCR mit Set 2/3 erfolgt in zwei unterschiedlichen Ansätzen, die
erst nach der PCR für die Analyse per Agarose-Gelelektrophorese gemischt werden).
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Aufbau von transgenen 
NMRI- und 129SV-
Mauskolonien

Auf Grund der höheren Nachkommenzahl wurde die Kolonie im Wesentlichen

mit NMRI-Auskreuzungen aufgebaut. Um sicher zu gehen, dass der heterogene

genetische Hintergrund der NMRI-Tiere keine Artefakte hinsichtlich des

Phänotyps der homozygoten Mäuse erzeugt, wurde zusätzlich eine kleinere

Kolonie mit 129SV-Mäusen aufgebaut. Da auch die ES-Zellen aus diesem

genetischen Hintergrund gewonnen wurden, handelte es sich demnach bei den

Tieren um reine Inzuchtstämme. Ein Vergleich der Phänotypen zwischen NMRI-

und 129SV-Mutanten zeigte keine Unterschiede, so dass sie als gleichwertig

betrachtet wurden.

Überprüfung der Geno-
typen der Nachkommen 
mi t te ls  Southern- B l o t  
und PCR

Da die Southern-Blot-Hybridisierung langwierig und bei kleinen Embryonen (<

E8,5) auf Grund der geringen DNA-Menge problematisch ist, wurde auf Basis

von 100 DNAs, die Mittels der 5'-Probe bereits genotypisiert waren, zwei PCR-

Protokolle zur weiteren Genotypisierung ausgearbeitet. Das erste Protokoll nutzt

einen gemeinsamen 3'-5'-Primer und je einen 5'-3'-Primer für die Insertions-

Kassette bzw. den Wildtyp-Lokus (WT-Lokus) in einem gemeinsamen

Reaktionsansatz, die aber zu unterschiedlich großen Amplifikaten führen. Beim

zweiten Protokoll werden zwei verschiedene PCR-Ansätze verwendet, die

ebenfalls unterschiedlich große Amplifikate erzeugen (siehe Abbildung 45). 

Die erste PCR-Genotypsierung erfolgt mit den Oligonukleotiden Bxcf10 und

Neof1 (5' nach 3') sowie Bxcr10 (3' nach 5'). Die zweite erfolgt mit den

Oligonukleotiden Bxcf9 (5' nach 3') und Bxcr12 (3' nach 5'), bzw. Neof1 (5' nach

3') und Bscr12 (3' nach 5'). Eine genaue Beschreibung des Protokolls findet sich

in den Methoden. Die Primersequenzen sind dort in Tabelle 1 angegeben.

Analyse des Phänotyps der Knk-Mutanten

homozygote Knk- Knock 
Out-Mäuse waren nicht 
lebensfähig

Die Verpaarung von heterozygoten Knk-Mutanten ergaben keine lebensfähigen

Mäuse. Daher wurden die trächtigen Weibchen vor der Geburt getötet und die

Embryonen präpariert. Bei der Analyse der Embryonen zeigte sich, dass

entsprechend des erwarteten Wertes nach Mendel 25% homozygote Mutanten

durch Genotypisierung der DNA mittels Southern-Blot-Hybridisierung bzw. PCR

nachgewiesen werden konnten. Die Embryonen starben erst bei der Geburt bzw.

unmittelbar danach. Die Beobachtung, dass bei der Untersuchung der Würfe

keine toten Mutanten gefunden werden konnten, erklärt sich damit, dass die

Muttertiere i.d.R. tote Jungtiere unmittelbar nach der Geburt auffressen.
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Abb.46: Übersicht des Phänotyps der Knopfkopf-Mutante. Der Vergleich zu den
Wildtyp-Embryonen (A und D) zeigt, dass die Geschwister, die homozygot für die Knk-
Knock Out-Mutation sind, starke phänotypische Veränderungen aufweisen. Diese betreffen
alle morphologischen Strukturen, in denen während der Embryogense das Knk-Gen
exprimiert wird. Besonders auffällig ist 1. der Verlust der Extremitäten (lange Pfeile in B
und C), 2. der Nase und des Gaumens (kurze Pfeile in B und C), 3. der Verlust der
lumbalen, sakralen und Schwanzwirbelsäule, die u.a. in einer Spina bifida resultiert
(schwar-weißer Pfeil in B) und 4. ein vollständig ausgeprägter Holoprosenzephalus. Der
Holoprosenzephalus führt dazu, dass  der gesamte obere Schädelbereich fehlt. Im Skelett-
präparat ist ebenfalls zu erkennen, dass ein Teil des Oberkiefers mit der Nase fehlt. (A–C:
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen. D und E: Skelett-Präparationen. A und B
sind E12,5 alte Geschwister. C ist ein 17,5Tage alter Embryo, D und E sind ebenfalls
17,5Tage alte Embryonen, aber Geschwister aus einem Wurf.)
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homozygote Knk- Knock 
Out-Embryonen zeugten 
multiple phänotypische 
Veränderungen

Wie in Abbildung 46 dargestellt, wiesen die Mutanten multiple phänotypische

Veränderungen auf. Diese korrelierten vollständig mit den Expressionsdomänen

des Knopfkopf-Gens: Das Vorderhirn, die Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze (MHG),

die Nasenanlage, die Extremitäten (AER) und die Schwanzknospe. Die einzige

Ausnahme war das Rückenmark, das zumindest im thorakalen Bereich

weitgehend normal gebildet wurde, obwohl hier Knk-mRNA in wildtypischen

(WT) Tieren nachgewiesen werden konnte, allerdings in geringeren Mengen als

in den übrigen genannten Regionen (siehe WMISH).

nicht-betrof fene 
Skelettstrukturen der 
homozygoten Mutanten 
waren ca. 10 % k le iner  
als bei wildtypischen 
Kont ro l l t ie ren

Besonders zu beachten ist, dass trotz der sehr gravierenden morphologischen

Konsequenzen die Körperteile, die nicht unmittelbar von der Mutation betroffen

waren, nur um lediglich ca. 10 % kleiner waren als bei den WT- bzw. hetero-

zygoten Geschwistern (seihe Abbildung 47). Die entsprechenden Messergebnisse

von vier Skelettmerkmalen sowie dem Kehlkopf sind in der nachfolgenden

Tabelle zusammengefasst (E18,5).

morphol. Struktur Wildtyp Mutante
Mutante in 
% von WT

Unterkiefer (Mandibular)  5,42 mm  4,91 mm  90,6 %

Kehlkopf (Cartilago cricoidea)  1,18 mm  1,10 mm  93,2 %

Atlas (1. cervic. Wirbel )  2,68 mm  2,41 mm  89,9 %

14. Wirbel (7. thorac. Wirbel)  1,53 mm  1,40 mm  91,5 %

Schulterblatt (Scapula)  4,10 mm  3,49 mm  85,1 %

Tabelle 2: Größenvergleich von Skelettelementen zwischen wildtypischen

Embryonen und homozygoten Knk-Mutanten aus dem selben Wurf. Der

Vergleich zeigt, dass die Strukturen, die nicht von der Mutation betroffen sind,

fast normal entwickelt sind. Der prozentuale Größenunterschied beträgt lediglich

ca. 10%. Selbst beim Schulterblatt, dass als Teil der Extremitätenanlage etwas

stärker durch die Mutation betroffen ist, werden noch ca. 85 % der Wildtyp-

Größe erreicht. (siehe auch Abbildung 47.)
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die phänotypischen 
Veränderungen der 
homozygoten Mutanten 
bet ra f fen nur  Knk-
exprimierende 
St ruk turen

Ebenfalls hervorzuheben ist, dass die phänotypischen Veränderungen lokal

ausschließlich auf die Knk-exprimirenden Strukturen begrenzt waren. Deutlich

wird dies bei der Betrachtung des Gehirns und der Augen. Während die WMISH

und LacZ-Färbung eine starke Aktivität im Telenzephalon und der MHG beleg-

ten, war das Dienzephalon weitgehend Knk-negativ. Dies spiegelte sich bei den

homozygoten Mutanten darin wider, dass trotz der erheblichen Veränderungen in

den genannten Strukturen bzw. den aus ihnen hervorgehenden Geweben die

Augen, die im Zusammenspiel von Dienzephalon und Ektoderm gebildet werden,

Abb.47: Das Größenwachstum der Knopfkopf-Mutanten ist um ca. 10%
reduziert. Der Vergleich von fünf verschiedenen Skelettelementen zeigt, dass die nicht
von der Mutation betroffenen Strukturen nur unwesentlich kleiner sind als diejenigen der
Wildtyp-Geschwister. Verglichen wurden der Unterkiefer (A, A’), der Kehlkopf (B, B’),
das Schlüsselbein (C, C’), der Atlas (D, D’) und der 7. thorakale Wirbel (E, E’). Die
dargestellten Embryonen sind 17,5Tage alt und entstammen demselben Wurf.
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keine offensichtlichen Veränderungen aufwiesen und auch die Sehnerven inklu-

sive des optischen Chiasmas vorhanden waren (Daten nicht gezeigt).

Für die phänotypischen Änderungen als direkte Folge der fehlenden Knk-

Aktivität sprachen auch die weitgehend normalen heterozygoten Tiere. Sollte

z.B. die Expression des Neomycin-Resistenzgens für die Missbildungen

verantwortlich gewesen sein (eine Beobachtung, die in mehreren Fällen belegt

werden konnte), wäre damit zu rechnen gewesen, dass auch die heterozygoten

Tiere betroffen sind. Diese sind jedoch bis auf eine leichte Veränderung an der

Schwanzwirbelsäule nicht von ihren WT-Geschwistern unterscheidbar gewesen.

Diese Anomalie trat bei ca. einem Drittel aller heterozygoten Tiere auf und

äußerte sich als leichter Knick in den letzten 5-10mm der Schwanzspitze (Daten

nicht gezeigt).

Die spezifischen Defekte der Knopfkopf-Mutation bei homozygoten Tieren

konnten in zwei Gruppen aufgeteilt werden: 

1. ein weitgehendes Fehlen, 

2. eine drastische Veränderung der betroffenen Struktur. 

bei den homozygoten 
Mutanten werden die 
Extremitäten induziert ,  
aber nicht ausgebildet

Wie in Abbildung 48 zu erkennen ist, fehlten die Extremitäten fast vollständig.

Die Induktion war von der Mutation nicht betroffen, da bis ca. E 10,5 die

Beinanlagen normal angelegt wurden. Erst mit der Ausbildung der apikalen

ektodermalen Leiste (AEL) zeigte sich der Effekt der fehlenden Knk-Aktivität;

während im WT ab ca. E 10,5 und in späteren Stadien eine rasterelektronen-

mikroskopisch deutlich sichtbare Leiste sichtbar war, fehlte diese bei den

Mutanten. Das daran anschließende Auswachsen von proximalen zu distalen

Extremitätenstrukturen konnte in den homozygoten Knopfkopf-negativen

Embryonen nur noch in Ansätzen beobachtet werden. An Skelettpräparationen

zeigte sich, dass nur rudimentäre Skelettelemente distal vom Schulter- bzw.

Beckengürtel ausgebildet wurden, die als Humerus- und Femur-Reste gedeutet

werden können.

die Mutanten 
durchlaufen keine 
sekundäre Gastrulation

Der Schulter- und Beckengürtel waren in unterschiedlichem Maße von der

fehlenden Knk-Aktivität betroffen: Während die Scapulae fast normale Größe

erreichten (siehe Tabelle 2), waren die Beckenknochen deutlich in Größe und

Form fehlgebildet. Der sehr viel stärker ausgeprägte Defekt in diesem Bereich

fällt räumlich mit der zweiten betroffenen Struktur zusammen, der Schwanz-

knospe. Die Schwanzknospe bildet während der sekundären Gastrulation die

Wirbelsäulenstrukturen caudal von den thorakalen Wirbel. Diese fehlen den

Mutanten vollständig und in keiner Phase der Embryonalentwicklung sind

differenzierte Somiten oder die aus ihnen entstehenden Strukturen erkennbar. Als

Folge liegen die Beckenknochen ohne eine feste Verbindung zur Wirbelsäule im

Gewebe.
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den Mutanten fehlt die 
Nase und große Teile 
der Gesichts- und 
Schädelknochen

Ähnlich schwere Defekte zeigten sich im Bereich der Nase und des Oberkiefers.

Der gesamte nasale Bereich fehlte den homozygoten Mutanten inklusive des

Gaumendaches und große Bereiche des Oberkiefers. Der Unterkiefer dagegen,

der keine direkte Verbindung zur Nase hat, entwickelte sich in den untersuchten

Abb.48: Der Verlust der Knk-Aktivität führt zu einem Verlust der apikalen
ektodermalen Leiste (AEL) und einer weitgehenden Reduktion der
Extremitäten. Bei den homozygoten Knk-Mutanten ist die AEL weder durch die
Expression von Fgf8 (A–C), noch morphologisch mittels rasterelektronen-
mikroskopischer Aufnahmen (D–F) nachweisbar. Allerdings wird sie zumindest zu
Beginn der Entwicklung der Extremitätenanlagen angelegt, was durch die schwache Fgf8-
Expression in den Beinknospen sichtbar wird (C). In der weiteren Embryogenese führt
dies zu einem weitgehenden Verlust der Beine, von denen nur rudimentäre Reste gebildet
werden (H und I). Eine weitere deutliche Veränderung gegenüber den wildtypischen
Tieren ist, dass das Becken nicht mehr an der Wirbelsäule angesetzt ist. Durch das Fehlen
der lumbalen und sakralen sowie der Schwanzwirbelsäule liegt das Becken frei im
Gewebe. (A–C: WMISH mit Fgf8 auf ca. E10,5 Embryonen; B zeigt die etwas weiter
entwickelte Vorderbeinanlage, die keinerlei Fgf8-Expression zeigt, C zeigt die jüngere
Hinterbeinanlage, die ein sehr schwaches anfängliches Fgf8-Signal aufweist – die Pfeile in
A deuten auf die AEL im WT-Embryo, die Pfeile in B und C auf die Region der
Beinanlage, die die AEL ausbilden sollte. D–F: rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen von 12,5 (D, E) bzw. 13,5 (F) Tage alten Embryonen; der Pfeil in D weist auf
die Region der AEL, die bereits eine deutlich ausgebildete Hand umschließt, die Pfeile in
E und F deuten auf die Region, die eine entsprechende AEL aufweisen sollte; die
Aufnahme in F zeigt, dass zumindest anfänglich eine Knospe gebildet wird, die trotz des
Fehlens der AEL und Fgf8-Expression auswächst. G–I: Skelettpräparationen des Becken-
gürtels und der Hinterbeine; G zeigt das WT-Kontrolltier, H und I die Knk-Mutante; bei
den Mutanten sind die Beine auf zwei verkümmerte Skelettreste reduziert, die möglicher-
weise dem Oberschenkel entsprechen; die Abbildung I zeigt, dass das gesamte Becken frei
im Gewebe liegt und keine Verbindung zur Wirbelsäule besitzt.)
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Knk-negativen Embryonen fast zur normalen Größe und Form (siehe Tabelle 2

und Abbildung 48).

die homozygoten 
Mutanten wiesen 
Fehlbildungen des 
Telencephalons und der 
M i t t e l h i r n -
Hinterhi rn-Grenze auf

Die Defekte in der Nasenregion gingen direkt in einen Holoprosenzephalus über,

bei dem die Reste des Telenzephalus lappenförmig über die offenen

Schädelränder herausragten. Im Bereich des Dienzephalons fand zwar in vielen

Fällen anfänglich eine Fusion der Neuralfalten statt, in der späteren Entwicklung

ab ca. E 12,0 brach das dort gebildete Neuralrohr jedoch wieder auf, was

vermutlich auf die Wachstumsbewegungen im Bereich des Telencephalons

Abb.49: In der Knk-Mutante werden die äußeren Nasenstrukturen
induziert, aber nicht ausgebildet. Die Nasenplakode, die das prospektive neurogene
Riechepithel bildet, induziert in den Wildtyp-Embroynen im umgebenden ektodermalen
Gewebe die Expression von Fgf8 (A). Ein Vergleich mit der Knk-Mutante (B) zeigt, dass
auch hier Fgf8 induziert wird. In der weiteren Entwicklung können die Nasenstrukturen,
die sowohl das Riechepithel als auch das Nasenskelett und den Gaumen bilden, nicht
ausgebildet werden. (A, B: WMISH mit einer Fgf8-Sonde (Pfeile: Fgf8-Signal). C–E:
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Nasenentwicklung (Pfeile: Nase bzw.
Missbildung aufgrund der defekten Nasenbildung). F, G: Skelettpräparation des Kopfes
(Pfeile: Nase bzw. Missbildung aufgrund der defekten Nasenbildung). A, C, F:
Wildtypembryonen. B, D, E, G: homozygote Knk-Mutanten. A, B: E10,5. C, D: E12,5. E:
E19,5. F, G: E17,5.)
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zurückzuführen ist. Auch im Bereich des Stammhirns fand keine Fusion der

Neuralfalten statt und das Zerebellum fehlte vollständig. Anfänglich war der

zephale Bereich bis ca. E13,0 durch ein deutlich zu starkes Wachstum gekenn-

zeichnet, was zu einem blumenkohlartigen Aussehen führte (siehe Abbildung

46B). Im weiteren Verlauf der Entwicklung reduzierte sich das relative Wachstum

jedoch erheblich, wodurch zum Zeitpunkt der Geburt nur noch kleine Reste des

Gehirns als "Knopf" auf dem offenen Kopf der Embryonen sichtbar war

(Abbildung 49E).

d ie  M i t t e l h i r n -
Hinterh i rn-Grenze 
wurde normal angelegt

Die molekulargenetische Analyse ergab, dass keiner der untersuchten genetischen

Marker von der Mutation betroffen waren. An der Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze

konnten z.B. die Transkripte von Otx2, FGF8, Pax2 oder Wnt1 in vergleichbarer

Menge und Position zu den wildtypischen Geschwistern nachgewiesen werden.

trotz der Fehlbildungen 
zeigte sich eine 
ausgeprägte molekulare 
Differenzierung des 
Telencephalons, die 
jedoch “ ins ide-out”  
erfolgte

Bemerkenswert war in diesem Zusammenhang die molekulare Architektur des

sich entwickelnden Telenzephalons. Obwohl dies wie oben gezeigt massiv von

der fehlenden Knk-Aktivität betroffen war, konnten alle untersuchten genetischen

Marker bis mindestens E 15,5 nachgewiesen werden. Allerdings zeigten die

durchgeführten in situ-Hybridisierungen eine inside-out-Architektur: Die ventri-

kulären Schichten (z.B. durch Pax6 gekennzeichnet) befanden sich auf der jetzt

außen liegenden Oberfläche des Telenzephalons und die äußeren Schichten

umgaben eine neue gebildete Kavität (siehe Ngn2). Diese "umgestülpte"

Entwicklung ist in einer schematischen Darstellung zusammen mit den entspre-

chenden Ergebnissen der in situ-Hybridisierungen in den Abbildungen 51 und 52

dargestellt.
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Abb.50: Die Knk-Mutation beeinträchtigt nicht die frühe
molekulargenetische Musterbildung der Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze. Die
Abbildung zeigt, dass alle untersuchten molekularen Marker weitgehend normal
exprimiert werden. Durch die bereits stattfindenden morphologischen Veränderungen
resultiert eine räumliche Verschiebung der Expression. Dennoch bleibt die MHG (Pfeile in
den Fotos) eindeutig erkennbar, selbst wenn das Neuralrohr nicht mehr geschlossen ist,
wie bei den Embryonen in C’’ und D’. (A–E’: WMISH auf wildtypischen Embronen
(A–D) oder homozygoten Knk-Mutanten (A’–E’). Die WMISH mit der En1-Probe ergab
bei den wildtypischen Tieren eine starke Hintergrundfärbung, auf Grund derer die
makroskopisch klar erkennbaren Expressionsdomänen nicht mehr fotographisch
abgebildet werden konnten (Daten nicht gezeigt). Alle Embryonen sind ca. 9,5 Tage alt.)
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Abb.51: Differenzierung des dorsalen Telenzephalons (E15.5). Vergleich der
wildtypischen telencephalen Differenzierung (A–I) mit derjenigen von homozygoten Knk-
Mutanten (A’-I’). Alle getesteten Marker sind klar nachweisbar, aber in einer “inside out”-
Architektur. Die Zusammenfassung der Resultate ist schematisch in den Zeichnungen der
Wildtyp-Situation (WT) und der Knock Out (KO)-Situation dargestellt. Emx1 markiert
sowohl die ventrikulare Zone als auch die Mantelzone fast im gesamten dorsalen und
medialen Pallium. Eine ähnliche Verteilug weist Pax6 auf, ist aber weitgehend auf die
ventrikulare Zone beschränkt. Interessant ist, dass sogar der Strom von Zellen, die im
Wildtypen an der Grenze vom ventralen Pallium zur lateralen ganglionischen Erhebung
sichtbar ist und einen “Klumpen” Pax6-positiver Zellen erzeugt, der demnach der Anlage
des piriformen Cortex und der anterioren Amygdala entspricht. Ebenfalls vorhanden sind
relativ späte Differenzierungsmarker der corticalen Platte, wie z.B. reelin.
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das Rückenmark zeigte 
keine morphologischen 
oder molekularen 
Veränderungen

Vergleichbar mit den Ergebnissen für das Telenzephalon konnte nicht ausge-

schlossen werden, dass auch das Rückenmark im thorakalen Bereich trotz seiner

morphologisch fast normalen Entwicklung in seiner molekularen Architektur

verändert war (das Rückenmark ist wie z.B. der Kehlkopf etc. um ca. 10-15%

kleiner hinsichtlich des Durchmessers). Daher wurde auch hier das Expressions-

profil unterschiedlicher Marker untersucht. Diese zeigten jedoch keinerlei

Veränderungen, wie der Abbildung 53 zu entnehmen ist.

die fehlende sekundäre 
Gastrulation führte zu 
einer Spina bifida 
caudal des thorakalen 
Bereiches

Caudal vom thorakalen Bereich lag eine starkt ausgeprägte Spina bifida vor.

Diese konnte als direkte Folge des Ausbleibens der sekundären Gastrulation

betrachtet werden, da z.B. keine Wirbelsäule in diesem Bereich gebildet wurde.

Das Gewebe der Neuralplatte zeigte keine erkennbaren Differenzierungen und

zahlreiche Zellen waren im TUNEL-Essay positiv, also apoptotisch.

Abb.52: Differenzierung des basalen Telencephalons (E15.5). Das Ergebnis bei
der Untersuchung von basalen Markern entspricht den Ergebnissen der dorsalen Marker.
Sowohl Dlx1 als auch Nkx2.1 werden exprimiert, sind bei den Mutanten aber nicht
innerhalb des Telenzephalons  in der ventrikularen und subventrikularen Zone zu finden,
sondern auf der Oberfläche des mutierten Gewebes. Die Stärke der Expression ist dabei
jedoch kaum verändert und die Expressionsgrenzen nach wie vor sehr scharf abgegrenzt.
Dies zeigt, dass die Musterbildung trotz der massiven Strukturveränderungen weitgehend
normal ablaufen. (A, B: Wildtyp: A’, B’: Knopfkopf-Mutante.)
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Abb.53: Differenzierung des Rückenmarks in der Knopfkopf-Mutante. Es ist
deutlich erkennbar, dass im Unterschied zu der Situation im Telenzephalon praktisch keine
morphologische Veränderung in den Mutanten (A’–E’) gegenüber den Wildtypen (A–E)
auftritt. Die Größe ist wie zuvor beschrieben etwas geringer, aber abgesehen davon sind
alle untersuchten Strukturen und Marker zu finden. 
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Partielle Rettung von Drosophila-buttonhead-

Mutanten durch das Knopfkopf-Mausgen

Die Versuche zur Rettung des buttonhead-Phänotyps in Drosophila-Mutanten mit

Hilfe des Knopfkopf-Mausgens wurden von Dr. Frieder Schöck, Abteilung Prof.

Dr. Herbert Jäckle (MPI für Biophy. Chemie) als Kollaboration durchgeführt.

eine Expression des 
Knk-Gens in Drosophila 
buttonhead-Mutanten 
führte zu einer Rettung 
des mandibularen und 
interkalaren Segmentes

In btd-Mutanten, denen die maxillaren, mandibularen und interkalaren Segmente

fehlen (siehe Einleitung),  wurde unter der Kontrolle der von Dr. Ernst Wimmer

beschriebenen btd cis-aktiven Promotor-Region das Knk-Gen exprimiert. Dies

führte dazu, dass die in der Mutante fehlenden maxillaren, mandibularen  und ein

Teil der interkalaren Kopfsegmente gerettet werden konnten (siehe  Methoden

und Abbildung 54). 

Kontrollversuche mit dem humanen Sp1-Gen (Wimmer EA. et al.; 1993), dem

humanen oder Maus-Sp4-Gen und dem Xenopus-Sp5-Gen (Dr. Lore Bally-Cuif,

persönliche Mitteilung) führten dagegen nur zu einer Rettung des maxillaren und

mandibularen Segmentes (Daten nicht gezeigt). 

Abb.54: Das Knk-Transgen führt bei einer btd-Mutante zu einer partiellen
Rettung des Phänotyps. Der Vergleich mit der wildtypischen Situation zeigt, dass die
Expression des Knk-Gens in einem btd-defizienten Hintergrund dazu führt, dass der
buttonhead-Phänotyp stark abgemildert wird. Während in den btd-Mutanten neben dem
antennalen auch die mandibularen und interkalaren Segmente vollständig fehlen (Wimmer
EA. et al.; 1993), führt die Knk-Expression zu einer Rettung der mandibularen und
interkalaren Segmente. (Abkürzungen: ic=interkalares Segment, md=mandibulares
Segment, mx=maxillares Segment)
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Chromosomale Lokalisation des Knopfkopf-

Gens bei der Maus und dem Menschen

das Maus-Knk-Gen 
wurde auf Chromosom 
12, Region F2 
loka l i s ie r t

Mit der chromosomalen Lokalisation des Knopfkopf-Maus-Gens wurde das

kanadische Unternehmen SeeDNA Biotech Inc. beauftragt. Die Fluoreszenz-in

situ-Hybridisierungs- (FISH)-Kartierung zeigte, dass das Gen auf dem Maus-

Chromosom 12 in der Region F2 lokalisiert ist.

das putative humane 
Knk-Ortholog wurde 
auf Chromosom 7, 
Region p15 – p21 
iden t i f i z ie r t

Ein Vergleich der Maus-Knopfkopf-Sequenz mit den Datenbanken am NCBI

zeigte, dass ein fast identisches Gen auf dem humanen Chromosom 7 in der

Region p15-p21 lokalisiert ist. Die in silico-Translation ergibt ein Protein, dass in

477 von 490 Aminosäuren mit dem Maus-Protein übereinstimmt (siehe Abbil-

dung 55). Zusätzlich stimmt die genomische Organisation weitgehend überein.

Die Intron-Exon-Struktur ist identisch und die putativen Intron-Sequenzen

stimmen zu über 90% mit denen der Maus überein. Ein Vergleich der angenom-

menen Promotor-Sequenzen 5' vom Transkriptionsstart zeigte ebenfalls zahl-

reiche ausgedehnte Sequenzblöcke mit einer über 90%igen Sequenzüberein-

stimmung (Daten nicht gezeigt).

Vergleich der Knopfkopf-Protein-Sequenz mit 

anderen Spezies

Knk-Homologe konnten 
durch eine in s i l ico-
Analyse im Zebrafisch 
und Südafrikanischen 
Kral lenfrosch 
ident i f iz ier t  werden

Eine fast identische Proteinsequenz konnte im Menschen aus den NCBI-Daten

abgeleitet werden (siehe vorhergehendes Kapitel und Abbildung 55). Zusätzlich

konnten homologe Sequenzen mit 62-73% Aminosäureübereinstimmungen im

Zebrafisch und 51-70% Übereinstimmungen im Südafrikanischen Krallenfrosch

abgeleitet werden (siehe Abbildungen 56 und 57). 
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   >gi|10445386|gb|AC005060.3|AC005060 Homo sapiens BAC clone CTB-86D3 from 7p21-p15.3

   Score =  975 bits (2521), Expect = 0.0
   Identities = 477/490 (97%), Positives = 479/490 (97%), Gaps = 4/490 (0%), Frame = -1
 
   Query: 1      MLAATCNKIGSPSPSPSSLSDSSSSFGKGFHPWKRSSSSSSGSCNVVGSSLSSFGVSGAS 60
                 MLAATCNKIGSPSPSPSSLSDSSSSFGKGFHPWKRSSSSSS SCNVVGSSLSSFGVSGAS
   Sbjct: 120130 MLAATCNKIGSPSPSPSSLSDSSSSFGKGFHPWKRSSSSSSASCNVVGSSLSSFGVSGAS 119951
 
   Query: 61     RNGGSSSAAAAAAAAAAAAAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSSSAAAAAAAAAAAASSSP 120
                 RNGGSSSAAAAAAAAAAAAAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSSSAAAAAAAAAAAASSSP
   Sbjct: 119950 RNGGSSSAAAAAAAAAAAAAALVSDSFSCGGSPGSSAFSLTSSSAAAAAAAAAAAASSSP 119771
 
   Query: 121    FANDYSVFQAPGVSGGSGGGGGGGGGGSGAHSQDSSHQPVFISKVHTSVDGLQGIYPRVG 180
                 FANDYSVFQAPGVSGGSGGGGGGGGGGS AHSQD SHQPVFISKVHTSVDGLQGIYPRVG
   Sbjct: 119770 FANDYSVFQAPGVSGGSGGGGGGGGGGSSAHSQDGSHQPVFISKVHTSVDGLQGIYPRVG 119591
 
   Query: 181    MAHPYESWFKPSHPGLGAAADVGSAGASSWWDVGAGWIDVQNPNGAAALPGSLHPAAGGL 240
                 MAHPYESWFKPSHPGLGAA +VGSAGASSWWDVGAGWIDVQNPN AAALPGSLHPAAGGL
   Sbjct: 119590 MAHPYESWFKPSHPGLGAAGEVGSAGASSWWDVGAGWIDVQNPNSAAALPGSLHPAAGGL 119411
 
   Query: 241    QTSLHSPLGGYNSDYSGLSHSAFSSGASSHLLSPAGQHLMDGFKPVLPGSYPDSAPSPLA 300
                 QTSLHSPLGGYNSDYSGLSHSAFSSGASSHLLSPAGQHLMDGFKPVLPGSYPDSAPSPLA
   Sbjct: 119410 QTSLHSPLGGYNSDYSGLSHSAFSSGASSHLLSPAGQHLMDGFKPVLPGSYPDSAPSPLA 119231

   Query: 301    GAGSSMLSAGPAAQLGGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASLRRKGLHSCHI 360
                 GAG SMLSAGP+A LGGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASLRRKGLHSCHI
   Sbjct: 119230 GAGGSMLSAGPSAPLGGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASLRRKGLHSCHI 119051

   Query: 361    PGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPV 420
                 PGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPV
   Sbjct: 119050 PGCGKVYGKTSHLKAHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPV 118871

   Query: 421    CNKRFMRSDHLSKHVKTHS---GGGGSAGSG-GGKKGSDTDSEHSAAGSPPCHSPELLQP 476
                 CNKRFMRSDHLSKHVKTHS   GGGGSAGSG GGKKGSDTDSEHSAAGSPPCHSPELLQP
   Sbjct: 118870 CNKRFMRSDHLSKHVKTHSGGGGGGGSAGSGSGGKKGSDTDSEHSAAGSPPCHSPELLQP 118691

   Query: 477    PEPGHRNGLE 486
                 PEPGHRNGLE
   Sbjct: 118690 PEPGHRNGLE 118661

Abb.55: Vergleich der KNK-Proteinsequenz von Maus und Mensch (Über-
setzung einer genomischen Sequenz). Der Vergleich zeigt, dass ein fast identisches
Protein im Menschen existiert. Die  humanen Expressionsdaten sind nicht bekannt.

>gb|BF613731.1|BF613731 de85c08.y1 Wellcome CRC pRN3 St19 26 Xenopus laevis cDNA 

 Score =  152 bits (383), Expect = 5e-37
 Identities = 83/160 (51%), Positives = 88/160 (54%), Gaps = 21/160 (13%), Frame = +3

Query: 155 SSHQPVFISKVHTSVDGLQGIYPRVGMAHPYESWFKPSHPGLXXXXXXXXXXXXXWWDVG 214
           S HQPVF+SKVH SVDGLQ IYPRVGMAHPYESWFKPSHPG              WW+VG
Sbjct: 63  SHHQPVFLSKVHASVDGLQSIYPRVGMAHPYESWFKPSHPG--EVSAAAAGGASSWWEVG 236

Query: 215 AGWIDVQNPNGAAALPGSLHPAAGGLQTSLHSPLGGYNSDYXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 274
           AGWIDVQ+P   AAL    HP  G LQ SLHSPLGGY +DY                   
Sbjct: 237 AGWIDVQSPGAGAAL----HP--GALQGSLHSPLGGYGTDYSAAGLGHFSTGGGGGVGSG 398

Query: 275 XX--------------------QHLMDGFKP-VLPGSYPD 293
                                 QHLMDGFKP + PGSYPD
Sbjct: 399 GGAAGTGSGGGGGGSHLLSPGGQHLMDGFKPGIGPGSYPD 518

>gb|AW643693.1|AW643693 cm32f10.w1 Blackshear/Soares normalized Xenopus egg library

 Score =  191 bits (484), Expect = 1e-48
 Identities = 83/117 (70%), Positives = 94/117 (79%), Frame = +1

Query: 322 SARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHLRWHT 381
           SAR    R  C CPNC++       G +L +K  H CHIPGCGKVYGKTSHL+AHLRWH+
Sbjct: 1   SARGRLRRVACTCPNCKDG---AGRGTNLGKKKQHVCHIPGCGKVYGKTSHLRAHLRWHS 171

Query: 382 GERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKHVKTH 438
           GERPFVC W+FCGKRFTRSDELQRH RTHTGEK+F CP C+KRFMRSDHL+KH+KTH
Sbjct: 172 GERPFVCTWMFCGKRFTRSDELQRHRRTHTGEKKFVCPECSKRFMRSDHLAKHIKTH 342

Abb.56: tblastn gegen Xenopus-ESTs. Im südafrikanischen Krallenfrosch existieren
mindestens zwei  Proteine mit einer signifikanten Übereinstimmung zur Maus-Sequenz.
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>gi|15077805|gb|AF388363.1|AF388363 Danio rerio zinc finger buttonhead-
related transcription factor 1
           (bts1) mRNA, complete cds
          Length = 3062

 Score =  191 bits (486), Expect = 1e-49
 Identities = 89/121 (73%), Positives = 95/121 (77%)
 Frame = +1

Query: 318 SPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHL 377
           SP ++ARR      C CPNCQ +      G    +K  H CHIPGCGKVYGKTSHLKAHL
Sbjct: 814 SPLATARRCR---RCRCPNCQSSSSSDEPG----KKKQHICHIPGCGKVYGKTSHLKAHL 972

Query: 378 RWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKHVKT 437
           RWH+GERPFVCNWLFCGK FTRSDELQRHLRTHTGEKRF CP C KRFMRSDHL+KHVKT
Sbjct: 973 RWHSGERPFVCNWLFCGKSFTRSDELQRHLRTHTGEKRFVCPDCCKRFMRSDHLAKHVKT 1152

>gb|AI877530.1|AI877530 fc48e06.y1 Zebrafish WashU MPIMG EST Danio rerio 
cDNA 

 Score =  200 bits (509), Expect = 2e-51
 Identities = 107/171 (62%), Positives = 111/171 (64%)
 Frame = +2

Query: 180 GMAHPYESWFKPSHPGLXXXXXXXXXXXXXWWDVGAGWIDVQNPNGAAALPGSLHPAAGG 239
           G+AHPYES F  SHPG+             WWDVGAGWIDVQNPNGAA L  SLH  +GG
Sbjct: 11  GVAHPYESCF*SSHPGIPTGDVGTTGASA-WWDVGAGWIDVQNPNGAA-LQTSLH--SGG 178

Query: 240 LQTSLHSPLGGYNSDYXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXQHLMDGFKPVLPGSYPDXXXXXX 299
           LQTSLHSPLGGYNSDY                     QHLMDGFKPVL  SYPD      
Sbjct: 179 LQTSLHSPLGGYNSDYSSLSHSAFSTSASPHLLTTG-QHLMDGFKPVL-SSYPDSSPSPL 352

Query: 300 XXXXXXMLSAGPAAQLGGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASL 350
                 ML+ GP A L GSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASL
Sbjct: 353 GGAGGSMLTGGPTASLAGSPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASL 505

>gb|AI657942.1|AI657942 fc18h09.y1 Zebrafish WashU MPIMG EST Danio rerio 
cDNA

 Score =  184 bits (467), Expect = 1e-46
 Identities = 81/121 (66%), Positives = 94/121 (76%)
 Frame = +2

Query: 318 SPRSSARRYSGRATCDCPNCQEAERLGPAGASLRRKGLHSCHIPGCGKVYGKTSHLKAHL 377
           SP +++ R + R  C CP C++ E   P+     +K  H CHIPGCGKVYGKTSHL+AHL
Sbjct: 293 SPNTASSRRTRREACTCPYCKDGEGRDPS-----KKKQHICHIPGCGKVYGKTSHLRAHL 457

Query: 378 RWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKHVKT 437
           RWHTGERPFVC+W FCGKRFTRSDELQRH RTHTGEK+F+C  C KRFMRSDHLS H+ T
Sbjct: 458 RWHTGERPFVCSWSFCGKRFTRSDELQRHKRTHTGEKKFSCTECPKRFMRSDHLSXHIXT 637

>gb|AW778404.1|AW778404 fk49a03.y1 Zebrafish 15-19hr embryonic cDNA Danio 
rerio cDNA

 Score =  181 bits (459), Expect = 1e-45
 Identities = 84/114 (73%), Positives = 86/114 (74%), Gaps = 3/114 (2%)
 Frame = +1

Query: 375 AHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKH 434
           AHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKH
Sbjct: 1   AHLRWHTGERPFVCNWLFCGKRFTRSDELQRHLRTHTGEKRFACPVCNKRFMRSDHLSKH 180

Query: 435 VKTHXXXXXXXXXXXXX---XXXDTDSEHSAAGSPPCHSPELLQPPEPGHRNGL 485
           VKTH                   DTDSEHS  GSP CHSP+LLQ PE     G+
Sbjct: 181 VKTHSAGGSSGSGSGASGGKRGSDTDSEHSVPGSPSCHSPDLLQAPESVPTTGM 342

Abb.57: tblastn gegen Zebrafisch-ESTs. Im Zebrafisch, Danio rerio, existieren
mindestens vier  Proteine, die eine signifikante Übereinstimmung mit der Maus-Sequenz
aufweisen.
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Sequenz- und phylogenetischer Vergleich der 

Sp1/KNK/BTEB/XKLF-Proteinfamilie

Betrachtet man nur die Zink-Finger-Domänen der in der Einleitung („Sp1/Sp4

und btd - ein ungleiches Paar") vorgestellten Transkriptionsfaktoren der Sp1/

BTEB/XKLF-Familie, finden sich zahlreiche Übereinstimmungen. Diese sind in

den  Abbildungen 58 und 59 gezeigt. Die Reihenfolge und Gruppierung der

Proteine in der Übersicht stützt sich auf die Resultate des ClustalW-Programmes

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), mit dessen Hilfe der danach gezeigte

Stammbaum abgeleitet wurde.

Abb.58: Vergleich der Zink-Finger-Domäne der Sp1/BTEB/XKLF-Familie /
Teil1. Die Reihenfolge der dargestellten Proteindomänen entspricht dem weiter unten
folgenden phylogenetischen Stammbaum. Lediglich das Sp1-Protein wurde zur besseren
Vergleichbarkeit als Referenz-Sequenz beibehalten. Farblich hervorgehoben sind alle
korrespondierenden  Aminosäurereste der untereinander ausgerichteten Protein-Domänen,
die die postulierte phylogenetische Beziehung vollständig unterstützen. Autoapomorphien
sind grau unterlegt.

Abb.59: Vergleich der Zink-Finger-Domäne der Sp1/BTEB/XKLF-Familie /
Teil 2. Die in der vorhergehenden Abbildung behandelten Aminosäurereste sind blau
dargestellt. Die Positionen ohne Aussagekraft für die Verwandschaftsbeziehung sind mit
grauen Buchstaben dargestellt (Plesiomorphien). Alle Autapomorphien, die ebenfalls nicht
zur Rekonstruktion der Verwandtschaftsbeziehungen beitragen können, sind grau
hinterlegt. Die korrespondierenden Aminosäurereste in Positionen, die weitgehend dem
postulierten Stammbaum entsprechen sind farbig unterlegt, insofern nicht mehr als zwei
Reste der Zuordnung widersprechen (rot unterlegt). Weiterhin existieren zusätzlich einige
Positionen, die einer Zuordnung eines Teilastes des Stammbaums entsprechen; diese sind
ebenfalls farbig unterlegt. Alle Aminosäurereste an Positionen, die mit mehr als zwei
Abweichungen dem postulierten phylogenetischen System widersprechen, sind schwarz
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass anhand der abweichenden Positionen kein
alternatives Anordnungssystem abgeleitet werden kann, ohne gleichzeitig mehr neue
Abweichungen zu erzeugen als behoben werden.
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Ermitt lung eines 
hypothetischen 
Stammbaums der Sp1/
XKLF-Überfami l ie

Für die Stammbaum-Ermittlung wurden nicht nur die Zink-Finger-Daten

verwendet, sondern zusätzlich die Merkmale der übrigen Proteindomänen.

Hierzu wurden per Hand, falls vorhanden, 10 Aminosäurereste angefügt, die eine

Konsensussequenz der BTD-Domäne widerspiegeln, bzw. dort, wo diese fehlt,

wurden entsprechend 10 „X" angefügt. Weiterhin wurden durch jeweils zwölf

Aminosäurereste, die ebenfalls nachträgtlich entsprechend des Vorkommens

angefügt wurden, die weiteren Teile der Proteine repräsentiert: 

• Sp5, Sp6, BTEB3, TIEG1, TIEG2, LKLF, GKLF, EKLF, BTEB2 und AP-
2REP mit jeweils 12x Prolin;

• BTEB1 mit 8× „X" und 4× Serin;

• D-Sp1, KNK und BTD mit 4× Alanin, 4× Serin und 4× Glycin;

• Sp1, Sp2, Sp3 und Sp4 mit 6× Glutamin und 6× Serin.

Abb.60: Hypothetischer phylogenetischer Stammbaum der BTEB/XKLF/
Sp1-Transkriptionsfaktoren. Innerhalb der Vertebratenlinie weist die Analyse mit
dem ClustalW-Programmes das AP-2rep-Gen als Außengruppe aus. Hiermit eng verwandt
ist die XKLF-Familie, die auch BTEB2 umfasst. Diese leitet über die TIEG-Proteine und
BTEB1/BTEB3 zur Gruppe über, die als Synapomorphie über eine BTD-Domäne verfügt.
Den Übergang bilden Sp5 und Sp6, deren Proteine sowohl über abgeleitete Merkmale wie
die BTD-Domäne verfügen, gleichzeitig aber noch die Prolin-reiche Domäne der
vorherigen Gruppe tragen. Hieran schließt sich die BTD/D-Sp1/KNK-Subfamilie an,
deren Zink-Finger-Domäne noch typische Merkmale der phylogenetisch älteren Gruppen
tragen, gleichzeitig aber nicht mehr über die Prolin-reiche Domäne verfügen. Die Sp1-
Subfamilie in sensu strictu bildet die Schwestergruppe der BTD/D-Sp1/KNK-Subfamilie
mit den typischen Kombinationen von Glutamin- und Serin/Threonin-reichen Domänen.
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Die Sequenzvergleiche zeigen, dass die mit dem ClustalW-Programm ermittelten

Abstammungslinien durch zahlreiche Merkmale begründet sind. Sie belegen u.a.

bei einem Vergleich mit dem Hefeprotein MIG1, dass die BTEB/XKLF-

Subfamilie die phylogenetisch ältere Gruppe bildet. Innerhalb der Subfamilie

kann eine Einordnung von AP-2rep als Außengruppe der Vertebraten belegt

werden.

Zusätzlich zu den oben dargestellten Übereinstimmungen gibt es weitere

Sequenzmerkmale, bei denen nur ein bis zwei Aminosäuereste nicht vollständig

dem postulierten Abstammungsbaum entsprechen. Aufgrund des Alters der

homologen Gruppe, das durch das Hefe-Gen Mig1 belegt wird, erscheinen diese

Widersprüche jedoch als nicht-signifikant, zumal die Abweichungen kein neues

Muster bilden, welches einen alternativen Stammbaum rechtfertigen würde.
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Diskussion

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde die Isolierung des Maus-Knopfkopf-

Gens (Knk) und einiger weiterer homologer Gene sowie eine funktionelle

Analyse der Knopfkopf-Gens bzw. des postulierten Proteins durchgeführt.

Weiterhin erfolgte eine in silico-Analyse von Einträgen in der NCBI-Sequenz-

datenbank und ein Vergleich mit bekannten biologisch-medizinschen Daten. Im

Rahmen von zwei Zusammenarbeiten wurden weiterhin Experimente in der

Fruchtfliege Drosophila melanogaster durchgeführt und mögliche Zusammen-

hänge mit der Entstehung von Hodentumoren untersucht.

Auf dieser Basis wird eine weitergehende Diskussion zu den folgenden Punkten

durchgeführt:

• postulierte Homologie-Verhältnisse der Knk-, Sp5-, Sp6- und BTD-Proteine
auf Basis von Sequenzvergleichen und deren Expression; postulierte Evolu-
tion der Sp1/XKLF-Transkriptionsfaktoren;

• Funktion des Knk-Gens bzw. des KNK-Proteins in der Maus;

• mögliche homologe Gene in weiteren Spezies.

Weiterhin werden basierend auf den phänotypischen Beobachtungen und

weiteren Übereinstimmungen mögliche Zusammenhänge des Knk-Gens mit

folgenden Aspekten diskutiert:

• legless-Maus-Mutante;

• humanes Roberts-Syndrom;

• Entstehung von Hodentumoren bei der Maus und dem Menschen.

Zusätzlich werden methodisch-technische Punkte und deren Bedeutung für die

vorliegende Arbeit diskutiert. Letzteres erfolgt als gesondertes Kapitel am Ende

der Diskussion.

Viel gemeinsam und doch verschieden: 

Untergruppen in der Familie der Sp1-

Transkriptionsfaktoren

Im Kapitel „Sp1/Sp4 und btd - ein ungleiches Paar" der Einleitung wurde bereits

dargelegt, dass die noch vor kurzem als weitgehend redundant und damit

funktions- und strukturähnlich betrachteten Transkriptionsfaktoren der Sp1-

Familie in unterschiedliche Subfamilien aufgetrennt werden können bzw.
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müssen. Konzentriert man die Betrachtung ausschließlich auf die strukturellen

Merkmale, so ergibt sich auf Basis der publizierten Daten unter Berücksichtigung

von Treichel D. et al. (2001) zumindest eine Aufteilung in drei (oder mehr)

Gruppen: Sp1 bis Sp4 als Vertreter der Sp1-Familie im engeren Sinne als erste

Subfamilie; die Transkriptionsfaktoren aus der Gruppe Ap2-rep, XKLF-, TIEG-,

BTEB2- sowie BTEB3 bilden die zweite Subfamilie; Sp5 als putatives „Hybrid-

Molekül" mit einem typischen Sp1-Anteil (der Zink-Finger- und BTD-Domäne)

und einem XKLF-typischen N-Terminus bildet die dritte Subfamilie. Zusätzlich

kann das BTEB1-Protein als vierte Subfamilie aufgefasst werden, da es weder

eine Prolin-reiche Domäne aufweist, noch die Sp1-typische Kombination von

Glutamin- und Serin/Threonin-reichen Domänen. Zusätzlich ist keine BTD-

Domäne erkennbar, wodurch sich BTEB deutlich von den übrigen Homologen

absetzt.

Ebenfalls wurde in der Einleitung gezeigt, dass die vordergründigen

Ähnlichkeiten des BTD-Proteins mit der Sp1-Subfamilie bei einer genaueren

Überprüfung keine nähere Homologiebeziehung unterstützen und eine weitere

Aufspaltung der Familie mit den Transkriptionsfaktoren BTD und D-Sp1 als

bislang einzigen Vertretern sehr wahrscheinlich machen (Serin- und Alanin-

reiche Domänen). Gleichzeitig wurde in der Einleitung auf Grund theoretischer

Überlegungen (siehe „Geschwistergene erzählen von den Eltern") gezeigt, dass

die in der Literatur als signifikant dargestellten Besonderheiten der Zink-Finger-

Domäne vermutlich keineswegs typisch für die postulierten orthologen Proteine

sind, sondern vielmehr eine divergente Entwicklung auf der Stammlinie der

Fruchtfliege widerspiegeln.

Sp5 und Sp6: paralog und redundant?

Sp5 bi ldet eine Unter-
gruppe der Sp1/XKLF-
Überfami l ie

In der vorgelegten Arbeit konnte die Subfamilie der „Sp1/BTEB/XKLF-Hybrid-

Transkriptionsfaktoren" mit Sp5 als inzwischen publiziertem Protein etabliert

werden. In der Veröffentlichung von Harrison SM. et al. (2000) wird noch davon

ausgegangen, dass Sp5 unmittelbar zur Gruppe der Sp1-Transkriptionsfaktoren

im engeren Sinne gehört, obwohl die charakteristischen Glutamin- und Serin/

Threonin-reichen Domänen fehlen. Mit Hilfe eines umfassenden Sequenz-

vergleiches konnte jedoch gezeigt werden, dass erhebliche Übereinstimmungen

mit den Proteinen der BTEB/XKLF-Gruppe bestehen, die nach den Vorgaben der

sparsamsten Erklärung nur im Rahmen eines Homologieverhältnisses begründbar

sind (Treichel D. et al.; 2001).

Sp6 gehört in dieselbe 
Untergruppe wie Sp5

Weiterhin konnte durch die Klonierung von Sp6 gezeigt werden, dass es noch

mindestens einen weiteren Vertreter dieser Gruppe im Proteom der Maus gibt.

Obwohl nur ein kleines Fragment der zugehörigen cDNA isoliert werden konnte,

zeigte sie eine deutliche Übereinstimmung mit der Sp5-Sequenz. Diese Annahme

wurde durch die putative Sp6-cDNA im Menschen klar unterstützt (siehe

„Klonierung und Expressionsanalyse von Sp6"). Wesentlicher Aspekt der
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Homologisierung ist hierbei das gemeinsame Auftreten einer Sp1-typischen

Zink-Finger- sowie BTD-Domäne und einer BTEB/XKLF-typischen Prolin-

reichen Domäne in den abgeleiteten Proteinen. 

Sp5 und Sp6 haben 
möglicherweise 
redundante Funktionen 
während der 
Embryogenese

Die beiden Gene bzw. Proteine wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht

weiter funktionell untersucht, weshalb keine ausführliche diesbezügliche

Diskussion erfolgen kann. Daher wird an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass

sich aufbauend auf der relativ nahen Verwandtschaft der Gene bzw. Proteine die

folgende funktionelle Hypothese ergibt: Die von Harrison SM. et al. (2000)

vorgelegte Arbeit zeigte, dass sich trotz des sehr spezifischen Expressionsmusters

von Sp5 nur minimale Veränderungen des Phänotyps der Nullmutanten

gegenüber den wildtypischen Kontrolltieren ergaben. Obwohl die durchgeführten

Hybridisierungsexperimente mit Sp6 keine befriedigenden Ergebnisse zeigten

(siehe „Klonierung und Expressionsanalyse von Sp6"), sprechen die bisherigen

Resultate der Expressionsanalyse dafür, dass Sp6 ein ähnliches Aktivitätsmuster

aufweist wie Sp5. Damit kann postuliert werden, dass es sich bei Sp5 und Sp6 um

ein „Redundanz-Paar" zweier paraloger Gene handelt, bei dem ein Gen

zumindest zu einem großen Teil die fehlende Funktion des anderen Gens

ausgleichen kann.

Ein Doppel-Knock Out 
von Sp5 und Sp6 führt 
vermut l ich zu phäno-
typischen 
Veränderungen

Angesichts des insbesondere im ZNS sehr interessanten Expressionsmusters von

Sp5 (siehe „Klonierung und Expressionsanalyse von Sp5") ergibt sich damit ein

konkreter experimenteller Ansatz für weitere Analysen: sollte das Redundanzver-

hältnis von Sp5 und Sp6 tatsächlich bestehen, würde eine gezielte Inaktivierung

beider Gene, ein sogenannter „Doppel-Knock out", möglicherweise dazu führen,

dass phänotypische Veränderungen in der Maus erzielt werden können. Mögliche

Konsequenzen wären u.a in den folgenden Strukturen zu erwarten, die innerhalb

der Abteilung für Molekulare Zellbiologie bereits im Zusammenhang mit

anderen gezielten Geninaktivierungen untersucht werden: 

• das Tegmentum des Mittel- und Hinterhirns, z.B. in den Mammilarkörpern -
siehe Fkh5-KO (Wehr R. et al.; 1997. Alvarez-Bolado G. et al.; 1999 );

• die Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze (MHG) - siehe Knk-Knock Out und Pax2/
Pax5-Knock Out (vorliegende Promotionsschrift und Schwarz M. et al.;
1997);

• die Ohranlagen - siehe Netrin1-Knock Out  (Salminen M. et al.; 2000);

• die Somiten - siehe Pax3-, Pax7- und Uncx4.1-Knock Outs (Mansouri A. et
al.; 1996. Mansouri A. et al.; 1998. Mansouri A. et al.; 2000. Mansouri A. et
al.; 2001);

• die Schwanzknospe bzw. den aus ihr entstehenden Derivaten - siehe Knk-
Knock Out (vorliegende Promotionsschrift).

Desweiteren könnten z.B. Derivate des Branchialbogensystems betroffen sein

sowie die Entwicklung des trigeminalen Ganglions, die jedoch mit Ausnahme der

Schilddrüsenentwicklung nicht gezielt in der Abteilung bearbeitet werden (siehe

Pax8-Knock Out - Mansouri A. et al.; 1998).
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Für die Annahme, dass ein Sp5-Sp6-Doppel-Knock Out einen phänotypischen

Effekt aufweisen sollte, sprechen auch die Erfahrungen mit den übrigen

Mitgliedern dieser Transkriptionsfaktor-Superfamilie. So weisen sowohl die

Mutanten aus der BTEB/XKLF-Gruppe zumeist deutliche Veränderungen auf, als

auch die der Sp1-Gruppe in sensu strictu. Gleiches gilt für die btd/Knk-Familie

(Gollner H. et al.; 2001. Kuo C.T. et al.; 1997a. Kuo C.T. et al.; 1997b. Marin M.

et al. 1997;  Tewari R. et al.; 1998. Wani M.A. et al.; 1998. und diese Arbeit).

Wenn Geschwister und Verwandte zueinander 

finden: btd, D-Sp1 und Knk bilden eine neue 

Genfamilie

Mit Ausnahme der im Rahmen der Doktorarbeit vorgelegten Publikation

(Treichel et al.; 2001) ordnen alle übrigen Autoren die bisher beschriebenen Gene

bzw. Proteine dieser Transkriptionsfaktorklasse entweder in die Sp1- oder BTEB/

XKLF-Gruppe ein. Einzige Bezugspunkte hierbei sind meistens das

Vorhandensein der BTD-Domäne und die Sequenzähnlichkeiten der Zink-Finger-

Domäne. In einigen Fällen wird auch der „Rest" der Proteine (der immerhin 30 -

80% der Gesamtgröße ausmacht) berücksichtigt, wobei - wie im Fall des BTD-

Proteins - keine detaillierte Analyse erfolgt. Bei genauerer Betrachtung zeigt sich,

dass Einordnungen auf dieser oberflächlichen Ebene z.T. signifikante Unter-

schiede verdecken, was im Kapitel „Sp1/Sp4 und btd - ein ungleiches Paar" der

Einleitung dargelegt wurde.

bilden buttonhead und 
D-Sp1 eine eigene 
Untergruppe der Sp1/
XKLF-Überfami l ie?

Im genannten Kapitel wurde die Hypothese aufgestellt, dass das btd-Gen

zusammen mit dem D-Sp1-Gen vermutlich eine eigene Untergruppe bildet,

dessen Vertebraten-Orthologe noch nicht bekannt sind. Die Argumente hierfür

waren die Unterschiede in der Glutamin-reichen Domäne, die daraus folgende

Neubewertung der Serin-reichen Domäne und das Vorkommen einer Alanin-

reichen Domäne. Diese Argumentation wurde zum einen gestützt durch die

Sequenzvergleiche der Zink-Finger-Domäne. Aber auch die übrigen Bereiche der

beiden Proteine deuten auf eine evolutive Alleinstellung hin. So weist D-Sp1 eine

Glutamin-reiche Domäne auf, die der von BTD entspricht und typisch für

Drosophila-Gene ist, aber nicht die Merkmale der Sp1-Transkriptionsfaktoren in

sensu strictu zeigt. Weiterhin besitzt D-Sp1 wie auch BTD einen poly-Alanin-

Bereich, der als funktionelle Domäne z.B. in den HOX/HOM-Proteinen

beschrieben ist (Goodman FR. et al.; 1997). Ebenfalls besitzen beide Proteine

Serin-reiche Regionen, die allerdings beim BTD-Protein deutlicher ausgeprägt

sind als beim D-Sp1-Protein. Letzteres weist zusätzlich eine Glycin-reiche

Domäne auf, die beim BTD-Protein nicht erkennbar ist. Zusammen mit den

funktionellen Analyseergebnissen eines redundanten Verhaltens der beiden

Proteine (Schöck et al.;1999) lassen die vorgelegten Daten darauf schließen, dass

BTD und D-Sp1 zueinander im Verhältnis von Paralogen stehen, also Schwester-

proteine hinsichtlich ihrer Homologiebeziehung sind.
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KNK weist zahlreiche 
Homologie-Merkmale 
zu BTD auf

Diese Hypothese wird durch die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse klar

unterstützt: Das klonierte Knopfkopf-Gen weist auf der Ebene des putativen

translatierten Proteins alle  Kriterien auf, die eine gemeinsame Homologisierung

mit btd und D-Sp1 rechtfertigen. So besitzt das KNK-Protein eine typische Sp1-

Zink-Finger- und BTD-Domäne, sowie eine Serin-, Alanin- und Glycin-reiche

Domäne. Weiterhin ist die Serin-reiche Domäne nicht an eine Glutamin-reiche

Domäne gekoppelt, wie es bei Sp1 - Sp4 der Fall ist. 

In der Einleitung (siehe: “Geschwistergene erzählen von den Eltern”) wurde eine

hypothetische Abstammung des btd-Gens von der Sp1-Subfamilie in sensu strictu

postuliert. Insbesondere der Vergleich mit dem Hefeprotein MIG1 zeigt, dass

entgegen dieser Annahme die BTEB/XKLF-Subfamilie phylogenetisch die

älteste Vertebraten-Gruppe bildet und erst über die Sp5/Sp6- und Knk/btd/D-Sp1-

Subfamilien die Sp1-Subfamilie in sensu strictu ableitbar ist. Dies bedeutet auch,

dass entgegen der einleitenden Hypothese die Merkmale, die btd (und Knk) mit

der BTEB/XKLF-Subfamilie verbinden, als plesiomorphe Positionen zu

betrachten sind.

zahl re iche BTD-Merk-
male sind autapomorphe 
Ableitungen 

In Übereinstimmung mit den einleitenden Annahmen ist weiterhin klar erkenn-

bar, dass ein Großteil der “charakteristischen” Merkmale des BTD-Proteins  als

autapomorphe Merkmal gewertet werden müssen, die einer divergenten Ent-

wicklung innerhalb des Drosophila-Stammbaums entstammen. Sowohl D-Sp1

als auch KNK weisen an den fraglichen Positionen durchgängig Aminosäurereste

auf, die dem erwarteten Übergang zwischen den Subfamilien entsprechen. Eine

weitere Konsequenz aus dieser phylogenetischen Abstammungslinie ist, dass das

Sp1-Gen bzw. -Protein kein geeigneter Namensgeber für diese Klasse der

Transkriptionsfaktoren ist. Dies ergibt sich nicht nur aus dessen stark abgeleiteter

Sequenz, sondern auch aus der Funktion im Organismus: Fast alle Mitglieder

dieser Familie besitzen ein sehr spezifisches Expressionsmuster und eine

selektive Bedeutung in der Organogenese. Erst die relativ spät evolvierten Sp1-,

Sp2- und Sp3-Proteine scheinen eine ubiquitäre Expression zu besitzen und

können mit einer “unspezifischen” Rolle bei der Transkriptionskontrolle von

nachgeschalteten Genen in Verbindung gebracht werden.

Zusammenfassung der 
phylogenetischen 
Analyse

Zusammenfassend ergibt sich aus der vorgelegten Sequenzanalyse, dass die Sp1/

BTEB/XKLF-Transkriptionsfaktoren mindestens vier Subfamilien umfasst:

• als phylogenetisch älteste Gruppe die BTEB/XKLF-Gruppe, die z.B. Ap2-
REP, BTEB2, EKLF, GKLF, LKLF, TIEG1, TIEG2 und BTEB3 umfasst;

• die Sp5/Sp6-Gruppe, die zwar bereits eine BTD-Domäne besitzen,
gleichzeitig aber noch die Prolin-reiche Domäne der vorherigen Gruppe;

• die KNK/D-Sp1/BTD-Gruppe, deren Zink-Finger-Domäne noch mehrere
plesiomorphe Sequenzmerkmale aufweist, die aber nicht mehr die Prolin-
reiche Domäne besitzen sondern Serin- und Alanin-reiche Domänen (D-Sp1
und KNK zusätzlich eine oder zwei Glycin-reiche Domänen);

• die Sp1-4-Gruppe, deren Zink-Finger-Domäne am weitesten abgeleitet ist
und die als gemeinsames Merkmal eine typische Kombination von Glutamin-
und Serin/Threonin-reichen Domänen besitzen.
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Zusätzlich kann man BTEB1 von allen übrigen Proteinen differenzieren, da es

neben den drei Zink-Fingern ausschließlich eine kurze und wenig ausgeprägte

Serin-reiche Domäne besitzt. 

Als letzte Untergruppe mit nur einem bekannten Vertreter kann Sp4 von den

übrigen drei Sp-Proteinen differenziert werden. Obwohl es keine Anhaltspunkte

in der Proteinsequenz hierfür gibt, spricht dessen Expressionsmuster für eine

gesonderte Betrachtung. Während Sp1, Sp2 und Sp3 weitgehend ubiquitär

exprimiert sind, was als synapomorphe Eigenschaft betrachtet werden kann,

weist Sp4 ein spezifisches Aktivitätsmuster während der Embryogenese auf und

entspricht in dieser Hinsicht deutlich stärker den evolutiv älteren Proteinen als

Sp1 - Sp3.

Von der Sequenz zur Expression: 

Die Regulation als Homologiekriterium

In der Einleitung (“Die Regulation des Regulators”) wurde dargelegt, dass für die

Homologisierung von Genen bzw. Proteinen drei Kriterien verwendet werden

können, die als Abwandlungen der drei Homologiekriterien nach Remane

betrachtet werden können:

2. Homologiekr i ter ium 
nach Remane

1. Übereinstimmung in speziellen Qualitäten ihrer Strukturen - entspricht

besonderen Sequenzmerkmalen (z.B. der BTD-Domäne).

1. Homologiekr i ter ium 
nach Remane

2. Gleiche Lage in vergleichbarem Gefügesystem - entspricht der Interaktion

mit Zielgenen bzw. -proteinen oder der Genregulation (z.B. die Expression)

3. Homologiekr i ter ium 
nach Remane

3. Übergänge zwischen den untersuchten Zuständen - entspricht dem Vergleich

von postulierten homologen Genen bzw. Proteinen in unterschiedlichen

Spezies (z.B. (a) die Otx/otd-Gene in unterschiedlichen Spezies zur Be-

gründung von Orthologiebeziehungen. b) die Pax/paired-Gene insgesamt zur

Begründung von Paralogiebeziehungen, z.T. auch Orthologiebeziehungen).

Da bislang keine weiteren btd-Orthologe außerhalb von Drosophila identifiziert

werden konnten, entfällt folglich die Möglichkeit entsprechend Punkt 3 die

Übergänge von verschiedenen Genzuständen zu vergleichen. 

Der im vorhergehenden Kapitel durchgeführte Sequenzvergleich (entsprechend

Punkt 1 und Punkt 3b) lieferte für die Homologisierung zahlreiche begründete

Argumente für den in Abbildung 60 dargestellten Stammbaum. Aufgrund der

großen Sequenzähnlichkeiten in der Zink-Finger-Box und dem hohen evolutiven

Alter der Gene, besteht jedoch eine gewisse “Unschärfe” bei der Ermittlung von

Verwandtschaftsbeziehungen auf der genannten Ebene. Dies zeigt sich z.B.

daran, dass der mit ClustalW berechnete Stammbaum ohne die artifizielle

Einbeziehung des Restes der Proteine, der von den bisher entwickelten

Programmen nicht verglichen werden kann, deutlich von dem gezeigten Ergebnis
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abweicht. Hier spielen z.B. die autapomorphen Merkmale eine relativ große

Rolle, so dass z.B. BTD je nach Auswahl der verglichenen Proteine sehr

unterschiedlich eingeordnet wird (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund dieser Probleme wurde im genannten Kapitel der Einleitung die

Bedeutung des Homologiekriteriums in Punkt 2 hervorgehoben. Basierend auf

der sehr viel höheren Komplexität von Gen- bzw. Proteinkaskaden verglichen mit

einem einzelnen Gen ergibt sich eine deutlich geringere Veränderung im Verlauf

der Evolution von Organismen. Außerdem bietet der Vergleich von Kaskaden den

Vorteil, dass zumindest in vielen Fällen die Evolution divergent verläuft und nur

selten konvergent, die Unterschiede also deutlicher hervortreten als bei

Sequenzvergleichen.

die Genregulation ist 
das entscheidende 
Homologiekr i ter ium

Im Falle des buttonhead-Gens bzw. BTD-Proteins sind die Zielgene nicht

bekannt und nur einige Interaktionspartner innerhalb des Transkriptions-

initiationskomplexes (Schöck F. et al.; 1999) identifiziert werden, weshalb ein

Vergleich der nachfolgenden Kaskade nicht möglich ist. Obwohl auch die

Faktoren, die das btd-Gen regulieren, also die vorgeschaltete Kaskade, nicht

bekannt sind, ist deren Effekt im Sinne der Genaktivierung technisch darstellbar.

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung kann die entsprechende mRNA detektiert

und somit die Genaktivität räumlich und zeitlich aufgelöst werden.

das “ideale Expres-
sionsmuster” eines 
btd-Orthologs

Anhand der Expressionsdaten des btd-Gens in der Fruchtfliege wurde in der

Einleitung ein “ideales Expressionsmuster” eines btd-Orthologs in der Maus

abgeleitet: 

1. in der Kopfregion, aber weiter caudal als die von Otx1/2 und Emx1/2;

2. danach im anterio-dorsalen Bereichen des Gehirns (Telencephalon?);

3. im posterioren Teil des ZNS = Rückenmark;

4. in Teilen des peripheren Nervensystems (Vorhersage sehr problematisch, da

es keine den Chordotonal-Organen homologen Vertebraten-Strukturen gibt);

5. in den Beinanlagen;

6. keine oder nur wenige andere Regionen des Körpers.

Vergleich der Expres-
sionsmuster von Sp5,  
Sp6 und Knk mit dem 
“ idea len Muster ”

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden drei Gene identifiziert und charak-

terisiert (Sp5, Sp6 und Knopfkopf), die bezogen auf die Sequenz der Zink-Finger-

Box als mögliche Orthologe des buttonhead-Gens in Frage kommen. Obwohl im

Falle von Sp5 und Sp6 der Rest der Gene bzw. der postulierten Proteine darauf

schließen lässt, dass sie eine eigene Subfamilie bilden (siehe vorhergehendes

Kapitel), kann nur auf Basis der Sequenzvergleiche nicht ausgeschlossen werden,

dass sie in einem Orthologieverhältnis zu btd stehen. 

eine Analyse der Sp6-
Expression war nur 
bedingt möglich

Die Expressionsanalyse von Sp6 war mit den isolierten cDNA-Fragmenten nicht

zufriedenstellend möglich und kann entsprechend nicht diskutiert werden.

Generell scheint die Aktivität des Gens aber ähnlich zu sein wie die von Sp5.
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Eine ausführliche Analyse der Sp5-Expression wurde im Rahmen der Doktor-

arbeit als gesonderte Publikation veröffentlicht (Treichel D. et al.; 2001) und im

Kapitel “Klonierung und Expressionsanalyse von Sp5” der vorliegenden Arbeit

beschrieben. 

Sp5 weist zahlreiche 
Übereinstimmungen 
mit dem “idealen 
Muster ”  auf

Die Sp5-Aktivität lässt sich in zwei Phasen einteilen: eine Gastrulations-

assoziierte Expression und eine Expression während der Organogenese.

Aufgrund der sehr starken Abwandlung der Gastrulationsprozesse in der Frucht-

fliege kann keine Homologisierung bezogen auf diese Phase erfolgen. Die

Organogenese-spezifische Expression von Sp5 zeigt dagegen zahlreiche

Übereinstimmungen mit dem “idealen Expressionsmuster”. Dazu zählt

insbesondere die ZNS-Aktivität im Di- und Mesencephalon, die später die

Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze (MHG) umfasst, sowie spezifische Regionen des

Diencephalons. Zusätzlich ist Sp5 im Rückenmark exprimiert, was ebenfalls den

Erwartungen entspricht.

signif ikante 
Unterschiede zwischen 
der Sp5- und btd-
Expression

Neben diesen Übereinstimmungen ergeben sich jedoch auch zahlreiche Unter-

schiede. So ist btd in den Beinanlagen exprimiert, von denen gezeigt wurde, dass

im Vergleich zwischen Drosophila und der Maus alle wesentlichen Gene als

Orthologe in beiden Spezies eine Rolle spielen (Weatherbee SD. et al.; 1999.

Zeller R. et al.; 1997). Sollte das btd-Ortholog in der Taufliege in eine der dort

bestehenden Kaskaden eingebunden sein, würde man auch in der Maus eine

entsprechende Expression erwarten. Umgekehrt existieren mit den Expressions-

domänen in den Somiten, der Chorda dorsalis und dem Branchialbogen-System

Aktivitätsbereiche des Sp5-Gens, die nicht in der Taufliege auftauchen. Obwohl

die Somiten und die Chorda dorsalis keine unmittelbar homologisierbaren

Strukturen in der Fliege besitzen, kann die Mesodermbildung allgemein durchaus

verglichen werden, was sich auf molekularer Ebene z.B. durch die orthologen

Gene des Hox- und Hom-Clusters zeigt. Analog hierzu wäre eine Expression von

btd in mesodermalen Strukturen von Drosophila zu erwarten, die jedoch bislang

nicht gezeigt werden konnten.

Sp5 und Sp6 stehen 
vermut l ich in keinem 
Orthologie-Verhältnis 
zu buttonhead

Zusammenfassend ergibt sich somit für Sp5 (und Sp6) ein uneinheitliches Bild

bezüglich der Expressiondaten als Homologiekriterium: Ein Teil entspricht der

hypothetischen “Idealexpression” (ZNS), während die Mehrzahl der Daten gegen

eine solche Verwandtschaftsbeziehung deutet (Somiten und Branchialbogen-

system sowie die fehlende Expression in den Extremitäten). Zusammen mit den

phylogenetischen Rekonstruktion auf Basis der Sequenzähnlichkeiten im

vorhergehenden Kapitel kann gefolgert werden, dass Sp5 (und Sp6) mit großer

Wahrscheinlichkeit keine orthologen Gene von buttonhead sind. Ob es auf der

anderen Seite in Drosophila orthologe Gene zu Sp5 und Sp6 gibt, ist nicht

bekannt. Allerdings muss hierbei bedacht werden, dass das gesamte Genom der

Fruchtfliege sequenziert vorliegt und man erwarten kann, dass ein solches

Ortholog aufgrund der sehr charakteristischen Zink-Finger-Box-Sequenz

erkennbar sein sollte.
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Vergleich des Expres-
sionsmusters von 
Knopfkopf mit dem 
“ idea len Muster ”

Das dritte in der Arbeit beschriebene Maus-Gen ist das Knopfkopf-Gen (Knk).

Auch hier wurde eine ausführliche Expressionsanalyse durchgeführt, die in den

Ergebnissen der vorliegenden Promotionsschrift dargestellt ist. Wie Sp5 besitzt

auch Knk eine zweiphasige Expression während der Gastrulation und der

Organogenese. Wie zuvor bei Sp5 gilt, dass die Gastrulationsexpression nur

bedingt auf die Situation in Drosophila übertragbar ist, da dort ein stark

abgewandelter Mechanismus vorliegt und eine ursprünglich vorhandene Aktivität

während der Gastrulation möglicherweise im Verlauf der Evolution verloren

ging. Allerdings kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass die Gen-

aktivität in der Gastrulation erst nach der Speziation entstanden ist, die zur

Aufspaltung in den Insekten- und Vertebraten-Ast führte. 

Unterschiede während 
der Gastrulation in der 
Expression von Knopf -
kopf und buttonhead

Für die Annahme eines spezifischen Verlustes in der Insektenlinie bzw. eines

Erwerbs in der Vertebratenlinie der gastrulationsspezifischen Knk-Expression

spricht, dass die Regulation während der Gastrulation und Organogenese

vollständig getrennt erfolgt. Dies konnte gezeigt werden, in dem ein Teil des Knk-

Promoters und -Gens mit dem ß-Lactamase-Gen gekoppelt wurden. Die

Sequenzbereiche des Knopfkopf-Locus’ umfassten in diesem Versuch ca. 8,2kb

und entsprechen 7,0 kb der Promotor-Region sowie Exon 1, Intron 1, Exon 2,

Intron 2 und ca. 150 bp des Exons 3 (siehe Abbildung 37 C – E). Das Fusions-

konstrukt wurde in Blastozysten injiziert und die resultierende LacZ-Aktivität der

transient transgenen Tiere mit X-Gal sichtbar gemacht. 

Dabei zeigte sich, dass das ß-Lactamase-Gen ausschließlich in gastrulierendem

Gewebe aktiv war. Weder eine Expression im zentralen Nervensystem, noch in

den Extremitäten (siehe unten) konnte mit diesem Konstrukt gezeigt werden.

Dies deutet darauf hin, dass nicht nur eine funktionelle Trennung der beiden

Expressionsphasen besteht, sondern auch eine räumliche Trennung der verant-

wortlichen Promotorelemente. 

Obwohl eine solche Trennung kein unmittelbares Argument für einen Verlust

bzw. nachträglichen Erwerb darstellt, ist sie eine notwendige Voraussetzung für

einen effektiven Austausch bzw. Verlust von Kontrollelementen. Würden diese

stattdessen alternierend in dem Locus verteilt sein, wäre eine Deletion praktisch

unmöglich, ohne auch andere Kontrollelemente zu treffen und ein nachträglicher

Erwerb hätte in mehreren Stufen folgen müssen, bei denen jedoch die einzelnen

Elemente funktionslos wären, was ein solches Ereignis statistisch sehr unwahr-

scheinlich macht.

die Organogenese-
spezifische Exression 
von Knk entspricht den 
Annahmen für ein 
“ ideales Muster” eines 
btd-Orthologs

Ein Vergleich der Expression während der Organogenese von Knk mit der

“idealen Expression” zeigt, dass es eine praktisch vollständige Korrelation gibt.

Die erste und stärkste Färbung bei der WMISH tritt im Bereich der prospektiven

Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze (MHG) auf, also einer Region die dem Übergang

vom Gnathozephalon zum Prosencephalon der Insekten entspricht. Diese Region

entspricht sehr gut der btd-Expression in den maxillaren, mandibularen,

intercalaren und antennalen Kopfsegmenten der Fliegenlarve. Auch relativ zur

Otx- und Emx-Aktivität entspricht dies den Vorhersagen einer weiter caudalen

Expression eines postulierten Orthologs.
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In Drosophila ist die nächste deutliche Expressionsdomäne eine nicht exakt

definierte Region Prosencephalon. Auch dies korreliert mit den Mausdaten, die

eine starke, etwas verzögerte Aktivität von Knk im Telencephalon zeigen.

Anschließend kann die btd-mRNA im Bauchmark der Larven nachgewiesen

werden, was wiederrum mit der Rückenmarks-Expression von Knk homolo-

gisiert werden kann. Bezüglich der neuronalen Aktivität bleibt als einzige nicht

homologisierbare btd-Expression ein Teil des peripheren Nervensystems, das

Chordotonal-Organ. Hierzu gibt es jedoch auch keine morphologische

Entsprechung in Vertebraten.

Außerhalb des Nervensystems konnte btd-mRNA nur in den Beinanlagen der

Larven in signifikanten Mengen nachgewiesen werden. Auch dies entspricht

exakt den Mausdaten, die zeigen, dass eine sehr frühe Knk in den Beinanlagen

und anschließend in der apikalen ektodermalen Leiste exprimiert wird.

Ein möglicher Unterschied zwischen der Regulation von btd und Knk ist die sehr

starke Farbreaktion in der WMISH in der Nasenanlage der Maus (siehe

Abbildung 38). Diese ist jedoch dadurch erklärbar, dass die Nasenplakode

neurogen ist, also Neuronen bildet, die die Verbindung zum ZNS herstellen und

auf Grund ihrer Myelinisierung durch Oligodendrozyten als Bestandteil des ZNS

aufgefasst werden. Zusätzlich gibt es Daten aus Drosophila, die eine Rolle von

btd bei der Antennenentwicklung andeuten. Obwohl die Homologisierung von

Antennen und der Nase von Mammaliern nicht im Detail bekannt ist, handelt es

sich in jedem Fall um Chemorezeptoren, also auf neuronaler Ebene vergleichbare

Systeme.

Zusammenfassung 
d e r  E x p r e s s i o n s -
verg le iche  zwischen  
Knopfkopf  und 
buttonhead

Zusammenfassend zeigen die Daten der Sequenzvergleiche und Expressions-

analysen, dass Sp5 und Sp6 eine eigene Untergruppe innerhalb der Sp1/

XKLF-Familie bilden und Paraloge zu buttonhead bilden. Demgegenüber

erfüllt Knopfkopf alle Kriterien für ein Ortholog zu buttonhead. Die

Überprüfung der Knk-Expression erfolgte sowohl durch die in situ-

Hybridisierungen als auch mit LacZ als Marker für die endogene Aktivität.

Knk spielt eine wesentliche Rolle in der 

Embryogenese der Maus

Inaktivierung des Knk-
Gens zur funktionellen 
Analyse

Zur funktionellen Analyse des Knopfkopf-Gens wurde es mittels homologer

Rekombination gezielt ausgeschaltet (“Knock Out”-Experiment). Mit dieser in-

zwischen weltweit etablierten Technik wird der endogene Lokus durch einen ver-

änderten Lokus ersetzt, der kein funktionelles Protein kodiert. Zusätzlich wurde

in diesem Experiment das endogene Gen durch das Gen für die ß-Galactosidase

(LacZ) ersetzt, so dass mit einer einfachen Farbreaktion die Ergebnisse der in

situ-Hybridisierungen überprüft werden können.
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Das LacZ-Gen dient 
auch zur Expressions-
Analyse von Knk

Ein Vergleich der Hybridisierungsdaten mit denen der LacZ-Färbungen zeigte,

dass keine Unterschiede erkennbar waren. Daher kann man davon ausgehen, dass

der experimentell erstellte Lokus keine Veränderung in den regulatorischen

Sequenzen aufwies. Da die heterozygoten Tiere nur einen minimalen Phänotyp

gegenüber den wildtypischen Tieren aufwiesen (siehe unten), stellen sie erstens

ein geeignetes System dar, um die Knk-Expression im Detail mit Hilfe von anti-

ß-Galactosidase-Antikörpern auch auf zellulärer Ebene zu studieren. Zweitens

kann der Knk-KO-Lokus der heterozygoten Tiere bei Bedarf als Marker für die

Analyse von anderen Experimenten eingesetzt werden. Letzteres ist im Rahmen

der vorliegenden Doktorarbeit jedoch nicht erfolgt.

Die Inaktivierung von 
Knk hat einen letalen 
Phänotyp zur Folge

Bei der Zucht von mutanten Tieren zeigte sich, dass die homozygoten Mäuse bis

zur Geburt überleben (“hetero-” bzw. “homozygot” bezieht sich im Folgenden

ausschließlich auf den Zustand der rekombinant veränderten Knk-Allele, bei

denen die Knk-kodierenden Bereiche durch das LacZ-Gen ersetzt wurden). Trotz

der sehr schweren phänotypischen Veränderungen in den homozygoten Mutanten

betreffen diese offensichtlich keine unmittelbar vitalen Funktionen des

Organismus’ wie z.B. das Herz-Kreislauf-System. 

Warum die Tiere unmittelbar nach der Geburt sterben, ist nicht bekannt. Zum

einen kommt als Ursache der Holoprosencephalus in Frage (siehe unten). Eine

weitere Möglichkeit, die nur indirekt mit den phänotypischen Veränderungen im

Zusammenhang stehen würde, ist eine erhebliche Beeinträchtigung oder

vollständige Unterbindung der Atmung. Hierfür spricht, dass trotz des sehr stark

verkürzten Rumpfes (siehe unten) alle internen Organe auch bezüglich ihrer

Größe normal angelegt werden. Daraus folgt, dass die Lungen der Tiere durch die

nach oben gedrückten Organe des Bauchraumes (z.B. die Leber und Magen/

Darm) so stark komprimiert werden, dass sie schließlich ersticken.

Theoretisch wäre diese Möglichkeit dadurch zu verifizieren, dass die Jungtiere

bei der Geburt überwacht werden. Erstens könnte dabei überprüft werden, ob sie

sichtbare Atembewegungen ausführen. Sollte dies zutreffen, könnte nach dem

Tod der Tiere überprüft werden, ob die Lungen entfaltet und mit Luft gefüllt sind.

Sollte dies nicht der Fall sein, wäre dies ein starkes Argument für die Hypothese,

dass die Tiere unmittelbar nach der Geburt ersticken. 

Gegen die Möglichkeit, dass bereits die Atembewegungen nicht erfolgen, spricht

die Beobachtung bei der operativen Präparation von Embryonen aus den

Muttertieren. Hierbei zeigt sich, dass sie zumindest unter den Bedingungen der

Präparation klar erkennbare Atembewegungen ausführen. 

Die Entfaltung der Lungen und Füllung mit Luft wurde nicht untersucht. Die

Muttertiere werden sehr leicht durch die Anwesenheit eines Menschen gestört

und können die bevorstehende Geburt hinauszögern, weshalb es nicht möglich

war, unmittelbar bei der Geburt der Jungtiere anwesend zu sein. Dies wäre jedoch

die Voraussetzung für eine Analyse der Todesursache, da die Muttertiere die toten

Jungen bereits kurz nach der Geburt auffressen und damit eine weitere

Untersuchung unmöglich ist.
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Heterozygote Tiere 
weisen eine nur leichte 
phänotypische 
Veränderung auf

Erfahrungen mit ähnlichen Experimenten haben in der Vergangenheit gezeigt,

dass z.T. nicht nur die Inaktivierung des Gens zu einem Phänotyp führen können,

sondern auch die Einbringung von zusätzlichen Genen wie z.B. dem Neomycin-

Resistenz-Gen (Olson EN. et al.; 1996. Meyers EN. et al.; 1998). Sollte das

Neomycin-Resistenz-Gen des gewählten Konstruktes selbst für einen Teil des

weiter unten beschriebenen Phänotyps verantwortlich sein, sollte dieser Effekt

dosisabhängig sein und somit auch in heterozygoten Mutanten auftreten,

allerdings in abgeschwächter Form.

Die heterozygoten Mutanten entstehen bei der Zucht von homozygoten

Mutanten. Sie traten im Verhältnis 1:1 auf (Mendelsche Verteilung) und zeigten

in den meisten Fällen keinen Phänotyp, der mit den angewandten Methoden

detektierbar war. Lediglich in ca. einem Drittel der Fälle wiesen die Tiere eine

leichte phänotypische Veränderung auf. Diese äußerte sich in einer Skelett-

anomalie der Schwanzspitze (Daten nicht gezeigt).

Es kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass der beobachtete

heterozygote Phänotyp eine direkte Folge des Neomycin-Resistenz-Gens ist.

Verglichen mit den sehr schweren phänotypischen Veränderungen der homo-

zygoten Mutanten (siehe Ergebnisse und die folgende Diskussion) ist der Knick

in der Schwanzspitze jedoch eine unverhältnismäßig viel schwächere Verän-

derung. Daher ist sie einfacher als Folge der Knk-Expression während der

Gastrulation zu deuten als eine Folge der Einbringung von zusätzlichem

genetischen Material wie dem Neomycin-Resistenz-Gen.

Wie in den Abbildungen 46 bis 52 dargestellt, weisen die homozygoten

Embryonen einen sehr starken Phänotyp auf. Dieser betrifft mit einer Ausnahme

alle morphologischen Strukturen, in denen Knk exprimiert wird.

in  Knk-def iz ienten 
Mäusen ist die 
sekundäre Gastrulation 
b lock ier t

Wie in den Ergebnissen dargestellt, kann die Knk-Expression in zwei Phasen

aufgetrennt werden: eine gastrulationsspezifische und eine organogenese-

spezifische Aktivität. Bei grober Betrachtung zeigt sich die Gastrulation

unverändert, da die Embryonen in die Neurulation etc. übergehen. Die Skelett-

präparationen (siehe Abbildung 46D, E; und 48G–I) zeigen jedoch, dass alle

Wirbel unterhalb des thorakalen Bereichs vollständig fehlen. 

Dieser Phänotyp kann auf Basis der zweistufigen Gastrulation von Vertebraten

erklärt werden. Die primäre Gastrulation erfolgt, indem bereits existierende

Zellen durch Wanderungsbewegungen neue Eigenschaften annehmen und

Strukturen bilden. Hierbei wird der Großteil des Kopfes gebildet und die meso-

und (neuro-)ektodermalen Anteile des Rumpfes bis einschließlich des Thorax’.

Unterhalb des Thorax’ dagegen entstehen die meso- und (neuro-)ektodermalen

Strukturen während der sekundären Gastrulation aus einer Schwanzknospe, die

mesenchymale Zellen enthält, die sich rostral z.B. in Somiten differenzieren.

Dabei wird die Schwanzknospe selbst immer weiter nach caudal verschoben und

bildet auf diese Weise den gesamten Rumpf unterhalb des Thorax’.
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Die Teilung und/oder Differenzierung dieser mesenchymalen Zellen der

Schwanzknospe, in der Knk stark exprimiert wird (siehe Abbildung 36B, C und

37C–E), scheint in den homozygoten Mutanten nicht mehr zu funktionieren. Der

Effekt ist, dass alle Strukuren, die während dieses Prozesses normalerweise

gebildet werden, in den KO-Mäusen fehlen. Am deutlichsten ist dies am völligen

Fehlen der Wirbel zu erkennen, die aus den Somiten hervorgehen und in

wildtypischen Mäusen die lumbale und sakrale Wirbelsäule sowie den Schwanz

bilden. Stattdessen endet die entwickelte Wirbelsäule unterhalb des Thorax in

einer Spina bifida, also einem nicht geschlossenen Neuralrohr, was auf die

Defekte bei der Wirbelsäule zurückgeführt werden kann.

Dieses Ergebnis erklärt auch den leichten heterozygoten Phänotyp, bei dem bei

einigen Tieren ein leichter Knick in der Schwanzspitze zu beobachten ist.

Offensichtlich funktioniert der Prozess der sekundären Gastrulation bei

heterozygoten Embryonen noch weitgehend ungestört. Lediglich ganz am Ende

der Entwicklung kommt das Fehlen eines Allels zum Tragen, was sich in den

Missbildungen der Wirbel ausdrückt.

Das ZNS weist massive 
Fehlbildungen bei den 
Knk-Mutanten auf

Ähnlich stark sind die Konsequenzen im sich entwickelnden Gehirn. Wie die

Schwanzknospe selbst werden auch alle Bereiche des Gehirns angelegt. Sogar die

Ausbildung von Unterteilungen werden noch normal angelegt, was im Fall der

MHG an der Expression von Fgf8 oder der caudalen Aktivitätsgrenze von Otx2

deutlich sichtbar ist (siehe Abbildung 50). Erst in der späteren Wachstums- und

Differenzierungsphase kommt das Fehlen der Knk-Aktivität zum Tragen. So fehlt

z.B. das Cerebellum vollständig und auch das Telencephalon kann sich nicht

korrekt entwickeln.

Besonders bemerkenswert hierbei ist die weitere Entwicklung des Telence-

phalons. Obwohl in allen Fällen ein vollständig entwickelter Holoprosencephalus

zu beobachten war, das Neuralrohr also nicht geschlossen wurde, werden wie an

der MHG auch hier alle getesteten Differenzierungsmarker exprimiert. Allerdings

bilden sich auf Grund des fehlenden Verschlusses des Neuralrohres keine

Ventrikel aus, von denen aus die weitere Differenzierung in einer von innen nach

außen gerichteten Abfolge erfolgt. Stattdessen bilden die offenen Halbseiten des

Neuralrohres im Bereich des Telencephalons einen Hohlraum innerhalb des

Gewebes (siehe Abbildung 51). 

Dieser entsteht vermutlich dadurch, dass die im Wildtyp innen liegenden Zellen

der Ventrikularzone in der mutierten Struktur jetzt außen liegen und von dieser

Oberfläche ausgehend die Zellen radial auswandern und zumindest einen Teil

ihrer normalen Differenzierung durchlaufen. Hierbei entsteht die in Abbildung 51

dargestellte “inside-out”-Architektur. Diese enthält alle typischen molekularen

Marker und die relative Lage der einzelnen Marker zueinander ist konserviert,

unabhängig vom insgesamt umgekehrten Aufbau. 

In der Mitte der Wand des Neuralrohres treffen dann die Zellen aufeinander, die

von den Seiten ausgehend in das Gewebe radial eingewandert sind und normaler-

weise auf der Oberfläche des Telencephalons die Cortical-Platte und Marginal-
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zone bilden würden. Dabei bilden sie vermutlich entsprechend ihrer natürlichen

Funktion eine neue “Oberfläche” innerhalb des Gewebes, die schließlich zur

Bildung des Hohlraums führt.

Besonders interessant ist diese Beobachtung unter dem Aspekt, dass die Zellen

theoretisch von den Außenflächen (der Ventrikularzone in den Mutanten)

ausgehend immer weiter wandern könnte, bis sie auf der anderen Seite die

gegenüberliegende Ventrikularzone ereicht haben. Dies würde dazu führen, dass

die Architektur vollständig verloren ginge, da sich die Zellen auf diese Weise

vollständig untereinander mischen würden. 

Eine Erklärung dafür, dass die Zellen sich nicht mischen, sondern in der Mitte

“steckenbleiben”, wäre, dass sie den Abstand oder die Zeit ihrer Wanderung auf

unbekannte Art und Weise messen und nach einer definierten Strecke oder

Zeitspanne die Mobilität verlieren. Alternativ hierzu wäre die Möglichkeit, dass

sich z.B. ausgehend von der Ventrikularzone, die wie im Wildtyp eine definierte

Oberfläche bildet und damit als “Orientierungspunkt” dienen könnte, ein

Gradient aus anziehenden und / oder abstoßenden Molekülen bildet. An diesem

könnten sich die migrierenden Zellen ausrichten und ihre relative Position

bestimmen. Welche der verschiedenen Möglichkeiten tatsächlich genutzt wird,

wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit nicht weiter untersucht.

den homozygoten 
Mutanten fehlt die Nase 
und der Gaumen

Ebenfalls überraschend ist der Effekt der Mutation auf die Entwicklung der Nase.

Wie die LacZ-Färbung zeigt, ist die Nasenplakode stark Knk-positiv und später

die Neuronen, die vom Riechepithel ausgehend die Verbindung zum Riechkolben

des ZNS bilden (siehe Abbildung 38). 

Die morphologische Analyse der Mutanten zeigt, dass den Tieren nicht nur die

Neuronen fehlen, die das Riechepithel bilden, sondern dass sie keinerlei

Nasenstrukturen ausbilden und auch das Pallatum völlig fehlt. Diese Strukturen

werden vom Ektoderm der Mundbucht bzw. als Oberkieferfortsätze (sekundärer

Gaumen) gebildet und sind selbst Knk-negativ. Demnach würde die Expression

von Knk erwarten lassen, dass der Nasen-Rachen-Raum normal gebildet wird und

lediglich das Riechepithel fehlt. 

Die empirische Beobachtung, dass entgegen dieser Annahme die gesamte

Struktur fehlt, deutet darauf hin, dass, als eine Möglichkeit, ausgehend von den

Nasenplakoden bzw. den sich bildenden Neuronen ein induktives Signal ausgeht,

dass für die Bildung der Nase und des Gaumens notwendig ist. Fehlen die

Neuronen, käme es nach diesem Modell nicht zur Induktion mit der Folge, dass

die Strukturen nicht angelegt werden. 

Eine alternative Erklärung für das Fehlen der Nase und des Gaumens wäre, dass

die Effekte im Tel- und Mesencephalon dazu führen, dass die Neuralleisten-

zellen aus diesen Regionen nicht mehr gebildet werden. Diese sind an der

Bildung von Nase und Gaumen beteiligt und könnten somit indirekt zum Verlust

der Strukturen führen (Osumi-Yamashita N. et al.; 1994). Weitere Unter-
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suchungen zur Klärung des Mechanismus’ wurden im Rahmen der Doktorarbeit

nicht durchgeführt.

Eine ähnliche Situation wie in der Schwanzknospe und im Gehirn zeigt sich auch

bei der Entwicklung der Extremitäten. Auch sie werden ursprünglich angelegt,

können sich aber nicht so entwickeln, wie es bei den Wildtypen der Fall ist. Die

Untersuchung der Embryonen mit dem Rasterelektronenmikroskop zeigt, dass als

vermutlich wesentlicher Effekt der Knk-Mutation die apikale ektodermale Leiste

(AEL) nicht ausgebildet wird (siehe Abbildung 48). Obwohl z.B. Fgf8 ähnlich

wie im Fall der Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze exprimiert wird, kann keine

morphologisch differenzierte AEL erkannt werden. Das Fehlen dieser Struktur

dürfte letztlich für den beobachteten späteren Phänotyp verantwortlich sein.

Insbesondere die Skelettpräparationen (siehe Abbildung 48G–I) zeigen, dass nur

noch ein sehr kleiner Rest der Extremitäten gebildet wird (vermutlich ein Stück

vom Humerus und Femur).

die Hinterbeine werden 
induziert, obwohl keine 
Somiten caudal der 
thorakalen Region 
angelegt werden

Eine Besonderheit bezüglich der Induktion der Extremitätenanlagen ergibt sich

für die Hinterbeine. Es wird allgeimein angenommen, dass die Somiten eine

entscheidende Rolle bei den ersten Induktionsereignissen spielen. Arbeiten am

Huhn haben gezeig, dass auf der Höhe der Somiten 15–20 die Flügel entstehen

und auf Höhe der Somiten 26–32 die Hinterbeine (z.B. Ohuchi H. und Noji S.;

1999. Lance-Jones C.; 1988). Molekular haben hierbei die FGF-Signale und

FGF-Rezeptoren eine große Bedeutung (z.B. Martin GR.; 1998. Cohn MJ. und

Tickle C.; 1996).

Während in den Knk-Mutanten die Bildung der Somiten auf der Höhe der

Vorderextremitäten ohne erkennbare phänotypische Veränderungen erfolgt, kann

ein in der anterior-posterioren Achse gemustertes Mesoderm nur bis zum letzten

thorakalen Somiten beobachtet werden, dem Somiten Nr. 24 (siehe z.B. Kaufman

MH. und Bard JBL.; 1999). Alle weiter caudal gelegenen mesodermalen

Strukturen, die bei wildtypischen Embryonen während der sekundären Gastru-

lation angelegt werden, fehlen dagegen in den Knk-Mutanten. 

Damit ergibt sich die Situation, dass die Induktion der Hinterbeine erfolgt,

obwohl die Strukturen, die nach bisheriger Meinung zumindest eine entschei-

dende Rolle bei diesen Prozessen spielen, nicht angelegt werden. Eine weiter-

gehende Analyse dieser Beobachtung ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht erfolgt.

im Rückenmark kann 
keine Funktion von Knk 
nachgewiesen werden

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Strukturen, die massiv durch das

Fehlen der Knk-Aktivität betroffen sind, weist das Rückenmark keine morpholo-

gischen oder molekularbiologischen Unterschied zu den wildtypischen Kontroll-

tieren auf (siehe Abbildung 53). Mögliche Erklärungen hierfür sind

1. die niedrige Expressionsrate von Knk im Rückenmark. Verglichen mit den

betroffenen Strukturen ist die relative Signalstärke bei den WMISH hier

deutlich geringer. Diese Beobachtung kann dahingehend interpretiert

werden, dass das KNK-Protein ebenfalls eine geringere Rolle bei der
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Transkriptionskontrolle anderer Gene spielt und ein Fehlen durch andere

Faktoren zumindest teilweise ausgeglichen werden kann. Dadurch würde

eine mögliche Fehlregulation so geringe Konsequenzen haben, dass

phänotypische Veränderungen nur unterhalb der Detektionsgrenze mit den

durchgeführten Tests entstehen.

Um diese Möglichkeit zu überprüfen, könnte z.B. mit Hilfe eines

konditionalen KO-Experimentes ausschließlich ein Effekt im Rückenmark

untersucht werden. Da die Tiere bei einer entsprechenden Gestaltung des

konditionalen Systems außerhalb des Rückenmarks keine phänotypischen

Veränderungen aufweisen und somit lebensfähig sein sollten, wäre ein

längerfristigr Effekt sichtbar und zusätzlich die allgemeine Vergleichbarkeit

verbessert, da durch das Fehlen von Wirbeldefekten (s.o.) eine indirekte

Veränderung ausgeschlossen wäre.

2. Ebenfalls nicht ausgeschlossen ist die Möglichkeit eines weiteren btd / D-

Sp1-Orthologs in der Maus. Die Situation in Drosophila zeigt, dass

besonders bei der Entwicklung des Bauchmarks, das als Homolog zum

Rückenmark gewertet werden kann, eine Redundanzbeziehung zwischen

buttonhead und D-Sp1 besteht (Wimmer et al.; 1996. Schöck F. et al.; 1999).

Sollte ein vergleichbares Paralog auch in der Maus existieren, könnte der

Verlust der Knk-Aktivität durch dieses postulierte zweite Gen ausgeglichen

werden.

3. Eine weitere Möglichkeit ist, dass Knopfkopf keine spezifische Funktion im

Rückenmark hat. Prinzipiell kann nur eine Selektion auf solche

Eigenschaften eines Gens oder Protein erfolgen, die einen Effekt auf die

Überlebenswahrscheinlichkeit des Individuums bzw. dessen Nachkommen

haben. Sollte die relativ schwache Expression im Rückenmark lediglich ein

indirekter Effekt z.B. der Kontrollelemente für die Expression im Gehirn

sein - sie also nur passiv beibehalten wurden - würde ein Verlust der Knk-

Aktivität keinen Effekt auf die Entwicklung haben.

Welche dieser drei alternativen Erklärungsmöglichkeiten tatsächlich zutreffen

kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Hinsichtlich einer

Funktionskontrolle wäre lediglich durch die konditionale Inaktivierung von Knk

eine positive Antwort zu erhalten.

die phänotypischen 
Veränderungen sind 
ausschließlich auf die 
Knk-expr imierenden 
Gewebe beschränkt

Ein weiterer Punkt bei der Beurteilung der erzeugten Mutation ist die Frage der

Spezifität. Insbesondere durch die wechselseitigen Induktionen von verschie-

denen Geweben während der Embryonalentwicklung von Vertebraten besteht die

Möglichkeit, dass Teile des beobachteten Phänotyps nur indirekt auf das Fehlen

der Knk-Aktivität zurückzuführen sind. Eine solche mittelbare Veränderung wäre

z.B. daran zu erkennen, dass Gewebe, die Knk nicht oder nur auf einem sehr

niedrigen Niveau exprimieren, phänotypische Veränderungen aufweisen.

Insbesondere im Gehirn könnte eine solche Situation erwartet werden, da sowohl

der anteriore Anteil, das Telenzephalon, als auch der posteriore Anteil, die MHG,

sehr stark von der Mutation betroffen sind. Die Analyse des Diencephalons und
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der Augenentwicklung zeigten, dass dieser zwischen dem Telencephalon und der

MHG liegende Teil des Gehirns keine sichtbaren Veränderungen aufweist (Daten

nicht gezeigt). Damit kann nur bei der Nasenentwicklung von einem indirekten

Effekt durch fehlende induktive Prozesse oder dem Verlust von Neuralleisten-

Zellen ausgegangen werden.

Zusammenfassung 
des  Knk-Phänotyps

Zusammenfassend ergibt sich als Gemeinsamkeit der beobachteten phäno-

typischen Veränderungen, dass 

1. die betroffenen Strukturen zu Beginn der Embryonalentwicklung

entstehen und 

2. alle getesteten frühen Differenzierungsmarker weitgehend normal

exprimiert werden.

3. im weiteren Verlauf der Entwicklung dieser Vorläuferstrukturen jedoch

nicht dazu in der Lage sind, die molekulargenetischen Informationen

“umzusetzen” und die wildtypisch Morphologie / Anatomie durch ein

weiteres Wachstum und Differenzierung zu erzeugen.

4. der Effekt der Mutation sehr spezifisch ist, da mit Ausnahme von Nase

und Gaumen nur solche Strukturen betroffen sind, in denen Knk

exprimiert wird.

5. lediglich eine Knk-exprimierende Struktur, das Rückenmark, keine

morphologische Veränderung aufweist.

Zusätzlich deuten die Beobachtungen darauf hin, dass insbesondere das

Telencephalon eine hohe Selbstorganisations-Fähigkeit besitzt und sogar in

einer “umgestülpten Anordnung” eine anfängliche Regionalisierung

durchläuft. Weiterhin zeigen die Daten bei der Nasenentwicklung, dass

vermutlich ausgehend von den Neuronen der nasalen Plakode ein Signal zur

Induktion der Nase und des Gaumens erfolgt.

Knopfköpfe im Tierreich

Auf Grund der divergenten Evolution des btd-Gens bzw. -Proteins in der

Drosophila-Linie war es bislang nicht möglich, durch Sequenzvergleiche

mögliche btd-Orthologe zu identifizieren. Mit Hilfe der Maus-Informationen

konnten die Datenbanken erneut durchsucht werden und zahlreiche Kandidaten

für die gesuchten Orthologe in anderen Spezies zu finden.

das humane Genom 
weist  mit  großer 
Wahrscheinl ichkeit  ein 
Ortholog zum 
Knopfkopf-Gen auf

Durch die relativ große Nähe zwischen der Maus und dem Menschen als Vertreter

der Säugetiere ist es nicht verwunderlich, dass ein praktisch identisches Gen in

den humanen Datenbanken identifiziert werden konnte (siehe Abbildung 55).

Insbesondere auf Basis der über 90%igen Sequenzübereinstimmung außerhalb

der Zink-Finger-Domäne kann mit Sicherheit angenommen werden, dass es sich

bei dem in silico identifizierten Gen tatsächlich um das gesuchte humane
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Ortholog handelt, obwohl keine Informationen über das Expressions-Muster

vorliegen.

Außerhalb der Säuger nehmen die Sequenz-Unterschiede zwischen orthologen

Genen erfahrungsgemäß deutlich zu. Daher ist nicht zu erwarten, dass eine

Datenbank-Suche für andere Vertebraten außerhalb der Mammalia-Linie eine

ähnlich hohe Übereinstimmung mit der Maus- bzw. humanen Sequenz ergibt.

Daher ist es in jedem Fall notwendig, die möglichen Kandidaten auch anhand

ihrer Expressionsmuster als zusätzliches Homologie-Kriterium zu beurteilen.

in  Xenopus laevis und 
Danio rer io wurden 
Homologe zu Knk/ btd 
ident i f iz ier t ,  deren 
Orthologie-Beziehun-
gen jedoch unklar sind

Im Südafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) als Vertreter der Amphibien

konnten anhand der Sequenzübereinstimmungen in der Zink-Finger-Domäne

zwei Gene identifiziert werden, die als mögliche Orthologe in Frage kommen. Es

handelt sich dabei um die Sequenzen BF 613731 und AW 643693 (siehe

Abbildung 57). Da für keines der beiden Gene bislang die Expressions-Muster

bekannt sind, kann z.Z. nicht beurteilt werden, ob eines von ihnen eine Aktivität

aufweist, die derjenigen von Knk in der Maus bzw. btd in der Fruchtfliege

entspricht.

Auch im Zebrafisch (Danio rerio) als Vertreter der Fische konnten insgesamt vier

Gene identifiziert werden, die hinsichtlich der Sequenzübereinstimmungen als

Orthologe von btd bzw. Knk in Frage kommen. Es handelt sich hierbei um die

Sequenzen AF388363, AI877560, AI657942 und AW778404 (siehe Abbildung

56). Von diesen wurde das erste in der Literatur als Zebrafisch-Ortholog von btd

beschrieben und als Bts1 benannt (Tallafuß A. et al.; 2001). 

ein Vergleich von Bts1 
m i t  Knk und Sp5 macht 
eine Orthologie zu btd 
unwahrscheinl ich

Der Vergleich der WMISH-Daten zeigt jedoch, dass trotz der hohen Sequenz-

ähnlichkeit in der Zink-Finger-Domäne und den teilweise vorhandenen Überein-

stimmungen mit den erwarteten Expressions-Domänen eine solche Orthologie-

Beziehung sehr unwahrscheinlich ist.

Auch bezogen auf die Aminosäuresequenz außerhalb der Zink-Finger-Domäne

entspricht Bts1 nicht vollständig den Erwartungen. Zwar weist das Protein keine

Prolin-reiche Domäne wie Sp5 auf, hat aber eine Glutamin-reiche Domäne, die

erst später in der Entwicklung entstanden ist (siehe Abbildung 8 und 60). Auf der

anderen Seite fehlt eine Alanin-reiche Domäne, die in BTD und KNK vorkommt

und z.B. in HOX-Proteinen als wichtiger Bestandteil der Aktivierungs-Domäne

identifiziert wurde.
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Auf Basis dieser Vergleiche erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass das

Zebrafisch-Gen Bts1 ein Ortholog von btd ist. Insgesamt sprechen die Daten

vielmehr dafür, das es sich um ein Gen handelt, das in einem Orthologie-

Verhältnis zu Sp5 steht, aber bereits einige Charakteristika der Sp1-Familie in

sensu strictu (Sp1-Sp4) enthält.

Insgesamt zeigt die Analyse, dass zahlreiche mögliche Orthologe in weiteren

Organismen existieren. Aus der Existenz von btd in Drosophila und Knk in der

Maus folgt unmittelbar, dass es auch in allen evolutiven Zwischenformen ein

entsprechendes Homolog gegeben haben muss. Da es keine begründeten

Argumente für ihre nachträgliche Eliminiertung gibt, kann angenommen werden,

dass sie auch in den heute existierenden Vöglen, Amphibien, Fischen usw.

existieren. 

Mit Hilfe der in vorliegenden Promotion erarbeiteten Kriterien - Sequenz-

Ähnlichkeit und Expressions-Profile - sollte es möglich sein, sie als Orthologe

zu identifiziert. Das erste Kriterium, die Sequenz-Ähnlichkeit, ist durch die an-

fängliche Identifizierung der Kandidaten mit Hilfe der in silico-Vergleiche bereits

teilweise erfüllt. Im nächsten Schritt müssen die allgemeinen Proteinstrukturen

insbesondere außerhalb der Zink-Finger-Domäne und die Expressions-Daten der

einzelnen Kandidaten-Gene systematisch ermittelt und verglichen werden, wie es

z.B. für Bts1 durchgeführt wurde. Bei der Mehrzahl der Gene wird man wie bei

Bts1 im Ausschlussverfahren zu dem Ergebnis kommen, dass eine Orthologie-

Expressionsdomäne Knk Bts1 Sp5

Gastrulation, Schwanzknospe ++ ++ ++
Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze ++ ++ ++
Telencephalon ++ - -
Rückenmark + + +
Extremitätenanlage ++ ? -
nasale Placode ++ ? -
otisches Vesikel + + +
Diencephalon - ++ ++
Trigeminus - ? ++
Somiten - ++ ++
Branchialbogen-System - ? ++

Abb.61:  Vergleich der Expressionsdomänen von Bts1 mit den murinen
Genen Knk und Sp5. Der Vergleich der Expressionsdomänen zeigt eine sehr große
Übereinstimmung zwischen Sp5 und Bts1. Diese ist bereits auf Basis der untersuchten
Stadien offensichtlich. In der Publikation von Tallafuß et al. wurden nur frühe Stadien
untersucht, so dass die etwas später entstehenden Strukturen wie die Extremitäten-
Anlagen oder das Branchialbogensystem nicht in die Analyse einbezogen wurden.
Demgegenüber ist die Übereinstimmung mit der Knk-Expression sehr gering und
entspricht dort, wo Abweichungen gefunden werden, nicht den Erwartungen eines
“idealen Expressions-Musters” für ein btd-Ortholog.
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Beziehung zu btd und Knk zumindest unwahrscheinlich ist. Gleichzeitig sollten

die Kriterien aber auch ausreichen, um bei einigen Genen eine positive Aussage

machen zu können, also dass die überwiegende Mehrzahl der Daten

übereinstimmt mit den “idealen Erwartungs-werten”. Sobald dies geschehen ist

können die experimentellen Vorzüge der unterschiedlichen Modellorganismen

genutzt werden, um die vielfältigen Fragen zu Funktion und Wirkungsweise von

btd/Knk zu beantworten.

Maus-Mutanten und das Roberts-Syndrom:

Welche Rolle spielt Knk in der Humangenetik?

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Knopfkopf-Gen eine

zentrale Rolle in der Embryogenese der Maus spielt und dass dessen experi-

mentelle Inaktivierung zu schweren Missbildungen führt. Bei der Analyse

anderer Gene hat sich gezeigt, dass in vielen Fällen auch natürliche Maus-

Mutanten existieren, bei denen ein Gen entweder vollständig ausgeschaltet ist

oder dessen Funktion teilweise in Form von hypomorphen Allelen verloren

wurde. Beispiele hierfür sind die Pax-Gene: Pax2 = Nierendefekte und Coloboma

(Sanyanusin P. et al.; 1995), Pax3 = Waardenburg Syndrom (Tassabehji M. et al.;

1993) oder Pax6 = Aniridie (Hanson IM. et al.; 1993).

Um solche natürliche Mutanten zu finden, können erstens die phänotypischen

Beschreibungen in entsprechenden Datenbanken und der Literatur mit denen der

KO-Mäuse verglichen werden. Diese Methode ist allerdings nur zielführend,

wenn die natürlichen Mutanten ebenfalls auf einer vollständigen Inaktiverung des

Gens beruhen, da die hypomorphen Allele oder die Deletionen eines Locus’ mit

mehreren Genen  zu anderen Phänotypen führt. Eine zweite Methode nutzt die

Kenntnis der exakten genomischen Lokalisation von Mutationen, die mit der

entsprechenden Lokalisation des fraglichen Gens verglichen werden.

das Maus-Knopfkopf-
Gen liegt auf dem 
Chromosom 12

Ein Vergleich von beschriebenen Maus-Mutanten mit den Ergebnissen der

gezielten Inaktivierung von Knopfkopf hatte keine verwertbaren Überein-

stimmungen erbracht. Daher wurde die genomische Lokalisation des Knk-Gens

bei einem kommerziellen Anbieter (SeeDNA; Windsor, Kanada; Internet:

www.seedna.com) bestimmt. Die dort durchgeführte Analyse ergab, dass Knk auf

dem distalen Arm des Chromosoms 12 (Region F2) liegt. 

das Knopfkopf-Gen co-
loka l i s ie r t  m i t  Sp4,  i v  
und der legless-
Mutante

Ein Vergleich mit Literaturdaten hat gezeigt, dass in der gleichen chromosomalen

Region neben Knk auch Sp4 (Supp DM.et al.; 1996) und situs inversus viscerum

(iv) (de Meeus A. et al.; 1992) sowie die Mutation legless (Supp DM.et al.; 1996)

liegen. Vergleicht man die Phänotypen der Knk-, iv- und legless-Mutationen

miteinander ergibt sich folgendes Bild:
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die legless-Mutante 
weist eine Deletion von 
ca. 100 kb auf

Die molekulare Basis für den legless-Phänotyp ist nur z.T. bekannt. Die legless-

Mäuse wurden durch eine retrovirale Insertionsmutation erzeugt, die zu einer

chromosomalen Deletion von ca. 100kb geführt hat (McNeish JD. et al.; 1988.

Schreiner CM. et al.; 1993. Supp DM. et al.; 1999). In dieser Deletion wurde u.a.

das iv- und Sp4-Gen lokalisiert. 

der legless-Phänotyp 
umfasst als Teilaspekt 
den si tus inversus 
v iscerum-Phänotyp

Unterteilt man den legless-Phänotyp in den Situs inversus, der mit großer

Wahrscheinlichkeit durch das Fehlen des situs inversus viscerum-Gens verursacht

wird, und die übrigen Veränderungen, so zeigt sich eine deutliche Korrelation mit

den betroffenen Strukturen der Knopfkopf-Mutante. Der Hauptunterschied ist die

Stärke des Phänotyps der betroffenen Strukturen - die Veränderungen sind bei

den legless-Tieren deutlich schwächer ausgeprägt.

die Sp4-Delet ion 
erklärt  nicht den 
legless-Phänotyp

Ebenfalls in der Deletion lokalisiert ist das Sp4-Gen, das in den meisten der

betroffenen Strukuren exprimiert wird und in der Vergangenheit oft als mögliches

Ortholog zu buttonhead beschrieben wurde. Der Knock Out von Sp4 zeigt jedoch

nur einen sehr schwach ausgeprägten Phänotyp und erklärt nicht die Beobach-

tungen bei den legless-Mutanten (Supp DM. et al.; 1996).

der Knk-Phänotyp 
weist Gemeinsamkeiten 
mit dem legless-
Phänotyp auf

Demgegenüber ist die Übereinstimmung zwischen dem Knk-Knock Out und der

legless-Mutante sehr hoch, sieht man von der Stärke der Veränderungen ab. In

ausnahmslos allen Fällen sind die legless-Phänotypen schwächer ausgeprägt.

Damit gibt es, aufbauend auf den Knk-Daten,  zwei unterschiedliche Erklärungs-

Ansätze:

möglicherweise besitzt 
die legless-Mutante ein 
hypomorphes Knk-Gen

1. Die Deletion hat das Knk-Gen nicht vollständig eliminiert, sondern ein

hypomorphes Allel erzeugt. Da die unmittelbar flankierenden Sequenzen der

Deletion in der Arbeitsgruppe von Prof. Potter sequenziert wurden und nicht

den kodierenden Bereich des Knopfkopf-Gens enthielten, bleibt als mögliche

Struktur / Phänotyp
Knopfkopf-

Mutante
legless-Mutanten

iv-
Mutante

Vorderbeine stark reduziert (100%) reduziert (100%) -

Hinterbeine stark reduziert (100%) stark reduziert (100%) -

lumbale & sacrale Wirbels. fehlen (100%) normal? -

Zerebellum fehlt (100%) normal? -

Riechkolben fehlen (100%) reduz./fehlen (>95%) -

Telencephalon reduziert (100%) Läsionen (?%) -

Hydro-/Holoprosencephalus          Holoprosenc. (100%) Hydrozephalus(?%) -

Rückenmark Spina bifida (100%) disorganisiert (100%) -

Nase fehlt (100%) reduz. Nasenseptum -

Gaumen fehlt (100%) Kiefer-Gaumen-Spalte -

Situs inversus - JA (50%) JA (50%)

chromosomale Lokalisation 12, distal 12, distal 12, distal

Abb.62: Phänotypischer Vergleich der Knopfkopf-Mutante mit der Legless-
und iv-Mutante. Die legless-Mutante weist in den meisten Strukturen, die bei der Knk-
Mutante betroffen sind, phänotypische Veränderungen auf. Umgekehrt weist die legless-
Mutante keine Veränderungen in Strukturen auf, die nicht auch in der Knk-Mutante
betroffen sind mit Ausnahme des situs inversus.
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Erklärung hierfür eine Deletion von Kontrollelementen des distalen

Promotors. 

Die in Abbildung 37C–E gezeigen Experimente zeigen, dass nur die voll-

ständigen Kontrollelemente für die Expression während der Gastrulation in

unmittelbarer Nähe des kodierenden Bereiches liegen. Dies würde überein-

stimmen mit der Beobachtung, dass bei der legless-Mutante anscheinend

keine Defekte an der Wirbelsäule auftreten, die bei den Knk-Mäusen durch

eine fehlerhafte sekundäre Gastrulation erklärt werden können.

Entsprechend dieser möglichen Erklärung könnten Enhancer-Elemente, die

für die Organogenese-spezifische Expression notwendig sind, deletiert

worden sein. Wenn der Verlust der Enhancer-Elemente eine minimale

Restaktivität des Gens erlauben, könnte dies den postulierten hypomorphen

Charakter des Allels erklären.

Sp4 könnte ein 
Modulator der 
Knopfkopf-Ak t i v i t ä t  
sein

2. Alternativ dazu ist es möglich, dass der gleichzeitige Verlust der Knk- und

Sp4-Aktivität zu dem beschriebenen Phänotyp führt. In den meisten Fällen

fürht ein sogenannter Doppel-Knock Out zu schwereren phänotypischen

Veränderungen. Da die DNA-Bindung der unterschiedlichen Mitglieder der

SP1/BTEB/XKLF jedoch weitgehend identisch sind, ist es denkbar, dass Sp4

die Funktion eines (reprimierenden) Modulators von Knk hat (Philipsen S. et

al.; 1999). Sollte dies der Fall sein, würde der Verlust eines solchen

Modulators möglicherweise dazu führen, dass die Konsequenz des Verlustes

der Knk-Aktivität weniger stark ist als bei dem Knk-Knock Out selbst.

Diese Hypothesen könnten getestet werden, indem erstens überprüft wird, ob

Teile des Knk-Gens tatsächlich in der Deletion liegen. Zweitens müsste ein

Doppel-Knock Out hergestellt werden, bei dem sowohl Knk als auch Sp4

inaktiviert wurden. Dies ist jedoch nicht durch eine einfache Kreuzung der

Mutanten möglich, da beide Gene auf dem selben Chromosom liegen. Daher

müsste eine solche Doppelmutation unmittelbar in den ES-Zellen hergestellt

werden.

Vergleich der Maus-
Knopfkopf-Daten mit  
der OMIM-Datenbank 
am NCBI

Entsprechend der Annahme,  dass hypomorphe Allele von Knopfkopf zu phäno-

typischen Veränderungen führen, die von der extrem starken Ausprägung im Knk-

Knock Out bis zur deutlich abgeschwächten Form in der legless-Mutante

schwanken können, wurde in der OMIM nach humanen Syndromen gesucht

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM). Diese sollten

signifikante Übereinstimmungen hinsichtlich der betroffenen Strukturen

aufweisen und in ihrem Schweregrad mit den Maus-Daten korrelieren. Zusätzlich

wurde die genomische Lokalisation überprüft.

Bei der genomischen Lokalisation einer möglichen Mutation wurde die Position

des humanen Sp4-Gens als Vergleichswert angenommen. Der Gen-Locus wird in

der Literatur mit 7p15 angegeben (Kalff-Suske M. et al.; 1995). Bei der Suche in

der OMIM-Datenbank konnten keine erblichen Erkrankungen entdeckt werden,

die in diesem Locus kartiert wurden und Ähnlichkeiten mit den Maus-Mutanten

aufwiesen. 
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das Roberts Syndrom 
weist zahlreiche 
Ähnlichkeiten zum 
Knk-Phänotyp auf

Auf der phänotypischen Ebene konnte ein humanes Syndrom identifiziert

werden, dass große Übereinstimmungen mit den Ergebnissen aus der Maus

aufweist. Es handelt sich hierbei um das sehr seltene und bislang nicht chromo-

somal kartierte Roberts Syndrom (long bone deficiencies associated wich cleft

lip-palate)(Roberts, J. B.; 1919. Maserati E. et al.; 1991. Van Den Berg DJ. et al.;

1993).

Der Begriff Roberts Syndrome umfasst vermutlich mehrere molekulargenetisch

nicht weiter miteinander verwandte Phänotypen, die als Gemeinsamkeit ein

gleichzeitiges Auftreten von Schäden in der Entwicklung der Extremitäten und

eine Kiefer-Gaumen-Spalte aufweisen. Die Mehrzahl der betroffenen Personen

ist deutlich geringer betroffen als es bei dem obigen Fall zutrifft. Die Patienten

haben zumeist leichte Defekte in der Entwicklung der Arme und/oder Beine und

oft nur eine sogenanne Hasenscharte. Die Gehirnentwicklung ist oft normal und

ihr Intelligenz-Quotient liegt im Durchschnitt nur leicht unter dem Schnitt in der

Bevölkerung.

Zwischen diesen extremen Formen der sehr milden und der in Abbildung 63

dargestellten sehr schweren Ausprägung des Roberts Syndroms gibt es einen

fließenden Übergang. Insbesondere bei den leichten Entwicklungsstörungen ist

nicht davon auszugehen, dass diese durch eine Fehlfunktion des Knopfkopf-Gens

verursacht wurden. Die schweren Formen ähneln jedoch in sehr vielen Aspekten

Abb.63: Vergleich der Knopfkopf-Mutanten mit einem vom Roberts
Syndrom betroffenen Fötus. Links ist eine rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme eines 17,5 Tage alten Maus-Embryos dargestellt. Rechts zeigt das Foto eines in
der 44sten Woche geborenen Fötus, der vom Roberts Syndrom betroffen ist. In beiden
Fällen ist eine deutliche Reduktion der Extremitäten erkennbar. Es ist nicht bekannt, ob
der humane Fötus eine verkürzte Wirbelsäule besitzt. Beide Mutationen führen zu einem
Verlust des Gaumens und der Nase. Das Gehirn des menschlichen Fötus ist missgebildet
und besteht im Wesentlichen aus einer flüssigkeitsgefüllten Zyste. Wie bei den Maus-
Embryonen hat der humane Kyem trotz der schweren Missbildungen bis zur Geburt
überlebt. Das Foto des humanen Fötus wurde Maserati E. et al. (1991) entnommen. 
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dem Maus-Phänotyp sehr stark und ein kausaler Zusammenhang erscheint nicht

unwahrscheinlich.

vorläufige Daten 
belegen keinen 
Zusammenhang des 
Knk-Gens mit dem 
Roberts Syndrom

Um diese Hypothese zu testen, müsste die genomische DNA von entsprechenden

Fällen des Roberts Syndroms untersucht werden. In besonders schweren Fällen

ist es möglich, dass das gesamte Gen deletiert ist, was z.B. über eine PCR leicht

nachzuweisen wäre. Es ist jedoch davon auszugehen, dass zumindest bei den

etwas leichteren Formen nur Punktmutationen vorliegen oder Mutationen der

Enhancer-Elemente. In diesen Fällen müssten größere genomische Bereiche

komplett sequenziert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden diese

Untersuchungen nur teilweise durchgeführt. In Zusammenarbeit mit Dr. Uta

Francke, University of California at Stanford, wurde die DNA von zwei Patienten

getestet, die vom Roberts-Syndrom betroffen sind. Eine erste PCR-Analyse

zeigte, dass zumindest ein Allel vorhanden sein muss, das keine größere Deletion

aufweist. Es ist jedoch nicht weiter geprüft worden, ob es heterozygote Defekte

gibt oder kleinere Defekte wie Punktmutationen. 

 Ein möglicher molekularer Mechanismus, der für hypomorphe humane Knk-

Allele verantwortlich sein könnte, wären Veränderungen in der DNA-bindenden

Zink-Finger-Domäne oder in den aktivierenden Domänen, die vermutlich für

Protein-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich sind. Ein Beispiel für ein

hypomorphes Allel durch Mutationen in der aktivierenden Domäne ist der

Synpolydactyly-Phänotyp. Es konnte gezeigt werden, dass dieser mit einer

Verlängerung der Polyalanin-Region im HOXD13-Protein korreliert (Goodman

FR. et al.; 1997). Da auch das KNK-Protein eine Polyalanin-Region aufweist

wäre es möglich, dass ein ähnlicher Mechanismus für die verschiedenen

Abstufungen des Phänotyps des Roberts-Syndroms verantwortlich ist.

Ebenfalls unbekannt ist der genaue Phänotyp der betroffenen Personen. Wie

bereits zuvor dargestellt, umfasst das Roberts-Syndrom vermutlich schon allein

wegen der sehr großen Breite an verschiedenen Phänotypen mehrere, nicht

Struktur / Phänotyp Roberts Syndrom
Knopfkopf-

Mutante
legless-

Mutanten
Vorderbeine reduziert, Oligodactylie stark reduziert reduziert

Hinterbeine reduziert, Oligodactylie stark reduziert stark reduziert

lumbale & sacrale Wirbels. normal? fehlen normal?

Zerebellum ? fehlt normal?

Telencephalon Microzephalie reduziert Läsionen

Hydro-/Holoprosencephalus          Hydrozephalus Holoprosenc. Hydrozephalus

Rückenmark normal? thorakal: normal disorganisiert 

Kopfskelett Encephalozele
(Os ethmoidalis)

Os ethmoidalis, 
frontalis, parietalis 
& occipitalis fehlen

reduziertes 
Nasenseptum

Gaumen ? fehlt Kiefer-Gaumen-Sp.

Situs inversus - - ja

pränatales Wachstum verzögert verzögert verzögert

Abb.64: Phänotypischer Vergleich der Knopfkopf-Mutante mit dem Roberts
Syndrom und der Legless-Mutante. Föten, die vom Roberts Syndrom betroffen
sind, weisen in den meisten Strukturen, die bei der Knk-Mutante betroffen sind,
phänotypische Veränderungen auf. 
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unmittelbar korrelierte Defekte. Daher ist z.Z. nicht bekannt, ob bei den

getesteten Proben überhaupt davon auszugehen ist, dass es sich tatsächlich um

eine Knk-basierte Mutation handelt.

Knopfkopf spielt möglicherweise eine Rolle bei 

der Entstehung von Krebs

Die Entstehung von Krebs kann als fehlgeleitete Form der embryonalen

Entwicklung auf der Ebene einzelner Zellen betrachtet werden. Viele Gene, die

an der Steuerung der Embryogenese beteiligt sind, spielen gleichzeitig eine

bedeutende Rolle bei der Tumorigenese. Bekannte Beispiele hierfür sind das

Wilms Tumor-Gen WT1 (Haber DA. et al.; 1992, Coppes MJ. et al.; 1993), Wnt1

(Nusse R. et al.; 1984; Nusse R. et al.; 1991. McMahon AP. et al.; 1990) oder das

Retinoblastoma Gen Rb (Friend SH. et al.; 1986. Jacks T. et al.; 1992).

die NCBI-Datenbank 
enthält humane 
Knopfkopf-ESTs, die 
aus Tumorgewebe 
gewonnen wurden

Ein Vergleich der KNK-Protein-Sequenz mit der NCBI-Datenbank zeigte, dass

zahlreiche ESTs aus malignen Tumoren vorliegen, die dem N-Terminus des

humanen Knk-Gens entsprechen: AI095128 (gepoolte Glioblastomas) AI652426,

AI962477, AI96838, AW59382, BF222742 (gepoolte Keimzell-Tumore)

AW207154, AW297181 (gepoolte cDNAs verschiedener Tumore). 

die Tumor-ESTs weisen 
ein unterschiedliches 
spl ic ing als die Maus-
cDNA auf

Auf Basis der humanen BAC-Klone AC005251 und AC079787  (NCBI) kann der

genomische Aufbau des humanen Knk-Gens in silico ermittelt werden. Dieser

weist hinsichtlich der Sequenz-Übereinstimmungen eine Ähnlichkeit von über

90% auf und zeigt eine identische Organisation von Exons und Introns (für die

Organisation des Maus-Locus siehe Abbildung 42). Vergleicht man die oben

genannten humanen ESTs mit der genomischen Organisation zeigt sich, dass sie,

obwohl sie zumindest drei verschiedenen Präparationen entstammen, jeweils im

Intron zwischen dem Zweiten und Dritten beginnen. 

Die isolierten cDNAs deuten darauf hin, dass in den Tumorgeweben eine

inkorrekte Knk-mRNA produziert wird. Obwohl der Verlust der ersten Exone ein

Klonierungs-Artefakt sein könnte, ist es möglich, dass die fehlerhafte

Transkription des Knopfkopf-Gens mitverantwortlich für die Entstehung der

Tumore ist. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden keine weiteren

Untersuchungen hierzu durchgeführt.

Wie beim Roberts Syndrom ist es möglich, dass für die Krebsentstehung

hypomorphe  Al l e l e  zus tänd ig  s ind .  D iese  könn ten  en tweder  d i e

Regulationssequenzen betreffen, so dass ektopische Expressionen entstehen bzw.

gewebsspezifische Expressionen – z.B. in den Hoden – entfallen. Alternativ

könnten einzelne Domänen mutiert sein, die z.B. für die Aktivierung verant-

wortlich sind. Ein Beispiel wäre wie beim Roberts Syndrom eine Verlängerung

der Polyalanin-Region (Goodman FR. et al.; 1997).
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erste Ergebnisse 
zeigen, dass hetero-
zygote Knk-Mutanten 
oft Hodentumore 
besitzen

Ein weiterer Hinweis für eine Rolle des Knopfkopf-Gens im Zusammenhang mit

der Entstehung von malignen Tumoren kommt aus Mausdaten. Vorläufige und

bislang nicht weiter statistisch untermauerte Beobachtungen an drei männlichen,

für den Knk-Knock Out heterozygoten Mäusen (ca. 7 Monate alt) haben gezeigt,

dass sie Hodentumore besitzen (Daten nicht gezeigt). Entsprechend dieser ersten

Befunde könnte eine Langzeit-Beobachtung von weiteren Männchen zu

statistisch aussagefähigen Ergebnissen führen.

Modell der Funktion des KNK-Proteins

die Knk-Mutat ion 
beeinflusst nicht die 
frühe Musterbi ldung

Das Knock Out-Experimente hat gezeigt, dass die homozygoten Mutanten einen

gravierenden Phänotyp auf morphologischer Ebene aufweisen. Gleichzeitig

konnte gezeigt werden, dass die frühen molekularen Musterungsprozesse nicht

durch die Mutation gestört werden. 

Knk könnte in Kombi-
nation mit anderen 
Transkr ipt ionsfaktoren 
w i rken

Ein hypothetischer Wirkungsmechanismus, der diese Beobachtungen erklären

könnte, beruht auf einer ausschließlich kombinatorischen Wirkung von KNK mit

anderen Transkriptionsfakoren. Dies würde auch den beschriebenen Drosophila-

Experimenten zur phänotypischen Suppression entsprechen, die gezeigt haben,

dass das BTD-Protein allein keine Wirkung bei einer ektopischen Expression hat.

Erst im Zusammenspiel mit anderen Faktoren wie empty spiracles, die wiederum

ohne BTD keinen Effekt haben, ergibt sich eine phänotypische Veränderung in

der Fliegenembryogenese.

Dies würde bedeuten, dass das Knk-Gen in einer parallelen Genkaskade zu den

“klassischen” Transkriptionsfaktoren wie den PAX-Proteinen etc. einzuordnen

wäre. Damit ergeben sich für den Organismus zusätzliche Regulations-

mechanismen durch die Kombinationsmöglichkeiten der verschiedenen

beteiligten Komponenten des Systems. Außerdem hat eine solche mehrstufige,

kombinatorische Regulation der Embryogenese den Selektionsvorteil, dass

leichte Verschiebungen im Expressionsmuster eines der Partner keine unmittel-

baren negativen phänotypischen Veränderungen zu Folge hat. Damit vereinfachen

sich die notwendigen Kontrollmechanismen für die Expressionskontrolle

erheblich und das System wird insgesamt fehlertoleranter.

Bislang sind die Zielgene, die die Informationen der molekularen Muster-

bildungsprozesse in Strukturen umsetzen, nicht bekannt. Eine mögliche Gruppe

sind hierbei die Zellzyklusgene. Fast alle morphologischen Prozesse, die durch

die Wirkung von Pax-Genen oder anderen vergleichbaren Transkriptionsfaktoren

ausgelöst werden, beinhalten eine regulierte Zellteilung. Damit wären ihre

Aktivierung oder Inaktivierung ein unmittelbarer Zugang zur Umsetzung der

molekularen Informationen in morphologische Strukturen. Weitere mögliche

Ziele umfassen die Gruppen der Zelladhäsionsgene, extrazellulären Matrix usw..

mögliche Mechanismen 
der  KNK-Akt iv i tä t

Die biochemische Wirkung des KNK-Transkriptionsfaktors, ist nicht bekannt.

Mögliche Mechanismen wären die Acetylierung von Histonen oder die Methy-
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lierung der DNA, die für viele der anderen Mitglieder der Sp1-Proteine

beschrieben wurden. Diese erfolgt jedoch nicht unmittelbar durch die Proteine

der Sp1-Familie, sondern durch die Rekrutierung von Methylasen und

Acetylasen. Um festzustellen, welcher dieser Mechanismen eine Rolle bei den

genannten Prozessen spielt, könnte z.B. durch einen two cell hybrid-Screen nach

physi-kalisch interagierenden Proteinen gesucht werden.

Abb.65: Schematisches Modell zur Wirkung von Knopfkopf bei der
Regulation von Ziel-Genen. Im Zusammenspiel mit einem weiteren Transkriptions-
faktor oder Proteinkomplexen ergibt sich nach diesem Modell eine Aktivierung des Ziel-
Gens. Ein solcher Effektor kann z.B. in der Signalkaskade downstream des FGF-
Rezeptors liegen oder selbst ein PAX- oder EN-Protein sein. Ohne diese Partner hat das
Knk-Gen keine Wirkung auf die Transkription des Zielgens. Wenn die KNK-Aktivität fehlt
können die Effektormoleküle entweder nicht an die DNA binden oder deren Bindung an
ihre Erkennungssequenz führt nicht zu einer Aktivierung des Zielgens.
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die Knk-Mutante könnte 
dazu dienen, Zielgene 
von Regulatoren der 
Musterb i ldungs-
prozesse zu finden

Sollte dieses Modell zutreffen, würde die Knk-Mutante indirekt ein technisches

Werkzeug darstellen, um die bislang unbekannten Zielgene der Pax-Gene etc. zu

identifizieren. Da die Anlagen für die später betroffenen morphologischen

Strukturen zu Beginn angelegt werden, ergibt sich die Möglichkeit, diese mit den

wildtypischen Anlagen zu vergleichen. Insbesondere für die Untersuchung der

Entwicklung des Telencephalons ergibt sich damit die Möglichkeit die Moleküle

zu identifizieren, die letztlich für die Ausbildung und Differenzierung z.B. des

Cortex etc. verantwortlich sind.

Praktisch könnte ein solches Experiment so aussehen, dass telenzephales Gewebe

der Mutanten mit Gewebe von wildtypischen Embryonen verglichen wird. Da

nicht bekannt ist, welche Gene letztlich betroffen sind, wäre ein möglichst breiter

Vergleich sinnvoll. Dieser könnte erfolgen, indem die Expressionsprofile mit

Hilfe von high density-DNA-Chips oder eines differencial displays verglichen

werden. Bei einem solchen Vergleich sollten alle mRNAs / cDNAs fehlen, die im

wildtypischen Gewebe unter der Kontrolle von Partnern stehen und indirekt

durch die zusätzliche Wirkung des KNK-Transkriptionsfaktors angeschaltet

werden.
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plcBS

Während der Klonierung der zuvor beschriebenen Gene hat sich gezeigt, dass

ihre DNA sehr leicht rekombiniert und einen toxischen Effekt auf die Bakterien

hat. Um diesen Effekt zu minimieren, wurde ein neuer Vektor hergestellt, plcBS,

der die Vorteile von pBluescript IIKS+ beibehält, aber durch eine sehr niedrige

Kopienzahl pro Zelle den toxischen Effekt und die Rekombination der DNA

minimiert. (siehe Ergebnisse).

Gemessen an anderen Vektorsystemen besitzt plcBS zahlreiche praktische

Vorteile, die in der folgenden Tabelle zusammengefasst sind:

Insgesamt erlaubt der Vektor eine einfache Handhabung und bietet deutlich mehr

Klonierungsmöglichkeiten als ältere low copy-Vektoren wie pACAY oder

pBR322. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit hat sich sein Einsatz als

unverzichtbar erwiesen, da alle anderen getesteten Möglichkeiten nicht zu dem

gewünschten Ergebnis geführt haben. Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde der

Vektor inzwischen von zahlreichen anderen Mitarbeitern (Dr. G. Bernier, Dr. F.

Cecconi, Dr. G. Goudreau, Dr. T. Marquardt u.a.) erfolgreich eingesetzt, insbe-

sondere bei der Herstellung von Knock Out-Konstrukten, die häufig aufgrund der

langen genomischen Sequenzen zu Rekombinationen neigen.

pBlue-
scriptII

pBR322 pACYC 
177/184

pLG338
pLG339

pLG338-30
pLG339-
SPORT

plcBS

Kopien pro Zelle (ca.) 300-500 20 12 5-6 5-6 5-6

Replikations-Ursprung ColE1
pMB1 

(ColE1)
p15A pSC1010 pSC1010 pSC1010

Größe (kb) 3,0 4,4 3,9 / 4,2 7,3 / 6,2 5,0 / 5,7 4,0

MCS JA - - - JA JA

Anzahl 1× schnedenden 
“Standard”-Enzymen

31
(21 in MCS)

17
(- in MCS)

18 / 13
(- in MCS)

6 / 7
(- in MCS)

16 / 10
(12/9 in MCS)

30
(20 in MCS)

Blau-Weiss (BW)-
Selektion

JA - - - - JA

Enzyme mit BW-
Selektion

21 9 10 / 8 4 / 4 0 / 0 20

Sequenzierung

21 Klo-
nierungs-

Stellen mit 
T3 / T/

8 Klo-
nierungs-

Stellen mit 
16 Primern

- - ?

21 Klo-
nierungs-

Stellen mit 
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Abb.66: Vergleich von plcBS mit verschiedenen erhältlichen Vektoren. Der
Vergleich zeigt, dass plsBS weitgehend wie Bluescript zu bearbeiten ist, aber gegenüber
diesem eine starke Reduktion von toxischen Effekten und Rekombinationen aufweist.
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Zusammenfassung

Ausgehend von Daten aus der Fruchtfliege wurde im Rahmen der vorliegenden

Doktorarbeit nach Orthologen das Drosophila-buttonhead-Gen gesucht. Hierzu

wurden verschiedene Kriterien erarbeitet, die der Klonierung von möglichen

Kandidaten und der Identifizierung des wahrscheinlichsten Orthologs dienten.

Insgesamt wurden drei Gene der Sp1-Genfamilie kloniert und charakterisiert, von

denen zwei, Sp5 und Sp6, als Paraloge zu buttonhead (btd) eingestuft wurden.

Das dritte Gen, Knopfkopf (Knk) wurde auf Grund von Sequenz-Ähnlichkeiten

und des Expressionsprofils als wahrscheinliches Ortholog zu btd eingestuft.

Die Arbeiten haben dazu geführt, dass ein umfangreicher Stammbaum der Sp1-

Genfamilie erstellt werden konnte, der zahlreiche Unterfamilien enthält. Die neu

identifizierten Gene Sp5 und Sp6 bilden hierbei eine eigene Gruppe. Zumindest

Sp5 weist ein komplexes und sehr spezifisches Expressionmuster auf, das

zusammen mit den vorläufigen Daten von Sp6 darauf hindeutet, dass diese Gene

eine wichtige Rolle bei der Embryogenese spielen. Es wurden keine funktio-

nellen Daten zur Funktion der beiden Gene erhoben.

Eine weitere Untergruppe der Sp1-Genfamilie umfasst die beiden Drosophila-

Gene D-Sp1 und btd sowie das Maus-Gen Knk. Knk weist ähnlich wie Sp5 ein

komplexes und sehr spezifisches Expressionprofil auf. Das Gen ist während der

Gastrulation und der Organogense aktiv. Während der Gastrulation konnte mit

Hilfe von in situ-Hybridisierungen gezeigt werden, dass es im Neuroektoderm

exprimiert wird sowie in der Schwanzknospe (sekundäre Gastrulation). Während

der Organogense ist es im ZNS (Telencephalon, Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze

und Rückenmark) und den Extremitätenanlagen aktiv.

Als funktionelle Untersuchung wurde für das Knk-Gen eine vollständige

Inaktivierung mittels homologer Rekombination (“Knock Out”) durchgeführt.

Hierbei zeigte sich, dass die Anlagen der betreffenden Strukturen gebildet

werden. Eine molekulargenetische Analyse zeigte weiterhin, dass die frühen

Musterbildungsprozesse und Regionalisierungen durchlaufen wurden, obwohl

die morphologisch-strukturellen Eigenschaften, insbesondere beim Vorderhirn,

stark verändert waren.

Diese Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dass die fehlende Knk-

Aktivität ein weiteres Wachstum und die Umsetzung der frühen Musterbildung

verhindert. Worauf dieser Effekt beruht, ist nicht bekannt; ein möglicher

Ansatzpunkt wären jedoch Vergleiche mit anderen Mitgliedern der Sp1-Familien,

die z.B. die Methylierung der DNA oder die Acetylierung von Histonen

beeinflussen.

Abschließend wurden mögliche Zusammenhänge mit Erkrankungen des

Menschen erarbeitet. Die gewonnenen Daten deuten auf eine Rolle von Knk bei

der Krebsentstehung und dem Roberts Syndrom hin. Zusätzlich wurden in der

Diskussion zahlreiche weiterführende Experimente dargestellt, die die bisherigen

Ergebnisse ergänzen und fortführen könnten.
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