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Abstract IX

1. Abstract

The isthmic organizer (IO) is located near the boundary between the developing midbrain and
hindbrain, and controls the proliferation and patterning of adjacent brain regions. Here, I
describe the spatial and temporal expression of chick receptor-like protein tyrosine
phosphatase lambda (cRPTP4, also know as cRPTPy) during development of the 10. cRPTPA
is initially expressed throughout the caudal forebrain and midbrain region. Between
embryonic day E2 and E3.5, expression of cRPTP/ is confined to the ventral midline of the
neural tube, the future neural retina and lens, and a sharp ring at the isthmic constriction,
overlying the molecular mid-hindbrain boundary (MHO). From embryonic day E3.5, cRPTP/
is expressed throughout the whole midbrain.

To begin to understand the function of cRPTPA, the regulation of this molecule was
examined. MHO expression of cRPTP4 is regulated by the fibroblast growth factor Fgf8 and
the transcription factor Lmx/b, but not by the secreted glycoprotein Wntl. The transcription
factor En-1 represses MHO expression of cRPTP/. Expression of cRPTP/ in the midbrain is
negatively regulated by the secreted protein Sonic hedgehog, whereas Lmx1b and En-1 have
no influence on the expression pattern of cRPTPA there.

Fgf8 and Wntl are significantly involved in proliferation and patterning of the
embryonic midbrain. Functional studies with RPTPA suggest that this protein is part of a
negative-feedback mechanism within both signalling pathways. RNAi and overexpression
studies at the MHO indicate that RPTPA antagonises the induction of Wntl-expression by
Fgf8. This antagonism seems to be mediated by an interaction of unknown factors with the
juxtamembrane domain of RPTPA. RPTPA, however, has no influence on the expression
pattern of Fgf8 itself, nor on several other factors which are regulated by Fgf8. Furthermore,
artificially prolonged expression of cRPTP/ in the mesencephalon between embryonic day E2
and E3.5 leads to midbrain malformation. RPTPA interacts in vivo with B-catenin, a central
protein of the canonical Wnt-pathway. Through this interaction, RPTPA may modulate the
Wnt-signal, which promotes proliferation in the mesencephalon. Thus, RPTPA may function

as a negative modulator for the canonical Wnt-pathway in the midbrain.
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1. Zusammenfassung

Der isthmische Organisator liegt an der Grenze zwischen dem sich entwickelnden Mittel- und
Hinterhirn und kontrolliert Wachstum und Musterbildung dieser beiden Hirnregionen. In der
vorliegenden Arbeit wird die rdumliche und zeitliche Expression der Rezeptor-dhnlichen
Protein Tyrosin Phosphatase lambda aus dem Huhn (cRPTPA, auch als cRPTPy bekannt)
wiahrend der Entwicklung dieser Struktur beschrieben. Nach einer anfinglich weitldufigen
Expression im kaudalen Vorderhirn und in der Mittelhirnregion, beschrinkt sich die
Expression von ¢cRPTPA zwischen dem embryonalen Tag E2 und E3.5 auf die ventrale
Mittellinie des Neuralrohrs, den Bereich der spéteren neuralen Retina und Linse und auf einen
schmalen Ring anterior der isthmischen Einschniirung, welcher der molekularen Mittel- /
Hinterhirngrenze (MHO) entspricht. Ab dem embryonalen Tag E3.5 wird RPTPA dann auch
im gesamten Mittelhirn gebildet.

Um Hinweise auf die Funktion von cRPTPA zu bekommen, wurde die Regulation dieses
Molekiils untersucht. Die Expression von ¢cRPTPZ am MHO wird von dem Fibroblasten
Wachstumsfaktor Fgf8 und dem Transkriptionsfaktor Lmx b, nicht aber von dem sezernierten
Glykoprotein Wntl induziert. Der Transkriptionsfaktor En-/ unterdriickt die Expression von
cRPTPA am MHO. c¢RPTPA-Expression im Mittelhirn wird negativ durch das sezernierte
Protein Sonic Hedgehog reguliert, wihrend LmxIb und En-1 dort keinen Einfluss auf das
Expressionsmuster von cRPTPA haben.

Fgf8 und Wntl sind maBgeblich an der Regulation von Wachstum und Musterbildung des
embryonalen Mittelhirns beteiligt. Funktionelle Studien zu RPTPA deuten darauf hin, dass
dieses Protein als negativer Riickkopplungsmechanismus beider Signalwege wirken kann.
RNAi- und Uberexpressionsstudien am MHO lieferten Hinweise darauf, dass RPTPA der
Induktion der Wntl-Expression durch Fgf8 entgegenwirkt. Dies scheint durch Interaktion
noch unbekannter Faktoren mit der Juxtamembrandoméne von RPTPA vermittelt zu werden.
Auf das Expressionsmuster von Fgf8 selbst, oder einer Reihe anderer Faktoren, die ebenfalls
von Fgf8 reguliert werden, hat RPTP/4 allerdings keinen Einfluss. Des Weiteren konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine ,.kiinstliche Aufrechterhaltung der Expression von
cRPTP. im Mittelhirn zwischen dem embryonalen Tag E2 und E3.5 zu einem stark
verkleinerten Mesenzephalon fiihrt. RPTPA bindet in vivo an B-Catenin, ein zentrales Protein
des kanonischen Wnt-Signalweges, und moduliert dadurch vermutlich das Wnt-Signal,
welches seinerseits Proliferation im Mesenzephalon fordert. Durch diesen Mechanismus

konnte cRPTPA als ,,Bremse* des kanonischen Wnt-Signalweges im Mittelhirn wirken.



Einleitung 1

2. Einleitung

Wenn Du staunen willst, so versetzt Dich dieser Prozef3 in wahres Erstaunen. Du startest mit
einer einzigen Zelle, welche durch die Verbindung von Spermium und Eizelle entsteht. Diese
eine Zelle teilt sich in zwei, dann vier, dann acht und so weiter. Und in einem bestimmten
Stadium entsteht eine einzige Zelle, aus welcher sich das menschliche Gehirn entwickelt. Die
reine Existenz solch einer Zelle sollte zu den groen Verwunderungen dieser Welt gezéhlt

werden (Lewis Thomas, 1979).

Wiéhrend der Individualentwicklung eines Lebewesens, der Ontogenese, durchliuft der
Embryo aufeinanderfolgende Entwicklungsstadien. Die Embryonalentwicklung von der
befruchteten Eizelle {iber die Gastrulation, wihrend der sich die drei Keimblatter Ektoderm,
Mesoderm und Entoderm bilden, hin zu einem reifen, reproduktionsfahigen Organismus ist
duBerst komplex. Bei Wirbeltieren bildet das Gehirn zusammen mit dem Riickenmark das
Zentralnervensystem (ZNS). In ihm sind die Sinneszentren und iibergeordnete Schaltzentren
(Koordinations- und Assoziationszentren) zusammengefasst. Es ist fiir die Ausbildung
komplizierter Handlungsabldufe, fiir die Fahigkeit des Gedachtnisses und fiir die Auspriagung
von Intelligenz verantwortlich. Die verschiedenen Regionen des ZNS entstehen wéhrend der
frithen Embryonalentwicklung aus der Grundstruktur des Neuralrohres, das seinerseits aus
einer Verdickung des Ektoderms, der Neuralplatte, entsteht. Vorder- und Hinterhirn sind in
segmentale Untereinheiten gegliedert (Neuromere), das Mittelhirn hingegen nicht.

Das eigentliche Gehirn entsteht aus drei primédren Gehirnbldschen, denen die zentralen
Sinnesorgane zugeordnet sind. Das Prosenzephalon segmentiert im Laufe der Entwicklung in
das Endhirn (Telenzephalon) und das Zwischenhirn (Dienzephalon). Aus letzterem stiilpen
sich lateral die Augenblidschen aus. Das zweite Blidschen entspricht dem spéteren Mittelhirn
(Mesenzephalon), in dem sich die Vierhiigelplatte entwickelt. In den oberen Vierhiigeln wird
optische Information und in den unteren Hor- und Gleichgewichtsinformation verarbeitet. Das
dritte Gehirnbldschen ist das Rautenhirn (Rhombenzephalon). Das Rhombenzephalon
gliedert sich in das Hinterhirn (Metenzephalon, Rhombomer 1) und das Nachhirn
(Myelenzephalon, Rhombomere 2-7). Das Myelenzephalon bildet den Ubergang vom Gehirn
zum Riickenmark (Medulla spinalis) (Abb. 1). Hier liegen die wichtigsten vegetativen
Schaltzentralen, das Atem- und das Kreislaufzentrum. Aus dem Metenzephalon geht spater

das Kleinhirn (Cerebellum) hervor.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der frithen Entwicklung des Gehirns. Ausgehend von drei
primiren Gehirnbldschen segmentiert sich wéhrend der Entwicklung das Vorderhirn in End- und
Zwischenhirn und das Rautenhirn in Hinter- und Nachhirn, wihrend das Mittelhirn unsegmentiert
bleibt. (Modifiziert nach Moore ef al., 1993.)

2.1. Organisatoren wihrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems von

Wirbeltieren

Zellen senden Signale aus, die ihre Interaktion untereinander vermitteln. So kénnen sich
Organe mit definierter rdumlicher Anordnung parallel zueinander entwickeln. Dass hierbei
auch Zellverbidnde, sogenannte Organisatoren, das Entwicklungsschicksal angrenzender
Zellgruppen bestimmen kdnnen, wurde erstmals 1924 von Hans Spemann und Hilde Mangold
beschrieben. Sie transplantierten die dorsale Urmundlippe eines Amphibienembryos wéhrend
der frithen Gastrulation an die Stelle eines Empfangerembryos, aus der sich spéter die
Bauchhaut gebildet hitte. Dieses Explantat induzierte im benachbarten Gewebe die Bildung
einer zweiten Korperachse. Somit ist die primédre neurale Induktion und fundamentale
anterior—posteriore oder dorso-ventrale Regionalisierung des frithen Neuralrohres auf die

Aktivitat dieses ,,priméren Organisators zuriickzufiihren (Spemann & Mangold, 1924).

Auch wihrend der frilhen Entwicklung des zentralen Nervensystems spielen Organisatoren
eine bedeutende Rolle. ,,Sekundédre Organisatoren® regulieren schon frith die Identitdt und
regionale Polaritdt von angrenzenden Bereichen des Neuroepithels (Ruiz i Altaba, 1998). Sie
besitzen die Féhigkeit, entwicklungsrelevante Informationen mittels sezernierter Proteine an
benachbarte Zellen weiterzugeben und dadurch deren Entwicklung und Differenzierung zu

beeinflussen. Bislang wurden zwei Organisatoren innerhalb der embryonalen Neuralplatte
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identifiziert. So beeinfluit zum einen der als anteriore Neuralfurche (anterior neural ridge)
bezeichnete Organisator die Entwicklung der vorderen Neuralplatte, wahrend der Mittel- /
Hinterhirnorganisator (isthmic organizer, MHO) zum anderen mafgeblich an der

Entwicklung der Mittel- / Hinterhirnregion (MHR) beteiligt ist (Echevarria et al., 2003).

2.2. Entstehung und Organisation der Mittel- / Hinterhirnregion

Der MHO wurde durch Transplantationsexperimente an Vogelembryonen im 10-Somiten-
Stadium entdeckt. Gewebe aus der Einschniirung zwischen Mittel- und Hinterhirn (MH), dem
sogenannten Isthmus, wurde in die kaudale Vorderhirnregion transplantiert. Dadurch énderte
das Empfingergewebe sein Schicksal und entwickelte Gewebe mit Mittelhirncharakter,
dessen Polaritit invertiert war (Nakamura et al., 1988; Martinez et al., 1990). Wurde der
Isthmus jedoch in die Hinterhirn-Anlage transplantiert, so induzierten die gleichen Zellen die
Bildung eines zweiten Kleinhirns (Martinez et al., 1995) (Abb. 2).

Die Ergebnisse der beidseitigen Ablation von Teilen bzw. des gesamten Isthmus stehen mit
der Rolle fiir diese Struktur im Einklang. Eine komplette Entfernung des Isthmus fiihrte zu
einem Verlust des gesamten Mittel- und Hinterhirns (Wurst & Bally-Cuif, 2001). Somit
scheint der Isthmus fiir die Entwicklung des MH nicht nur ausreichend, sondern auch
erforderlich zu sein. Doch nicht nur bei Vogeln ist der Isthmus fiir die Musterbildung des
Neuralrohrs notig, sondern bei allen Vertebraten, wie gleiche Versuche an Méusen und
Zebrafischen zeigten (Miyagawa et al., 1996; Camus et al., 2000).

Weitere Transplantationsexperimente an Vogelembryonen zeigten, dass seitenverkehrtes
Gewebe aus dem rostralen Mittelhirn seine Polaritdt nach der neuen Umgebung ausrichtet
(Wurst & Bally-Cuif, 2001; Liu & Joyner, 2001b). Somit konnte gezeigt werden, dass der
MHO auch die Etablierung einer rostro-kaudalen Polaritit im MH kontrolliert.
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Spender Empfanger
Ektopisches Mittelhirn
Ektopisches Mittel- und Hinterhirn
Isthmus —» Ektopisches Mittel- und Hinterhirn
-v

Ektopisches Hinterhirn

: En2 Expressionsgradient

Abb. 2: Transplantation des Mittel- / Hinterhirnorganisators im Hiihnchen induziert ein
ektopisches Mittelhirn in angrenzenden Gehirnregionen. Transplantation von Gewebe des MHB
induziert eine ektopische Expression von Mittel- / Hinterhirnmarkern, wie z.B. En-2, und eine
ektopische Mittel- / Hinterhirnentwicklung. (Modifizierte schematische Darstellung nach Liu &
Joyner, 2001b.)

Zusammengefasst zeigt dies die organisatorische und Wachstum fordernde Funktion des
MHO und die Fahigkeit des Hinterhirns anders auf die Signale des Isthmus zu reagieren, als
das posteriore Vorder- und Mittelhirn, was auf die Bedeutung zusitzlicher regionaler

Besonderheiten hindeutet.
2.3. Genexpression am Mittel- / Hinterhirnorganisator

Parallel zu der oben beschriebenen Vesikelbildung bei der Entwicklung des Gehirns,
entstehen entlang der anterior — posterioren Achse Bereiche differentiell exprimierter Gene.
Die Transkriptionsfaktoren orthodenticle homologue 2 (Otx2) und gastrulation brain
homeobox 2 (Gbx2) aus der Familie der Homeodoménproteine sind die ersten Proteine, die
regionenspezifisch synthetisiert werden. Wéhrend der Gastrulation und frithen Neurolation
wird Ox2 anterior und Gbx2 posterior des Isthmus exprimiert. Die Position des MHO wird
durch die Grenze der Expressionsdomdnen von Otx2 und Gbx2 bestimmt (Broccoli ef al.,
1999; Millet et al., 1999; Joyner et al., 2000; Garda ef al., 2001). Darauffolgend werden im 1-
Somiten-Stadium die Gene, die fiir die Transkriptionsfaktoren paired box 2 (Pax-2),
engrailed-1 (En-1) sowie fir das sezernierte Glykoprotein Wntl kodieren, an der Mittel- /
Hinterhirngrenze induziert. Im 3-5 Somiten-Stadium werden auch die Transkriptionsfaktoren
paired box 5 (Pax-5), engrailed 2 (En-2) und der sezernierte Fibroblasten-Wachstumsfaktor 8
(Fgf8) exprimiert. Die Wntl-Expressionsgrenze liegt anterior des Isthmus, wihrend En-1/-2,

Pax-2/-5 tber den Isthmus beidseitig hinaus exprimiert werden. Die Fgf8-Expression
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beschriankt sich auf den Bereich posterior des Isthmus und iiberlappt mit dem anterioren

Bereich der Gbx2 Expression (Abb. 3).

'__lHB HHO HH1 Abb. 3: Schematische Darstellung

der dynamischen Genexpressions-
muster am Mittel- / Hinterhirn-
organisator. Darstellung des
rdumlichen und zeitlichen Gen-

| (=
= expressionsmusters zur Etablierung
[ 1Enl . . .
Pax? des MHO in drei verschiedenen
1 . . .
W'" - Entwicklungsstadien. Verschiedene
| Otx2 .. . .
B G Farben symbolisieren die Expression
gy PaxZ unterschiedlicher Gene. Anderungen
3 Eni-2 . .
Paxs der farblichen Kennzeichnung stehen

] wnii . . .
— ] Fap fiir eine Uberlappung der Gbx2 /

Fgf8 / Enl-2 Expressionsdoménen.
(Modifiziert nach Martinez, 2001)

Diese Faktoren sind allesamt fiir die normale Entwicklung der Mittel- / Hinterhirngrenze
essentiell, wie durch gezielte Geninaktivierungen gezeigt werden konnte.

Mausembryonen, die eine homozygote Mutation fiir Otx2 tragen, fehlt das gesamte
Mittelhirn, wihrend das Hinterhirn vergroBert ist (Acampora et al., 1997; Suda et al., 1997;
Rhinn et al., 1999). Inaktivierung beider Gbx2-Allele fiihrt zu einer kaudalen Expansion des
Mittelhirns und einem Verlust des Kleinhirns sowie der Rhombomeren 1-3 (Wassarman et al.,
1997). Einhergehend mit der Erweiterung des Mittelhirns sind auch die Expressionsdoménen
von Otx2, Wntl und Fgf8 kaudal verschoben (Millet et al., 1999).

En-1 Mutanten weisen eine stark reduzierte oder vollstindig fehlende MHR auf und sterben
kurz nach der Geburt (Wurst et al., 1994). En-2 Mutanten weisen nur leichte Verdnderungen
der Kleinhirnschichtung auf (Millen et al., 1994). Experimente an Doppelmutanten haben
jedoch gezeigt, dass sich En-1 und En-2 scheinbar auch in ihrer Funktion ergénzen (Liu &
Joyner, 2001a).

Pax2”" Miuse weisen von subtilen morphologischen Veréinderungen bis hin zu einem vélligen
Verlust des hinteren Mittel- und Kleinhirns verschiedene Phénotypen auf (Schwarz et al.,
1997). Pax5” Miuse zeigen morphologische Verdnderungen im dorsalen Mittelhirn und im
vorderen Kleinhirn. In Pax2 und Pax5 Doppelmutanten ist der Phénotyp ausgeprégter, als in
einzelnen Pax2 oder Pax5 Mutanten, was auf eine redundante Funktion dieser Gene hinweist
(Urbanek et al., 1997).

Die bei Wntl”" Miusen beobachteten Entwicklungsstorungen sind variabel und bestehen im

Wesentlichen aus einer Verkleinerung oder dem kompletten Verlust der MHR und des
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Kleinhirns (McMahon et al., 1990). Durch ektopische Expression von En-/ in der normalen
Wntl-Expressionsdoméne von WntI”" Méusen konnte jedoch die normale Entwicklung der
MHR teilweise wiederhergestellt werden (Danielian ef al., 1996). Diese Beobachtung konnte
darauf hindeuten, dass Wntl fiir die Aufrechterhaltung der En-/-Expression verantwortlich
ist, oder dass beide Gene die gleichen, oder in ihrer Funktion dhnliche Zielgene regulieren.
Zudem sind in Mausen mit einer hypomorphen Wntl Mutation die Expressionsdoménen von
Mittel- und Hinterhirn spezifischen Markergenen weniger scharf abgegrenzt, als in
wildtypischen Tieren. Dies legt eine Bedeutung von Wntl fiir die Ausbildung der Mittel- /
Hinterhirngrenze nahe (Bally-Cuif et al., 1995).

F, gf8'/ " Maiuse weisen einen Gastrulationsdefekt auf, doch an Méusen mit hypomorphen Fgf8-
Allelen konnte gezeigt werden, dass Fgf8 fiir die normale Entwicklung des Mittel- und
Hinterhirns essentiell ist (Meyers et al., 1998; Sun et al., 1999).

Es ist bemerkenswert, das vollstindig bzw. teilweise fehlendes Wntl oder Fgf8, also Gene,
die nur auf einer Seite des Isthmus exprimiert werden, zu einer Abnahme von Mittel- und
Hinterhirnstrukturen fiihren. Dies deutet darauf hin, dass diese Gene die Aufrechterhaltung
oder Aktivitit des MHO kontrollieren konnten (Thomas et al., 1991; McMahon et al., 1992;
Reifers et al., 1998; Meyers et al., 1998).

Neben den Geninaktivierungen besteht in Uberexpressionsexperimenten eine weitere
Méglichkeit zur Aufklirung von Genfunktionen. Wenn Otx2 durch Uberexpression mittels
Elektroporation iiber die normale Expressionsgrenze hinaus exprimiert wurde, so verschob
sich die Expression von Gbx2 kaudal, wihrend sich im umgekehrten Falle nach
Uberexpression von Gbx2 die Expressionsgrenze von Otx2 rostral verschob (Katahira et al.,
2000). Dies zeigt, dass die kaudale Grenze der Otx2-Expression fiir die Positionierung des

MHO entscheidend ist (Broccoli, 1999; Millet et al., 1999).

24. Induktion des Mittel- und Hinterhirns durch die Signalwirkung von Fgf8

Das sezernierte Protein Fgf8 spielt eine besondere Rolle bei der Mittel- /
Hinterhirnentwicklung (Crossley & Martin, 1995). Fgf8 getrankte Acrylkiigelchen, die in die
laterale Wand des embryonalen Vorderhirns implantiert werden, konnen beim Hiihnchen die
Aktivitit des MHO nachahmen und Gewebe mit Mittelhirncharakter induzieren (Crossley et
al., 1996a; Shamim et al., 1999). Wenn sie in das Mesen- oder Dienzephalon implantiert

werden, entwickelt sich Gewebe mit Hinterhirncharakter (Martinez et al., 1999).
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Otx2 und Gbx2 induzieren zwar die Expression von Fgf8 nicht, jedoch legen sie dessen exakte
Positionierung am MHO fest (Hildago-Sanchez et al., 1999; Irving & Mason, 1999; Li &
Joyner, 2001; Martinez-Barbera et al., 2001). Fiir die Positionierung der Expressionsdoméne
von Fgf8 am Isthmus scheint jedoch auch eine Interaktion des Transkriptionsfaktors LIM-
Homeobox 1b (Lmx1b) mit Wntl und auch Fgf8 selbst eine gro3e Rolle zu spielen (Adams et
al., 2000; Matsunaga et al., 2002). Lmx1b hemmt die Expression von Fgf8 Zell-autonom, in
den benachbarten Zellen hingegen induziert es Fgf8. Dies liegt vermutlich darin begriindet,
dass Lmx1b die Wntl-Expression induziert, welches wiederum FgfS-Expression induziert. Da
Gbx2 die Lmx1b- und Wntl-Expression hemmt, wird Fgf8 an der Grenze von Otx2 und Gbx2
exprimiert (Matsunaga et al., 2002; Liu et al., 2003). Es konnte auch gezeigt werden, dass
Pax-2 Expression von Fgf8 induzieren kann, jedoch wird diese Aktivitit im Mittelhirn
wiederum durch den Transkriptions-Repressor Grg4, welcher zur Gro/Grg/TLE Familie
gehort, inhibiert, so dass die Expressionsdomine von Fgf8 genau am Isthmus positioniert

wird (Ye et al.. 2001) (Abb. 4).

Rhombomer 1 Rhombomer 2

E Gbx2 i

Dienzephalon Mesenzephalon

I On2 =

mejb —> Neuralplatte
| b
i ~ Wl |
| N
_ l— Enl -2 < » Pax2, -5, -8
K—‘ Grg4

Abb. 4: Genexpressionsmuster in der Neuralplatte wihrend der friihen Somitogenese. Gbx2 hilt
die Expression von Fgf8 aufrecht, wihrend Otx2 und Gbx2/Fgf8 sich gegenseitig hemmen, um eine
stark abgegrenzte Expression zu gewéhrleisten. Die Expressionsbereiche von Fgf8, Wntl, Enl,-2 und
Pax2,-5,-8 sind voneinander abhéngig und etablieren einen Kreislauf mit positiver Riickkopplung, der
fiir die Aufrechterhaltung der Mittel- /Hinterhirn-Identitét entscheident ist. Sprouty und Grg4 hingegen
fungieren als negative Riickkoppler. (Modifiziert nach Wurst & Bally-Cuif, 2001.)

In der Region des Isthmus werden beim Hithnchen zwei verschiedene Isoformen von Fgf8,
Fgf8a und Fgf8bh, exprimiert (Sato et al., 2001). Diese Isoformen werden durch alternatives
spleiBBen generiert (Crossley & Martin, 1995; McArthur ef al., 1995). Transgenetische Méuse,
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die FgfS8a im Mesenzephalon iiberexprimieren, zeigen ein iiberméBig groBes Dien- und
Mesenzephalon. Méuse hingegen, die Fgf8h iiberexprimieren, weisen eine verstirkte
Induktion der MHO-Marker Gbx2 und Fgf8 und eine Unterdriickung von O#x2 im Dien- und
Mesenzephalon auf. Ein #hnliches Ergebnis erzielte man auch durch Uberexpression von
Fgf8a mittels Elektroporation in den Gehirnvesikeln des Hithnchens. Dies resultierte darin,
dass sich die Anlage des zukiinftigen Dienzephalons zum Mesenzephalon entwickelte. Es war
jedoch auffallend, dass sich nach Uberexpression von Fgf8h die Alarplatte des
Mesenzephalons zum Cerebellum transformierte (Sato et al., 2001). Obwohl sich die Effekte
nach Uberexpression gleicher Konzentrationen von Fgf8a und Fgf8b so stark unterscheiden,
fiihrte eine Uberexpression einer hundertfach-kleineren Konzentration von FgfS8h zu
dhnlichen morphologischen und molekularen Verinderungen, wie nach Uberexpression von
Fgf8a. Dies 146t vermuten, dass die unterschiedliche Aktivitidt von Fgf8a und Fgf8b in der
Differenz der Stirke des Signals begriindet liegt (Sato et al., 2001; Liu et al., 2003). Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit Uberexpressionsdaten der Fgf-Rezeptoren (FgfR), die zu
dhnlichen molekularen Verinderungen fithren, wie nach Fgf8h-Uberexpression (Liu et al.,

2003).

FgfRI ist der einzige Fgf8-Rezeptor, der am MHO exprimiert wird (Walshe & Mason, 2000).
Eine Inaktivierung dieses Rezeptors am MHO fiihrte in der Maus zu einem Verlust des

posterioren Mittelhirns und des anterioren Hinterhirns (Trokovic ef al., 2003).

Am MHO werden auch Fgf17 und Fgfi8 exprimiert. Deren Expressionsdomine ist jedoch
breiter als die von Fgf8 und schliefit auch Bereiche des Mittel- und Hinterhirns ein (Maruoka
et al., 1998; Ohuchi et al., 2000; Xu et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Fgf8 die
Expression von Fgf17 und Fgf18 reguliert (Liu et al., 2003; Chi et al., 2003). Uberexpression
von Fgf17/18 im Hiihnchen mittels Elektroporation induzierte dhnlich wie Fgf8a, nicht aber
wie Fgf8bh, eine Expansion des Mittelhirns (Liu et al., 2003). Wenn die Expression von Fgf17
in Maus-Mutanten ausgeschaltet wurde, so resultierte dies in einer Verkleinerung des
Mittelhirns (Xu et al., 2000; Sato et al., 2004). Die Fgfi§ Mutanten zeigen keinen
offensichtlichen Phianotyp im Mittel- oder Hinterhirn (Liu et al., 2003; Ohbayashi et al.,
2002). Nach diesen Ergebnissen zu urteilen wirkt also Fgf8 moglicherweise bei der

Entwicklung des Mittel- / Hinterhirns mit Fgf17 und Fgf18 zusammen.
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In vielen molekularen Signalwegen wird das durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK)
vermittelte Signal durch den Signalweg der RAS-extrazellulér signalregulierten Kinase (ERK)
iibertragen, um eine zelluldre Antwort, wie z.B. Proliferation und Differenzierung, zu
induzieren (Rommel & Hafen, 1998). ERK wird durch Phosphorylierung von Threonin- und
Tyrosinresten aktiviert, welche einander angrenzend in der TYE-Sequenz vorliegen (di-
phosphoryliertes ERK, dpERK) und kann mit Hilfe des anti-dpERK Antikorpers
nachgewiesen werden (Gabay et al., 1997; Christen & Slack 1999; Shinya et al., 2001;
Corson et al., 2003). Im Stadium Hamburger Hamilton (HH) 8 im Hithnchen konnte vermehrt
aktiviertes ERK im Isthmus und Rhombomer 1 detektiert werden, wo auch Fgf8§ mRNA
exprimiert ist (Hamburger & Hamilton, 1992; Sato & Nakamura, 2004). Dies weist darauf
hin, dass der Ras-ERK Signalweg bei der Fgf8 Signaliibertragung im Isthmus involviert ist.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass dieser Art von Signaliibertragung hauptséchlich bei der
Entwicklung des Hinterhirns eine Bedeutung zukommt, nicht jedoch im Mittelhirn. Dies liegt
moglicher Weise darin begriindet, dass die Expression von Fgf8 im Mittel nicht ausreicht, um

den Ras-ERK Signalweg zu aktivieren (Sato et al., 2004).

2.5. Charakterisierung der Funktion von Wntl in der Mittel- / Hinterhirnregion

Das Glykoprotein Wntl wurde als erstes Gen der Wnt-Genfamilie entdeckt und zunédchst 1982
unter dem Namen ,,nt/* mit dem Maus-Brusttumorvirus (MMTV) in Zusammenhang
gebracht (Nusse & Varmus, 1982). Nachdem eine Homologie von int/ mit dem wingless (wg)
Gen in Drosophila nachgewiesen werden konnten, wurde das Gen der ,,Wnt“-Genfamilie
zugeordnet und in Wntl umbenannt. Mittlerweile wurden 19 verschiedene Wnt Gene in
Sdugetieren charakterisiert, dessen Funktionen sehr divers und von ihrem zelluldren und
entwicklungsspezifischen Kontext abhéngig sind. So regulieren Wnts z.B. die Musterbildung
des ZNS, Zellmigration, Proliferation und Apoptose (Nusse et al., 1992; Miller, 2002). Alle
Wnt-Gene kodieren fiir Proteine mit einer Signalsequenz und einem nahezu unveridnderlichen
Muster von 23 Cysteinen. Wnt-Proteine werden von Zellen sezerniert und vermitteln durch
die Interaktion mit einem 7-Helix-G-Protein-gekoppelten Rezeptor aus der Frizzled Familie
oder den Lipoprotein-Rezeptoren 5 und 6 (LRP-5/6) die weitere Spezifikation oder
Differenzierung einer Zelle (Wodarz & Nusse, 1998). Nachdem ein Wnt-Protein an seinen
Rezeptor gebunden hat, kann der Wnt/Ca®" Signaltransduktionsweg, der Wnt/PCP (,,Planar
Cell Polarity*) Signalweg, oder der sogenannte kanonische Signaltransduktionsweg aktiviert

werden.
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Der Wnt/Ca®" Signaltransduktionweg fiihrt ausgehend von der Aktivierung eines
heterotrimeren G-Proteins tliber die Aktivierung der Phospholipase-C (PLC) und der
Proteinkinase C (PKC) zu einem Anstieg der intrazelluldren Konzentration von Calcium-
Ionen und der Aktivierung der Calcium/Calmodulin-regulierten Kinase II. Bislang ist iiber die
Wirkung dieses Signaltransduktionsweges relativ wenig bekannt. Es konnte jedoch im
Krallenfrosch Xenopus laevis gezeigt werden, dass der Wnt/Ca*"-Signalweg antagonistisch
zum kanonischen Wnt-Signalweg wirkt (Torres ef al., 1996; Slusarski et al., 1997; Kuhl et al.,
2000).

Bei dem Wnt/PCP Signalweg fiihrt eine Aktivierung der Proteinkinase JNK (,,Jun N-terminal
kinase®) zu einer morphologischen Verdnderung der Zellen, die dann eine ausgeprégt polare
Organisation annehmen. Solche Zellen beteiligen sich an morphogenetischen Bewegungen,
die letztlich dem Embryo seine Form geben (Wallingford et al., 2002).

Im kanonische Wnt-Signalweg fiihrt eine Interaktion von Wnt mit dem Frizzled-Rezeptor
(FZD) und Korezeptoren der LRP-Familie zu einer Aktivierung von Dishevelled (Dsh),
worauthin sich ein Multiproteinkomplex bildet, der aus Adenomatous Polyposis Coli (APC),
GSK3-bindendem Protein (GBP/Fratl), Axin und Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3p)
besteht. Als Folge dessen wird das Schliisselmolekiil des kanonischen Wnt-
Signaltransduktionsweges, Armadillo/B-Catenin, nicht mehr phosphoryliert. Die Stabilitdt und
intrazelluldre Lokalisation von B-Catenin hidngt vom Phosphorylierungszustand des Proteins
ab. In Abwesenheit von Wnt wird 3-Catenin durch die Serin/Threonin-Kinasen casein kinase
I (CKI) und GSK-3B phosphoryliert und bindet an Axin, wodurch es fiir die Ubiquitin-
vermittelte Proteindegradation zuginglich gemacht wird (Aberle et al, 1997). Eine
Aktivierung des Wnt-Signals wiederum flihrt zu einer Hemmung der GSK-3B-Aktivitit, was
zu einer Akkumulation von B-Catenin im Zytoplasma fiihrt (Salic et a/, 2000) (Abb. 5). Das
stabilisierte, unphosporylierte B-Catenin kann in den Zellkern wandern und dort mit den
Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie interagieren, wodurch die Expression von
Zielgenen induziert wird (Cadigan & Nusse, 1997).

Die Familie der Wnts kann entsprechend ihrer Funktion und Signaltransduktions-Spezifitét in
unterschiedliche Klassen unterteilt werden. In Xenopus laevis konnte gezeigt werden, dass
abhingig von Wnt und dem Frizzled-Rezeptor der kanonische oder der Wnt/Ca®"-Signalweg
stimuliert wird. Durch Uberexpression von XWntl, XWnt3a, XWnt8 und XWnt8b konnte der
kanonische Wnt-Signalweg aktiviert werden, wihrend XWnt4, XWnt5a und XWntl1 den
Wnt/Ca?*-Signalweg aktivierten (Kuhl ez al., 2000). In vivo scheinen spezifische Wnts nicht

unbedingt auf einen der beiden Signalwege festgelegt zu sein, da die Uberexpression von
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XWnt5a und humanem FZDJ5 in Xenopus Embryonen zu einer Aktivierung des kanonischen
Signalweges fiihrte und eine Uberexpression von Wntl in Xenopus Embryonen eine
Achsenduplikation hervorrief, wihrend Wnt5a dazu nicht in der Lage war (Sokol et al., 1991;
Du etal., 1995; He et al., 1997).

Ein autoregulativer Kreislauf des kanonischen Wnt-Signalweges kontrolliert die Entwicklung
des Mittelshirns. So wurde mit der antisense Morpholino loss-of-function - Methode in
Xenopus laevis gezeigt, dass die Expression des Transkriptionsfaktor X7cf-4 von XWnt2b
abhingig ist, dessen Expression wiederum selbst von X7cf-4 kontrolliert wird. Eine Analyse
der Markergene fithrte zu dem SchluB, dass dieser autoregulatorische Kreislauf fiir die

Entwicklung des Mittelhirns und Isthmus von Bedeutung ist (Kunz et al., 2004).
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Abb. 5: Der kanonische Wnt-Signaltransduktionsweg. In der Abwesenheit des Wnt-Signals (linke
Seite) geht das phosphorylierte B-Catenin einen Komplex mit Axin, APC und GSK3-f ein und wird
degradiert, oder interagiert mit Cadherin und reguliert so Zell-Zell-Adhésion. In Anwesenheit des
Wnt-Signals (rechte Seite) wandert 3-Catenin in den Nukleus, wo es mit den Transkriptionsfaktoren
TCF/LEF interagiert und so Zielgene aktiviert. (Modifiziert nach Rattis ez al., 2004.)



Einleitung 12

Das Gen Wntl kodiert fir ein Protein von 370 Aminosduren, das wie auch die anderen
Mitglieder der Wnt-Genfamilie posttranslational glykosyliert wird und iber den
sekretorischen Weg in den extrazelluliren Raum gelangt (Smolich et al., 1993; Papkoft,
1995).

Wntl wird im Hithnchen zunichst im gesamten Mittelhirn exprimiert, bevor sich seine
Expressionsdomédne auf einen schmalen, kaudalen Ring anterior des Isthmus und auf die
dorsale Mittellinie des Vorder- und Mittelhirn eingrenzt (Abb. 3, Hollyday et al., 1995;
Matsunaga et al., 2002). Im Gegensatz zu Fgf8 ist liber die Funktion von Wntl wéhrend der
Entwicklung der MHR relativ wenig bekannt. Aufgrund des Expressionsmusters von Wntl
liegt jedoch eine Funktion bei der MHR-Entwicklung nahe.

Um die Funktion von Wntl wihrend der Entwicklung des Nervensystems zu untersuchen,
wurden Uberexpressionsstudien in der Maus und im Hiihnchen durchgefiihrt. Diese konnten
zeigen, dass eine ektopische Wntl-Expression im Neuralrohr zu einer erhdhten
Zellproliferationsrate im Riickenmark und im Vorderhirn, nicht aber im MH fiihrt (Dickinson
et al., 1994).

Durch gezielte Mutagenese wurde das Wntl Gen auch von zwei unabhidngigen
Arbeitsgruppen inaktiviert (McMahon ef al., 1992; Thomas & Capecchi., 1990). Wntl™
Maiuse starben postnatal oder iiberlebten mit schweren Ataxien. Die Embryonen wiesen schon
im friihen Embryonalstadium E9.5 einen weitgehenden Verlust des gesamten Mittel- und
Hinterhirns auf, welcher mit einer frithen Deletion des Mittelhirngewebes beginnt und von
einem Verlust des Hinterhirns gefolgt wird (siehe auch 2.3.). Parallel dazu kommt es in diesen
Embryonen zu einem schrittweisen Verlust der En-1-Expression (McMahon et al., 1992). Im
Gegensatz zu diesem Phénotyp weist die spontan aufgetretene Mutante swaying (Wntl sw! ",
welche eine Punktmutation im Wntl Gen trigt, eine fast vollstindige MHR auf, jedoch ist die
Trennung von anterioren und posterioren Zelltypen gestort (Thomas ef al., 1991; Bally-Cuif
et al., 1995). Diese widerspriichlichen Ergebnisse fiihrten zu der Annahme von zwei
Funktionen fiir Wntl. Zum einen konnte Wntl die Proliferation und/oder die Spezifikation
entlang des gesamten Mittelhirns kontrollieren und zum anderen die Wahl der
Zellspezifikation am MHO beeinflussen. Um diese Hypothese zu testen, wurde Wntl unter
der Kontrolle des En-1 Promoters in der Maus exprimiert. So wurde die WntI-Expression in
frithen Stadien (E8) im Mittelhirn verstdrkt und leicht kaudal verschoben, wéhrend sie ab dem
embryonalen Tag ES8.5-E9 rostral bis in das anteriore Mittelhirn und kaudal bis in
Rhombomer 1 erweitert wurde, da dies der natiirlichen Expressionsdomdne von En-1

entspricht (Wurst & Bally-Cuif, 2001). Die Position des MHO und die Musterbildung der
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MHR verdnderten sich in diesen transgenetischen Méusen nicht. Wihrend der Entwicklung
induzierte ektopisches Wntl konzentrationsabhdngig nur im kaudalen Mittelhirn eine
verstarkte Proliferation der Vorlauferzellen. Die verstarkte Proliferation wird dabei zumindest

+/Wntl Mﬁusen

teilweise durch eine Verkiirzung des Zellzyklus vermittelt. In adulten En-I/
zeigte Wntl einen Einfluss auf die Zellgrole von Neuronen. Dies deutet darauf hin, dass
Wntl vorrangig als Regulator der Proliferation spezifischer Vorlduferzellen in der sich
entwickelnden MHR wirkt und nur zweitrangig an der Aufrechterhaltung des MHO beteiligt
ist (Panhysen ef al., 2004). Ob Wntl und Fgf8 in diesem Prozess miteinander kooperieren, ist
bislang unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Wntl vermutlich indirekt die FgfS-
Expression im anterioren Hinterhirn (Lee et al., 1997), nicht jedoch im Mittelhirn induzieren

kann (Matsunaga et al., 2002).

2.6. Charakterisierung der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen Typ IIb

Die Phosphorylierung von Tyrosinresten ist in vivo ein dynamischer, reversibler Prozess, der
durch die antagonistische Aktivitdt von Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs) und Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPs) kontrolliert wird. PTKs vermitteln dabei die Phosphorylierung und
PTPs die Dephosphorylierung von Tyrosinresten zelluldrer Proteine. Dieser Prozess ist ein
fester Bestandteil intrazelluldrer Signalwege und spielt daher eine zentrale Rolle in vielen
verschiedenen Entwicklungsprozessen wie Zellproliferation, -differenzierung, -adhésion und
—migration (Johnson & Van Vactor, 2003). Auf molekularer Ebene ist iiber die Funktion der
PTKs schon sehr viel bekannt, aber erst in den letzten Jahren zeichnet sich auch immer
deutlicher die Bedeutung der PTPs fiir die Signaltransduktion im ZNS der Vertebraten und
Invertebraten ab. Eine Vielzahl der PTPs sind transmembran und werden deshalb als
Rezeptor-Protein-Tyrosin-Posphatasen (RPTPs) bezeichnet, obwohl eine Funktion als
Rezeptor bislang nicht flir alle Mitglieder dieser Gruppe nachgewiesen werden konnte.
Basierend auf phylogenetischen Analysen der Phosphatasedominen, wurden die RPTPs in
acht grofe Unterfamilien eingeteilt (Abb. 6). Fiir vier dieser Unterfamilien (R2A, R2B, R3
und R4) konnte gezeigt werden, dass sie fiir die Entwicklung des ZNS von Bedeutung sind
(Johnson & Van Vactor, 2003). Alle Typ 2 RPTPs weisen ein extrazellulires Segment mit
einer Kombination mehrerer Fibronektin (FN) Typ III - und Immunoglobulin (Ig) - dhnlicher
Doménen und eine Transmembrandoméne auf. Die intrazellulire Region umfasst eine
Juxtamembrandoméne, welche von einer katalytisch-aktiven (D1) und einer katalytisch-

inaktiven (D2) Phosphatasedoméne gefolgt wird. Typ 2 RPTPs werden noch in zwei weitere
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Klassen unterteilt (R2A und R2B). Gene der R2B-Klasse unterscheiden sich von der R2A-
Klasse durch eine zusdtzliche N-terminale Meprin-AS-PTP mu (MAM) Doméne (Beckmann
& Bork, 1993). R2B-Molekiillen werden neben ihrer potentiellen Rolle bei der
Signaltransduktion auch Zelladhésions-Eigenschaften zugeschrieben (Brady-Kalnay & Tonks,
1995). Da bislang kein Homolog der R2B-Molekiile bei Invertebraten identifiziert wurde,
scheint die Funktion(/-en) dieser Phosphatasen sehr spezifisch fiir Vertebraten zu sein
(Walchli et al., 2000). R2B-Phosphatasen werden dort wihrend der Entwicklung in
ausgepriagten Mustern, mit starker Expression im ZNS, exprimiert (Johnson & Van Vactor,
2003). R2B-Phosphatasen werden, wie auch R2A-Phosphatasen, in der extrazelluldren
Domine nahe der Membran proteolytisch gespalten und scheinen eine dichte Verbindung

zwischen den gespaltenen Fragmenten aufrecht zu halten (Jiang et al., 1993).

Extrazellulir
R1/R6 R2A R2B R8
cpas AR PTP SAP1 PTPe  PTPB;  PTPBR7
oPTR;. LIPS PTPx GLEPP1  PTPa  PTPy STEP 1A2p
PTPa PTPp  mOST-PTP HePTP
CRYPa PCP-2 DPTP10D PTP-SL
DPTPESD DPTPO9A
Intrazellular
A MAM Domiine @ Cadherin - dhnliche Doméne [ RDGS Adhiésions-Erkennungsmotiv
Fibronektin Typ III - % P _ ; . ..
= roteasen - Schnittstelle
ihnliche Wiederholung O Kurze, stark glykolysierte Doméne
A Immunglobulin - l Carbonische Anhydrase — Protein-T: -Phosphatase D
shnliche Domine B, l rotein-Tyrosin-Phosphatase Doméne

TM= Transmembran Doméne

Abb. 6: Klassifikation der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen (RPTPs) in acht
Unterfamilien (R1-R8). Diese Einteilung basiert auf phylogenetischen Analysen der Phosphatase-
doménen. PTPp, x, p und PCP-2 sind Mitglieder der R2B Unterfamilie. (Modifiziert nach Besco et
al.,2004.)
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Wihrend schon bekannt ist, dass die FN Typ III — dhnlichen Wiederholungen eine generelle
Rolle bei der Adhésion einnehmen, wird auch angenommen, dass die extrazellulire MAM
Doméne der R2B Molekiile zusammen mit der Ig-Domine in der Lage ist, spezielle
homophile Adhésionen zu vermitteln (Brady-Kalnay & Tonks, 1995; Zondag et al., 1995).
Das bedeutet, dass diese cell adhesion molecule (CAM) — &hnlichen Strukturen
moglicherweise als ihr eigener Ligand agieren. Diese Theorie wird dadurch gestiitzt, dass Typ
IIb RPTPs (PTPu, PTPx) eine homophile Zelladhdsion vermitteln, wenn sie in
Zellkulturzellen exprimiert werden (Zondag et al., 1995). Somit konnen R2-Phosphatasen
vermutlich als Ligand und als Rezeptor fungieren. Diese homophile Bindung ist allerdings
von der Phosphatase-Aktivitit unabhdngig, da Mutanten, denen die Phosphatase Doméne
komplett fehlt, die Eigenschaften der homophilen Adhidsion nicht beeinflussen (Gebbink et
al., 1993; Doherty & Walsh, 1994). Doch obwohl diese homophilen Liganden bereits
nachgewiesen werden konnten, kann bislang noch keine Aussage iiber deren physiologische
Bedeutung bei der neuronalen Entwicklung gemacht werden (Wang & Bixby, 1999; Burden-
Gulley & Brady-Kalnay, 1999; Sun et al., 2000). Die Existenz homophiler Liganden schlief3t
jedoch nicht die Existenz heterophiler Liganden aus (Bixby, 2001). So wird z.B. vermutet,
dass die extrazelluldre Matrix ein potentieller Ligand von PTPo ist (Haj et al., 1999).

Die Juxtamembrandomine der R2B-Phosphatasen ist grofler als in anderen RPTPs. Sie wird
von sechs verschiedenen Exons kodiert, welche alternativ gespleifit werden (Besco et al.,
2004). Daher wird davon ausgegangen, dass diese Region hoch spezialisierte Funktionen hat
und fiir die Substraterkennung und —spezifikation entscheident ist. Darliber hinaus weisen
diese Juxtamembrandomédnen eine dhnliche Sequenz auf, wie die intrazellulire Domine der
membranstindigen Calcium-abhédngigen Zelladhisionsmolekiile Cadherine, welche an der
homophilen Zelladhdsion beteiligt sind. Cadherine binden Catenine, welche wiederum mit
dem Aktin-Zytoskelett assoziiert sind und somit Zelladhdsion und Verdnderungen
morphologischer Eigenschaften, wie z.B. Neuronenwachstum, bewirken (Rimm et al., 1995;
Kypta et al., 1996). Das intrazellulire Segment von PTPu kann z.B. direkt in einem Komplex
mit o- und PB-Catenin an die intrazellulire Doméne von E-Cadherin binden und so das
Auswachsen von Axonen vorantreiben (Brady-Kalnay et al., 1995, 1998; Burden-Gulley &
Brady-Kalnay, 1999). Auch fiir andere R2B-Phosphatasen gezeigt wurde gezeigt, dass diese
mit dem Cadherin / Catenin Signalweg interagieren konnen. So wurde z.B. nachgewiesen,
dass die Phosphatase PCP2 aus einer humanen Karzinoma-Zellinie der Pankreas mit [3-
Catenin und E-Cadherin an Zellkontakten kolokalisiert und direkt mit B-Catenin interagiert

(Wang et al., 1996; Yan et al., 2002). Tyrosin-Phosphorylierung von B-Catenin fiihrt zu einer
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Anreicherung des freien intrazelluliren Proteins und spielt so bei der Inititation der
Zellmigration eine Schliisselrolle (Miiller et al., 1999). Die R2A-Phosphatase LAR kann -
Catenin dephosphorylieren, um so dessen Freisetzung zu verhindern und damit die Bewegung
von Epithelzellen zu hemmen (Miiller et al., 1999). Die R2B-Phosphatase PTPp ist in der
Lage p120°" ein Protein der Armadillo Familie, welches an E-Cadherin bindet und die
Stabilitdit von Cadherin-Komplexen in der Zell-Zell Interaktion beeinflusst, zu
dephosphorylieren, aber es gibt keinen Hinweis darauf, dass PTPu auch Cadherine
dephosphoryliert (Zondag et al., 2000).

Es liegen ausreichend Hinweise dafiir vor, dass intrazelluldre PTKs am Signalweg der RPTPs
beteiligt sind, doch es scheint, dass auch RTKs auf diesen Signalweg Einfluss haben. Ein
Beispiel dafiir zeigte die Analyse des FGFR-Orthologs in Caenorhabditis elegans (DeVore et
al., 1995; Kokel et al., 1998). Durch genetische Analyse in C. elegans wurde eine Typ II
RPTP namens Clr-1 als Antagonist des FGFR-Ortholog egl-15 identifiziert. Hierbei wird der
Clr-1-Phinotyp bei Verlust von egl-15 unterdriickt und kann nur durch eine Uberexpression
von egl-15 nachgeahmt werden (Kokel ef al., 1998). Da Clr-1 wihrend der Entwicklung von
C. elegans katalytisch aktives PTP bendtigt, um normal wirken zu konnen, scheint es
naheliegend, dass sich FGFR und Clr-1 eine Reihe von funktionell relevanten Substraten
teilen (Johnson & Van Vactor, 2003). Doch obwohl man weil3, dass FGFR eine Funktion bei
dem Auswachsen und der Wegfiihrung von Axonen und der Weiterleitung der Signale von
CAMs, wie z.B. N-Cadherin, zukommt, ist die Identitdt der geteilten Substrate von Clr-1 und
FGFR noch unbekannt.

Die Expression einer katalytisch inaktiven Form von PTPu hemmt in vitro das Auswachsen
retinaler Axone auf Cadherin-Substrat (Burden-Gulley & Brady-Kalnay, 1999). Dies deutet
darauf hin, dass die katalytische Aktivitit fiir die biologische Funktion der RPTPs,
insbesondere fiir die Unterfamilie R2, sehr wichtig ist. Es stellt sich jedoch die Frage, ob die
Bindung eines Liganden diese katalytische Aktivitit beeinflusst. Von den Rezeptor-Protein-
Tyrosin-Kinasen weill man, dass die Bindung eines Liganden dort zu einer Bildung von
Dimeren fiihrt, welches wiederum zur Aktivierung der Kinase-Aktivitét fiihrt. Fiir CD45 (ein
Vertreter der Unterklasse der RI-RPTPs) und PTPa (R4) konnte gezeigt werden, dass eine
Dimerisierung von RPTPs die katalytische Aktivitdt durch Protein-Protein-Interaktion hemmt.
Hierbei blockiert die D1 Doméine eines RPTPs den Zugang des Substrat zur D1 Doméne des
Partners (Petrone & Sap, 2000). Dieses Modell scheint aber nicht universell fiir alle RPTPs zu
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gelten, da einige RPTPs, wie z.B. LAR (R2A) und PTPu (R2B), keine hemmende Bildung
von Dimeren in kristallinen Strukturen zeigen (Hoffmann et al., 1997; Nam et al., 1999).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Regulation der katalytischen Aktivitdt von RPTPs
komplexer ist als bei PTKs und sich deshalb keine allgemein giiltige Aussage iiber die

Wirkung einer Ligandenbindung getroffen werden kann.

RPTPs bilden nicht nur Homodimere, sondern auch Heterodimere mit anderen RPTPs. So
kann z.B. die D2 Doméne von PTPu (R2B) an die intrazellulire Doméne von RPTPa (R4)
binden. Diese heterodimeren Interaktionen deuten auf eine Kommunikation zwischen den
RPTPs hin, welche zu einer funktionellen Redundanz oder Uberlappung fiihren kénnte
(Blanchetot & den Hertog, 2000).

Obgleich die katalytische Aktivitidt der Phosphatasen also fiir den Signalmechanismus der
RPTPs sicherlich sehr wichtig ist, so handelt es sich hierbei jedoch nicht um den einzigen
Mechanismus, durch den die RPTPs signalisieren, wie Untersuchungen der extrazelluldren

Region gezeigt haben.

2.7. Zielsetzung und experimentelles Vorgehen

Auf der Suche nach neuen Molekiilen, die zur normalen Entwicklung des visuellen Systems
von Vertebraten beitragen, identifizierten wir eine Rezeptor &hnliche Protein-Tyrosin-
Phosphatase, welche ein Huhn-Homolog der Maus-RPTPA ist (Fuchs et al., 1997) und am
MHB und im MH exprimiert wird. Uber die Funktion, die von membrangebundenen RPTPs
vermitteln wird, ist wenig bekannt. Es bleibt weiterhin unklar, ob diese RPTPs als Liganden,
Rezeptoren oder Komponenten von Rezeptorkomplexen in der Entwicklung und
Differenzierung des zentralen Nervensystems eine Rolle spielen. Die Identifizierung und
Analyse der Expression und Regulation kann einen Einblick in die Funktion dieser RPTPs

und die dabei beteiligten Signalkaskaden gewihren.
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Das Ziel meiner Arbeit war

)

)

(111

die Expression von RPTPA im Modellorganismus Huhn zu untersuchen.
Hierzu sollte die Expression von cRPTPA zunichst detailliert beschrieben
und mit den Expressionsmustern von bekannten Markerproteinen der MHB
verglichen werden.

Einsichten in die Regulation von cRPTPA in der Mittel-
/Hinterhirnentwicklung zu erlangen. Hierzu wurden zum einen bekannte
Regulationsfaktoren der MHB-Entwicklung, wie z.B. FGFS, Wntl, Lmx1b,
Cepul und f-Catenin in der MHB via Mikroelektroporation in vivo am
embryonalen Tag 1.5 (E1.5) tiberexprimiert und anschlieBend mittels in-situ
Hybridisierung eine mogliche Anderung der c¢RPTPA-Expression
untersucht. Zum anderen sollte durch Implantation von Fgf8-Protein
getrankten Acrylkiigelchen in die laterale Wand des Mittelhirns die Frage
geklart werden, ob Fgf8 die Expression von cRPTPA im Mittelhirn
induzieren kann.

Hinsichtlich der Funktion von cRPTPA am MHO sollten 2 Theorien gepriift
werden:

1. Da die Wirkung von Fgf8 durch Bindung an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(Fgf8 Rezeptoren) vermittelt wird, konnte eine mogliche Funktion von
cRPTPA in einer Modulation des Fgf8-Signals am MHO bestehen. Um dies
zu testen, wurde RPTPA in der MHB tiberexprimiert und untersucht, ob dies
zu einer Anderung des Expressionsmusters von Faktoren, die an der Fgf8
Signalkaskade beteiligt sind, flihrt.

2. Eine weitere mogliche Funktion von cRPTPA ergibt sich aus Arbeiten an
menschlichen Adenokarzinoma-Zellen. Hier wurde eine Interaktion des
menschlichen Homologs zu cRPTPA (PCP2) mit 3-Catenin gezeigt, welches
von zentraler Bedeutung fiir den kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg
ist (Yan et al., 2002). Im Mittelhirn ist dieser Wnt-Signaltransduktionweg
fiir die Balance zwischen Proliferation und Differenzierung wichtig.
Deshalb sollte untersucht werden, ob die ektopische Expression von

c¢RPTPA die Proliferationsrate im Mittelhirn beeinfluft.



Material und Methoden 19
3. Material und Methoden
3.1. Material
3.1.1. Geriite
Gerit Firma
Axiophot Zeiss, Oberkochen

Apothekerwaage Spoerhase Typ B6

Sartorius, Gottingen

CCD-Kamera Spot 2 (gekiihlt) fiir Axiophot

Visitron Systems GmbH, Puchheim

Curix60 Rontgenbild-Entwickler fiir Western Blots

AGFA Medical, Mortsel / Belgien

Brutschrank fiir Hithnereier,

Typ BSS mit Gitterboden

EHRET GmbH und Co. KG

Eagle Eye Mini Darkroom Cabinet mit
Transilluminator 2040 EV fiir Agarose Gele

Stratagene, liber Biocrest, Amsterdam

/' NL

Elektroporations-Impulsgenerator EPI 2500

Dr. Fischer, Heidelberg

Horizontale Gelelektrophoresekammern

Biorad, Miinchen

GloMax' 96 Platten-Luminometer

Promega, Mannheim

Kryostat CM 3050 S

Leica, Nussloch

Kiihlzentrifugen (Super T21 und Biofuge)

Sorvall / Heraeus tiber

Kendro, Labarotory Products, Hanau

Micropipette Puller P-87

Sutter Instrument Co., Novato, CA. /
USA

Inverses Mikroskop

Zeiss, Oberkochen

Milli-Q® Millipore GmbH, Schwalbach
Photometer GeneQuant, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Préparationsbesteck Fine Science Tools, Heidelberg
Schiittelinkubator GFL, Burgwedel

Spektrophotometer LC-55

Perkin Elmer, Uberlingen

Sterilbank (Hera safe 12)

Sorvall / Heraeus iiber Kendro,

Labarotory Products, Hanau

Stereomikroskop MZ12

Leica, Heerbrugg / Schweiz
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Vibratom Typ 1000

Technical Products International (St.

Louis / USA)

Wirme-Brutschrank (Hera Function line B6)

Sorvall / Heraeus Uiber

Kendro, Labarotory Products, Hanau

Tab. 1: Geriite

3.1.2. Software

Software

Firma

Dokumentation von Agarose Gelen

EagleSight MFC Application,
Stratagene, Heidelberg

Immunfluoreszenzaufhahmen

MetaView (Meta Imaging Series 4.5)
Universal Imaging Coporation, West

Chester, PA, USA

Editierung der Elektropherogramme nach

DNA-Sequenzierung

Technelysium Pty Ltd. (Chromas V2.31)

(http://technelysium.com.au/chromas.html)

Tab. 2: Verwendete Software.

3.1.3. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Roche (Mannheim), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Invitrogen

(Karlsruhe) bezogen. Zur Herstellung von Losungen wurde iiber eine Millipore-Anlage

gereinigtes Wasser verwendet.

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche (Mannheim) und New England Biolabs

(NEB) (Schwalbach/Taunus) bezogen.
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3.14. ,, Kits*

Kit Firma
“ET mix” Amersham Biosciences (Freiburg)

“pBluescript” II XR ¢cDNA Library Construction Kit”

Stratagene (Amsterdam / NL)

“QIAGEN Plasmid Maxi Kit” Qiagen (Hilden)
“QIAprep® Spin Miniprep Kit” Qiagen (Hilden)
“QIAquick® Gel Extraction Kit” Qiagen (Hilden)
“QIAprep® Spin Miniprep Kit” Qiagen (Hilden)
“QIAquick® Gel Extraction Kit” Qiagen (Hilden)
“RNeasy” Protect Mini Kit” Qiagen (Hilden)
“Silver Stain Plus” BIO RAD (Miinchen)

TOPO TA Cloning®

Invitrogen (Groningen / NL)

»MATra Magnet assisted Transfection®)

IBA (Gottingen)

,SuperScript  One-Step RT-PCR System for Long

Templates*

Invitrogen (Groningen / NL)

Tab. 3: Verwendete ,,Kits*.

3.1.5. Nihrmedien und Antibiotikalosungen fiir Bakterienkulturen

Zur Sterilisation wurden die Medien 20 min. bei 120°C autoklaviert.

LB-Fliissigmedium Bacto-Trypton

(Luria-Bertani-) Bacto-Hefeextrakt
NaCl
pH 7.0

LB-Agar Bacto-Trypton
Bacto-Hefeextrakt
NaCl
Bacto-Agar
pH 7.0

LB*™ LB (s.0.)
Ampicillin

10 g/l
5¢g/l
10 g/l

10 g/l

5¢g/l1
10 g/l
15 g/l

0,1 mg/ml
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3.1.6. Medien und Losungen fiir die Zellkultur

DMEM /F-12 + 10 % FCS

(2 Wochen verwendbar)

Dulbecco’s Modified Eagles Medium

hitzeinaktivierendes fotales

Kilberserum (FCS) 10 % (v/v)
L-Glutamin 2mM
Penizillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Trypsin / EDTA Trypsin / EDTA 2,5 % (w/v)

10 x PBS NaCl 1,L3M
Na,HPO4 70 mM
NaszP 04 30 mM
pH 7.2

3.1.7. Puffer, Marker und Enzyme fiir die Molekularbiologie

50x TAE Tris-Acetat 2M
EDTA 0,05 M

10 x TBE Tris IM
Borsaure 890 mM
EDTA 25 mM
pH 8.0

Ficoll-Ladepuffer (6x) Ficoll (Typ 400) 15 %
Xylencyanol 0,05 %
Bromphenolblau 0,25 %

DNA Molecular Weight Marker

Paraformaldehydlosung (PFA)

VI (0,15-2,1 kbp) Roche, Best.-Nr.: 1062590
VII (0,37-8,0 kbp) Roche, Best.-Nr.: 1209264

PFA w/vin 1x PBS

4-8%
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Tris-HCI1 pH 7.0; 7.5; 8.0; 9.5 TRIZMA Base 1M
pH mit HCI einstellen
3.1.8. Organismen
3.1.8.1. Bakterienstimme
DH5a FAlacU169 (80 lacZ) AM15 hsdR17 recAl endA1l supE44 gyrA96

thi-1 relA1 (Hanahan, 1983)
Fiir die Hitzeschock-Transformation zur Vermehrung und Gewinnung
von Plasmiden.

3.1.8.2. Zelllinien

293T Zellen Humane Nierenfibroblasten-Zelllinie mit stabiler Integration des “Large

T”-Antigens de SV40-Virus. ATCC-Katalog: Best.-Nr. CRL-11268
DF1 Zellen Hiihnchen-Zelllinie zur Produktion von Viruspartikeln.
Hergestellt von Doug Foster (University of Minnesota). ATCC-
Katalog: Best.-Nr. CRL-12203
3.1.8.3. Hiihnchen
SPAFAS Eier (Serum-Pathogen-frei) Charles River, Sulzfeld (fiir Virusinjektionen)
Befruchtete White-Leghorn Eier Gefliigelfarm Korner, Frankfurt (fiir Elektroporationen)
Die befruchteten Eier wurden bei 12°C gelagert und nach Bedarf bei 37,8°C in einem

Feuchtinkubator bebriitet. Die unterschiedlichen Entwicklungsstadien wurden nach

Hamburger und Hamilton (1951) definiert.
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3.1.9. Plasmide, Oligonukleotide und Expressionskonstrukte

3.1.9.1. Plasmide

Die Plasmide, die fiir Klonierungen in dieser Arbeit verwendet wurden, werden in Tabelle 4

ndher beschrieben.

Plasmid Grofle Eigenschaften Referenz
pMiw III MCS 1,0 kb Elektroporationsvektor; Amp" Suemori et al., 1990
pSlax-13-Flu 3,0 kb Shuttlevektor fiir RCAS; Amp" C. Cepko, Boston /

USA
pMes 5,5kb Elektroporationsvektor mit IRES- | C. Krull, Columbia /
EGFP; Amp" USA
(Swartz et al., 2001)
RCAS (B) 11,0 kb Virusproduktion; Amp" C. Cepko, Boston /
USA
(Petropoulos &
Hughes, 1991)
pCR II-TOPO 3,9 kb Klonierungsvektor; Amp' Invitrogen, Karlsruhe
psiCHECK " 2 3,5kb Quantitative Analyse von RNAi; |Promega, Mannheim
enthédlt Renilla- und Firefly-
Luciferase
psiSTRIKE "~ U6 5,0 kb Expression von siRNA- Promega, Mannheim
Hairpin Cloning Konstrukten
System (Human)-
hMGFP

Tab. 4: Verwendete Plasmide.
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3.1.9.2. Generelle Oligonukleotide

Die generell verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) oder
Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert und sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Nr. Bezeichnung Sequenzen in 5°-3"-Richtung
1 M13F (-20) GTA AAACGACGG CCAG
2 M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC
3 T3+4 GCG CAATTA ACC CTC ACT AAA GGG AA
4 T7+4 GCG CGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG
5 Sp6 CATTT AGG TGA CAC TAT AG
6 5" pMIW 111 AGG GCG GGG TTC GGC TTC TG
7 3" pMIW III TTC CAC CAC TGC TCC CAT TCATCA

Tab. 5: Generell verwendete Oligonukleotide.

3.1.9.3. Degenerierte Primer zur Klonierung von cRPTPA

Um ein 490 bp groBles Teilfragment des 3'-Endes von c¢RPTPA (NT: 1041-1323) zu
amplifizieren wurde die Strategie der ,,Consensus-Degenerate Hybrid Oligonukleotid Primer
(CODEHOP)-PCR* (Rose et al., 2003) angewendet. Dazu wurden die in Tabelle 6

aufgefiihrten Primer verwendet.

Nr. Primer Sequenz in 5°-3"-Richtung
170 Abcod 1 AGT GGT ACT GGT CCATGG TCT C(AGCT)A CCA
TAG)TT
180 ABcod 2 GCC GTA GTC GTA CAC CAG CC(GT) CCA (AG)AA
(AG)TC
181 ABcod 3 CGG GCT CGG GCC AAG)T A(CTT

Tab. 6: Degenerierte Primer zur Klonierung eines Teilfragmentes von cRPTPA.
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3.1.94. Degenerierte Primer zum Nachweis von cRPTPA mittels ,,One-Step RT-
PCR*

cRPTPA wurde aus RNA, welche aus den Kopfen von Hithnchenembryonen Stadium HH 15-
20 isoliert wurde, kloniert. Dazu wurden degenerierte Primer verwendet, die von der Sequenz
des Maus-Homologs mRPTPA (NCBI: U55057) nach der Strategie von Rose et al. (2003)
abgeleitet wurden (Tab. 7).

Nr. Primer Sequenz in 5°-3’-Richtung
214 cRPTPI-AB1 CTC ATC AGC CGC ACC AAG TG
215 cRPTPI-AB2 GTG ATC TCT GTG AGC GCT GTC

Tab. 7: Degenerierte Primer zum Nachweis von cRPTPA mittels ,,One-Step RT-PCR*.

3.1.9.5. Primer zum Nachweis von PCP-2 mittels ,,One-Step RT-PCR*

Die Primer fiir den Nachweis des humanen RPTPA (PCP-2) in fotaler humaner Retina sind in
Tabelle 8 aufgefiihrt.

Nr. Primer Sequenz in 5°-3"-Richtung
79 hPCP2-1F CAT CAG CCG CAC CAA ATG CGC AG
80 hPCP2-1R AGATGT TAGTGG TTATCT CAGTGA G

Tab. 8: Primer zum Nachweis von PCP-2 mittels ,,One-Step RT-PCR*.
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3.1.9.6. Expressionskonstrukte
Labornummer Plasmid Referenz
12 GFP-pMiw D. Schulte, unpubliziert
189 cCepul-pMiw III K. Bumsted O'Brien,
unpubliziert
193 Fgf 8-pMiw III D. Schulte und
K. Bumsted O’Brien,
unpubliziert
278 mRPTPA-pMiw III D. Schulte, unpubliziert
291 mRPTPA-A2P-pMiw II1 diese Arbeit
294 xB-Catenin-pMiw 11 diese Arbeit
295 cLmx1b-pMiw III diese Arbeit
296 cShh-RCAS (A) B. Riddle et al., 1993
278 mRPTPA-HA-pMiw 111 D. Schulte, unpubliziert
317 mRPTPA-HA-pMes D. Schulte, unpubliziert
325 mWntl- Miw III diese Arbeit
326 mWntl-pMes D. Schulte, unpubliziert
342 mRPTPAAIM-pMiw 111 D. Schulte, unpubliziert
366 mRPTPA-HA-RIS D. Schulte, unpubliziert
377 mEngrailed-1-pMiw III D. Schulte, unpubliziert
380 cRLKB3-psiCHECK diese Arbeit

Tab. 9: Verwendete Expressionskonstrukte.

vollstindigem Leserahmen,

Proteinfusionen und Mutanten zur eukaryotischen Expression wurden in die Vektoren pMIW III MCS
oder pMes kloniert, welche eine Expression unter der Kontrolle des Hithnchen B-Actin-Promotors

ermdglicht.
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3.1.9.7. Plasmide zur Herstellung von RNA-Sonden
Plasmid Beschreibung Referenz/
Herkunft
cB-Catenin Enthilt ein cDNA Fragment des Hithnchen C. Tabin, Boston /
f3-Catenin Gens in pGem-Teasy, NT: 64-272 USA
antisense Transkript: EcoRI /T3 (Hartmann & Tabin,
2000)
cCepul Enthilt die vollstindig kodierende Sequenz (nach |D. Schulte

Briimmendorf; 1,2kb) des Cepul Gens des
Hiithnchens in pSlax

antisense Transkript: PCR: T3+4, T7+4 / T7

cEngrailed-1

Enthélt ein 800 bp groles cDNA Fragment des
Hiihnchen Engrailed-1 Gens in pBS SK
antisense Transkript: EcoRI /T3

C. Logan, Calgary,
Kanada
(Logan et al., 1996)

cEphrinB1 Enthélt ein 650 bp grofles cDNA Fragment des Todd McLaughlin, La
Hiihnchen EphrinBI Gens in pBS KS Jolla, CA / USA
antisense Transkript: EcoRI/ T7 (Braisted et al., 1997)
cFgf8 Enthélt ein 1.5kb groes cDNA Fragment des C. Tabin, Boston /
Hiihnchen Fgf8 Gens USA
antisense Transkript: Notl / T3
GFP Enthilt ein cDNA Fragment von GFP in pMiw, | D. Schulte
antisense Transkript: PCR: M13F,M13R / T7
cGrg4 Enthilt ein cDNA Fragment des Hithnchen Grg4 |diese Arbeit
Gens in Topo, NT: 564-1357
antisense Transkript: PCR: M13F,M13R / T7
clLef Enthélt ein cDNA Fragment des Hithnchen Lef C. Tabin, Boston /
Gens in pBS USA
antisense Transkript: BamH1 / T7
cLmx1b Enthilt die vollstindig kodierende Sequenz C. Tabin, Boston /

(3.2kb) des Lmx1b Gens des Hiihnchens in
pBS SK
antisense Transkript: Spel / T7

USA
(Riddle et al., 1995)




Material und Methoden

cMeis2

Enthélt ein cDNA Fragment des Hithnchen Meis?2
Gens in pPBS KS ; NT 1-818
antisense Transkript: Clal / T3

D. Schulte

cOtx2

Enthélt ein cDNA Fragment des Hithnchen Otx2
Gens in pBS KS ; NT 1996-1560
antisense Transkript: Clal / T3

C. Tabin, Boston /
USA

cPax-2

Enthilt ein cDNA Fragment des Hithnchen Pax-2
Gens in pBS
antisense Transkript: Clal / T3

D. Schulte

cPax-5

Enthilt ein cDNA Fragment des Hithnchen Pax-5
Gens in Topo, NT: 571-1129
antisense Transkript: PCR: M13F,M13R / T7

diese Arbeit

RCS

Enthélt ein 1,2kb groBBes cDNA Fragment des
Matrix-Core-Proteins von RCAS in pBS SK
antisense Transkript: Sall / T3

D. Schulte

cRPTPA

Enthilt ein ¢cDNA Fragment des Hiihnchen
RPTPAGens in Topo, NT: 1169-1759 (nach
Aerne et al., Pubmed: AY147868)

antisense Transkript: BamHI / T7

diese Arbeit

mRPTPA

Enthélt ein 1 kb groBBes cDNA Fragment des
Hithnchen RPTPA Gens, NT: 1900-2900
(nach Cheng et al. (1997), Pubmed: U55057)
antisense Transkript: Kpnl / T7

diese Arbeit

cSefl

Enthilt ein cDNA Fragment des Hithnchen Sef7
Gens in Topo, NT: 1038-1768
antisense Transkript: PCR: M13F,M13R / Sp6

diese Arbeit

cSprouty?2

Enthélt ein cDNA Fragment des Hithnchen
Sprouty? Gens in pBS
antisense Transkript: PCR: M13F,MI13R / T7

C. Tabin, Boston /
USA

cWntl

Enthilt die vollstindig kodierende Sequenz des
Hiithnchens (2,2kb) des Wntl Gens in pGem4z
antisense Transkript: PCR: EcoRI/ T7

C. Tabin, Boston /
USA

Tab. 10: Verwendete Plasmide zur Herstellung von RNA-Sonden.
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3.1.10. Antikorper fiir Inmunfluoreszenz-Analysen
3.1.10.1. Priméarantikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Referenz
Anti-GFP Kanninchen 1:1000 Molecular Probes /

Invitrogen, Karlsruhe

Anti-B3-Catenin Kaninchen 1:1000 Upstate Group Inc., NY /
USA
Anti-HA-High Affinity |Ratte 1:1000 Roche, Mannheim

Tab. 11: Verwendete Primérantikorper fiir Inmunfluoreszenz-Analysen.

3.1.10.2. Sekundirantikorper

Antikorper gekoppelt mit Verdiinnung Referenz
Anti-Kanninchen | Alexa Fluor 594 1:1000 MobiTec, Leiden
Anti-Ratte Cy3 1:1000 MobiTec, Leiden
Anti-Kanninchen | Alexa Fluor 488 1:1000 MobiTec, Leiden
Anti-Ratte Alexa Fluor 488 1:1000 MobiTec, Leiden

Tab. 12: Verwendete Sekundérantikérper fiir Inmunfluoreszenz-Analysen.

3.2. Methoden

3.2.1. Isolierung von Plasmid DNA

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA im geringen Mallstab, wurden einzelne Bakterienkolonien
gepickt und zum Animpfen von 5 ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin verwendet. Die
Kultur wurde iiber Nacht bei 37°C und 225 Umdrehungen pro Minute im Schiittler inkubiert.
Die Ubernachtkultur wurde dann bei 4°C und 3500 U/min. 30 min. abzentrifugiert. Die
Plasmid DNA wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach

Anweisung des Herstellers isoliert und das DNA-Pellet in 50 ul HPLC-H,0 aufgenommen.
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Zur Isolierung grosserer DNA-Mengen wurde mit 5 ml der gewiinschten Bakterienkultur 500
ml LB-Medium (0,1 mg/ml Ampicillin) angeimpft und ebenfalls tiber Nacht bei 37°C und 225
Umdrehungen pro Minute im Schiittler inkubiert. Hier erfolgte die Isolierung der Plasmid-
DNA mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach Vorschrift des Herstellers. Die
Isolierung der Plasmid-DNA basiert auf der alkalischen Lysis, gefolgt von der Bindung der
Plasmid DNA an den Qiagen Anionen-Austausch-Filter bei niedriger Salzkonzentration und
geringem pH-Wert. RNA, Proteine und niedermolekulare Verunreinigungen werden durch
anschlieBende Waschschritte bei mittlerem Salzgehalt entfernt. Die Plasmid-DNA wird
abschlieBend durch einen Puffer mit hohem Salzgehalt und durch Prézipitatbildung mit

Isopropanol entsalzt und konzentriert.

3.2.2. Isolierung von RNA aus Gewebe

Gesamt-RNA aus Gewebe embryonaler Mittelhirne des Hiithnchens wurde mit dem
TRIZOL®-Reagenz, einer  monophasischen  Phenol-/Guanidin-Isothiocyanat-Lsung
(Invitrogen, Groningen / NL) nach Angaben des Herstellers isoliert. Um einen hohen
Reinheitsgrad zu erzielen und Reste chromosomaler DNA zu entfernen, wurde die isolierte
Gesamt-RNA mit Ionenaustauscher-Sdulen aus dem “RNeasy Protect Mini Kit* (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers zusétzlich gereinigt. Alle wissrigen Losungen wurden
aus RNase freien Substanzen hergestellt und mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Die
gereinigte Gesamt-RNA wurde bis zum Gebrauch in gefilltem Zustand bei -70°C gelagert.

3.2.3. Herstellung von cDNA

mRNA wurde nach Angaben des Herstellers mit dem “SuperScript™ One-Step RT-PCR
System for Long Templates® (Invitrogen, Groningen, Niederlande) in korrespondierende

cDNA umgeschrieben.
3.24. Absorptionsmessungen von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte liber die Messung der optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenldnge von 260 und 280 nm mittels eines Photometers (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Die Nukleinsdurekonzentration errechnete sich aus der OD, der
Verdiinnung und einem fir DNA, RNA bzw. Oligonukleotide spezifischen
Multiplikationsfaktor. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht ca. 50 pg DNA/ml. Aus
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dem Verhédltnis der ODjysp nm und der ODjgp nm erhielt man eine Aussage iiber

Proteinkontamination in der Losung.

3.2.5. Gelelektrophorese von DNA und RNA

Nukleinsduren wandern im elektrischen Feld aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung
Anode. Bei einer Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach der
MolekiilgroBe getrennt. Die Wandergeschwindigkeit ist abhidngig von der Grdéfe des
Molekiils und der Porengrofle des Gels, die durch die Wahl der Konzentration an Agarose
bestimmt wird. Diese Methode wird zur analytischen und priparativen Trennung von DNA-
Fragmenten eingesetzt. Bei Agarose-Konzentrationen zwischen 0,6 und 2 % werden lineare
DNA-Fragmente von 0,1 bis 25 kb getrennt.

Agarose wurde in der Konzentration von 1 % in Ix TAE (DNA) oder TBE (RNA)
aufgekocht, bis die Agarose gelost war. Die so erhaltene Losung wurde in vorbereitete
Geltriager gegossen. Die DNA/RNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen Ficoll-Ladepuffer (15%
Ficol; 0,25% Bromphenol blau; 0,25% Xylenxyanol) versetzt, in die Geltaschen pipettiert und
bei einer Spannung von 80 V in 1x Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Zur
Bestimmung der DNA/RNA Fragmentgroflen wurden geeignete DNA-Léngenstandards mit
aufgetragen.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele fiir 10-30 Minuten in einer
Ethidiumbromidldsung (ca. 10 pg/ml) gefarbt. Auf einem UV-Transilluminator wurden die
Gele fotografiert. DNA-Ethidiumbromid-Komplexe emittieren nach Anregung durch UV-

Licht bei einer Wellenldnge von 365 nm im sichtbaren Bereich.

3.2.6. Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden nach der Elektrophorese in einem prédparativen Agarosegel nach
Ethidiumbromidfarbung durch schwache UV-Beleuchtung (Vilber Lourmat, TCP-15L) im
Gel lokalisiert und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die DNA-Fragmente wurde mit Hilfe
des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) isoliert.
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3.2.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation eines Vektors mit einem Fragment wird durch die T4 DNA-Ligase katalysiert.
Dieses Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphat-Enden von DNA-Doppelstrangen. Fiir den Einbau
von einem oder mehreren DNA-Fragmenten in einen Vektor wurden 50 ng des linearisierten,
mit alkalischer Phosphatase / shrimp dephosphorylierten Vektors mit den zu ligierenden
DNA-Fragmente(n) in gleicher molarer Konzentration freier Enden, 10x Ligase-Puffer und

0,5 pul T4-DNA-Ligase (1 U/ul) gemischt und iiber Nacht bei 4°C oder 14,9°C inkubiert.

T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim
Best. Nr.: 481 220

10x Ligase-Puffer Roche, Mannheim
Best. Nr.: 1243 292

Alkalische Phosphatase / shrimp ~ Roche, Mannheim
Best. Nr.: 1758 250

3.2.8. Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Um ausreichende Mengen von DNA zu erhalten, wurden die Expressionsvektoren in
chemisch kompetente DH5o Bakterien des Stammes E. coli transformiert. Die Herstellung

chemisch kompetenter E. coli — Zellen erfolgte nach Inoue et al. (1990).

Die DH5a Bakterien wurden zundchst auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit den
gewlinschten Plasmiden angeimpft und 30 min. lang auf Eis inkubiert. Die verwendeten
Vektoren trugen in der Regel das Ampicillin Resistenzgen. Danach wurde das Gemisch aus
Plasmiden und Bakterien 45 Sekunden lang in einen 42°C warmen Wirmeblock gegeben,
wodurch das Eindringen der Plasmide in die Bakterien gewéhrleistet wird. AnschlieBend
wurden die transformierten Bakterien auf vorgewdrmten Agarplatten ausplattiert und iiber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Agarplatten enthielten das Antibiotikum

Ampicillin, wodurch sichergestellt wurde, dass nur transformierte Kolonien wachsen konnten.
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3.2.9. Sequenzierung von DNA

Doppelstrangige Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip des Didesoxy-Kettenabbruchs
sequenziert (Sanger et al, 1992). Um einzelstringige DNA-Kettenabbruchfragmente zu
erzeugen, wurden die Plasmid-DNA-Matritze, ein Oligonukleotid und die DYEnamic ET
Primer DNA Sequencing Reagenz (5'-Fluorophor gekoppelte ddNTPs, dNTPs, Tag-
Polymerase) (Amersham Biosciences, Freiburg) in einer PCR eingesetzt. Die
Kettenabbruchfragmente wurden mit der Sequenziermaschine MegaBACE 1000 (Amersham
Biosciences, Freiburg) sequenziert. Die gesamte Durchfiihrung erfolgte gemall den Angaben

des Herstellers.

3.2.10. Restriktionsverdau von DNA

Um linearisierte Plasmide fiir die in vitro Transkription zu erhalten, wurden jeweils 4-6 pug
der jeweiligen Plasmid-DNA in einem Reaktionsansatz von 30 pl Gesamtvolumen mit den
entsprechenden Puffern und 10 U der entsprechenden Restriktionsendonukleasen iiber Nacht
bei 37°C enzymatisch gespalten. Die linearisierten Plasmide wurden dann mittels
gelelektrophoretischer Auftrennung tiberpriift. Vor dem Einsatz der linearisierten DNA als
Matrize fiir die in vitro Transkription wurde die DNA durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M
Na Acetat (pH 5,2) und 2-fachen Volumen 100 % Ethanol 30 min. bei -20°C precipitiert,
anschlielend 30 min. bei 4°C und 13000 rpm pelletiert, mit 70 % Ethanol in H,O gewaschen.
Das DNA Pellet wurde danach bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieend in einer

Endkonzentration von 1 pg/ul in H,O DEPC aufgenommen.

3.2.11. Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eine effektive Methode dar, beliebige bekannte
DNA-Sequenzen exponentiell zu vervielfdltigen. Der zu vervielfdltigende DNA-Abschnitt
wird durch die Auswahl geeigneter synthetischer Oligonukleotide (Primer) festgelegt, welche
die entsprechende DNA-Sequenz flankieren und mit dieser hybridisieren. Der ausgewihlte
DNA-Abschnitt wird durch zyklisches Denaturieren des DNA-Doppelstranges,
Hybridisierung der Primer an die einzelstringige DNA-Matrize und schlielich die
Verldngerung der Primer mit dNTP’s durch eine thermostabile DNA-Polymerase

vervielfaltigt.
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PCR-Ansatz fiir die in vitro Transkription zur Herstellung nicht radioaktiv markierter RNA-

Proben fiir die in situ Hybridisierung:

Reaktionsansatz: PCR-Zyklus Parameter:
2,5ul  10x Puffer 94 °C 1 min
0,5ul  dNTP'S 36 Zyklen:
0,5ul  Primer: T3+4/M13F 94 °C 30 sek.
0,5ul  Primer: T7+4/M13R 53 °C 30 sek.
0,1ul  Taq Polymerase 72 °C 90 sek.
20,9ul H,O (HPLC) 53 °C 30 sek.

72 °C 90 sek.

72 °C 5 min.

2 ul des PCR-Ansatzes wurden anschlieBend auf einem Agarosegel analysiert. Zur in vitro

Transkription wurde das PCR Produkt ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt.

3.2.12. In vitro Transkription zur Synthese von RNA-Proben

Die Synthese von RNA-Sonden, welche in in situ Hybridisierungen eingesetzt wurden,
erfolgte durch in vitro Transkription. Das System der in vitro Transkription von RNA-
Hybridisierungsproben verwendet RNA-Polymerasen der Bakteriophagen T3, T7 (E.coli)
oder SP6 (Salmonella) in Gegenwart von Ribonukleotiden. Das DNA-Fragment von dem ein
in vitro Transkript erstellt werden soll, muss zuvor in die multiple Klonierungstelle des
entsprechenden Vektors stromabwiérts der spezifischen Phagenpromotoren kloniert werden.
Vor dem Einsatz des rekombinanten Plasmids in der Transkriptionsreaktion wird entweder
das sich in dem Plasmid befindende DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert, oder das
Plasmid wird durch Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen an der Stelle gespalten, an der

die Transkriptionsreaktion stoppen soll.

3.2.13. Markierung von RNA mit Digoxygenin oder Fluoreszin

Zur Herstellung der RNA-Probe wurde das jeweilige DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert

(siche 3.2.12.), oder die Plasmide mit einem geeigneten Restriktionsenzym linearisiert (siche
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3.2.11.). Die Probe wurde dann mit der entsprechenden RNA-Polymerase in Gegenwart von

Digoxygenin oder Fluoreszin markierten Ribonukleotiden synthetisiert.

Reaktionsansatz

10x Transkriptionspuffer (Boehringer) 2 ul

Digoxygenin oder Fluoreszin labeling Mix (Boehringer) 2ul

DNA 1 pg linerarisiertes Plasmid
oder 5 ul einer PCR Reaktion

RNAse Inhibitor (Boehringer) 1 ul

RNA Polymerase (T3, T7 oder SP6) 1l

H,O DEPC auffiillen auf 20 pl

Der Ansatz wurde fiir 2 h in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert, nach der Synthesereaktion
mit 2 pl RNAse freier DNAse (Boehringer) zur Degeneration der Plasmid-DNA versetzt und
15 min. bei 37°C inkubiert. Das Volumen des Ansatzes wurde mit HO DEPC auf 70 pl
erhoht, die RNA unter Zugabe von 8 pul 4 M LiCl und 180 pl EtOH iiber Nacht bei -20°C
prézipitiert, bei 4°C pelletiert und in 50 pul H,O DEPC resuspendiert. Davon wurde 1 pl des
Ansatzes zur Uberpriifung der Effizienz der Probensynthese im Agarosegel aufgetrennt.
AnschlieBend wurde die RNA in einem entsprechenden Volumen Hybridisierungslosung

aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.14. Genexpressionsanalyse

Fiir die Genexpressionsanalyse wurde die in situ Hybridisierung verwendet. Diese Methode
ermoglicht es, den Expressionsort spezifischer Gene durch eine Farbreaktion im Gewebe
nachzuweisen. Dabei wird die mRNA der zu untersuchenden Gene mit einer komplementiren
RNA-Sonde hybridisiert und der Komplex durch eine chromogene Farbreaktion im Gewebe

nachgewiesen.

Die eingesetzten RNA-Sonden wurden mit Digoxigenin (Dig) oder Fluoreszin (FITC)
markiert. Diese wurde durch einen spezifischen Antikorper erkannt, an den das Enzym
alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist. Das gebundene Enzym AP reagiert dann mit dem
Substrat NBT/BCIP, wobei die Phosphatgruppe des BCIP abgespalten und gleichzeitig NBT

reduziert wird (Abb.7). Es entsteht ein schwarz-violett gefarbtes Prézipitat im Gewebe.
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Abb. 7: Hydrolyse von BCIP und Reduktion von NBT durch alkalische Phosphatase.

3.2.15. RNA in situ Hybridisierung

3.2.15.1. RNA in situ Hybridisierung an ganzen Embryonen

Die in situ Hybridisierung an ganzen Embryonen wurde nach Schulte & Cepko (2000)
durchgefiihrt. Die eingesetzten RNA Sonden wurden, wie unter 3.2.13. beschrieben, mit

Digoxygenin (Dig) oder Fluoreszin (FITC) markiert.

Tag 1: Prahybridisierung und Hybridisierung

Die ganzen Embryonen, die zuerst in 4 % Paraformaldehyd fixiert und dann iiber eine
ansteigende Methanolverdiinnungsreihe in PBST dehydriert worden waren, wurden iiber eine
absteigende Methanolreihe 75 %, 50 %, 25 % Methanol in PBST wieder rehydriert (5
Minuten pro Schritt) und fiir 30-60 min. mit 6 % Wasserstoffperoxid in PBST gebleicht.
AnschlieBend wurden die Embryonen fiir 3 x 5 min. in PBST gewaschen und fiir 12 min. mit
5 pg/ml Proteinase K in PBST inkubiert. Daran schloss sich ein Waschschritt fiir 10 min. in 2
mg/ml Glyzin und zwei Waschschritte fiir 5 min. in PBST an. Nach einer Fixierung des
Gewebes in 4 % Paraformaldehyd mit 0,2 % Glutaraldehyd in PBST fiir 20 min. wurden die
Embryonen 2 x fiir 5 min. in PBST gewaschen und mit vorgewédrmter Hybridisierungslosung
fiir mindestens 1 h bei 70°C priahybridisiert. Die Hybridisierungslosung wurde dann gegen
RNA-Hybridisierungslosung ausgetauscht und iiber Nacht bei 70°C inkubiert. Die RNA-
Hybridisierungslosung enthielt entweder nur eine Dig-markierte RNA-Sonde, oder eine Dig-
sowie eine FITC-markierte Sonde, wenn zwei Gen-spezifische Transkripte simultan

nachgewiesen werden sollten.
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Tag 2: Waschen, Blocken und Antikorperinkubation

Die RNA-Hybridisierungslosung wurde entfernt und die Embryonen wurden 3 x 30 min. mit
Losung I bei 70°C und 3 x 30 min. mit Losung III bei 65°C gewaschen, auf Raumtemperatur
heruntergekiihlt und 3 x 5 min. in TBST gewaschen. AnschlieBend wurde mit 10%
Schafserum in TBST fiir 2,5 h bei Raumtemperatur geblockt. Danach wurde mit dem
Primérantikorper (1:10.000 anti Dig AP-Fab-Fragment bzw. anti FITC AP-Fab-Fragment in
1% Schafserum in TBST) {iber Nacht bei 4°C inkubiert.

Tag 3: Waschen
Die Embryonen wurden bei Raumtemperatur 3 x 10 min., 6 x 1 h und dann iiber Nacht bei

4°C in TBST (auf einem langsam rotierenden Schiittler) gewaschen.

Tag 4: Farbung

Die Embryonen wurden 3 x 10 min. mit NTMT gewaschen und dann in 125 pg/ml BCIP und
250 pg/ml NBT in NTMT inkubiert. Die Schnitte wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur
auf einem rotierenden Schiittler bis zum Ende der Farbreaktion gelagert. Nach Abschluss der
Farbreaktion wurde nochmals 2 x 10 min. mit NTMT gewaschen. Danach wurden die
Embryonen in PBS (pH 5,5) fiir mindestens 30 min. gewaschen und anschlieend in 4 % PFA

nachfixiert.

Im Falle einer zweiten Farbreaktion wurden die Embryonen nicht nachfixiert, sondern 5 min.
bei Raumtemperatur, 30 min. bei 70°C, 3 x 5 min. bei Raumtemperatur in TBST gewaschen.
Anschliefend wurde der Nachweis von der zweiten Gen-spezifischen Transkripte (Tag 2)
durch Inkubation mit 10 % Schafserum in TBST fiir 2,5 h bei Raumtemperatur und Zugabe
des zweiten Markierungsspezifischen Antikorpers begonnen. Bei dieser in sifu Hybridisierung
zum Nachweis von zwei Genprodukten wurde das jeweils schwicher exprimierte Transkript
mit Hilfe einer Dig-markierten RNA-Sonde und unter Verwendung von NBT und BCIP als
Chromophore nachgewiesen. Das starker exprimierte Genprodukt wurde anschlieBend mittels
einer FITC-markierten RNA-Sonde und durch Zugabe von Mangenta-Phosphat als

Chromophor sichtbar gemacht.
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Losungen fiir die RNA in situ Hybridisierung an ganzen Embryonen:

DEPC-H,O DEPC in H,O 0,01 %

.N. bei 37°C schwenken; 21 min autoklavieren

PBST 1x PBS
Tween-20 0,1 %
Proteinase K Stock: 10 mg / ml in H,O
20 x SSC (Saline Sodium Citrate) NaCl 3iM
Natriumcitrat 03 M

pH mit 1 M HCI auf 4,5 einstellen

10 x TBST Tris-HCI1 pH 7,5 IM
NaCl 1,5SM
Tween-20 0,1 %
Hybridisierungs-/ ultra-reines Formamid 50 %
Prihybridisierungslosung SSC pH 4.5 5x
SDS 1%
Hefe tRNA 50 ug / ml
Heparin 50 ug / ml
Losung | Formamid 50 %
SSC pH 4,5 5x
SDS 1%
Losung 111 Formamid 50 %
SSC pH 4,5 5x

Tween 20 0,05 %
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NTMT NaCl 100 mM
Tris-HCI1 pH 9,5 100 mM
MgCl, 50 mM
Tween 20 0,1 %
NBT Stammlosung: 200 x

50 mg / ml NBT in 70 % DMF in H,O

BCIP Stammlosung: 200 x
25 mg / ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
in Hzo

Mangenta-Phosphat Stammldsung: 200 x

25 mg / ml 5-Bromo-6-Chloro-3-Indolylphosphat
in DMF

3.2.15.2. RNA in situ Hybridisierung an Vibratomschnitten

Die in situ Hybridisierung wurde an schwimmenden Vibratomschnitten durchgefiihrt. Die
eingesetzten RNA Sonden wurden mit Digoxygenin (Dig-UTP) markiert. Die Hybridisierung
und Farbung der Vibratomschnitte wurden nach einem Standardprotokoll nach D. Engelkamp

et al. (1999) durchgefiihrt.

Tag 1: Prahybridisierung und Hybridisierung

Die dehydrierten Vibratomschnitte (100 um Dicke) wurden in ,,24-well* Zellkulturschalen
iiber eine absteigende Methanolreihe 75 %, 50 %, 25 % Methanol in PBST rehydriert (5-10
Minuten pro Schritt) und fiir 10 min. mit 6 % Wasserstoffperoxid in PBST gebleicht.
Anschlieend wurden die Schnitte fiir 2 x 5 min. in PBST gewaschen. Danach wurden 200 pl
Prahybridisierungslosung pro ,,well“ zu den Schnitten gegeben und fiir 4-5 h bei 62-68°C
inkubiert. Wahrend der Prahybridisierung wurde die RNA Probe im Hybridisierungspuffer
gelost  (Verdiinnung 1:100) und fiir 5-10 min. bei 70°C denaturiert. Die
Prahybridisierungslosung wurde dann gegen 120 pl RNA Hybridisierungsldsung ersetzt und
iiber Nacht bei 62-68°C inkubiert.
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Tag 2: Waschen, Blocken und Antikorperinkubation

Die Hybridisierungslosung wurde entfernt und die Schnitte wurden 2 x 10 min., 2 x 30 min.
mit I1x SSC und 2 x 30 min. mit 0,2x SSC bei 62-68°C gewaschen, auf Raumtemperatur
heruntergekiihlt und 3 x 10 min. in TBST gewaschen. AnschlieBend wurde mit 10%
hitzeinaktiviertem Schafserum in TBST fiir 3 h bei Raumtemperatur geblockt. Danach wurde
mit dem Primédrantikorper (1:2000 anti Dig AP-Fab-Fragment in 1 % Schafserum in TBST)
iber Nacht bei 4°C inkubiert.

Tag 3: Waschen und Féiarbung

Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur 2 x 10 min., und dann 4 x 1 h in TBST (auf einem
langsam rotierenden Schiittler) gewaschen. AnschlieBend wurde 2 x 10 min. mit NTMT
gewaschen und das NTMT durch 300 ul NBT/BCIP Farbelosung ersetzt. Die Schnitte wurden
im Dunkeln bei Raumtemperatur und auf einem rotierenden Schiittler bis zum Ende der
Farbreaktion gelagert. Nach Abschluss der Farbreaktion wurde nochmals 2 x 10 min. mit
NTMT gewaschen. Danach wurden die Schnitte in PBS (pH 3-4) / 1 % TritonX-100 fiir

mindestens 30 min. (bei 4°C bis zu 3 Tagen) gewaschen.

Tag 4: Postfixierung und Eindeckeln

Die Schnitte wurden in 4 % PFA / 0,1 % Glutaraldehyd fiir 1 h bei Raumtemperatur
postfixiert und anschlieBend fiir 1 h in PBS (pH 6,3) gewaschen. AbschlieBend wurden die
Schnitte auf Objekttrager iiberfiihrt, mit Aqua Poly/Mount (Polysciences Inc., Warrington, PA
/ USA) tiberschichtet und mit einem Deckgldschen abgedeckt. Nach mindestens einem Tag
der Aushirtung wurden die Deckgldser mit Nagellack umrandet und bis zur Auswertung im

Dunkeln gelagert.

Losungen fiir die RNA in situ Hybridisierung an Vibratomschnitten

BSA-Gelantine PBS 450 ml
Gelatine 22¢g
bei 60°C losen, auf RT abkiihlen
BSA 70 g
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10 x Salz NaCl 114 ¢
Tris-HC1 14,04 g
Tris Base 1,34 g
NaH,PO x H,O 7.8 g
Na;HPOy, 7.lg
0,5 % EDTA 100 ml

auffiillen auf 11 mit H,O, pH 7,5

Prahybridisierungslosung 10 x Salz 1 x
ultra-reines Formamid 50 %
Blocking Reagenz 2%
DEPC-H,0O

Hybridisierungslosung 10 x Salz 1 x
ultra-reines Formamid 50 %
50 % Dextran-Sulfat 10 %
Hefe tRNA (10 mg/ml) 1 mg/ml
50 x Denhardt’s I x
Blocking-Reagenz 2%
DEPC-H,O

Losung A (1 x SSC) SSC pH 7,0 I x
Formamid 50 %
Tween 20 0,1 %

Losung A (0,2 x SSC) SSC pH 7,0 0,2 %
Formamid 50 %

Tween 20 0,1 %
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3.2.16. Herstellung von sagitalen oder koronalen Gefrierschnitten

Die geernteten Embryonen wurden {iber Nacht in 4 %igem PFA bei 4°C fixiert, dann in 30 %
Sukrose in 1x PBS {iiber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Embryonen in
Einbettmedium (Leica, Nussloch) eingebettet, entsprechend ausgerichtet und auf einen
Kryostatblock bei -18°C aufgefroren. Es wurden 12-14 um dicke Schnitte angefertigt und auf
Superfrost Objekttragern (Menzel Glédser, Braunschweig) gesammelt. Danach wurden die

Schnitte bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

3.2.17. Antikorperfirbung

Fiir die immunhistochemischen Markierungen wurden die zu untersuchenden Gefrierschnitte
vorsichtig bei Raumtemperatur aufgetaut. Die aufgetauten Gefrierschnitte wurden dann mit
einem Fettstift umrandet. Die Inkubation mit dem Erstantikorper in 5 % Chemiblocker + 0,5
% Triton erfolgte liber Nacht bei 4°C. Danach wurden die Schnitte 3 x 10 min. mit PBS
gewaschen. Der gebundene Erstantikorper wurde mit einem spezifischen Zweitantikdrper
nachgewiesen. Dazu wurden die Schnitte ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem
jeweiligen Zweitantikorper in 5 % Chemiblocker (Chemicon, Temecula / USA) + 0,5 %
Triton inkubiert und danach wieder 3 x 10 min. mit PBS gewaschen und in Aqua Poly/Mount
(Polysciences Inc., Warrington, PA / USA) eingedeckelt. Die Auswertung wurde an einem

Fluoreszensmikroskop durchgefiihrt.

3.2.18. Herstellung von Vibratomschnitten

Die geernteten Hithnchen Embryonen wurden nach der Fixierung in 4 % PFA fiir 10 min. in
1x PBS gewaschen und fiir 5 min. in Glutaraldehyd préfixiert. Zum Einbetten wurde, je nach
Mengenbedarf, 250 - 400 pl 25 % Glutaraldehyd (Sigma) zu 2,5 - 4 ml BSA / Gelantine-Mix
gegeben, schnell gemischt und in eine Einbettform (Resin Embedding Moulds 12mm x 15 mm
x 5 mm von Agar Scientific LTD; Plano) mit den jeweiligen Embryonen gegeben.
AnschlieBend wurde der erhértete Block aus der Einbettform genommen, mit einer
Rasierklinge zurechtgeschnitten und mit Sekundenkleber am Vibratomblock befestigt. Das
Vibratombad wurde mit eiskaltem 1x PBS gefiillt. Es wurden Schnitte mit einer Dicke von
100-150 um hergestellt (Vibratomeinstellungen: Geschwindigkeit 4-5; Amplitude 8-10).

Anschliefend wurden die Schnitte in ,multi-well” Platten tberfilhrt und durch eine
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aufsteigende Methanolreihe: 25 %, 50 %, 75 % Methanol in PBST und 2 x 100 % Methanol
dehydriert. Die Schnitte wurden bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

3.2.19. Mikroelektroporation

Die Mikroelektroporation (Momose ef al., 1999) stellt eine effektive Methode dar, Funktionen
von Genen in einem sich entwickelnden Organismus zu untersuchen. Dabei werden durch
zwel Mikroelektroden, die das Zielgewebe flankieren, elektrische Impulse verabreicht. Die
gegebenen elektrischen Impulse permeabilisieren kurzeitig die Zellmembranen, wodurch die

vorher injizierte DNA-L&sung in die Zellen eindringen kann.

(+
pMes /
pMiw
[— 2 =
24 Std.
spéter
‘ Detektion der
Versuchsaufbau HH Stadium 10 GFP-Fluoreszenz

Abb. 8: Schematische Darstellung und Versuchsaufbau der Mikroelektroporation.

Befruchtete Eier wurden horizontal bei 37,8°C bis zum Entwicklungsstadium HH 10-11
(Hamburger und Hamilton, 1992) inkubiert. Damit der Embryo beim Offnen des Eies nicht
verletzt wurde, wurde mit einer Pinzette am verdickten Ende ein Loch geschlagen, welches
ein Absinken des Embryos bewirkt. Dann wurde ein kleiner Bereich der Schale iiber dem
Embryo entfernt. Die jeweilige DNA-L6sung wurde in einer Konzentration von 2-3 pg / ul
durch eine Mikroinjektionskapillare in das Neuralrohr injiziert. Nach Zugabe von 250 pl
sterilem 1x PBS wurde die Anode (spitzer Wolframdraht) direkt in das zu elektroporierende
Gewebe inseriert. Die Kathode (Platindraht) wurde per Hand am &ufleren Rand so plaziert,
dass Anode und Kathode sich direkt gegeniiber stehen. Es wurden bei etwa 1 kb groBlen
Konstrukten 3 und bei bis zu 5 kb groBen Konstrukten 5 Impulse von 10 Volt und einer
Impulszeit von 50 ms gegeben. AnschlieBend wurden die manipulierten Eier mit Tesafilm
abgeklebt und bis zum gewiinschten Alter weiter bei 37,8°C inkubiert. Der Erfolg der
Mikroelektroporation konnte bis zu 48 Std. nach der Elektroporation mittels GFP-Fluoreszenz

nachgewiesen werden (Abb. 8).
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DNA-Lo6sung

DNA 2-3 ug

10x Fast Green FCF (Sigma) 1l

PBS auf 10 pl Gesamtvolumen
Wolfram-Draht Plano GmbH, Wetzlar

Durchmesser: 0,125 mm, Best. Nr.: E407-4

Borsilikat Glaskapillaren ~ Harvard Apparatus Ltd., Kent, UK
Durchmesser 1,2 x 0,69 mm, Best. Nr.: GCI 20F-10

3.2.20. Implantation von Fgf8-Protein getrinkten Acrylkiigelchen

Die Implantation von Fgf8-Protein getrdnkten Acrylkiigelchen wurde nach einem

Standardprotokoll nach P.H. Crossley et al. (1996b) durchgefiihrt.

Heparin beschichtete Acrylkiigelchen (Sigma) wurden 2 x in sterilem 1x PBS gewaschen, mit
einer Pinzette halbiert und iiber Nacht bei 4°C in einer FGF8-Proteinlosung (R&D Systems)
mit unterschiedlichen Konzentrationen getrankt. Anschliefend wurden die Kiigelchen erneut
mit sterilem 1x PBS gewaschen und mit Hilfe eines spitzen Wolramdrahtes in die laterale
Wand des Mittelhirns von Hithnchen-Embryos HH 11-13 inseriert. AnschlieBend wurden die

manipulierten Eier mit Tesafilm abgeklebt und bis zu 24 Stunden weiter bei 37,8°C inkubiert.

Heparin, Immobilized on acrylic beads Sigma-Aldrich, Best.-Nr.: H-5263

Rm FGF-8b, recombinant mouse (E.coli-derived) R&D Systems (Minneapolis / USA),
Best.-Nr.: 423-F8
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3.2.21. Virusinjektion

Die Produktion des von RCAS abgeleiteten Retrovirus wurde nach Ausubel et al. (1998)
durchgefiihrt.

Die RCAS-Vektoren sind eine Familie der retroviralen Vektoren, entstanden aus dem SR-A
Stamm der Rous sarcoma Viren (RSV). RSV ist ein Mitglied der Avian Sarcoma-Leukosis
Virus Familie (ASLV). RSV beinhaltet das ganze Komplement der viralen Gene und
zusitzlich das Oncogen src. Der RCAS Vektor macht es moglich, die kodierende Sequenz
eines zu untersuchenden Proteins, das so genannte Transgen, gegen das src Oncogen
auszutauschen. Der Name RCAS steht fiir “Replications Competent ASLV long terminal
Repeat” (LTR) mit einem “Splice acceptor”. Die RCAS Vektoren behalten dabei die src
splice acceptor site und exprimieren das eingebrachte Gen. Der Vektor wird in geeigneten
Zellen (zum Beispiel DF-1 Zellen) repliziert. Der Lebenszyklus des erhaltenden retroviralen
Virus beginnt mit der Bindung des envelope Glycoproteins an einen Oberflichenrezeptor der
Zielzelle. Diese Interaktion wird durch die Fusion der viralen und zelluliren Membranen
ermoglicht. Nach der Fusion der viralen und zelluliren Membranen, dringt der Virus in das
Zytoplasma der Zelle ein. Im Zytoplasma wird dann das einzelstringige RNA-Genom des
Virus in doppelstringige DNA umgeschrieben. Dies geschieht durch das Enzym Reverse
Transkriptase. Die doppelstridngige, virale DNA gelangt dann in den Zellkern der Zielzelle
und wird in ihre DNA integriert, wodurch das virale Transgen sich nun in dem Genom der
Wirtszelle befindet. Das Transgen wird als Teil des Genoms der Wirtszelle exprimiert und bei
jeder Zellteilung auf beide Tochterzellen weitergegeben. Dadurch wird das zu untersuchende
Protein ektopisch in den infizierten Zellen gebildet und die Auswirkungen dieser
Manipulation auf den Ablauf der Embryonalentwicklung konnen in vivo untersucht werden.

Hithnchenembryonen wurden bis HH Stadium 11 bei 37,8°C inkubiert. Danach wurde das Ei
wie zur Elektroporation gedffnet. Um ein Verstopfen der Injektionskapillare zu vermeiden,
wurde das jeweilige Virusaliquot kurz abzentrifugiert. Dann wurden 8 pul Virusaliquot (die
Virustiter lagen zwischen 7 x 10" und 2 x 10*) mit 1 pl Fast Green und 1 pl Polybrene
(Sigma-Aldrich, Steinheim; nur bei RCAS-B) versetzt. Die Viruslosung wurde mit Hilfe einer
Mikroinjektionskapillare in das Neuralrohr des Embryos injiziert. Anschlieend wurden die
Eier mit Tesafilm abgeklebt und weiter bei 37,8°C bis zum gewiinschten Alter inkubiert.
Nach dem Ernten wurden die Embryonen in 4 %igem PFA bei 4°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.
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3.2.22. Zellkultur

Alle Arbeiten wurden an einer Sterilbank (Heraeus) durchgefiihrt. Arbeitsflichen wurden mit
70% (v/v) Ethanol gereinigt. Glasgerite und —gefie wurden hitzesterilisiert,

Plastikmaterialien steril erworben.

3.2.22.1. Auftauen von Zellen

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden auf Trockeneis transportiert. Nach
ziigigem Auftauen bei 37°C im Wasserbad wurden die Zellen in ein steriles 15 ml-
Kulturréhrchen iiberfiihrt und mit 10 ml Kulturmedium tropfenweise versetzt. Nach einer
Zentrifugation bei 800 rpm fiir 3 min. (Megafuge 1.0 R, Heraeus) wurde das Medium
abgenommen und das Zellpellet in 6 ml-Kulturmedium resuspendiert und in eine 10 cm-

Kulturschale tiberfiihrt.

3.2.22.2. Kultur von Zelllinien

Die Kultur von 293T Zellen erfolgte in Brutschrinken (Heraeus) in einer 5%igen CO,-
Atmosphére bei 37°C. Zum Passagieren der adhdrent wachsenden Zellen wurden diese nach
Entfernen des Mediums mit 1 x PBS gewaschen und pro 10 cm-Kulturschale mit 1 ml
Trypsin/EDTA-L6sung (37°C, 5 min.) abgeldst und in einer geeigneten Verdiinnung auf neue
Kulturschalen verteilt. Die 293T Zellen wurden in DMEM + 10% FCS kultiviert und alle 4
Tage 1:9 passagiert.

3.2.22.3. Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung adhédrenter Zellen wurde das Medium abgesaugt und die
Kulturschalen einmal mit 1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 ml Trypsin/EDTA-
Losung (37°C) von den Platten abgeldst und anschlieBend mit 2-3 ml Kulturmedium versetzt
in ein 15ml-Kulturréhrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden 10 min. bei 800 rpm und
Raumtemperatur sedimentiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus). Das Medium wurde abgenommen
und das Pellet in insgesamt 1 ml eisgekiihltem Einfriermedium (Kulturmedium mit

Dimethylsulfoxid, Verhiltnis 9:1) resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde dann in ein auf
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Eis gelagertes Kryorohrchen tiberfiihrt und iiber Nacht in einem Isopropanolbad langsam auf

—70°C gekiihlt, bevor es am nidchsten Tag in fliissigem Stickstoff iiberfiihrt wurde.

Dimethylsulfoxid (DMSO) Applichem
Best.-Nr.: A 3608,0500

3.2.22.4. MATra-vermittelte Transfektion

Zur transienten Expression rekombinanter Proteine wurden 293T-Zellen mittels MATra
(,,Magnet Assisted Transfection®) transfiziert. Fiir dieses Verfahren ist hochreine DNA
erforderlich, die durch Maxi-Préparation (siehe 3.2.1.) gewonnen wurde. 293T Zellen wurden
einen Tag vor der Transfektion im Verhéltnis 1:4 passagiert, so dass eine Konfluenz von etwa
75% am Tag der Transfektion erreicht wurde. In sterilen Rohrchen wurden pro 10 cm-
Kulturschalen 1 ml DMEM ohne Serum und Antibiotikum mit einer Gesamtmenge von 10 pg
der zu transfizierenden DNA und 10 pl MATra-Reagenz vermischt und fiir 20-30 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde pro 10 cm Kulturschale 1 ml DMEM ohne
Serum und Antibiotikum vorgelegt und mit dem Transfektionsansatz vermischt. Die Zellen
wurden danach fiir 15 min. bei 37°C bei 5 % CO, auf einer Magnetplatte inkubiert.
Abschliefend wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und durch frisches DMEM + 10%
FCS ersetzt. Die 293T Zellen wurden bis zur Analyse der Genexpression fiir 12-48 h

weiterkultiviert.

3.2.23. RNA Interference

Das Phinomen der RNA Interferenz (RNA1) beschreibt einen hochspezifischen Mechanismus
zur Stilllegung von Genen. Ausgangspunkt des RNAi-Mechanismus ist doppelstringige RNA
(dsRNA), die mit dem Ziel-Gen identische Sequenzen aufweist. Diese dsRNA wird zur
Bildung von RNAI in kleinere Sequenzabschnitte von 21-23 Nukleotiden (siRNA — ,,;short
interfering RNA®) zerlegt. Es konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass
durch eine Ubertragung oder Expression dieser siRNA eine gezielte Inaktivierung von Genen

in Sdugerzellen erreicht werden kann (Mittal ez al., 2004).
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3.2.23.1. Herstellung der RNAi-Konstrukte

Die RNAi-Konstrukte mit einer Lange von 19 Basen zur Inaktivierung von cRPTPA wurden
mit Hilfe des ,,siRNA Target Designers“' von Promega (Mannheim) gestaltet. Um spiter eine
unspezifische Unterdriickung &hnlicher Rezeptor-Tyrosin-Phosphatasen zu verhindern,
wurden vier unterschiedliche Oligonukleotide aus ,,Linker“-Regionen der cRPTPA-Sequenz
ausgewdhlt und bei Invitrogen (Karlsruhe) bestellt. Die Oligonukleotide wurden wahlweise
nach der Strategie von Scherr ef al. (2003) oder Schwarz et al. (2003) zur Formation der so
genannten ,,Hairpin“-Sequenzen gestaltet (Tab. 13). Die siRNA-Konstrukte wurden nach
Anleitung von Promega in den psiSTRIKE hMGFP-Vektor kloniert, welcher die Expression
der siRNA in vivo ermoglicht. Dieser Vektor enthélt einen U6-Promotor, der die
Transkription der ,,Hairpin“-Sequenz initiiert und einen CMV-Promotor zur Expression des

synthetischen hMGFP-Protein (,,human Monster green fluorescent protein®) besitzt (Abb. 9).

Bezeichnung Zielsequenz Position im Genom »Hairpin Sequenz*
nach eigener
Sequenzierung
RPTPL-RI A | GTC AAC ATG ACC 1915-1933 TTT GTG TAG
AAA GCA A (Scherr et al., 2003)
RPTPL-RI B | GGG ATG CTT CAA 2272-2291 TTT GTG TAG
AGA AGA A (Scherr et al., 2003)
RPTPL-RI C | GCT TCA AGC AGG 2237-2255 CTTCCTGTCA
AGT ATG A (Schwarz et al., 2003)
RPTPL-RI D | GAG ATC ACC ACC 1333-1351 CTTCCT GTCA
AAC ATAT (Schwarz et al., 2003)

Tab. 13: siRNAs gegen cRPTPA.

' www.promega.com/siRNADesigner/default.htm
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3.2.23.2. Messung der Effektivitiat von siRNA-Konstrukten

Das psiCHECK " -System von Promega (Mannheim) ermoglicht den quantifizierbaren
Nachweis des Erfolgs der Inaktivierung von Genen durch RNAi und beruht auf dem
Nachweis der Renilla-Luciferase, die als Reportergen mit dem Zielgen fusioniert wird. Der
RNAi-Effekt wird in diesem Fall durch Kotransfektion mit den siRNA-Oligos im
psiSTRIKE"-2-Vektor eingeleitet. Geeignete RNAi-Zielsequenzen fithren zur Degradation
der endogenen Ziel-mRNA und der Fusions-RNA aus Renilla- und Ziel-Gen (Abb. 10). Die
Renilla-Luciferaseaktivitit lisst sich mit dem Dual-Glo -Luciferase-Protokoll (Promega,
Mannheim) nachweisen und quantifizieren. Die Verminderung der Renilla-Lumineszenz ist
proportional zur Unterdriickung des Zielgens.
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A 4 N\ die siRNA an die mRNA des Ziel-Gens und initiiert
< hRluc - *"‘ den RNAi-Prozess. Die fusionierte Renilla mit der
' N » - mRNA des Zielgens wird degradiert, was zu einem

Ligh Mo light verringerten Renilla-Luziferasesignal fiihrt.
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Der in dieser Arbeit verwendete psiCHECK -2 Vektor (Promega, Mannheim) enthielt neben
dem Renilla-Luciferase Reportergen (hR/uc) ein zusitzliches Firefly-Luziferase Rportergen
(hluc+) (Abb. 11). Die Firefly-Expressionskassette besteht aus einem HSV-TK Promoter,
einem synthetischen Firefly-Luziferasegen und einem SV40 poly(A)-Signal. Diese Firefly-
Reporterkassette dient als ein Reporter flir die Normalisation der Transfektion, somit kann das

Signal der Renilla-Luziferase gegen das Signal der Firefly-Luziferase normalisiert werden.
In den psiCHECK™-2 Vektor wurde ein Teilfragment von ¢RPTPA (cRLKB-3) kloniert,

welches die Zielsequenzen der siRNA-Konstrukte enthielt. Die Klonierung wurde nach

Anleitung von Promega durchgefiihrt.
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Abb. 11: psiCHECK -2 Vektor
3.2.23.3. Quantifizierung der Luziferase-Aktivitit

Der RNAi-Effekt wurde vor dem in vivo Einsatz zunichst in HEK 293T-Zellen getestet. Dazu
wurden HEK 293T-Zellen auf einer 60-80 % konfluent bewachsenen ,,6-well“-Platte mit
Hilfe der MATra-Reagenz transfiziert (sieche 3.2.22.4.). Es wurden je 1,5 ng DNA der siRNA-
Konstrukte ~ (RPTPL-RI_A-, RPTPL-RI B-, RPTPL-RI C- und RPTPL-RI D-
psiSTRIKE "hMGFP) mit 1,5 ug DNA von ¢RLKB-3- psiCHECK -2 kotransfiziert. Als
Kontrolle wurden 1,5 pg cRLKB-3- psiCHECK -2 allein transfiziert.

Etwa 48 Stunden spéter wurden die transfizierten Zellen mit 250 pl Trypsin abgelost und
anschlieBend mit 1,75 ml Medium durchmischt. Von diesem Gemisch wurden jeweils 100 pl
und 200 ul in beschichtete ,,96-well“-Platten transferiert und anschlieBend erneut 5 Stunden
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Dual-Glo-Luziferase-Reagenzien, Computer

und Glomax-Luminometer vorbereitet (alles nach Anleitung von Promega).
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Das Medium der ,,96-well“-Platten wurde auf 75 pl reduziert und danach wurden jeweils 75
pl der Dual-Glo-Luziferase Reagenz fiir 10 min. bei Raumtemperatur zu den Zellen gegeben.
Dann wurden die Luziferase-Aktivititen der Renilla- und der Firefly-Luziferase im Glomax ' -
Platten-Luminometer (Promega, Mannheim) gemessen.

Nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 min. mit dem Dual-Glo-Stop&Go-Luziferase-
Reagenz, von dem wieder 75 ul zugegeben wurden, wurde die Lumineszenz erneut gemessen.
Die jeweiligen Messungen wurden 2x durchgefiihrt und in den anschlieenden Berechnungen

zur Normalisierung der Luziferase-Aktivitdten wurde jeweils der Mittelwert verwendet.

3.2.24. Proteinbiochemie

3.2.24.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; modifiziert nach
Laemmli, 1970) dient der Auftrennung von denaturierten Proteinen. Das Kochen einer
Proteinprobe in dem SDS-haltigen reduzierenden Puffer fiihrt zur Denaturierung aller
Proteine. Die Eigenladung des Proteins wird durch die Anlagerung der SDS-Molekiile
tiberdeckt, so dass anionische Protein-SDS-Komplexe gebildet werden. Die Zugabe von (-
Mercaptoethanol zum Probenpuffer reduziert die Disulfidbriicken der Polypeptidketten und
tragt zur Entfaltung bei.

Es wurden Trenngele mit 7,5 % oder 10 % Polyacrylamid gegossen und nach der
Polymerisation mit einem 4%igen Sammelgel, in denen Taschen zum Probenauftrag
ausgespart blieben, liberschichtet. Als Proben wurden bei Minigelen pro Spur 5-20 pg Protein
(Schichtdicke 0.75 mm) in SDS-Probenpuffer denaturiert (5 min, 95°C) und aufgetragen. Zur
Bestimmung der Groflen aufgetrennter Proteine wurde eine Spur mit BenchMark prestained
marker (Invitrogen) beladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in Laemmli-
Laufpuffer bei 20-30mA (1 oder 2 Gele). AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine
auf PVDF-Membranen (sieche 3.2.4.3.) transferiert, wo sie mittels Immundetektion spezifisch
sichtbar gemacht werden konnten. Sollte hingegen nur die Proteinmenge einer Probe
iiberpriift werden, so wurde das Gel fiir 1 h mit Coomassie-Blau angefédrbt (modifiziert nach
Weber und Osborn, 1969) und anschlieend fiir 3-12 h in Entfarbelésung geschwenkt, um

unspezifisch gebundenen Farbstoff zu entfernen.
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Polyacrylamid-Trenngele Acrylamid (40%) 7,5 % oder 10 % (v/v)
Tris/HCl 0,375 M
SDS 0,1 % (W/v)

Die Polymerisation des Gels wurde vor dem Giellen
durch Zugabe folgender Komponenten gestartet:

10 % Ammoniumpersulfat 4 pl/ml

TEMED 0,72 pl/ml
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylenamin
Sigma 25 ml

Best.-Nr.: T9281

Polyacrylamid-Sammelgel Acrylamid (40%) 4 % (v/v)
Tris/HCI 0,125 M
SDS 0,1 % (W/v)

Die Polymerisation des Gels wurde vor dem Giellen
durch Zugabe folgender Komponenten gestartet:

10 % Ammoniumpersulfat 6 pl/ml

TEMED 0,72 ul/ml
5 x SDS-Probenpuffer SDS 15 % (w/v)

Glycerol 50 % (v/v)

Mercaptoethanol 15 % (w/v)

Bromphenolblau 1,5 % (w/v)
BenchMarkPrestained Invitrogen

SDS Molecular Weight Marker Best.-Nr.: 10748-010

10 x Laemmli-Laufpuffer Tris 250 mM
Glycine 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)

pH 8,3
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Coomassie-Blau Coomassie Blau R-250 0,25 % (W/v)
Essigsédure 10 % (v/v)
Methanol 50 % (v/v)
Entfarbelosung Essigsédure 10 % (v/v)
Methanol 50 % (v/v)
3.2.24.2. Western-Blot (,,Semidry-Blot*)

Unter Western-Blotting versteht man den elektrophoretischen Transfer von Proteinen aus
einem Gel auf eine Membran und erlaubt spezifische Nachweisreaktionen von den auf
Membran immobilisierten Proteinen.

Der Transfer aufgetrennter Proteine aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membran erfolgte
elektrophoretisch in einer Horizontalblotkammer. Auf die Anodenplatte der Apparatur
wurden 3 Schichten Whatman 3MM-Papier, die zuvor in Transferpuffer getrdnkt worden
waren, aufgelegt und blasenfrei mit einer feuchten PVDF-Membran (Invitrogen), dem
Polyacrylamidgel und 3 weiteren Lagen getrdnkten 3MM-Papiers {iberschichtet. Nach dem
Auflegen der Kathodenplatte wurden die Proteine aus dem Gel fiir 1 h bei einem Strom von 1
mA/cm® auf die Membranfliche transferiert. Der erfolgreiche Transfer wurde durch
reversibles Anfarben der Nirtozellulose mit Ponceau S {iberpriift. Die Membran wurde dazu 5
min. mit Ponceau S-Losung inkubiert und anschlieBend mit Aqua dest. entfdrbt, bis die

Proteine durch eine rote Farbung sichtbar waren.

Transferpuffer Tris 25 mM
Glycine 250 mM
SDS 0,1 % (W/v)
Methanol 20 % (v/v)
pHS,3

Ponceau-S-Losung Ponceau S 0,5 % (W/v)

Trichloressigsaure 1 % (w/v)
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3.2.24.3. Immundetektion von Proteinen

Um eine unspezifische Bindung von Antikorpern an PVDF-Membran zu verhindern, wurden
diese vor der Immundetektion 2 x 5 min. in TBST gewaschen und fiir mindestens 1 h mit 5%
(w/v) Milchpulver in TBST behandelt. AnschlieBend wurde die Membran mit einem in TBST
mit 3 % Rinderserumalbumin (BSA) verdiinnten Antikdrper unter leichtem Schiitteln iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Zum Entfernen eines unspezifisch gebundenen Antikdrpers wurde
dreimal fiir je 10 min. mit TBST gewaschen. Zur Detektion des Antikorpers wurden die
Membranen dann in einer Losung eines geeigneten Antikdrper-Peroxidase-Konjugats in
TBST fiir 1 h inkubiert und anschlieend 1 x 10 min. in TBST und 3 x 10 min. in TBS
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Bindung des Konjugats iiber eine
Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen.

Dazu wurde die gewaschene Membran fiir 2 min. mit einem Gemisch der Detektions-
Reagenzien 1 und 2 (1:1) des ECL-Systems bedeckt. Nach dem Abtropfen iiberschiissiger
Flissigkeit wurde die Membran in Klarsichtfolie eingeschlagen und die Signale fiir

Zeitintervalle von 2-30 min aufgenommen und schlie8lich auf einem Film abgebildet.

1. Antikorper | Verdiinnung 2. Antikorper | Verdiinnung Blockpuffer
anti-HA- 1:10.000 (1.und 2. 3 % (W/v)
Peroxidase, High Antikorper in BSA / 1x TBST
Affinity einem)

Roche

Best.-Nr.:

2013819

anti-B-Catenin, |1 : 1000 Anti-Kaninchen |1 :10 000 3 % (W/v)
Kaninchen, IgG-HRP, BSA / 1x TBST
polyklonal Cell Signaling

upstate Technology

Best.-Nr.: Best.-Nr.:

06-734 7071-1

anti-HA, 1: 1000 Anti-Kaninchen |1 :10 000 3 % (W/v)
Kaninchen, IgG-HRP, BSA / 1x TBST
Santa Cruz Cell Signaling

Biotechnology Technology

Inc. Best.-Nr.:

Best.-Nr.: 7071-1

sc-805

Tab. 14: Fiir die Western-Blot-Analyse verwendete priméire und sekundére Antikorper.

ECL-System Amersham Biosciences,

Lumigen PS-3 detection reagent
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Nach Immundetektion konnen die gebundenen Antikorper wieder von der Membran entfernt
werden, so dass der jeweilige Blot mehrmals mit verschiedenen Antikorpern angefarbt
werden kann.

Dazu wurde der Blot nach der Behandlung mit dem ECL-System 15 min. in PBS gewaschen
und in "Stripping”-Puffer fir 30 min. in einem 37°C Wasserbad inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt in PBS fiir 10 min. konnte mit der iiblichen Abséttigungs-Reaktion fiir

den als nichstes zu verwendenden Antikorper fortgefahren werden.

Stripping-Puffer 3-Mercaptoethanol 100 mM
(fiir PVDF) Tris/HCI1 50 M

SDS 2% (wW/v)
3.2.24.4. Immunprizipitation

Durch Immunprézipitation konnen Proteinkomplexe z.B. aus Zellextrakten mit spezifischen
Antikorpern aufgereinigt werden. Dabei werden die Antikorper {iber ihre Fc-Regionen an eine
Matrix gekoppelt. Als Matrix kann Protein A bzw. Protein G von Staphylococcus aureus
dienen. Bei der Verwendung von monoklonalen Antikdrpern, wurde in der Regel Protein G
als Matrix genutzt. Antigen und spezifisch gebundene Proteine wurden mit SDS-Probenpuffer
eluiert. Die Antikorper bleiben weitgehend an der Matrix gebunden.

Wenn gegen das jeweilige Protein kein Antikdrper verfiigbar war, wurde in der MHR von
Embryos HH 10-11 (Hamburger und Hamilton, 1992) DNA mit einem HA-tag mittels
Mikroelektroporation iiberexprimiert. Nach einer 24-stlindigen Inkubation der manipulierten
Eier, wurden die Mittelhirne der Embryos heraus prapariert. Dieses Gewebe konnte bei -80°C
gelagert werden, oder sofort fiir eine Immunprézipitation verwendet werden.

5 Mittelhirne wurden in 100 pl Lysispuffer resuspendiert und 15 min. auf einem Rotator bei
4°C inkubiert. Dem schloss sich eine 15-miniitige Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4°C an.
Fiir die Kontrolle der Proteinexpression wurden danach 10 pl Lysat abgenommen, mit 2,5 pl
5x SDS-Probenpuffer versetzt und bei —20°C gelagert. Um unspezifische Bindungsstellen
abzusittigen, wurde der Uberstand auf mit Lysispuffer gewaschene Protein G-Agarose
gegeben und fiir 30 min. auf einem Rotator bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand, welcher die zu prizipitierenden Proteine enthielt, mit 2-5 ug anti-HA-Antikorper
(siehe Tab. 14) fiir 4-5 h auf dem Rotator bei 4°C inkubiert. Danach wurde Protein G-Agarose

fiir 1 min. bei 10.000 rpm sedimentiert und mit Lysispuffer gewaschen. Zu der Agarose
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wurde der mit dem Antikdrper versetzte Extrakt der Mittelhirne gegeben und UN erneut auf
dem Rotator bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag schloss sich zundchst eine Zentrifugation fiir
5 min. bei 10.000 rpm an. Die Protein-G Agarose wurde in fiinf Waschschritten mit jeweils
200-400 pl gekiihltem Lysispuffer und 1 x mit 1 x avian Ringerlosung gewaschen. Die
Proteine wurden dann mit 20 pl 1x SDS-Probenpuffer 5 min. auf einem Schiittler eluiert und
die Agarose in einem Zentrifugationsschritt von 5 min. bei 13.000 rpm sedimendiert.
Schlielich wurden die Proteinextrakte mit den Proteinlysaten zusammen fiir 5 min. bei 95°C

denaturiert und das entsprechende Antigen durch SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot

(siehe 3.2.24.2.) nachgewiesen.

Lysispuffer (nach Yan et al., 2002)

Protein G-Agarose

10 x Avian Ringerlosung

NaCl

Tris/HCI (pH 7,5)

EDTA

EGTA

Orthovanerdate

Igepal

SDS

Na-Deoxycholat

Protease Inhibitor Tablette

Roche, Mannheim

Best.Nr.: 1719416

NaCl

KCI

CaCl,
HPLC-H,O

150 mM
20 mM
I mM
1 mM
1 mM
1%
0,1 %
0,5 %
1 x @ 50 ml

85¢g
042 ¢g
0,025 ¢
@ 100 ml
steril filtriert
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4, Ergebnisse
4.1. Klonierung der Rezeptor-ihnlichen Protein Tyrosin Phosphatase A aus dem
Hithnchen

Auf der Suche nach neuen Genen, die in Vorlduferzellen der Hiihnchenretina exprimiert
werden, wurde mRNA aus Augen bzw. optischen Vesikeln von Hiihnchenembryonen im
Stadium HH 10-21 (Hamburger und Hamilton, 1992) isoliert und mit Hilfe des ,,pBluescript”
I XR cDNA Library Construction Kits“ eine cDNA Bibliothek erstellt. Im Zuge dessen
wurde eine Teilsequenz identifiziert, welche homolog zur Rezeptor-dhnlichen Protein Tyrosin

Phosphatase A (RPTPA) der Maus ist (D. Schulte, persénliche Kommunikation).

Um die komplette DNA von cRPTPA zu amplifizieren, wurde die Strategie der ,,Consensus-
Degenerate Hybrid Oligonukleotid Primer (CODEHOP)-PCR* angewandt (Rose et al., 1998;
Rose et al., 2003). Dabei wurde cRPTPA aus Gesamt-RNA von Hithnchenkdpfen der Stadien
HH 15-20 mittels degenerierter PCR kloniert. Die dafiir verwendeten Oligonukleotide wurden
von den bekannten Sequenzen der Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatase aus der Maus
(NCBI: U55057), des Menschen (NCBI: gi1518671) und Xenopus laevis (NCBI: BF427560)
abgeleitet. Die Oligonukleotide bestehen aus einer kurzen 3’-degenerierten Kernregion und
einer dulleren ldngeren 5'-Consensus-Region und wurden mit Hilfe des online CODEHOP-
Programms’ entworfen. Da die Sequenzierung des mittleren Segmentes von cRPTPA zu
Beginn meiner Arbeit schon weit vorangeschritten war, wurde zundchst ein Teilfragment von
490 bp des 3'-Endes amplifiziert (siche Anhang 4.1., 4.2.). In der Zwischenzeit wurde von
Aerne et al. die Sequenz von cRPTPy, welche zu 98 % mit cRPTPA identisch ist, in der
NCBI-Datenbank (AY147868) abgelegt (Aerne et al, 2003). Daher konnte von einer
Amplifikation des restlichen 5’- und 3’-Endes von cRPTPA abgesehen werden (Tab. 15).

Mehrere unabhéngige Gruppen identifizierten RPTPA gleichzeitig in verschiedenen Spezies.
Im Einklang mit der Nomenklatur fiir Protein Tyrosin Phosphatasen nach Alonso et al.
(2004), haben wir das Molekiil, welches in dieser Arbeit untersucht wurde, cRPTPA genannt.

Um die Sequenzidentititen zwischen RPTPA von Hiihnchen und anderen Spezies zu

2 http://blocks.fhere.org/codehop.html



Ergebnisse 59

bestimmen, wurden paarweise Sequenzvergleiche (,,pairwise sequence alignements®)

durchgefiihrt. Hierfiir wurden Sequenzen einiger Modellorganismen ausgewahlt (Tabelle 15).

Protein Spezies Sequenzidentitit Referenz
[Ye]
RPTPA Huhn (Gallus gallus) 100 diese Arbeit
RPTPy Huhn (Gallus gallus) 98 Aerne et al., 2003
RPTPA Maus (Mus musculus) 86 Cheng et al., 1997
FTP-1 Maus (Mus musculus) 86 Yoneya et al., 1997
PCP2 Mensch (Homo sapiens) 86 Wang et al., 1996
PTPJ Mensch (Homo sapiens) 87 Wang et al., 1997
RPTPy Ratte (Rattus norvegicus) 86 Sommer et al., 1997

Tab.15: Sequenzidentitit von RPTPA in unterschiedlichen Spezies.

cRPTPA ist ein Mitglied der transmembranen Typ IIb-Klasse der Rezeptor-dhnlichen Protein
Tyrosin Phosphatasen. Wie die Sequenzanalyse ergab, ist es durch eine N-terminale Meprin-
A5-PTPp (MAM) Doméne, ein extrazellulires Segment mit einer Kombination von vier
Fibronektin (FN) Typ II und einer Immunglobulin (Ig) — &hnlichen Doméne, einer
Transmembrandoméne und zwei intrazelluldren Phosphatasedoménen gekennzeichnet (Abb.

12). Die Protein-kodierende Sequenz von cRPTPA hat eine Grof3e von 4,6 kb.
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MAM (Meprin/AS/PTPu Motiv)

Ig (Immunglobulin-ihnliche Doméne)

FN III (Fibronektin Typ III)

extrazellular

Transmembrandoméne

intrazellular

Phosphatasedomiinen

- - 29—

Abb. 12: Struktur der Rezeptor- dhnlichen Protein Tyrosin Phosphatase A (cRPTPA). cRPTPA
ist durch ein N-terminales Meprin-A5-PTPu (MAM) Motiv, ein extrazellulires Segment mit
einer Immunglobulin (Ig) — dhnlichen und vier Fibronektin (FN) Typ III Doménen, eine
Transmembrandomine und zwei intrazelluldre Phosphatasedoménen gekennzeichnet.

4.2. Untersuchungen zur Expression der Rezeptor-dhnlichen Protein Tyrosin
Phosphatase A (RPTPZ) wihrend der frithen Embryonalentwicklung des Gehirns

beim Hiihnchen

Die Expression der Rezeptor-dhnlichen Protein Tyrosin Phosphatase A (RPTP4) wéhrend der
frithen Embryonalentwicklung im Gehirn des Hiihnchens wurde mittels ,,SuperScript’ One-
Step RT-PCR* (3.1.9.4.) und in situ Hybridisierung untersucht. Erste spezifische Transkripte
von cRPTPA konnten durch RT-PCR im Gewebe eines ganzen Embryos im Stadium HH 4-5
(Hamburger und Hamilton, 1992) detektiert werden. Dieses Signal verstirkte sich zunehmend
in den Stadien HH 8-26 (Abb. 13A). Durch in situ Hybridisierung an ganzen Embryonen im
Stadium HH 5 wurde eine schwache Expression in der Kopffalte sichtbar (Abb. 13B). Im
Stadium HH 9 wird RPTPA sowohl stark im kaudalen Vorderhirn und im Mittelhirn als auch
iiber weite Teile des zentralen Nervensystems in der Bodenplatte des Neuralrohres exprimiert
(Abb. 13C). Im rostralen Vorderhirn und den optischen Vesikeln konnte zwischen HH 9 und
HH 12 keine Expression von RPTP4 detektiert werden (Abb. 13C- E). Im Stadium HH 10

verstérkt sich die Expression in der Bodenplatte des Neuralrohres und in den Vesikeln des Di-
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Abb. 13: Expression von ¢cRPTPA im embryonalen ZNS. (A) Nachweis eines 631 bp groflen
Fragmentes von cRPTPA aus RNA mittels RT-PCR: (1) Stadium HH 4-5, ganzer Embryo; (2) Stadium
HH 8, Kopf; (3) Stadium HH 10, Kopf; (4) Stadium HH 15-17, Kopf; (5) Stadium HH 26, Kopf; (6)
keine RNA. (B) Expression in der Kopffalte im Stadium HH 5. (C) Im Stadium HH9 liegt sowohl eine
starke Expression im kaudalen Vorder- und Mittelhim, als auch in der Bodenplatte des Neuralrohres
vor. (D) Expression im Stadium HH 10. Die eingezeichneten Linien weisen auf die Ebenen der
Schnitte hin, welche in (F) und (G) zu sehen sind. (E) Expression im Stadium HH 11. (F)
Monochromes Bild eines Querschnittes auf der Hohe des Mesenzephalons im Stadium HH 10.
Expression wird sichtbar in den lateralen Wénden des (Pfeilspitze) und in der ventralen Mittellinie
(Pfeil) des Neuralrohres. (G) Monochromes Bild eines Querschnittes durch das Neuralrohr auf der
Hohe von Rhombomer 3. Expression von cRPTPA beschriankt sich hier auf die Bodenplatte (Pfeil).
(H) ¢cRPTPA ist im Stadium HH 14+ in einem Ring von Zellen innerhalb des molekularen MHOs
(roter Stern), in der neuralen Retina und in der Linse (Pfeil) exprimiert. (I) Expression von cRPTPA im
Stadium HH 16. Der Ring von Zellen, die RPTPA exprimieren (H, I), ist mit einem roten Stern
gekennzeichnet.
di: Dienzephalon; fp: Bodenplatte (,,floor plate); hf: Kopffalte (,,headfold”); le: Linse (,,lens*); mes:

Mesenzephalon; met: Metenzephalon; nr: neurale Retina; ov: optischer Vesikel. Mafistab: (B-G) 200
um, (H-I) 500 pm.

A (1) (2) (3) (4) (5) (8 B

und Mesenzephalons. Im Mesenzephalon reicht die Expression jedoch nicht bis zur
isthmischen Einschniirung (Abb. 13D, Pfeilspitze). Die Expression wird im Stadium HH 11
im Mesenzephalon weiter verfeinert und die Expressionsdomine von RPTP/ bildet nun eine
scharfe Grenze, welche anterior der isthmischen Einschniirung, aber innerhalb der Mittel- /
Hinterhirngrenze liegt (Abb. 13E). Ein Querschnitt durch das Neuralrohr auf der Hohe des
Mesenzephalons zeigte, dass RPTP/A stark in der ventralen Mittellinie (Abb. 13F, Pfeil) und

etwas schwicher in der lateralen Wand des Neuralrohres exprimiert wird (Abb. 13F,
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Pfeilspitze). Die Expression schliefit die dorsale Mittellinie aus. Mehr kaudal, auf der Hohe
von Rhombomer 3, beschrinkt sich die Expression auf die Bodenplatte des Neuralrohres
(Abb. 13G). Kurze Zeit spiter, im Stadium HH 12, verkleinert sich die Expressionsdoméne
von RPTP/ im Mittelhirn auf einen noch etwas diffusen Ring von Zellen an der Mittel- /
Hinterhirngrenze (Abb. 15C). Im Stadium HH 14 ist die Expression im Dienzephalon
weitgehend unterdriickt, wihrend sich die Expression im Mesenzephalon auf einen Streifen
von Zellen am MHO anterior der isthmischen Einschniirung beschridnkt (Abb. 13H, roter
Stern). Eine Expression wurde hier erneut im ventralen Mittelhirn und im ventralen
Neuralrohr sichtbar. Zusétzlich konnten nun auch spezifische Transkripte von cRPTPA in der
inneren Schicht des sich einstiilpenden optischen Vesikels detektiert werden, aus welcher sich
spéter die neurale Retina und das Pigmentepithel entwickeln, sowie im Linsenvesikel. Diese
Expression verfeinert sich weiter bis zum Stadium HH 16. cRPTPA-Transkripte beschrinken
sich in diesem Stadium auf einen schmalen Ring von wenigen Zellreihen, welcher innerhalb
des MHO liegt (Abb. 131, roter Stern), wahrend die Expression im ventralen Neuralrohr, in
der Retina und in den Linsenvesikeln weitgehend unverdndert bleibt. Ebenfalls zu diesem
Zeitpunkt der Entwicklung wird cRPTP/A auch in den Somiten exprimiert (Daten nicht
gezeigt, Aerne et al., 2003; Aerne und Ish-Horowicz, 2004).

>y Ef & gt

o~ %
-— . - &

— “HHst16 — HH st 20

Abb. 14: Expression von cRPTPA im embryonalen ZNS. (A) Sagitaler Schnitt durch den Kopf eines
Embryos im Stadium HH 16. Transkripte von cRPTPA wurden im ventralen Neuralrohr, in einem
Ring von Zellen anterior der isthmischen Einschniirung (Pfeile), im ventralen Mesenzephalon
(Pfeilspitze) und in einer kleinen Gruppe von Zellen im ventralen Dienzephalon (Stern) detektiert. (K)
Im Stadium HH 20 ist die Expression am MHO noch vorhanden. Zusétzlich erscheint eine Expression
im Mittelhirn in einem rostral zu kaudal verlaufenden Gradienten (roter Pfeil). Die Lage der
isthmischen Einschniirung ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet (A, B). MafBstab: (A-B)
500 um.

In situ Hybridisierungen auf Vibratomschnitten im Stadium HH 16 (embryonaler Tag E2.5)
zeigten sowohl einen scharfen Ring der Expression anterior der isthmischen Einschniirung

(Abb. 14A, Pfeile), als auch Expression im ventralen Mittelhirn (Abb. 14A, Pfeilspitze) und
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in einer kleinen Gruppe von Zellen im ventralen Dienzephalon (Abb. 14A, Stern). Starke
Expression liegt auch im ventralen Neuralrohr vor. Einen Tag spéter, im Stadium HH 20
(E3.5), wird RPTPA weiterhin am molekularen MHO (Abb. 14B, Pfeile) und im ventralen
Mesenzephalon exprimiert. Zusétzlich konnten nun auch wieder Transkripte von RPTPA im
sich entwickelnden optischen Tektum in einem rostral zu kaudal verlaufenden Gradienten
nachgewiesen werden (Abb. 14B, roter Pfeile).

Die Expression von cRPTPA erweist sich somit wiahrend der Embryonalentwicklung des

Gehirns beim Hiithnchen als rdumlich und zeitlich hoch dynamisch.

4.3. Expression von cRPTPZ in Relation zu anderen Markern der Mittel- /

Hinterhirngrenze

Das Expressionsmuster von cRPTPA am MHO bei Hithnchenembryonen im Stadium HH 15
dhnelt auffallend dem eines anderen Immunglobulin-Doméne tragenden Proteins, dem Zell-
Adhésionsmolekiil CEPU-1 (Jungbluth et al., 2001). Beide Molekiile werden zu diesem
Zeitpunkt im ventralen Mittelhirn und in einem scharfen Ring anterior der isthmischen
Einschniirung exprimiert (Abb. 15B,D, roter Stern). In fritheren Entwicklungsstadien
unterscheidet sich jedoch die Expression dieser Proteine. Die Expression von CEPU-I
erstreckt sich Stadium HH 11 weit tber den molekularen MHO und die isthmische
Einschniirung hinaus (Abb. 15A) und verschmadlert sich erst allméhlich zu einem Ring am
MHO (Abb. 15B). Die Expression von cRPTP/ hingegen kreuzt in keiner der in dieser Arbeit
untersuchten Entwicklungsstadien die Grenze zwischen Mittel- und Hinterhirn (Abb. 13D,E,
15C,D). Des Weiteren konnten im Stadium HH 11 keine Transkripte von CEPU-I in der
Bodenplatte des Neuralrohres detektiert werden, wiahrend ¢cRPTPA in dieser Struktur stark
exprimiert wird.

Der molekulare MHO entwickelt sich an der Grenze der Expressionsdominen der
Homeodomén-tragenden Transkriptionsfaktoren Otx2 und Gbx2, welche bis Stadium HH 20
anterior der isthmischen Einschniirung lokalisiert sind (Hildago-Sanchez et al., 1999; z.B.
zusammengefasst von Joyner et al.,, 2000). Die Zellen nahe des MHO exprimieren die
sezernierten Molekiile Wntl und Fgf8, von denen Fgf8 im weitesten Sinne die induktive
Kapazitdt des isthmischen Organisators nachahmen kann (Crosssley ef al., 1996; Martinez et

al., 1999).
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Abb. 15: Expression von cRPTPA im Vergleich zu CEPU-I. Expression des Ig-
Zelladhdsionsmolekiill CEPU-1 (A) im Stadium HH 11+ und (B) HH 15. Expression von cRPTPA (C)
im Stadium HH 12 und (D) HH 15. Beide Molekiile werden im Stadium HH 15 im ventralen
Mittelhirn und in einem scharfen Ring anterior der isthmischen Einschniirung exprimiert (roter Stern).
Die isthmische Einschniirung ist durch eine Pfeilspitze gekennzeichnet.

di: Dienzephalon; fp: Bodenplatte (,,floor plate); mes: Mesenzephalon; met: Metenzephalon.
Mafstab: (A-D) 500 um.

Um die Expression von cRPTPA am MHO ndher zu analysieren, wurde in dieser Arbeit
dessen Expressionsdomédne mit der von anderen Markern des MHO im Stadium HH 15
verglichen (Abb. 16A-D). Der Ring der ¢cRPTPA exprimierenden Zellen liegt mehrere
Zellreihen anterior der isthmischen Einschniirung, sowie anterior und nicht tiberlappend mit
der Fgf8 Expressionsdomine (Abb. 16B). Der Ring der Wntl exprimierenden Zellen liegt
ebenfalls anterior der isthmischen Einschniirung, aber scheint mehr kaudal lokalisiert zu sein
als der von cRPTPA (Abb. 16C). Die Expressionsdoménen von cRPTPA und Wntl {iberlappen
moglicherweise teilweise, aber nicht komplett. Der Ring der Expression von cRPTPA liegt
zudem vollstindig im kaudalen Ende der O#x2 Expressionsdomédne (Abb. 16D). Diese
Ergebnisse wurden mittels zweifarbiger in situ Hybridisierug an ganzen Embryonen (Abb.
16E-G) und in situ Hybridisierungen an Vibratomschnitten (Abb. 16I-L) bestétigt und wurden

in einer schematischen Darstellung zusammengefasst (Abb. 16H).
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Abb. 16: Vergleich der Expressionsdoméine von c¢cRPTP. im Stadium HH 15 mit anderen
Markern des MHO. (A) cRPTP., (B) cFgf8, (C) cWntl, (D) cOtx2. (E-G) Zweifarbige in situ
Hybridisierung mit folgenden Proben: (E) cRPTPZ in blau und cOtx2 in pink; (F) cRPTP4 in blau und
cFgf8 in pink; (G) cRPTPA in blau und cWntl in pink. (A-G) Die Pfeilspitzen kennzeichnen die
isthmische Einschniirung und (E-G) die roten Sterne den Ring von Zellen am MHO, der ¢cRPTPA
exprimiert. (L) Schematische Zusammenfassung der Expressionsmuster: cOtx2 (griin), cRPTPA (blau),
cWntl (orange), cFgf8 (rot). (I-L) Expressionsanalyse auf 100 um dicken Vibratomschnitten: (I)
cRPTP), Stadium HH 16; (J) cFgf8, Stadium HH 16; (K) cWntl, Stadium HH 16; (L) cOtx2, Stadium
HH 18. (I-L) Die isthmische Einschniirung ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Maf3stab:
(A-G) 500 pm, (I-L) 100 pm.

4.4. Expression von cRPTPJ. in der sich entwickelnden neuralen Retina

Anhand von sagitalen Vibratomschnitten wurde auch die Expression von ¢cRPTPA im Auge
ndher untersucht. Im Stadium HH 14 wird cRPTPA dort stark in den zukiinftigen
Epithelzellen, einer &quatorialen Region der Linse und in der inneren Schicht des
Augenbechers exprimiert, aus der sich die neurale Retina entwickeln wird (Abb. 17A). Im
Stadium HH 22 wird cRPTP/ ebenfalls in der Linse und im retinalen Neuroepithelium
exprimiert (Abb. 17B).

In situ Hybridisierungen zeigten eine starke, weitgehend flichendeckende Expression von
cRPTP/ in der gesamten Retina, welche nur in einer kreisformigen zentralen Doméne fehlte,
die sich nasal der Austrittsstelle des optischen Nervs befindet (Abb. 17C,D, Pfeilspitze),
sowie in einem diffusen Band von Zellen entlang des horizontalen Meridians. Dieses Muster

erinnert an die Form und Lage der spiteren Stibchen-freien aerea zentralis und dem
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Abb. 17: Expression von cRPTPA im Auge. (A) Auf sagitalen Vibratomschnitten im Stadium HH 16
wird deutlich, dass cRPTPA stark in der Linse und der inneren Schicht des Augenbechers exprimiert
wird. Expression wurde zudem in der Nasenanlage detektiert. (B) Im Stadium HH 22 wird cRPTPA in
der Linse und im retinalen Neuroepithelium exprimiert, wie auf koronalen Vibratomschnitten sichtbar
wird. (C, D) Die Expression von cRPTPA in der Retina E6.5 schlieit einen zentralen Punkt und einen
horizontal verlaufenden Streifen aus und schwicht sich bis E7.5 in einem zentral zu peripher
verlaufenden Gradienten ab. (E) Querschnitt durch eine neurale Retina am embryonalen Tag E7;
cRPTPA wird stark in Vorlduferzellen der ventrikuldren Zone, aber nicht in der dulleren nuklearen
Schicht (ONL) oder Ganglienzellschicht (GCL) exprimiert, wo postmitotische Zellen lokalisiert sind.
(F) Ein Querschnitt durch eine neurale Retina am embryonalen Tag E6.5 zeigt die Expression von
Chx10 in der ventrikuliren Zone. (G) Nachweis der Expression von ZPCP-2 durch RT-PCR von
Gesamt-RNA aus fotaler Retina; (1) Fotale Woche (FWK) 12.5, (2) FWK 16.5, (3) FWK 18.5, (4)
adult. le: Linse (,,lens*), nc: Nasenanlage (,,nasal cup), nr: neurale Retina. MaBstab: (A-B) 200 pum,
(C-D) 500 pm, (E-F) 100 um.

horizontal verlaufenden Streifen, der dem Bereich geringer Stibchendichte in der ausgereiften
Retina entspricht (Bruhn und Cepko, 1996). E7.5 geht die Expression von cRPTP/ weiter
zurlick und scheint dabei einem zentralen zu peripheren Gradienten zu folgen, welcher den
Gradienten der Zelldifferenzierung in der Retina widerspiegelt (Abb. 17D).

In Gefrierschnitten durch die neurale Retina am embryonalen Tag 7, konnten cRPTPA
spezifische Transkripte in einer weiten Domédne von Zellen im Zentrum des retinalen
Neuroepitheliums, nicht aber in der Ganglienzellschicht oder der dufleren nuklearen Schicht
nachgewiesen werden (Abb. 17E). Die Doméne im Neuroepithelium entspricht der

ventrikuldren Zone, wo sich die Zellkorper der retinalen Vorlduferzellen befinden. Dies wurde
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mittels in situ Hybridisierung mit einer Probe gegen den Transkriptionsfaktor Chx10, einem
Marker fiir retinale Vorlauferzellen, bestitigt (Abb. 17F, Chen und Cepko, 2000).

Das menschliche Homolog von cRPTP/, welches PCP-2 genannt wird (Wang et al., 1996),
wird auch in der embryonalen menschlichen Retina exprimiert. Eine starke Expression konnte
hier mittels ,,One-Step RT-PCR* (3.1.9.5.) in fétaler menschlicher Retina in den fotalen
Wochen FWK 12.5-18.5, aber nicht im Gewebe adulter menschlicher Retina nachgewiesen

werden (Abb. 17G).

Das Gewebe von adulter menschlicher Retina wurde uns freundlicher Weise von Professor

Anita Hendrickson (Washington University, Seattle / USA) zur Verfiigung gestellt.

4.5. Untersuchungen zur Regulation der Rezeptor-ihnlichen Protein Tyrosin

Phosphatase A (cRPTPA) am Mittel- / Hinterhirnorganisator

cRPTPA wird am embryonalen Tag E2.5 und E3.5 unter anderem in einem scharf
abgegrenzten Ring von Zellen anterior der isthmischen Einschniirung exprimiert (siche
Abschnitt 4.2.). Wéhrend das Expressionsmuster des Zell-Adhdsionsmolekiiles CEPU-1 dem
von cRPTPA hier auffallend dhnelt, werden die sezernierten Molekiile Fgf8 und Wntl
posterior der Expressionsdomdne von cRPTPA am MHO exprimiert. In dieser Arbeit wurde

nun untersucht, welche Faktoren an der Regulation von cRPTPA am MHO beteiligt sind.

4.5.1. Fehlexpression von CEPU-1 induziert keine ektopische Expression von

cRPTPA

CEPU-1 ist ein Zell-Adhésionsmolekiil (CAM) der so genannten IgLON Familie, welche zur
Immunoglobulin Superfamilie der CAMs gehoren (Jungbluth ez al., 2001). Es besitzt drei Ig-
dhnliche Dominen und ist durch ein posttranslational angehéngtes Glycosyl-
Phosphatidylinositol (GPI) an die Plasmamembran gebunden (Spaltmann und Briimmendorf,
1996). CAMs vermitteln den Zell-Zell-Kontakt und die Verbindung von Zelle und
extrazelluldrer Matrix und spielen verschiedene Rollen wihrend der Embryonalentwicklung.
Aufgrund des auffallend dhnlichen Expressionsmusters im Stadium HH 15 von CEPU-1 und
cRPTPA am MHO, wurde untersucht, ob CEPU-1 an der Regulation von cRPTPA beteiligt ist.
Dazu wurde CEPU-I mit Hilfe der Mikroelektroporation im Stadium HH 10 in der Region
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des MHO fehlexprimiert. Als Kontrolle wurde ein Konstrukt verwendet, das die kodierende
Sequenz fiir das griinfluoreszierende Protein (GFP) tragt. Mit Hilfe dieser Kontrolle wurde
sichergestellt, dass ein vermeintlicher Effekt nicht auf die Manipulation am Embryo wéihrend
der Elektroporation zuriickzufiihren ist. Die Expression von cRPTPA wurde mittels in situ
Hybridisierung an ganzen Embryonen mit einer spezifischen Sonde fiir cRPTPA-Transkripte

nachgewiesen.

Nach Fehlexpression von CEPU-1 zeigte sich am MHO keine Verdnderung des
Expressionsmusters von cRPTPA (Abb. 18A) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 18B; n
= 27). Dies deutet darauf hin, dass CEPU-1 nicht an der Regulation der Expression von
cRPTPA beteiligt ist.

CEPU-1 GFP

RPTP)

Abb. 18: Fehlexpression von CEPU-1 induziert keine ektopische Expression von cRPTPA.
Expressionsmuster von ¢cRPTPA nach ektopischer Expression von (A) CEPU-1 oder (B) GFP.
Mafstab: (A-B) 500 pm.

4.5.2. Fehlexpression von Wntl induziert keine ektopische Expression von cRPTPA

oder CEPU-1

Das sezernierte Glycoprotein Wntl steuert die Proliferation von Vorlduferzellen und ist damit
fiir die normale Entwicklung der Mittel- / Hinterhirnregion von entscheidender Bedeutung
(McMahon und Bradley, 1990). Bislang konnte jedoch nur fiir wenige Marker des MHO
gezeigt werden, dass sie unter der Kontrolle von Wntl exprimiert werden (Panhuysen et al.,
2004). Um zu untersuchen, ob die Expression von cRPTPA oder CEPU-1 unter der Kontrolle
von Wntl steht, wurde mWntl-pMIW III mittels Mikroelektroporation in der Region der
Mittel- / Hinterhirngrenze fehlexprimiert. Durch in situ Hybridisierung wurden anschlie3end

die Transkripte von cRPTPA und CEPU-I nachgewiesen. Als Kontrolle diente auch in diesem
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Fall eine Elektroporation von GFP-pMIW III mit denselben Elektroporationsbedingungen
(Abb. 19C, D).

Wie in Abbildung 19 gezeigt wird, dnderte eine ektopische Expression von mWntl in der
Mittel- / Hinterhirnregion im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 19B, D) weder die
Expression von cRPTPA (Abb. 19A; n = 17), noch die von CEPU-1 (Abb. 19C; n = 20).
Demnach wird die Expression cRPTPA oder CEPU-1 nicht durch den Signalweg von Wntl
reguliert.

Abb. 19: Fehlexpression von Wntl induziert keine ektopische Expression von cRPTPA oder
CEPU-1. Expressionsmuster von cRPTPA nach ektopischer Expression von (A) Wntl oder (B) GFP.
Expression von CEPU-1 nach ektopischer Expression von (C) Wntl oder (D) GFP. Malistab: (A-D)
500 um.

Matsunaga et al. (2002) hatten gezeigt, dass Fehlexpression von Wntl eine ektopische
Expression von Fgf8 im Hinterhirn, nicht aber im Mittelhirn induziert. Um sicherzustellen,
dass die Elektroporation eines Expressionskonstruktes, welches die kodierende Sequenz des
Wntl Proteins trdgt, zur Studie der Regulation von Protein-Expressionen geeignet ist, wurde
dieses Experiment als Kontrollversuch wiederholt. Hierbei wurde mWntl mittels

Mikroelektroporation in der Region der Mittel- / Hinterhirngrenze fehlexprimiert, was zu



Ergebnisse 70

einer ektopischen Expression von Fgf8 im Hinterhirn fiihrte (Abb. 20A; n = 8). Als Kontrolle
diente erneut eine Elektroporation des GFP- Expressionsplasmides (Abb. 20B).

Dieses Experiment bestétigt die Aktivitdit des von mir eingesetzten Wntl-pMIW 111
Expressionskonstruktes und zeigte, dass die Mikroelektroporation eine geeignete Methode ist,

um die Regulation von cRPTPA und anderen Markern des MHO zu untersuchen.

GFP

Fgf8

Abb. 20: Fehlexpression von Wntl induziert eine ektopische Expression von Fgf8 im Hinterhirn.
Expressionsmuster von Fgf8 nach ektopischer Expression von (A) Wntl oder (B) GFP. Malistab: (A-
B) 500 pm.

4.5.3. Die Expression von Wntl, cRPTPA und CEPU-1 wird von Fgf8 induziert

Fgf8 hat eine besondere Bedeutung bei der Musterbildung am MHO (Crossley & Martin,
1995; Abschnitt 2.4.). Fehlexpression von Fgf8 im Dienzephalon, Mesenzephalon oder
Rhombenzephalon fiihrte zur ektopischen Expression vieler Mittel- / Hinterhirnmarker, wie
z.B. Wntl (Crossley et al., 1996; Martinéz et al., 1999). Am MHO werden zwei verschiedene
»Splice“-Isoformen von Fgf8 exprimiert, wobei Fgf8b fiir die Organisation des MHO
wichtiger zu sein scheint, als Fgf8a (Sato et al., 2001). Um zu iiberpriifen, ob auch cRPTPA
von Fgf8 in der Mittel- / Hinterhirnregion reguliert wird, wurde in dieser Arbeit Fgf8h durch
in ovo Elektroporation eines Expressionsplasmides, welches die kodierende Sequenz fiir
cFgf8b trug, ektopisch exprimiert. Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, fiihrte die
Elektroporation des cFgf8b-Expressionsplasmides im Mittelhirn zu einer Induktion von Wntl
(Abb. 21B) und cRPTPA (Abb. 21D). Eine Doppel-in situ Hybridisierung mit Sonden gegen
cRPTPA (in blau) und Wntl (in pink) zeigte, dass ¢cRPTPA in einem Ring von Zellen
auBerhalb der ektopischen Wntl Domine induziert wurde (Abb. 21F).
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Des Weiteren wurde nach Fehlexpression von Fgf8h mittels Elektroporation im Mittelhirn
eine Induktion von CEPU-I beobachtet (Abb. 21G; n = 5). Elektroporation eines
Kontrollplasmides, welches die kodierende Sequenz fiir GFP trigt, verdnderte jedoch nicht
die Expression von Wntl, cRPTPA oder CEPU-1 (Abb. 21A, D, G). Dies zeigt, dass die
beobachteten Anderungen der Expressionsmuster nach Fgf8-Elektroporation nicht auf das

Elektroporationsprotokoll zuriickzufiihren sind.

Abb. 21: Induktion von Wntl, cRPTPA und CEPU-I nach ektopischer Fgf8b-Expression. /n ovo
Koelektroporation eines Expressionsplasmides fiir ¢Fgf8h und GFP (B, C, E, F, H) oder GFP allein
(A, D, G). Wntl wird nach Fgf8b Fehlexpression (B), aber nicht GFP-Expression (A) induziert.
Ektopische Expression von Fgf8b (E), aber nicht Fehlexpression von GFP (D) induziert cRPTPA. (F)
Vergleich der Induktion von Wntl (pink, Pfeilspitze) und cRPTPA (blau, Pfeil). Expression von
CEPU-1 wird nach Fehlexpression von Fgf8h (H), aber nicht nach Fehlexpression von GFP (G)
induziert. Eine Fluoreszenzaufnahme von GFP (C) zeigt die Effizienz der Elektroporation. Ektopische
Expression von Wntl, cRPTPA oder CEPU-I ist in (B), (E) und (H) durch Pfeile gekennzeichnet.

Es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass Implantation von Fgf8-getrinkten Acryl-Kiigelchen,
die Aktivitdit des MHO nachahmt und je nach Lage des implantierten Kiigelchens, Gewebe
mit Mittelhirncharakter induziert (Abschnitt 2.4). Um das Ergebnis der Elektroporation zu
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bestitigen, wurden daher Acryl-Kiigelchen, welche zuvor in 0,15 mg/ml rekombinantem
Fgf8b Protein aus der Maus getrankt wurden, in die laterale Wand des Mittelhirns implantiert.
Wie von Martinez et al. (1999) gezeigt, induziert Fgf8b-Protein, welches von dem Acryl-
Kiigelchen in die Umgebung des Mittelhirns abgegeben wird, zunichst Fgf8 selbst, welches
wiederum Wntl in den Nachbarzellen induziert (Abb. 22A, B, C). Eine Expression von
cRPTPA wurde ebenfalls deutlich in den Zellen rund um das Fgf8-getrankte Acryl-Kiigelchen
im Mittelhirn induziert (Abb. 22D). Zusitzlich wurde beobachtet, dass Fgf8b-getrankte
Kiigelchen, die in die Region des MHO implantiert wurden, eine anteriore Verschiebung der

Expressionsdoméne von cRPTPA zur Folge hatten (Abb. 22E; n = 15).

W Fors
B N1
@ Fgf8-Bead

Abb. 22: Induktion von Wntl und cRPTPA nach ektopischer Fgf8bh-Expression.
Implantation eines in Fgf8b-getrinkten Acryl-Kiigelchens. (A) Schematische Darstellung der
Induktion von Fgf8 und Wntl nach Implantation in die laterale Wand des kaudalen Mittelhirns (nach
Martinez et al., 2001). Expression von Wntl (B, C) und von ¢cRPTPA (D, E) wurde um das Acryl-
Kiigelchen herum nachgewiesen. Die ektopischen Expressionen von Wntl und ¢cRPTPA sind durch
Pfeile gekennzeichnet. Mafistab: (B, D) 100 um, (C, E) 500 pum.

In diesen Experimenten zeigte sich, dass Wnt¢l in unmittelbarer Néhe des Fgf8-getrdnkten
Acryl-Kiigelchens induziert wird, wahrend cRPTPA in einem Ring von Zellen auBlerhalb der

ektopischen Wntl Doméne exprimiert wird.
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4.54. Die Expression von cRPTPA wird von Lmx1b induziert

Der Transkriptionsfaktor Lmx1b (LIM homeobox Protein 1) wird im ZNS stark entlang der
dorso-ventralen Mittelllinie und in einem schmalen Ring von Zellen am MHO exprimiert, der
vermutlich mit der Expressionsdoméne von Wntl {iberlappt.

Die Expression von Lmx1b wird von Fgf8 am MHO induziert, wie eine Fehlexpression von
Fgf8 mit anschliefender in situ Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde fiir Lmx1b-
Transkripte (Abb. 23A; n = 5) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 23B) zeigte. Wntl ist
nicht in der Lage LmxIb zu induzieren (Adams et al., 2000). Umgekehrt fithrte ektopische
Expression von LmxIb im Mittelhirn jedoch dazu, dass die Expression von Wntl dort — auch
nach Riickgang der Fgf8-Expression, die ab Stadium HH 9 zu beobachten ist -
aufrechterhalten wird (Adams et al., 2000). Lmx1b scheint demnach an der Regulation von

Whntl durch Fgf8§ beteiligt zu sein.

Fof8 GFP

A

Lmx1b

Abb. 23: Expression von Lmx1b wird im Mittelhirn von Fgf8 induziert. /In ovo Elektroporation
eines Expressionsplasmides fiir cFgf8h (A) oder GFP (B). Lmx1b wird nach Fgf8b Fehlexpression
(A), aber nicht nach Fehlexpression von GFP (B) induziert. Ektopische Expression von Lmx1b ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet (A). Malistab: (A-B) 500 pm.

Des Weiteren konnte von Matsunaga et al. (2002) gezeigt werden, dass ektopisch
exprimiertes Lmx/b, genau wie ektopisches Wntl, zu einer VergroBerung des Tektums und
Cerebellums fiihrt. Figf8 wurde dabei in den Zellen, die Lmx1b fehlexprimierten, unterdriickt,
jedoch in den Nachbarzellen induziert. Dies weist darauf hin, dass Lmx/b an einer nicht Zell-

autonomen Induktion der Figf8-Expression durch Wntl beteiligt sein kdnnte.
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Um zu untersuchen, ob cRPTPA in diesem Riickkoppelungs-Kreislauf eine Rolle spielt und
von LmxIb induziert werden kann, wurde cLmx/b am MHO mittels Elektroporation
iiberexprimiert. AnschlieBend wurden die Transkripte von cRPTPA erneut mittels in situ
Hybridisierung nachgewiesen. Wie Abbildung 24 zeigt, induziert Lmx/b im Vergleich zur
GFP-Kontrolle (Abb. 24B) eine Expression von ¢cRPTPA im ventralen Mesenzephalon in
unmittelbarer Ndhe zum MHO, nicht aber im Metenzephalon (Abb. 24A; n = 5). Diese

Induktion scheint Zell-autonom zu sein.

Lmx1b GFP

RPTP)
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Abb. 24: Lmxlb induziert die Expression von cRPTPA am MHO und im ventralen
Mesenzephalon. /n ovo Elektroporation eines Expressionsplasmides fiir cLmx1b (A) oder GFP (B).
cRPTPA wird nach Lmx1b Fehlexpression (A), aber nicht nach Fehlexpression von GFP (B) induziert.
Ektopische Expression von ¢cRPTPA ist durch einen Pfeil gekennzeichnet (A). Malstab: (A-B) 500
um,

4.54. Die Expression von cRPTPA wird durch Engrailed-1 unterdriickt

Engrailed-1/2 (En-1/2), die beiden Wirbeltier-Homologe zu engrailed (en) aus Drosophila
melanogaster, werden anfangs entlang der antero-posterioren Achse des frithen
Mesenzephalons und spiter in einem zunehmend rostral zu kaudal verlaufenden Gradienten
exprimiert (Gardner & Barald, 1992). En / en Gene kodieren fiir Homeodoméin-
Transkriptionsfaktoren und kénnen in vitro aktiv Transkription unterdriicken (Han & Manley,
1993; Hanks et al., 1998). Wie in Drosophila melanogaster gezeigt, kann das en-Protein
sowohl als Repressor fungieren, als auch zusammen mit dem Kofaktor Extradenticle (Exd),
als transkriptionaler Aktivator wirken (Schwartz et al, 1995; Serrano & Maschat, 1998;
Siegler & Jia, 1999).

Die Deletion des En-1-Gens fiihrte in Médusen zu schweren Missbildungen im Mesenzephalon

(Wurst et al., 1994). Daher kommt Engrailed eine entscheidende Bedeutung bei der frithen
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Entwicklung des Mesenzephalons zu. Dariiber hinaus haben Araki und Nakamura (1999) an
Hiihnchen-Embryonen gezeigt, dass En die Position der dorsalen Grenze zwischen Di- und
Mesenzephalon definiert, indem es zum einen direkt die Bildung des Dienzephalons
unterdriickt und zum anderen die Expression von spezifischen Markern des Mesenzephalons

positiv reguliert.

Um Einblicke in eine mogliche Funktion von En-1 bei der Regulation von cRPTPA zu
gewinnen, wurde in dieser Arbeit mittels in ovo Elektroporation mEn-1 ektopisch am MHO
und im Mittelhirn exprimiert. Im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 25B) und zur linken,
nicht elektroporierten Seite, die als interne Kontrolle diente (Daten nicht gezeigt), wurde eine
deutliche Abnahme der Expression von cRPTPA am MHO nach Uberexpression von mEn-1
beobachtet (Abb. 25A).

Engrailed-1 GFP

v -
n L]

RPTP)\

Abb. 25: Uberexpression von Engrailed-1 (En-1) am MHO hemmt die Expression von cRPTPA.
In ovo Elektroporation eines Expressionsplasmides fiir mEn-1 (A) oder GFP (B). cRPTPA wird nach
En-1 Fehlexpression (A), aber nicht nach Fehlexpression von GFP (B) unterdriickt. Fehlende
Expression von cRPTPA am MHO ist durch einen Pfeil gekennzeichnet (A). Malistab: (A-B) 500 um.

4.5.5. Zusammenfassung der Regulation von cRPTPA am MHO

Zusammenfassend zeigen die oben erlduterten Versuche, dass cRPTPA in der MHR von dem
sezernierten Fibroblastenwachstumsfaktor Figf8 induziert wird (Abb. 21, 22). Diese Induktion
kann zum einen direkt erfolgen, oder aber indirekt durch Lmxib (Abb. 24A) vermittelt
werden. Eine Fehlexpression des sezernierten Glykoproteins Wntl ist nicht in der Lage

cRPTPA zu induzieren (Abb. 19), wihrend Uberexpression von En-I die Expression von
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cRPTPA am MHO unterdriickt (Abb. 25). In Abbildung 26 ist eine schematische

Zusammenfassung dieser Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 26: Zusammenfassung der Regulation von cRPTPA am MHO. Fgf8 induziert cRPTPA direkt
oder indirekt durch Lmx1b. Unterdriickt wird die Expression von cRPTPA durch En-1. Wntl ist nicht
an der Regulation von cRPTPA beteiligt.

4.6. Funktion der Rezeptor-ihnlichen Protein Tyrosin Phosphatase A am MHO

Die dynamische Regulation der Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Tyrosinresten
in vivo ist ein wesentlicher Bestandteil intrazelluldrer Signalwege und spielt bei vielen
verschiedenen Entwicklungsprozessen wie z.B. Zellproliferation, Differenzierung,
Zelladhdsion und Zellmigration eine wesentliche Rolle. Protein-Tyrosin-Phosphorylierung
wird dabei durch die antagonistische Wirkung von Tyrosin-Kinasen und Tyrosin-
Phosphatasen kontrolliert. Wahrend iiber die Funktionen von Protein-Tyrosin-Kinasen schon
sehr viel bekannt ist, sind die Funktionen von Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen erst in

wenigen biologischen Zusammenhingen im Detail untersucht.

4.6.1. Uberexpression von cRPTPA fiihrt nicht zu einer Modulation des

Expressionsmusters von Fgf8

Da die Wirkung von Fgf8 durch Bindung an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Fgf8-Rezeptoren)
vermittelt wird, wurde hinsichtlich der Funktion von cRPTPA am MHO deshalb in dieser
Arbeit untersucht, ob eine mogliche Funktion von cRPTPA in der Modulation des Fgf8-
Signals am MHO besteht. Um dies zu testen, wurde RPTPA am MHO durch in ovo



Ergebnisse 77

Elektroporation iiberexprimiert und untersucht, ob dies zu einer Anderung des
Expressionsmusters von Fgf8, oder von Faktoren, die ihrerseits durch Fgf8 reguliert werden,
fiihrt. Wie in Abbildung 27 zu sehen ist, fiihrt eine Uberexpression von RPTPA am MHO
nicht zu einem verdnderten Expressionsmuster von Fgf8 (Abb. 27A, B; n = 12/15). Eine
Elektroporation =~ des  Expressionsplasmides  fiir ~GFP  unter den  gleichen
Elektroporationsbedingungen zeigte ebenfalls keinen Effekt (Abb. 27C, D). Da im Zuge des
Elektroporationsprotokolls nur die rechte Seite des Embroys elektroporiert wurde, diente in
diesem und allen weiteren Versuchen jeweils die linke Seite des Embryos als interne

Kontrolle, welche gut in der Hinteransicht des Embryos zu sehen ist (Abb. 27B, D).

Fgf8

RPTPA

GFP

Abb. 27: Uberexpression von RPTPA fiihrt nicht zu einer Anderung des Expressionsmusters von
Fgf8. Expressionsmuster von Fgf8 nach Uberexpression von RPTPA (A, B) oder GFP (C, D).
Expression von Fgf8 am MHO ist auf der elektroporierten rechten Seite durch einen Pfeil (B, D) und
auf der nicht-elektroporierten linken Seite durch einen Stern (B) gekennzeichnet. Mafstab: (A, C) 500
um, (B, D) 200 um.

Des Weiteren wurde getestet, ob eine Uberexpression von RPTPA am MHO zur Anderung der
Expressionsmuster von Faktoren fiihrt, die durch Fgf8 reguliert werden. Dazu wurde zunéchst
erneut RPTPA oder GFP mittels in ovo Elektroporation in der Region des MHO massiv
iiberexprimiert. AnschlieBend wurden die Transkripte verschiedener Molekiile, von denen

bekannt ist, dass sie von Fgf8 reguliert werden, durch in situ Hybridisierung nachgewiesen.
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Als erstes wurde untersucht, ob das Expressionsmuster von Lmx/b durch RPTPA beeinflusst
wird. Da in dieser Arbeit schon gezeigt werden konnte, dass Lmx/b in der Lage ist, die
Expression von cRPTPA am MHO zu induzieren, zielte dieser Versuch auf die Fragestellung
ab, ob es sich hierbei um einen Riickkoppelungs-Signalweg handelt. Wie aber Abbildung
Abb. 28 A und B zeigen, hat eine Uberexpression von RPTPA im Vergleich zur GFP-
Kontrolle (Abb. 28C) keinen Einfluss auf die Expression von Lmx1b (n=16/17).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Engrailed-1 (En-1) die Expression von cRPTPA am
MHO unterdriickt (Abb. 22). Deshalb stellte sich die Frage, ob es sich in diesem Fall um
einen Riickkoppelungs-Signalweg handelt. Doch auch hier zeigte sich, dass eine
Uberexpression von RPTPA im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 28F) keinen Einfluss auf
die Expression von En-1 (Abb. 28D, E; n = 6/8) hat.

Der Transkriptionsfaktor Pax-2 ist eines der ersten Protein, die am spiteren Mittel- /
Hinterhirnorganisator exprimiert werden. Es initiiert die Expression von Fgf8 (Bouchard et
al., 2005). Pax-2"" Miuse weisen von subtilen morphologischen Verinderungen bis hin zu
einem volligen Verlust des hinteren Mittel- und Kleinhirns verschiedene Phinotypen auf
(Schwarz et al., 1997). Somit kann gefolgert werden, dass Pax-2 fiir die Entwicklung des
Mittel- und Hinterhirns von Bedeutung ist. In dieser Arbeit zeigte sich, dass eine
Uberexpression von RPTPA im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 28I) nicht zu einem
verdnderten Expressionsmuster von Pax-2 fiihrt (Abb. 28G, H; n=9/11).

Eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors Pax-5 fiihrt zu einer Ausweitung des
Neuroepitheliums im Dien- und Mesenzephalon und fordert somit die spétere Tektum-
Bildung (Funahashi et al, 1999). Pax-5 ist in der Lage, En-2, Wntl, und Fgf8 nach
ektopischer Expression im Mesen- und Dienzephalon zu induzieren, wéihrend es dort Ox2
unterdriickt (Funahashi er al., 1999). Des Weiteren induziert es ephrinA2, ein
Zelladhiasionsmolekiil, welches im Tektum in einem kaudalen zu rostralen Gradienten
exprimiert wird, und bei der Wegfindung retinaler Fasern eine zentrale Rolle spielt. Dariiber
hinaus ist Pax-5 an der Aufrechterhaltung der tektalen Differenzierung und der rostro-
kaudalen Polaritit des Tektums beteiligt, was darauf hindeutet, dass Pax-5, neben Fgf8, als
weiteres Schliisselmolekiill am genetischen MHO wirkt. RPTPA ist auch nicht an der

Regulation dieses Molekiils beteiligt, da eine Uberexpression von RPTPA am MHO im
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Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 28L) nicht zu einer verdnderten Expression von Pax-35
fithrte (Abb. 28], K; n=9/10).

RPTP). GFP

Lmx1b

Engrailed-1

Pax-2

Pax-5

Abb. 28: Uberexpression von RPTPA am MHO fithrt zu keiner Anderung des
Expressionsmusters von Lmx1b, Engrailed-1, Pax-2 oder Pax-5. Expressionsmuster von Lmx1b (A,
B), Engrailed-1 (D, E), Pax-2 (G, H) und Pax-5 (J, K) nach Uberexpression von RPTPA oder GFP (C,
F, I, L). Expression von Lmx1b, En-1, Pax-2 und Pax-5 am MHO ist auf der elektroporierten rechten
Seite durch einen Pfeil (B, C, E, F, H, I, K, L) und auf der nicht-elektroporierten linken Seite durch
einen Stern (B, E, H, K) gekennzeichnet. Malistab: (A, D, G, J) 500 um, (B, C, E, F, H, I, K, L) 200
pm.
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In den vorangegangenen Versuchen wurde beobachtet, dass RPTPA keinen Einfluss auf die
Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren hat, die von Fgf8 reguliert werden. Deshalb
wurde im Folgenden untersucht, ob eine Uberexpression von RPTPA am MHO
moglicherweise zu einer Anderung des Expressionsmusters von Inhibitoren des Fgf8-
Signalweges fiihrt. Nach gleichem Elektroporationsprotokoll wurde RPTPA oder eine GFP-
Kontrolle am MHO iiberexprimiert und mittels in situ Hybridisierung anschlieBend das

Expressionsmuster von Sef!, Sprouty2 und Grg4 analysiert.

Das Transmembranprotein Sef (,,similar expression to Fgf*) wird mit Fgf§ am MHO
koexprimiert und gehort demnach zur sogenannten ,,Synexpressionsgruppe”. Es wurde
gezeigt, dass dieses Molekiil den Fgf-Signalweg in vivo inhibieren kann, indem es an den Fgf-
Rezeptor 1 (FgfR1) und Fgf-Rezeptor 2 (FgfR2) bindet und so dessen Autophosphorylierung
verhindert (Tsang et al., 2002; Fiirthauer et al., 2002). Eine Uberexpression von RPTPA am
MHO fiihrte im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 29C) nicht zu einer Anderung des
Expressionsmusters von Sef! (Abb. 29A, B; n = 6/8).

Sprouty (Spry) wurde urspriinglich in Drosophila melanogaster als Inhibitor des Signalweges
des Wachstumsfaktors branchless indentifiziert und viele Spry-Homologe bei Vertebraten
werden gleichzeitig mit Liganden der Fgfs exprimiert (Sutherland et al., 1996). Es wurde
jedoch gezeigt, dass diese Vertebraten-Gene nicht nur nachgeschaltete Zielmolekiile des Fgf-
Signalweges am MHO sind, sondern auch wichtige Modulatoren fiir den Signalweg selbst
darstellen. Biochemische Experimente zeigten, dass Spry-Proteine eine Riickkoppelung des
MAP-Kinase-Signalweges unterdriicken und Uberexpression von Spry4 in Zebrafisch eine
Bildung des MHO verhindern kann (Hanafusa et al., 2002; Scholpp et al., 2004). Neben
dieser inhibitorischen Funktion wird jedoch auch vermutet, dass Sprouty-Proteine zudem
viele andere intrazelluldre Signalwege modulieren konnen (zusammengefasst von Guy et al.,
2003). Wie in Abbildung 29D, E gezeigt wird, fiihrte eine Uberexpression von RPTPA am
MHO im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 29F) nicht zu einem verdnderten
Expressionsmuster von Sprouty2 (Abb. 29D, E; n = 6/7).

Grgs (“Groucho-related genes”) kodieren fiir transkriptionale Ko-Inhibitoren der Lef/Tcf und
Hes Proteine, welche die Signalwirkung von Wnt und Notch vermitteln. Demnach spielen sie
eine wichtige Rolle in Entwicklungsprozessen, die von Wnt und Notch kontrolliert werden,

wie z.B. die laterale Inhibition, Segmentation und dorso-ventrale Musterbildung (Van Hateren
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et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass Grg4 die Expression von En hemmt und der Pax-5
Aktivitit entgegenwirkt (Sugiyama et al., 2000). Gleichzeitig induziert Grg4 die Expression
von Pax-6 und fordert so die Entwicklung des Dienzephalons (Sugiyama et al., 2000). Eine
Uberexpression von RPTPA am MHO fiihrte im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 291)
nicht zu einer Anderung der Expression von Grg4 (Abb. 29G, H; n = 5/5).

GFP

Sef1

Sprouty2

Grg4

Abb. 29: Uberexpression von RPTPA am MHO fiihrt zu keiner Anderung des
Expressionsmusters von Sefl, Sprouty2 oder Grg4. Expressionsmuster von Sefl (A, B), Sprouty?2
(D, E) und Grg4 (G, H) nach Uberexpression von RPTPA (A, B, D, E, G, H) oder GFP (C, F, I).
Expression von Sefl, Sprouty2 und Grg4 am MHO ist auf der elektroporierten rechten Seite durch
einen Pfeil (B, C, E, F, H, I) und auf der nicht-elektroporierten linken Seite durch einen Stern (B, E,
H) gekennzeichnet. Malistab: (A, D, G) 500 um, (B, C, E, F, H, I) 200 pum.
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4.6.2. Uberexpression von cRPTPA fiithrt zu einer Modulation des

Expressionsmusters von Wntl

cRPTPA und Wntl werden in einem scharf abgegrenzten Streifen am Mittel- /
Hinterhirnorganisator exprimiert, und ihre Expressionsdoménen iiberlappen moglicher Weise.
Um zu untersuchen, ob RPTPA einen Einfluss auf die Expression von Wntl hat, wurde erneut
RPTPA oder eine GFP-Kontrolle durch in ovo Elektroporation am MHO {iberexprimiert.
AnschlieBend wurde das Expressionsmuster durch in situ Hybridisierung mit einer
spezifischen Sonde gegen Wntl untersucht. Bei diesem Versuch zeigte sich, dass nach
ektopischer Expression von RPTPA die Expression von Wntl am Mittel- /
Hinterhirnorganisator inhibiert wird (Abb. 30A, B), bzw. sich dessen Doméne, je nach GrofB3e
der elektroporierten Region, rostral verschiebt (Daten nicht gezeigt; n = 7/15). Um zu testen,
welche Doméne von RPTPA nétig ist, um die Expression von Wntl zu unterdriicken, wurden
auf gleiche Weise zwei verschiedene Deletionskonstrukte von RPTPA am MHO
tiberexprimiert und anschlieBend die Transkripte von Wntl nachgewiesen. Nach
Uberexpression von RPTPAA2P, einem Konstrukt dem beide intrazelluldren
Phosphatasedominen fehlen und somit katalytisch inaktiv sein sollte, kam es erneut zu einem
Verlust der Wntl-Expression (Abb. 30D, E; n = 4/4). Fehlexpression von RPTPAAJM, einem
Konstrukt, dem beide intrazellulire Phosphatasedominen sowie die Juxtamembrandoméine

fehlen, hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster von Wntl (Abb. 30F, G; n = 6/6).

Nach Uberexpression von RPTPA zeigte sich nur bei etwa 50 % der untersuchten Embryonen
ein Effekt auf die Expression von Wntl. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde deshalb
ein anderes Versuchsprotokoll gewdhlt. Daflir wurde die Tatsache zu Nutzen gemacht, dass
Fgf8 die Aktivitit des MHO im Mittelhirn simulieren kann und dort die Expression von Wntl
induziert (Abb. 31A). Es wurde daher untersucht, ob diese Wntl-Induktion durch ektopisch

exprimiertes RPTPA im Mittelhirn verhindert werden kann.
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Abb. 30: Uberexpression von RPTPA und RPTPAd2P, nicht aber RPTPAdJM inhibiert die
Expression von Wntl am MHO. Die Expression von Wntl wird nach Uberexpression von RPTPA
(A, B) oder RPTPAA2P (D, E) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (C) unterdriickt. Uberexpression von
RPTPAAIM (F, G) hat keinen Einfluss auf die Expression von Wntl. Expression von Wntl am MHO
wurde auf der elektroporierten rechten Seite durch einen Pfeil (B, C, E, G) und auf der nicht-
elektroporierten linken Seite durch einen Stern (B) gekennzeichnet. Mafistab: (A, D, F) 500 um, (B)
100 pm, (C, E, G) 200 um.

In diesem Experiment wurden RPTPA oder GFP mittels in ovo Elektroporation ektopisch ins
Mittelhirn eingebracht und nach 6-8 Stunden, wenn diese Proteine bereits stark
iiberexprimiert werden (Abb. 31B), wurde Fgf8 in derselben Region mittels Elektroporation
tiberexprimiert. Nachdem den Embryonen die Gelegenheit gegeben wurde, sich weitere 18
Stunden zu entwickeln, wurde die Expression von Wntl analysiert. Nach Fehlexpression von
RPTPA und Fgf8 schien die ektopische Expression von Wnt/ im Mittelhirn unterdriickt zu
werden (Abb. 31E; n = 15/18). Dies lasst darauf schlieen, dass Wntl in Zellen, die RPTPA

exprimieren, nicht mehr von Fgf8 induziert werden kann. Das es sich hierbei nicht um einen
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Effekt der zweifachen Elektroporation handelt, zeigt eine Kontrolle, bei der unter gleichen
Bedingungen ein Leervektor und 6-8 Stunden spiter Fgf8 ektopisch exprimiert wurde (Abb.
31C). Zudem konnte beobachtet werden, dass Wntl auch in Zellen, die RPTPAAIM
exprimieren, ein Konstrukt, dem beide Phosphatasedoménen sowie die Juxtamembrandoméne

fehlen, von Fgf8 induziert werden kann (Abb. 31D; n = 7/8). Teilweise auftretende kreisrunde

Aussparungen in der ektopischen Expression von Wntl im Mittelhirn sind methodisch bedingt

(z.B. Abb. 31D).

feervektor | Fgf8

éprpx | Fgf8

Abb. 31: In Zellen, die RPTPA exprimieren, kann Wntl durch Fgf8 nicht induziert werden.
Ektopische Expression von Fgf8 im Mesenzephalon induziert Wntl (A). Nach in ovo Elektroporation
von mRPTPA wird RPTPA in einem weiten Bereich des Mittelhirns exprimiert (B). Wahrend eine
Uberexpression des Leervektors (C), oder des Expressionsplasmides fiir RPTPAA/M (D) mit
anschlieender ektopischer Expression von Fgf8 zu einer Induktion von Wntl fiihrt, kann Wntl in
Zellen, RPTPA exprimieren, nicht mehr von Fgf8 induziert werden (E). MaBstab: (A-E) 500 pm.

Da in dieser Arbeit ein RPTPA-Konstrukt aus der Maus elektroporiert wurde, welches sehr
homolog zur Aminosduresequenz von RPTPA aus dem Hiihnchen ist, ermdglicht dies mit

einer spezifischen Sonde gegen die Transkripte von mRPTPA den Nachweis der ektopischen

Expression (Abb. 31B; Tab. 15).

Um zu zeigen, dass dieser Effekt spezifisch ist, wurde das Experiment wiederholt, allerdings
wurden in diesem Fall die Transkripte von Engrailed-1 (En-1) analysiert. Diese Sonde wurde

als Kontrolle gewéhlt, weil Fgf8 auch En-1 induziert (Abb. 32B), und schon gezeigt werden
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konnte, dass eine Uberexpression von RPTPA am MHO nicht zu einer Anderung des

Expressionsmusters von En-/ fiihrte (Abschnitt 4.6.1.).

Engrailed-1

Abb. 32: In Zellen, die RPTP/ exprimieren, kann En-1 weiterhin durch Fgf8 induziert werden.
Wildtypische Expression von En-1 am MHO (A). Ektopische Expression von Fgf8 im Mesenzephalon
induziert En-1 (B). En-1 kann sowohl nach einer Uberexpression des Leervektors mit anschlieBender

ektopischer Expression von Fgf8 (C), als auch nach Uberexpression von RPTPA und Fgf8 induziert
werden (D). Mafistab: (A-D) 500 um.

Dieses Experiment zeigte, dass En-I auch in Zellen, die RPTPA exprimieren, von Fgf8
induziert werden kann (Abb. 32D; n = 6/7). Das ektopische Expressionsmuster von En-/ im
Mittelhirn ist hier nicht von der Kontrolle, bei der unter gleichen Bedingungen der Leervektor
und 6-8 Stunden spéter Fgf8 ektopisch exprimiert wurde, zu unterscheiden (Abb. 32C).

Dieses Ergebnis bestitigt, dass der zuvor gezeigt Effekt von RPTPA auf die Expression von
Wntl spezifisch ist.
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4.7. Unterdriickung der Expression von cRPTPA durch RNAi

Als Alternative zu den Uberexpressions-Experimenten wurde eine siRNA-Strategie ("short
interfering RNAs®) zur Unterdriickung der Expression von cRPTPA am MHO etabliert, um
den hemmenden Effekt von RPTPA auf die Expression von Wntl ndher zu charakterisieren.
Dazu wurden vier chemisch synthetisierte doppelstringige siRNAs mit einer Linge von 19
Basen gegen unterschiedliche Regionen von RPTPA mit Hilfe des ,,siRNA Target Designers*
der Firma Promega entworfen (Tabb. 13). Dabei wurden zwei unterschiedliche Strategien zur

Formation der sogenannten ,,Hairpin“-Sequenzen eingesetzt (Scherr et al., 2003; Schwarz et

al., 2003).

4.7.1. Unterdriickung der Expression von cRPTPA in vitro

Um die Effizienz der siRNAs zur Inaktivierung von cRPTPA in einem einfachen
Versuchsaufbau in vitro zu bestimmen, wurde das psiCHECK -System von Promega
(Mannheim) gewihlt. Dieses System beruht auf dem Nachweis der Renilla-Luciferase,
welche als Reporter-Gen mit ¢cRPTPA fusioniert wurde (siehe 3.2.23.2.). Dazu wurde die
Zielsequenz von cRPTPA in den psiCHECK ' 2-Expressionsvektor kloniert. AnschlieBend
wurden 0,75 pg der Zielsequenz zusammen mit 0,75 pg der jeweiligen siRNA in HEK-293T
Zellen transfiziert. Wurde durch eine der siRNAs die Spaltung der fusionierten Renilla-
Zielsequenz induziert, so nahm das Signal der Renilla-Luciferase ab, da die Spaltung der
chimdren mRNA sehr schnell den Abbau des gesamten mRNA Molekiils nach sich zieht. Das
Signal der Renilla-Luciferase wurde gegen das der Firefly-Luciferase normalisiert, wodurch
eine qualitative Beurteilung der Effizienz der siRNAs nach Messung der Luciferase-Aktivitét
moglich wurde.

Fiir die Messung der Luciferase-Aktivitdten wurden je Transfektion einer & 3,5 cm Platte 200
pl (= Verdiinnung 1) oder 100 pl (= Verdiinnung 2) Zellsuspension eingesetzt. Mit allen vier
siRNAs gegen cRPTPA wurde in vitro ein deutlicher Abbau des Zielmolekiils erreicht (Abb.
33; n = 1). Die normalisierte Renilla-Luciferase-Aktivitit des cRPTPA - Expressionsvektors
nach einer Transfektion ohne siRNA wurde gleich 100 % gesetzt. In Relation dazu reduzierte
RPTPL-RI A gegen die kodierende Sequenz von cRPTPA die Expression des Reportergens
um 92,3 %, RPTPL-RI B um 54,3 %, RPTPL-RI _C um 91,5 %, RPTPL-RI D um 83,4 %
und die Kontroll-Transfektion einer siRNA gegen die Zielsequenz des nicht mit cRPTPA
verwandten cMeis2 (Meis2 RI_A) um 4,6 %.
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Abb. 33: Auswahl der Zielsequenz mit Hilfe des psiCHECK-Vektors. Mit allen vier siRNAs gegen
cRPTPA wurde ein deutlicher Abbau des Zielmolekiils erreicht. Dabei ging die Expression von
cRPTPA auf (A) 7,75 %, (B) 45,75 %, (C) 8,5 % und (D) 16,65 % zuriick. Die Kontroll-siRNA gegen
ein nicht verwandtes Protein von ¢cRPTPA war nicht in der Lage, den Abbau des Zielmolekiils zu
initiieren. Die normalisierte Renilla-Luciferase-Aktivitiat des cRPTPA - Expressionsvektors nach einer
Transfektion ohne siRNA wurde gleich 100 % gesetzt.

4.7.2. Unterdriickung der Expression von cRPTPA am MHO fiihrt zu einer diffusen

Expression von Wntl

Um die Effizienz der siRNAs in vivo zu testen wurden 1,5 pg RPTPL RI D-psiSTRIKE-
hMGFP in die Mittel- / Hinterhirnregion durch in ovo Elektroporation eingebracht. Eine in
situ Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde gegen Transkripte von cRPTPA zeigte, dass
dessen Expression am MHO im Vergleich zur wildtypischen Expression unterdriickt wurde
(Abb. 34A, B, n = 4/4). Wenn cRPTPA am MHO unterdriickt wurde, wurde im Vergleich zur
wildtypischen Expression von Wntl beobachtet, dass Wntl in verstreuten Zellen auBBerhalb

der normalen WntI-Doméne, aber immer noch in der Ndhe der Fgf8-Quelle, exprimiert wird

(Abb. 34C, D, E, F;n="7).
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Abb. 34: Unterdriickung der Expression von cRPTPA am MHO fiihrt zu einer diffusen
Expression von Wntl. Nach in ovo Elektroporation von RPTPL RI D wird cRPTPA am MHO (B),
im Vergleich zur wildtypischen Expression (A) unterdriickt. Nach Unterdriickung von c¢cRPTPA
erscheint die Wntl Expression am MHO im Vergleich zur wildtypischen Expression (C, D) diffus,
aber immer noch in der Nihe der Fgf8-Quelle (E, F). MaBstab: (A, B, C, E) 500 um, (D, F) 200 pm.

cRPTP).
.

cWnt1

4.8. Untersuchungen zur Regulation der Rezeptor-ihnlichen Protein Tyrosin

Phosphatase A im Mittelhirn

Wihrend im Stadium HH 9-11 (E1.5) ¢cRPTPA stark im Mesenzephalon exprimiert wird, ist
diese Expression im Stadium HH 14-16 (E2.5) weitgehend unterdriickt und beschriankt sich
auf einen Streifen von Zellen anterior der isthmischen Einschniirung. Durch in situ
Hybridisierungen auf Vibratomschnitten konnten im Stadium HH 20 (E3.5) jedoch erneut
Transkripte von cRPTPA im sich entwickelnden optischen Tektum in einem rostral zu kaudal
verlaufenden Gradienten nachgewiesen werden (Abschnitt 4.2.). Der ventrale Mittelstreifen
im Mesenzephalon, in dem Wntl exprimiert wird, weist keine Expression von cRPTPA auf.
Bei der Betrachtung dieses Expressionsmusters stellte sich die Frage, welche Faktoren an der
Regulation dieser rdumlich und zeitlich hoch dynamischen Expression von c¢RPTPA im
Mittelhirn beteiligt sind. Um dieser Frage nachzugehen, wurden einige bekannte
Mittelhirnmarker bzw. eine GFP-Kontrolle im Mesenzephalon mittels Mikroelektroporation
oder Virusinjektion iiberexprimiert. AnschlieBend wurde das Expressionsmuster von cRPTPA

durch in situ Hybridisierung analysiert.
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4.8.1. Uberexpression von Meis2 induziert keine ektopische Expression von cRPTP/,

Meis Proteine gehoren zur Gruppe der TALE-Homeodoménen-Transkriptionsfaktoren. TALE
steht fiir ,.three amino acid loop extension®, d.h. sie besitzen im Gegensatz zu anderen
Homeodomin-Proteinen drei zusédtzliche Aminosduren innerhalb ithrer Homeodoméne, der
DNA-Bindedomine (Biirglin et al, 1997). Meis—Proteine spielen bei Vertebraten eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Zellen und bei Invertebraten bei der Entwicklung
des peripheren und zentralen Nervensystems (Maeda et al., 2002).

Meis2 wird im Mittelhirn des Hithnchens ab dem Stadium HH 11 exprimiert und im Stadium
HH 12 wird ein charakteristischer dorso-ventral Expressionsgradient ausgebildet. Die
sezernierten Molekiile Shh und BMP sind an dieser Musterbildung beteiligt. Dabei hemmt
Shh die Expression von Meis2 im optischen Tektum, wihrend BMPs die Expression von
Meis2 entlang der dorsalen Mittellinie hemmen. Meis2 ist im optischen Tektum direkt oder
indirekt an der Regulation der Expression von ephrinBl beteiligt, nicht jedoch an der
Expression anderer Tektum-spezifischer Gene, wie Pax-3, Pax-5, Pax-7, En-1, Otx2 und

Wntl (Z. Agoston, Diplomarbeit 2005).

Meis2 GFP

CcRPTP)

Abb. 35: Uberexpression von Meis2 induziert keine ektopische Expression von cRPTPJ im
Mittelhirn. (A) Expressionsmuster von cRPTPA nach Uberexpression von cMeis2 oder (B) GFP. Das
Mesenzephalon ist durch einen Pfeil gekennzeichnet (A). Malistab: (A-B) 500 pm.

Nach Uberexpression von cMeis2 zeigte sich im Mittelhirn keine ektopische Expression von
cRPTPA (Abb. 35A; n = 8/8) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 35B). Dies deutet darauf
hin, dass Meis2 nicht an der Regulation von cRPTPA im Mittelhirn beteiligt ist.
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4.8.2. Uberexpression von xf-Catenin induziert keine ektopische Expression von

¢cRPTPA oder Wntl

3-Catenin ist das Wirbeltier-Homolog des segmentalen Polarititsgen Armadillo aus
Drosophila melanogaster und wurde als zytoplasmatisches Protein identifiziert, das mit
Cadherin interagiert und so Zell-Zell-Adhidsion reguliert (Nagafuchi und Takeichi, 1988;
Ozawa et al., 1989; Peifer und Wieschaus, 1990).

3-Catenin ist aber auch eine wichtige Komponente des kanonischen Wnt-
Signaltransduktionsweges, da es den Frizzled- und LRP-Rezeptoren nachgeschaltet ist
(Abschnitt 2.5). In Anwesenheit des sezernierten Glykoproteins Wnt wird das
zytoplasmatische B-Catenin stabilisiert und wandert in den Zellkern, wo es mit
Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF Familie interagiert und so die Expression von Genen,
wie c-myc, c-jun, fra-1 und cyclin DI stimuliert (Behrens et al., 1996; Willert et al., 2002).
Die Menge und die Funktion von B-Catenin werden sowohl im Zytoplasma, als auch im
Nukleus reguliert (Kikuchi, 2000).

In Abwesenheit des Wnt Signals wird das N-terminale Ende von B-Catenin durch die Casein
Kinase I am Serinrest an Position 45 phosphoryliert, worauthin GSK38 die
Serin/Threoninreste an den Positionen 41, 37 und 33 phosphoryliert (Amit et al., 2002; Liu et
al., 2002; Schwarz-Romond et al, 2002). Komplett phosphoryliertes B-Catenin wird
anschliefend ubiquitiniert und durch Proteosomen abgebaut.

Da wihrend der frithen Entwicklung des Mittelhirns im Hiithnchen auch $-Catenin exprimiert
wird, wurde untersucht, ob dieses Genprodukt an der Regulation von cRPTPA beteiligt ist.
Fiir diesen Versuch wurde ein dominant aktives Konstrukt von x/3-Catenin verwendet. Diesem
Konstrukt fehlen die N-terminalen Seronin- / Threonin-Phosphorylierungsstellen, und kann
somit nicht ubiquitiert und abgebaut werden. Uberexpression dieses Konstruktes von x/3-
Catenin induzierte im Mittelhirn keine ektopische Expression von cRPTPA (Abb. 36A; n = 8)
im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 36B). Dies deutet darauf hin, dass B-Catenin nicht an
der Regulation der cRPTPA- Expression beteiligt ist. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression des gleichen Konstruktes von x/3-Catenin im Mittelhirn im Vergleich zur
GFP-Kontrolle (Abb. 36D) nicht zu einer Induktion von Wntl-Expression fiihrt (Abb. 36C; n
=12).
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B-Catenin GFP

CcRPTP)

cWnt1

Abb. 36: Uberexpression von f-Catenin induziert keine ektopische Expression von cRPTP/ oder
cWhntl im Mittelhirn. Expressionsmuster von (A) cRPTPA oder (C) cWntl nach Uberexpression von
xf3-Catenin oder (B, D) GFP. Das Mesenzephalon ist durch einen Pfeil gekennzeichnet (A, C).
Mafstab: (A-D) 500 um.

4.8.3. Fehlexpression von LmxIb im Mittelhirn induziert keine ektopische

Expression von cRPTPA oder CEPU-1

In Abschnitt 4.5.4. konnte nach Uberexpression von LmxIh am MHO schon gezeigt werden,
dass Lmx1b eine Expression von cRPTPA im kaudalen Mesenzephalon in unmittelbarer Néhe
zum MHO, nicht aber im Metenzephalon induziert. Deshalb wurde im Folgenden untersucht,
ob eine Fehlexpression von cLmxIb auch im anterioren und zentralen Mittelhirn eine
Expression von cRPTPA induzieren kann. Es konnte beobachtet werden, dass hier eine
Expression von cRPTPA (Abb. 37A; n = 9) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 37B) nur
im ventralen, nicht aber im dorsalen Mesenzephalon induziert werden konnte. Dies deutet
darauf hin, dass die Expression von cRPTPA im dorsalen Mittelhirn anders als am MHO

reguliert wird.
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Parallele Experimente zeigten, dass ektopische Expression von cLmxb im Mittelhirn auch
nicht zur Induktion von CEPU-1 (Abb. 37C; n = 6) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb.
37D) fiihrte.

Lmx1b

cRPTP)\

CEPU-1

Abb. 37: Uberexpression von LmxIb im Mittelhirn induziert eine Expression von cRPTP/ nur
im ventralen Mesenzephalon und keine Expression von CEPU-1. In ovo Elektroporation eines
Expressionsplasmides fiir cLmx1b (A, C) oder GFP (B, D). cRPTPA wird nach Fehlexpression von
cLmx1b (A), nicht aber nach Fehlexpression von GFP (B) im ventralen Mesenzephalon induziert. Das
Expressionsmuster von CEPU-I andert sich nach Fehlexpression von cLmxIb (C) oder nach
Fehlexpression von GFP (D) nicht. Ektopische Expression von ¢RPTPA und fehlende ektopische
Expression von CEPU-1 im Mittelhirn sind durch einen Pfeil gekennzeichnet (A, C). MaBstab: (A-D)
500 pm.

4.8.4. Fehlexpression von Engrailed-1 im Mittelhirn induziert oder hemmt nicht die

Expression von cRPTPA

In Abschnitt 4.5.5. konnte gezeigt werden, dass die Expression von cRPTPA nach
Uberexpression von mEngrailed-1 am MHO deutlich abnahm, deshalb wurde untersucht, ob
Engrailed-1 auch an der Regulation von cRPTPA im Mesenzephalon beteiligt ist. Es wurde

beobachtet, dass eine Fehlexpression von mEn-I im Mesenzephalon 24 Stunden nach der
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Elektroporation (E2.5) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb. 38B) keine ektopische
Expression von c¢RPTPA induzierte (Abb. 38A; n = 6). Wurde 36 Stunden nach der
Elektroporation (E3.5), also zum Zeitpunkt, wenn cRPTPA erneut im sich entwickelnden
optischen Tektum in einem rostral zu kaudal verlaufenden Gradienten exprimiert wird, eine in
situ Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde gegen Transkripte von cRPTPA
durchgefiihrt, so zeigte sich, dass En-I die Expression von ¢cRPTPA im Vergleich zum
Wildtyp (Abb. 38D) nicht unterdriickt (Abb. 38C; n = 3).

CRPTP)\

E2.5

E3.5

Abb. 38: Fehlexpression von Engrailed-1 im Mittelhirn induziert keine ektopische Expression
von cRPTPA E2.5 und unterdriickt nicht die Expression von ¢cRPTPA E3.5. Expressionsmuster
von cRPTPA nach Uberexpression von mEn-1 (A) oder GFP (B) E2.5. Expressionsmuster von
cRPTPA nach Uberexpression von mEn-1 (C) im Vergleich zum Wildtyp (D) E3.5. Die Expression
von cRPTPA ist im Mittelhirn durch einen Pfeil gekennzeichnet (A, C). Mafistab: (A-B) 500 pum, (C-
D) 1 mm.
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4.8.5. Fehlexpression von Sonic hedgehog im Mittelhirn unterdriickt die Expression

von cRPTPA

In Wirbeltier-Embryonen wird Sonic hedgehog (Shh) in einer Reihe wichtiger Signalzentren
exprimiert, wie z.B. im Notochord, in der Bodenplatte und in der Zone der polarisierenden
Aktivitdit (ZPA), in einer apikalen Population posteriorer Mesenchym-Zellen in den
Gliedknospen (Marti et al., 1995; Roelink et al., 1995). Ektopische Expression von Shh
zeigte, dass Shh die ventrale Polaritdt im Neuralrohr und die anterior-posterior Polaritét in den
GliedmaBen reguliert (Echelard et al., 1993; Krauss et al., 1993; Riddle et al., 1993). Hh-
Signale konnen unterschiedliche biologische Antworten hervorrufen, je nachdem, in welchem
Kontext sie wirken. Demnach kdnnen Hh-Signale die Differenzierung von Zellen, Zell-
Proliferation und das Uberleben von Zellen in verschiedenen Zielzellen regulieren. Das Signal
kann iiber kurze, oder lange Distanzen mit einer Reichweite von bis zu mehreren Zellreihen,
direkt oder indirekt, und vor allem konzentrationsabhingig wirken, um verschiedene
molekulare Antworten bei bestimmten Konzentrationen zu stimulieren (zusammengefasst von
Ingham und McMahon, 2001). Shh wirkt demnach als klassisches Morphogen.

Um zu untersuchen, ob Shh einen Einfluss auf die Expression von cRPTPA hat, wurde Shh
mit Hilfe retroviraler Expression im Stadium HH 11 im Mittelhirn fehlexprimiert. Die
retrovirale Fehlexpression wurde durch RCAS-Viren durchgefiihrt, die die gesamte
kodierende Sequenz des Shh-Proteins tragen. Die in ovo Injektion von gereinigten
Viruspartikeln fiihrte zu zufdllig verteilten Infektionsereignissen im gesamten Neuralrohr.
Dadurch kam es zur Expression von Si4 in Zellen, die normalerweise kein Shh produzieren,
in diesem Fall in Zellen des dorsalen Mittelhirns. Eine Kontrolle, wie z.B. die Injektion eines
RCAS-Konstruktes, welches die kodierende Sequenz fiir GFP trigt, fehlte in diesem Versuch.
Nach Infektion mit RCAS-Shh zeigten sich im optischen Tektum (Abb. 39A; n = 5) und im
Auge (Daten nicht gezeigt) deutliche Unterschiede im Expressionsmuster von ¢cRPTPA im
Vergleich zur wildtypischen Situation (Abb. 39B). Das Expressionsmuster war hier
stellenweise von fleckenartigen Bereichen unterbrochen, in denen sich keine Transkripte von
cRPTPA nachweisen lieBen. Eine ektopische Expression von Shh fiihrte demnach zu einer

Unterdriickung der cRPTPA-Expression im Mittelhirn und im Auge.
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Abb. 39: Fehlexpression von Sonic hedgehog im Mittelhirn unterdriickt die Expression von
cRPTPA. Expressionsmuster von cRPTPA nach Injektion von Shh-RCAS (A) im Vergleich zum
Wildtyp (B). ¢cRPTPA wird nach Fehlexpression von Sih (A) im Vergleich zum Wildtyp (B)
unterdriickt. Fehlende Expression von cRPTPA ist durch einen Pfeil gekennzeichnet (A). MaBstab: (A-
B) 500 pm.

4.9. Funktion von cRPTPA im Mesenzephalon

4.9.1. Fehlexpression von cRPTPA fithrt zu einem verkleinerten Mittelhirn

Die Expression von cRPTPA erstreckt sich im Stadium HH 11 (E1.5) liber das gesamte
Mesenzephalon (Abb. 40A), doch diese Expressionsdoméne verkleinert sich spiter im
Stadium HH 12 auf einen Streifen von Zellen anterior der isthmischen Einschniirung (Abb.
40B). Erst E3.5 kommt es erneut zu einer Expression von cRPTPA im sich entwickelnden
optischen Tektum in einem rostral zu kaudal verlaufenden Gradienten. /n ovo Elektroporation
erlaubt nicht nur die rdumliche Fehlexpression von Genprodukten (wie sie in den Abschnitten
4.5. - 4.8. angewendet wurde), sondern auch die zeitliche Fehlexpression. Durch diese in vivo
Manipulation 1ldsst sich also z.B. die Expression eines Genproduktes kiinstlich
aufrechterhalten, obwohl die endogene Expression des entsprechenden Molekiils bereits

beendet ist.
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Abb. 40: Expression von cRPTP/ im Mesenzephalon. Wéhrend cRPTPA im Stadium HH 11 im
gesamten Mesenzephalon exprimiert wird (A), verkleinert sich die Expressionsdoméne bis zum
Stadium HH 12 auf einen noch etwas diffusen Ring von Zellen an der Mittel- / Hinterhirngrenze (B).
Das Mesenzephalon ist mit einem Pfeil gekennzeichnet (A, B). Malistab (A-B) 200 um.

Deshalb wurde in diesem Versuch RPTPA mittels Mikroelektroporation im
Entwicklungsstadium HH 9-10 im Mittelhirn {iberexprimiert und anschlieBend eine in situ
Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde gegen cMeis2 durchgefiihrt. cMeis2 diente in
diesem Versuch als Mittelhirnmarker, der den Unterschied zwischen elektroporierter rechter
Seite und nicht-elektroporierter linker Seite sichtbar macht, da cMeis2 im Tektum in einem
dorso-ventral Expressionsgradient, nicht aber in der dorsalen Mittelllinie exprimiert wird
(Abschnitt 4.8.1.).

In diesem Experiment zeigte sich, dass eine kiinstliche Aufrechterhaltung der Expression von
RPTPA iiber das Entwicklungsstadium HH 11 hinaus, zu einer Missbildung des Mittelhirns
fiihrte (Abb. 41A, B; n = 15/16). Nach Fehlexpression von RPTPAAJM (Abb. 41C, D; n =
6/6), einem Konstrukt, dem beide Phosphatasedoménen sowie die Juxtamembrandoméne
fehlen, entwickelte sich hingegen das Mittelhirn im Vergleich zur Fehlexpression des
Leervektors (Abb. 41E, F) normal. Fehlexpression von RPTPA zu einem spiteren
Entwicklungszeitpunkt, wenn die Expressionsdoméne von RPTPA schon auf einen Streifen
von Zellen am MHO verkleinert war, flihrte nicht zu einer Missbildung des Mittelhirns (Daten
nicht gezeigt). Fehlexpression von RPTPA hatte auf die Expression von cMeisl/2 keinen
Einfluss (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 41: Fehlexpression von RPTPA, nicht aber RPTPAAJM fiihrt zu einem verkleinerten
Mittelhirn. Expressionsmuster von cMeis2 nach Fehlexpression von RPTPA (A, B), RPTPAdJM (C,
D) oder des Leervektors (E, F) Stadium HH 10 im Mittelhirn. Die elektroporierte rechte Seite ist durch
einen Pfeil und die dorsale Mittellinie des Mesenzephalons durch eine gestrichelte Linie
gekennzeichnet (B, D, F). Mafistab: (A, C, E) 500 um, (B, D, F) 200 um.
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4.9.2. Aufrechterhaltung der Expression von RPTPA im Mittelhirn fiihrt zu einer

abgeschwiichten Expression von f-Catenin

Die Verkleinerung des Mittelhirns nach Aufrechterhaltung der Expression von RPTPA im
Entwicklungsstadium HH 9-10 geht, im Vergleich zur Fehlexpression des Leervektors (Abb.
42B), mit einer verringerten Expression von B-Catenin einher (Abb. 42A; n = 5). Die
Expression von Wntl wird dadurch nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt; n = 6).

Fehlexpression von RPTPA im Entwicklungsstadium HH 12 hingegen fiihrt zu keiner

Verianderung des Expressionsmusters von B-Catenin (Daten nicht gezeigt).

RPTP). L eervektor

A P B P

B-Catenin

Abb. 42: Fehlexpression von RPTPA, fithrt zu einer abgeschwichten Expression von B-Catenin.
Expressionsmuster von f3-Catenin nach Fehlexpression von RPTPA (A) oder des Leervektors (B)
Stadium HH 10 im Mittelhirn. Die Expression von 3-Catenin ist durch einen Pfeil gekennzeichnet (A).
MaBstab: (A-B) 500 pm.

4.9.3. Fehlexpression von RPTPA im Mittelhirn fiihrt zu keiner Modulation der
Expressionsmuster von ephrinB1, Otx2 oder FgfR1

Um zu untersuchen, ob eine Fehlexpression von RPTPA im Mittelhirn auch eine Modulation
der Expressionsmuster einiger bekannter Mittelhirnmarker bewirkt, wurde RPTPA im
Mesenzephalon im Entwicklungsstadium HH 12 mittels Elektroporation fehlexprimiert und

anschlieBend wurden durch in situ Hybridisierung die Expressionsmuster von ephrinB1, Otx2

und FgfR1 analysiert.

Die EphB-Rezeptoren und ihre Liganden, die ephrinBs, spielen eine wichtige Rolle bei der

molekularen Kontrolle des Axonwachstums bei der Kartierung der dorso-ventralen Achse und
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auch zum Teil entlang der anterior-posterior Achse des Tektums (Hindges et al., 2002; Mann
et al., 2002). Der Ligand ephrinB1 wird im Tektum des Hithnchenembryos in einem dorso-
ventral Gradienten, mit einer hohen Expression im dorsalen und einer niedrigen Expression
zum ventralen Bereich hin exprimiert (Braisted et al., 1997).

Fehlexpression von RPTPA im Mittelhirn im Stadium HH 12 fiihrte nicht zu einer Modulation
des Expressionsmusters von ephrinBIl (Abb. 43A; n = 5) im Vergleich zur GFP-Kontrolle
(Abb. 43B).

Die Determinierung und Differenzierung des Mittelhirns erfolgt iiber das regulatorische
Netzwerk einer groen Anzahl von Transkriptionsfaktoren, zu denen auch Otx2 gehort. Die
Expressionsdomédne von Otx2 bedeckt das gesamte Mittel- und Zwischenhirn und bildet eine
scharfe Grenze zum Hinterhirn, wo Gbx2 exprimiert wird (Abschnitt 2.3).

Fehlexpression von RPTPA im Mittelhirn im Stadium HH 12 fiihrte jedoch nicht zu einer
verdnderten Expression von Otx2 (Abb. 43C; n = 6) im Vergleich zur GFP-Kontrolle (Abb.
43D).

FgfR1 ist der einzige Fgf8-Rezeptor, der im Mittelhirn exprimiert wird (Walshe & Mason,
2000). Eine Inaktivierung von FgfR1 am MHO fiihrte in der Maus zu einem Verlust des
posterioren Mittelhirns und des anterioren Hinterhirns (Trokovic et al., 2003; Abschnitt 2.4.).
Zudem wurde gezeigt, dass Sef den Fgf8-Signalweg inhibieren kann, indem es an den
FgfR1/2 bindet und so dessen Autophosphorylierung verhindert (Fiirthauer et al., 2002;
Abschnitt 4.6.1.).

Fehlexpression von RPTPA im Mittelhirn im Stadium HH 12 fiihrte auch in diesem Versuch
nicht zu einer verdnderten Expression von FgfRI (Abb. 43E; n = 8) im Vergleich zur GFP-
Kontrolle (Abb. 43F).
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Abb. 43: Fehlexpression von RPTPA im Mittelhirn fiihrt nicht zu einer Anderung des
Expressionsmusters von ephrinBl1, Otx2 oder FgfR1. Expressionsmuster von ephrinBI (A), Otx2
(C) und FgfRl (E) nach Fehlexpression von cRPTPA oder des Leervektors (B, D, F). Die
Expressionsmuster sind im Mesenzephalon durch einen Pfeil gekennzeichnet (A, C, E). Mafistab: (A-
F) 500 pm.

4.9.3. RPTPA bindet in vivo an -Catenin

Es konnte schon gezeigt werden, dass die Juxtamembrandoméne des menschlichen Homologs
von ¢cRPTPA (PCP2) mit B-Catenin in vitro interagiert und dass fiir diese Interaktion B-
Catenin nicht phosphoryliert vorliegen mul (Wang et al., 1997; Yan et al., 2002). 3-Catenin
spielt im kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg eine entscheidende Rolle fiir die Balance

zwischen Proliferation und Differenzierung (Zechner et al., 2003; Panhuysen et al., 2004).
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Da eine Aufrechterhaltung der Expression von RPTPA in frithen Entwicklungsstadien zu einer
Missbildung des Mesenzephalons fiihrte, sollte der Nachweis fiir die Interaktion von RPTPA
und B-Catenin nun auch in vivo erbracht werden. Daflir wurde RPTPA-HA in den Mittelhirnen
von 5 Embryonen mittels Mikroelektroporation massiv fehlexprimiert. 24 Stunden spéter
wurde das Gewebe der Mittelhirne lysiert und eine Immunprizipitation mit einem a-HA
Antikorper durchgefiihrt. Das Immunprézipitat wurde anschliefend mittels Western Blot
unter Verwendung eines o-B-Catenin Antikorpers und anschlieBender Chemolumineszenz-
Reaktion sichtbar gemacht. Es zeigte sich, dass RPTPA-HA auch in vivo mit B-Catenin
interagiert (Abb. 44). Der Nachweis von RPTPA-HA erfolgte mittels o-HA AntikSrper. Als
Expressionskontrolle wurden 10 pl des Gewebelysats mittels Western Blot analysiert. B-

Catenin hat eine Grofie von 95 kD und RPTPA eine Grofie von 180 kD.

RPTPA-HA

MW (kD) Lysat 1P

95 — WB:a- B-Catenin

IP: a-HA

180 — | — ® | WB:a-HA

Abb. 44: Immunprizipitation (IP): RPTPA interagiert in vivo mit 3-Catenin. RPTPA-HA wurde
im Mittelhirn fehlexprimiert. Das Gewebe wurde 24 Stunden nach der Elektroporation lysiert und eine
Immunprézipitation mit einem a-HA Antikdrper durchgefiihrt. Das Immunprézipitat wurde mittels
Western Blot unter Verwendung eines a-B-Catenin  Antikdrpers und anschlieBender
Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht. B-Catenin ist 95 kD grof8. Der Nachweis von RPTPA
erfolgte mittels a-HA Antikorper. RPTPA ist 180 kD grof3. Als Expressionskontrolle wurden 10 pl des
Gewebelysats mittels Western Blot analysiert.
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5. Diskussion

Auf der Suche nach neuen Genen, die in Vorlduferzellen der Hiihnchenretina exprimiert
werden, wurde das Huhn-Homolog der Rezeptor Tyrosin Phosphatase A aus der Maus
identifiziert (Fuchs et al., 1998). cRPTPA ist eine Typ IIb Rezeptor-dhnliche Protein Tyrosin
Phosphatase. Bislang ist unklar, ob RPTPs als Liganden, Rezeptoren oder Komponenten von
Rezeptorkomplexen in der Entwicklung und Differenzierung des ZNS eine Rolle spielen. Ziel
dieser Arbeit war es demnach, durch Analyse der Expression und Regulation von ¢cRPTPA
Einblicke in die Funktion dieser RPTPs und die dabei beteiligten Signalkaskaden zu

bekommen.

5.1. Expression der Rezeptor-ihnlichen Protein Tyrosin Phosphatase A in der

Mittel- / Hinterhirnregion

Um Aufschluss iiber das rdumliche und zeitliche Expressionsmuster der Rezeptor-dhnlichen
Protein Tyrosin Phosphatase A (RPTPA) im Hiihnchen zu erlangen, wurde eine
Expressionsanalyse in verschiedenen Stadien der Embryonalentwicklung durchgefiihrt. Es
zeigte sich, dass ¢cRPTPA bereits im Stadium HH 5 (etwa 20 Stunden nach Beginn des
Bebriitens) schwach in der Kopffalte exprimiert wird. Am embryonalen Tag 1 (Stadium HH
9) erstreckte sich die Expression iiber das Zwischen- und Mittelhirn, sowie tiiber die
Bodenplatte des Neuralrohrs. Die Expression des Mittelhirns reicht zu diesem Zeitpunkt
jedoch noch nicht bis zur Einschniirung des Isthmus. Im Stadium HH 11 (E1.5) zeigt die
Expression eine scharfe Grenze anterior der Einschniirung des Isthmus und iiberlappt mit dem
molekularen Mittel- / Hinterhirnorganisator (MHO), welcher die Musterbildung der
angrenzenden Hirnregionen kontrolliert (Abb. 13E). Nur etwa 2 Stunden spéter, im Stadium
HH 12, reduziert sich die Expressionsdoméne von cRPTPA im Mittelhirn auf einen diffusen
Ring von Zellen am MHO (Abb. 15C). Am Tag E2.5 beschrinkt sich die Expression auf
einen deutlich abgegrenzten Zellstreifen, welcher anterior der Wntl/-Doméne und der
Einschniirung des Isthmus liegt, sowie auf einen Bereich im ventralen Mittelhirn (Abb. 131,
14A). Am Tag E3.5 wird cRPTPA auch weiterhin in diesem deutlich abgegrenzten Ring von
Zellen am molekularen MHO und zusitzlich im sich entwickelnden optischen Tektum in
einem rostral (hoch) zu kaudal (niedrig) verlaufenden Gradienten exprimiert (Abb. 14B, 45).
Es besteht die Moglichkeit, dass cRPTPA einen Einfluss auf die zeitliche Entwicklung der

zelluldren  Struktur des Tektums hat, da dieser Gradient gegensitzlich zum
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Expressionsgradienten von Engrailed-1 und Engrailed-2, oder dem von ephrinA2 / ephrinA5
verlduft (Cheng et al., 1995; Drescher et al. 1995; Logan et al. 1996; Abb. 45).

Ab ES5 deckt sich der kaudal zu rostral verlaufende Expressionsgradient von Engrailed (En)
mit einem ausgepragten Unterschied in der zelluldiren Struktur des Tektums. Das rostrale
Tektum differenziert schneller, ist generell dicker und besitzt mehr Schichten, als das kaudale
Tektum (LaVail & Cowan, 1971). Logan et al (1996) hatten gezeigt, dass nach
Uberexpression von En-1 im gesamten Tektum dieser Unterschied in der Wanddicke des
rostralen und kaudalen Tektums aufgehoben war. Dieses Ergebnis ldsst darauf schlielen, dass

die En-Expression die Ausbildung der zelluldren Struktur des Tektums beeinflussen kann.

RPTPA Engrailed ephrinA2/AS
ephrinA2
2 T ephrinAS
/ ) \:& i
( e ™ B
\{’\’ /“',/:E\ /‘”‘hxt:\“\ /ﬁ;%'\
N 7 2 \ \

Abb. 45: Schematische Zusammenfassung der Expression von RPTPA, Engrailed und
ephrinA2/A5 im Tektum. Zunchmend dicker werdende Pfeile kennzeichnen den Verlauf
zunehmender Gradienten. Verschiedene Farben der Pfeile symbolisieren Koexpression. (Modifiziert
nach Thanos & Mey, 2001).

Rotations- und Transplantationsexperimente des Neuralrohres im Bereich des Mittelhirns
haben zudem gezeigt, dass eine direkte Verbindung zwischen dem Expressionsmuster von
En-2 und der Entstehung der retinotopen Karte besteht. Uber die retinotektale Projektion
erhdlt das optische Tektum direkte Eingdnge aus der Retina. Bei Transplantation des dorsalen
Mittelhirns, der Alarplatte, ins Zwischenhirn im gleichen Embryo, kam es im ektopisch
induzierten Tektum zu einem Expressionsgradienten von En-2, der im Gegensatz zum
normalen Expressionsmuster ein umgekehrtes Muster zeigte. Hier war die Expression von En-
2 im anterioren Bereich hoch und im posterioren Bereich niedrig. Dieses spiegelbildliche
Expressionsmuster hatte zur Folge, dass weitere Entwicklungsschritte des transplantierten
Tektums auch in einem umgekehrten Muster abliefen (Ichijo ef al., 1990). Dabei zeigte sich,
dass die Entwicklung der retinotopen Karte vom En-Gradienten abhéngig ist. Die Axone der

temporalen Retina projizierten weiterhin in den posterioren Bereich des transplantierten
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Tektums, wo En-2 am niedrigsten exprimiert wurde. Im Gegensatz dazu projizierten die
Axone der nasalen Retina in den anterioren Bereich des Tektums, der die hochste Expression
von En-2 aufwies (Itasaki et al., 1991; Itasaki & Nakamura 1992, 1996). Es konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Uberexpression von cRPTPA am MHO nach 24 Stunden keinen
Einfluss auf die Expression von En-/ hat (Abb. 28). En-1 und En-2 werden beide durch Fgf8
reguliert und stellen funktionelle Aquivalente dar (Crossley et al., 1996; Hanks et al., 1998).
Obwohl also die Expressionsgradienten von cRPTPA und En-2 spiegelbildlich verlaufen, kann
davon ausgegangen werden, dass cRPTPA seine Funktion im Mittelhirn nicht {iber eine
Anderung der Expression von Engrailed ausiibt.

Die Expression von cRPTPA am Tag E3.5 verlduft auch spiegelbildlich zu der von EphrinA2
und ephrinA5, die als Liganden von EphA-Rezeptoren an der Entstehung der retinotopen
Karte entlang der anterioren-posterioren (AP) Achse beteiligt sind (Frisen et al., 1998;
Feldheim et al., 2000). ephrinA2 | ephrinA5 werden im optischen Tektum in einem AP-
Gradienten exprimiert, wobei die Konzentration beider ephrine am posterioren Pol des
optischen Tektums am hochsten ist und nach anterior hin abnimmt (Cheng et al., 1995;
Drescher et al., 1995; Abb. 45). Bei Bindung des EphA-Rezeptors an seine Liganden kommt
es zu einer AbstoBungsreaktion. So werden die Axone der temporalen Retina, welche EphA-
Rezeptoren stark exprimieren, daran gehindert, den posterioren Bereich des optischen
Tektums zu innervieren, da hier die Expression an ephrinA2 bzw. ephrinA5 am hochsten ist
(Walter et al., 1987; Monschau et al., 1997; Feldheim et al., 1998; Yates et al., 2001).

In Mausen wurde E10.5 (entspricht Hiihnchen E3) ein weiteres Molekiil in einem
rostral zu kaudal verlaufenden Gradienten im sich entwickelnden Tektum nachgewiesen.
Hierbei handelt es sich um das ephAS8/eek Gen, welches zur Familie der Eph Rezeptor Protein
Tyrosin Kinasen gehort. Es wird angenommen, dass dieser Rezeptor wéhrend der
Entwicklung des Nervensystems eine Rolle bei der axonalen Wegfindung spielt (Park et al.,
1997). Die Expressionsgradienten von c¢cRPTPA und EphA8 konnten im Mesenzephalon
iiberlappen. Ob cRPTPA allerdings an der Entwicklung der retinotektalen Karte, iiber
Einflussnahme der Expression von ephA2/A5 oder EphAS8 beteiligt ist, ist momentan noch
unklar.

Der rostral zu kaudal verlaufende Gradient von RPTPA im Mesenzephalon spiegelt
jedoch den Differenzierungsgradienten von tektalen Neuronen wieder. So wurde z.B. auch fiir
das ,,Helix-loop-Helix“-Gen Hes5 im Hiithnchen ein rostral zu kaudal verlaufender
Expressionsgradienten im Mesenzephalon beschrieben (Kimura ef al., 2004). Hes5 und Hes 1,

welches im Isthmus exprimiert wird, sind Bestandteile des Notch-Signalweges, der Zellen in
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undifferenziertem Zustand hilt (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Gaiano & Fishell, 2002;
Hitoshi et al., 2002; Honjo, 1996; Kageyama & Nakanishi, 1997; Selkoe & Kopan, 2003).
Hatakeyama et al. (2004) konnten nachweisen, dass Hes-Gene eine entscheidende Rolle bei
der Ausbildung von Gehirnstrukturen in richtiger Grofe, Form und Zell-Arrangement spielen,
indem sie den Pool neuraler Vorlduferzellen aufrechterhalten. Sie hatten gezeigt, dass die
Zelldifferenzierung in HesI”/ Hes5" Miusen beschleunigt wird und somit zu einer
verringerten Anzahl von radialen Gliazellen fiihrt. Dies resultiert in einer strukturellen
Fehlbildung des Nervensystems.

cRPTPA konnte somit eventuell tiber den Notch-Signalweg eine potentielle Funktion in der
Forderung der Zelldifferenzierung zukommen. Um zu untersuchen, ob es einen Einfluss auf
die zelluldre Struktur des Tektums ausiibt, miisste die Expression von cRPTPA mit Hilfe eines
Replikations-kompetenten Virus dauerhaft im Mesenzephalon aufrechterhalten werden, denn
in ovo Elektroporation flihrt nur fiir wenige Tage zur Fehlexpression. Dies ist allerdings

problematisch, da cRPTPA zu groB ist, um z.B. in RCAS-Viruspartikeln verpackt zu werden.

5.2. Expression von cRPTPA im Auge

Im Stadium HH 14 (E1.5) wird cRPTP/ im Auge stark in den zukiinftigen Epithelzellen, einer
dquatorialen Region der Linse und in der inneren Schicht des Augenbechers exprimiert, aus
der sich die neurale Retina entwickeln wird. Im Stadium HH 22 (E3) konnen Transkripte von
cRPTP/ ebenfalls in der Linse und im retinalen Neuroepithelium nachgewiesen werden (Abb.
17). Am Tag E6.5 und E7.5 wird cRPTP/. weitldufig in der gesamten Retina exprimiert.
Expression von ¢cRPTP/A fehlte nur in einer kreisformigen zentralen Doméne, die sich nasal
der Austrittsstelle des optischen Nervs befindet, sowie in einem diffusen Band von Zellen
entlang des horizontalen Meridians. Dieses Muster erinnert an die Form und Lage der
spéteren Stdbchen-freien aerea zentralis und dem horizontal verlaufenden Streifen, der dem
Bereich geringer Stiabchendichte in der ausgereiften Retina entspricht (Bruhn und Cepko,
1996).

Am Tag E3 konnten die Expressionen von cRPTPA und Fgf8 in der zentralen Netzhaut
tiberlappen (Abb. 17; Vogel-Hopker et al., 2000; Martinez-Morales, 2005). Am Tag E6.5
hingegen ist die Expression von cRPTPA mit der von Fgf8 in der Retina komplementér. FgfS
wird zu diesem Zeitpunkt in der Retina nur in einer kreisformigen zentralen Domine, sowie in

einem diffusen Band von Zellen entlang des horizontalen Meridians exprimiert, welche in der
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Expression von c¢RPTP. ausgespart sind (D. Schulte, personliche Kommunikation;
schematische Darstellung Abb. 46). Dieses Expressionsmuster erinnert stark an die
Expressionsdoménen von cRPTPA und Fgf8 am MHO. Auch dort werden beide Molekiile von
benachbarten, aber nicht iiberlappenden Zellgruppen gebildet. Fgf8 bildet in der Netzhaut ein
Signalzentrum aus, welches die Differenzierung von retinalen Ganglienzellen initiiert
(Martinez-Morales et al., 2005). E7.5 geht die Expression von cRPTPA weiter zuriick und
scheint dabei einem zentralen zu peripheren Gradienten zu folgen, welcher den Gradienten
der Zelldifferenzierung in der Retina widerspiegelt. Zu diesem Zeitpunkt konnten cRPTPA
spezifische Transkripte in einer weiten Domidne von Zellen im Zentrum des retinalen
Neuroepitheliums, nicht aber in der Ganglienzellschicht oder der dulleren nuklearen Schicht
nachgewiesen werden (Abb. 17). Die Domine im Neuroepithelium entspricht der

ventrikuldren Zone, in der sich die Zellkorper der retinalen Vorldauferzellen befinden.

l cRPTPA

v

Abb. 46: Schematische Darstellung der komplementiren Expression von cRPTP/ und Fgf8 E6.5
in der Netzhaut des Hiihnchens.

Es besteht die Moglichkeit, dass ¢cRPTPA in den kanonischen Signalweg eingreift und die
Proliferation dieser Vorlduferzellen in der Netzhaut beeinflusst (siehe auch Abb. 54). Retinale
Vorlduferzellen exprimieren eine Reihe von Wnt-Proteinen und Wnt-Rezeptoren (D. Schulte,
personliche Kommunikation). Einen ersten Hinweis auf die Bedeutung dieser Proteine fiir die
Proliferation von retinalen Vorlduferzellen lieferten Kubo et al. (2003). Sie konnten zeigen,
dass Wnt2b in der Marginal-Zone der Retina exprimiert wird, welche zwischen der neuralen
Retina und dem ziliaren Epithel lokalisiert ist. Bei Vertebraten enthélt die ziliare Marginal-
Zone (CMZ) der Netzhaut undifferenzierte Vorlduferzellen, welche wéhrend der
Embryonalentwicklung fortlaufend proliferieren und neue Neurone und Gliazellen
hervorbringen (Perron & Harris, 2000; Reh & Levine, 1998). In der CMZ wird neben Wnt2b
auch Lefl exprimiert (Kubo et al.,, 2003). Und auch Transkripte von f3-Catenin konnten
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ubiquitdr in der Netzhaut nachgewiesen werden (D. Schulte, personliche Kommunikation).
Sowohl Lefl, als auch B-Catenin sind wesentliche Bestandteile des kanonischen
Signaltransduktionsweges (Abschnitt 2.5). Uberexpression von Wnt2b in der zentralen
Netzhaut inhibierte neuronale Differenzierung und induzierte Marker von Vorlduferzellen
(Kubo et al., 2003). Wurde der Wnt-Signalweg hingegen mit Hilfe eines dominant-negativen
Konstruktes von Lef1 unterdriickt, so wurde die Proliferation der Zellen in der CMZ gehemmt
und fiihrte zu einer vorzeitigen Differenzierung dieser Zellen (Kubo ef al., 2003). In Xenopus
laevis konnte zudem gezeigt werden, dass Unterdriickung des Wnt-Rezeptors Frizzled-5 in
den optischen Vesikeln zu einer reduzierten Zellzahl und einer verminderten Mitose fiihrt
(Van Raay et al., 2005). Diese Kenntnisse weisen zusammengenommen darauf hin, dass in
der Netzhaut der kanonische Wnt-Signaltransduktionsweg die Proliferation reguliert.

Von Yan et al. (2002) konnte bereits eine Bindung des menschlichen Homologs von cRPTP4,
welches PCP-2 genannt wird, an B-Catenin nachgewiesen werden (siche auch im Folgenden
S. 121). Durch diese Bindung konnte cRPTPA die Proliferation der neuronalen
Vorléduferzellen in der Netzhaut beeinflussen.

In dieser Arbeit wurde zudem gezeigt, dass PCP-2 auch in der embryonalen Retina
exprimiert wird. Eine starke Expression konnte hier in fotaler menschlicher Retina in den
fotalen Wochen (FWK) 12.5-18.5, nicht aber in Gewebe adulter menschlicher Retina
nachgewiesen werden. Dies ldsst darauf schlieBen, dass PCP-2 in der Retina hauptsidchlich

eine Funktion wihrend der Entwicklung zukommt.

5.3. Regulation von cRPTPA am Mittel- / Hinterhirn Organisator

cRPTPA wird am MHO anterior der sezernierten Proteine Wntl und Fgf8 exprimiert, wobei
die Expressionsdominen von ¢cRPTPA und Wntl moglicherweise iiberlappen (Abb. 16). Um
der Fragestellung nachzugehen, wie sich das Molekiil cRPTPA in das Modell der genetischen
Interaktionen am MHO eingliedert, wurden Fgf8 und eine Reihe von Molekiile, die von Fgf8
reguliert werden, am MHO und im kaudalen Mittelhirn {iberexprimiert. Hierbei wurde es zu
Nutze gemacht, dass Fgf8 in der Lage ist, die Aktivitit des MHO nachzuahmen (Crossley et
al., 1996; Martinez et al., 1999). AnschlieBend wurde die Expression von cRPTPA analysiert.
Crossley et al. (1996) hatten bereits gezeigt, dass Fehlexpression von Fgf8 im Dienzephalon,
Mesenzephalon oder Rhombenzephalon zur ektopischen Expression vieler Mittel- /

Hinterhirnmarker, wie z.B. Wntl, fiihrt (Abb. 21). Die Untersuchungen dieser Arbeit
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ergaben, dass ektopische Expression von Fgf8 im Mittelhirn auch Expression von cRPTPA
induziert (schematische Darstellung, Abb. 47). Dabei schienen die Expressionen von cRPTPA
und Wntl rostral der ektopischen Expressionsdomédne von Fgf8 lokalisiert zu sein (Abb. 21).

Mittelhirn . Hinterhirn

En1, 2888

Abb. 47: Schematische Darstellung der Induktion von Wntl und cRPTPA
nach ektopischer Fgf8b-Expression (rote Pfeile).

Ektopische Expression von Fgf8 fiihrt auch zu einer Induktion des Lim-Homeobox Protein 1
(Lmx1b) im Mittelhirn (Matsunaga et al. 2002). Diese Induktion scheint in einem deutlich
abgegrenzten Streifen in benachbarten Zellen der Fgf8-exprimierenden Zellen zu erfolgen
(Abb. 23). Adams et al. (2000) hatten gezeigt, dass ektopische Expression von Lmx/b im
Mesenzephalon, auch nachdem die Fgf8-Expression dort bereits zuriickgegangen war, die
Expression von Wntl aufrechterhdlt. Matsunaga et al. (2002) zeigten darauthin, dass eine
ektopische Expression von LmxIb und/oder Wntl zu einem vergroBerten Tektum und
Cerebellum fiihrt. Dabei wurde Fgf8 in den Zellen, die Lmx1b fehlexprimieren, unterdriickt,
aber in den Nachbarzellen induziert (Abb. 48). Sie schlussfolgerten, dass Lmx/b an einer

nicht Zell-autonomen Induktion der Fgf8-Expression durch Wntl beteiligt sein konnte.

Mesenzephalon Metenzephalon

1
< ox2__ | Gbx >
1
1
1
1
1

Abb. 48: Nicht Zell-autonome Induktion
von Whntl unter Beteiligung von LmxI1b. In
Zellen, die Lmxib exprimieren, wird die
Expression von Wntl aufrechterhalten, aber
die von Fgf8 unterdriickt. Wntl induziert
nicht Zell-autonom Expression von Fgf3.
— Induktion; -» Aufrechterhaltung;

— Unterdriickung
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Uberexpression von LmxIh am MHO cRPTPA-
Expression induziert. Da die wildtypischen Expressionsdoménen von cRPTPA und Lmx1b am
MHO jedoch nicht ganz zu iiberlappen scheinen, muss davon ausgegangen werden, dass
cRPTPA nicht ausschlieSlich durch LmxIb, sondern auch durch ein sezerniertes Protein
induziert werden kann. Fehlexpression von Wntl war nicht in der Lage, Expression von
cRPTPA zu initiieren (Abb. 19). Es ist daher zu vermuten, dass es sich bei dem ¢cRPTPA-
induzierenden, sezernierten Protein um Fgf8 handeln konnte (Abb. 26; schematische
Darstellung Abb. 49).

Es ist auffillig, dass sich die ektopische Expression von cRPTPA nach Uberexpression von
Fgf8 oder LmxIb mittels Elektroporation unterscheidet. Nach Uberexpression von Fgf8
verschiebt sich die Expressionsdoméne von cRPTPA weit rostral in das Mittelhirn hinein
(Abb. 21). Zellen, die Fgf8 bilden, scheinen nicht in der Lage zu sein, cRPTPA zu
exprimieren. Da es sich bei Fgf8 um einen sezernierten Faktor handelt, wird die Induktion
von cRPTPA durch Zell-Zell-Kommunikation bewirkt und erfolgt demnach nicht Zell-
autonom. Im Gegensatz dazu wird cRPTPA nach Uberexpression von LmxIb in unmittelbarer
Nédhe des MHO induziert (Abb. 24). Da es sich bei Lmx1b um einen Transkriptionsfaktor
handelt, erfolgt hier die Induktion von cRPTPA durch Lmx1b Zell-autonom.

Mittelhirn . Hinterhirn

Abb. 49: Schematische Darstellung der Induktion von cRPTPA nach
Uberexpression von LmxIb (roter Pfeil). Expression von cRPTPA kann
aber auch direkt durch Fgf8 induziert werden (roter, gestrichelter Pfeil).

Ektopische Expression von cRPTPA konnte nach Uberexpression von Lmx/b nur im
Mesenzephalon, innerhalb der O#x2-Expressionsdomédne, nicht aber im Rhombenzephalon,
innerhalb der Gbx2-Expressionsdoméne, nachgewiesen werden (Abb. 24). Somit liegt die
Vermutung nahe, dass die Induktion von cRPTPA durch Lmx1b der gleichzeitigen Expression

von Otx2 bedarf. In Drosophila melanogaster wird otd, dem Homolog der Otx/ und Otx2
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Gene, im anterioren Kopf-Neuromer exprimiert. Mutation von otd fiihrte zum Verlust eines
GroBteils des anterioren Kopf-Neuromers (Finkelstein & Perrimon, 1990). In
Mausembryonen &dhnelt das Expressionsmuster von Otx/ und Otx2 auffallend dem des
Pendants aus Drosophila melanogaster. Otx Gene sind also Teil eines evolutiv konservierten
Kontrollsystems im Gehirn, welches anteriore Eigenschaften im ZNS festlegt (Lumsden und
Krumlauf, 1996; Reichert und Simone, 1999). Somit liefert die Beobachtung, dass cRPTPA
von Lmx1b nur innerhalb der Otx2-Domiéne induziert werden kann, ein weiteres Indiz fiir die
Existenz eines Kontrollsystems, das Mesenzephalon-spezifische Charakteristika unter

Beteiligung von Otx aufrechterhilt.

Implantationen von Fgf8 Protein getrankten Acryl-Kiigelchen in die laterale Wand des
kaudalen Mesenzephalons fiihrten zur ektopischen Expression von Fgf8 (schematische Abb.
22A). Ektopisches Fgf8 wiederum induziert Wntl in direkter Ndhe zum Acryl-Kiigelchen,
wihrend cRPTPA-Expression in einem Ring von Zellen auBlerhalb der ektopischen Wntl-
Domine beobachtet wurde (Abb. 22). Das rdumliche Verhédltnis der kiinstlich
hervorgerufenen Expressionen von Fgf8, Wntl und cRPTPA um das Fgf8 Protein getrankte
Acryl-Kiigelchen herum, simulieren somit deren normale Expressionsdominen am MHO
(schematische Darstellung Abb. 50A). Dies ldsst vermuten, dass fiir die Induktion der Wnti-
Expression eine hohere Fgf8-Konzentration notig sein konnte, als fiir die Induktion der
cRPTPA-Expression (schematische Darstellung Abb. 50B).

Um der Frage nachzugehen, ob es eine bestimmte Konzentration von Fgf8 gibt, die
Expression von cRPTPA, nicht aber Wntl induzieren kann, wurden bereits Acryl-Kiigelchen,
die in unterschiedlichen Konzentrationen von Fgf8-Protein getrdnkt wurden, ins
Mesenzephalon implantiert. AnschlieBend wurde die Expression von Wntl bzw. cRPTPA
mittels in situ Hybridisierung analysiert. Um Acryl-Kiigelchen herum, die in 0,015 pg/ul Fgf8
Protein statt der allgemein iiblichen 0,15 pg/ul Fgf8 Protein getrankt wurden, wurde sowohl
eine Expression von Wntl, als auch cRPTPA induziert. Somit wurde der fiir diesen Versuch
notige Konzentrationsbereich bereits eingeengt, aber noch nicht endgiiltig bestimmt (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 50: Modell der Fgf8-konzentrationsabhiéingigen Expression von Wntl und RPTPA.

(A) Wildtypische Expressionsdoménen von RPTPA, Wntl und Fgf8 am MHO. (B) Darstellung der
konzentrationsabhingigen Expression von Fgf8, Wntl und RPTPA in Relation zur Entfernung von der
Fgf8-Quelle. RPTPA (griin), Wntl (blau), Fgf8 (rot); MHO (gestrichelte Linie).

Uberexpression von Wntl im Mittelhirn induziert keine ektopische Expression von cRPTP.
(Abb. 19). Somit ist cRPTP/ kein Zielgen des Wnt/B-Catenin-Signalweges. Zu den direkten
Zielgenen des Wnt/B-Catenin-Signalweges zihlen z.B. der Zellzyklusregulator Cyclin D1 und
das Proto-Onkogen c-myc (He et al., 1998; Tetsu und McCormick, 1999). Uber die Steuerung
dieser Gene nimmt der Wnt/B-Catenin-Signalweg Einfluss auf die Zellproliferation. Basierend
auf dem Mechanismus, der zur Genaktivierung fiihrt, kann man zwischen direkten und
indirekten Zielgenen des Wnt/B-Catenin-Signalweges unterscheiden. Direkte Zielgene
enthalten funktionelle LEF/TCF-Bindestellen in den regulatorischen Sequenzen und werden
von TCF/B-Catenin-Komplexen reguliert. Im Gegensatz dazu erfolgt die Aktivierung
indirekter Zielgene nicht iiber TCF/B-Catenin-Komplexe, sondern iiber andere
Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls Wnt-abhédngig reguliert werden. Es wurden schon einige
Zielgene von Wnt identifiziert’. Dazu gehoren neben Cyclin DI und c-myc auch Lefl
(Hovanes et al., 2001; Filali et al., 2002) und Tcf-1 (Roose et al., 1999).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Expressionsmuster von cRPTPA
dem von CEPU-I auffallend dhnelt. Das Zell-Adhédsionsmolekiil CEPU-1 gehdrt zu der
Familie der IgLONs und besitzt drei Ig-Domidnen (Jungbluth ez al., 2001, Kimura et al.,

2001). Membrangebundenen IgLONSs, einer Familie der Immunoglobulin Superfamilie, wird

? http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html
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wihrend der Entwicklung des Nervensystems eine Rolle bei der axonalen Wegfindung und
der Zell-Zell-Erkennung zugeschrieben (Gil et al., 1998; Marg et al., 1999).

RPTPJ und CEPU-1 werden im Stadium HH 15 in einem scharfen Ring von Zellen anterior
der isthmischen FEinschniirung exprimiert (Abb. 15). Betrachtet man jedoch deren
Expressionsmuster in fritheren Entwicklungsstadien, so siecht man, dass sich die Expression
von CEPU-I im Stadium HH 11 weit iiber den molekularen MHO und die isthmische
Einschniirung erstreckt, wihrend die Expression von cRPTPA hingegen in keiner der in dieser
Arbeit untersuchten Entwicklungsstadien die Grenze zwischen Mittel- und Hinterhirn kreuzt.
Dies weist darauf hin, dass die Expressionen von c¢RPTPA und CEPU-I durch
unterschiedliche molekulare Mechanismen kontrolliert werden. Moglicher Weise verhindert
ein Faktor in der Mittel- / Hinterhirnregion, dass cRPTPA die isthmische Einschniirung
kreuzt, wihrend dieser Faktor die Expression von CEPU-I nicht beeinflusst.

Weitere Versuche zeigten, dass auch CEPU-I von Fgf8, nicht jedoch von Wntl reguliert wird
(Abb. 19, 21). Nach Uberexpression von Fgf8 konnte beobachtet werden, dass CEPU-1 in
einem scharf abgegrenzten Streifen im Mittelhirn ektopisch exprimiert wurde. Uberexpression
von RPTPA am MHO fiihrte hingegen nicht zu einer Induktion von CEPU-1. Ebenso flihrte
Uberexpression von CEPU-1 nicht zu einer Induktion von cRPTPA (Abb. 18 und Daten nicht
gezeigt). cRPTPA und CEPU-1 beeinflussen also nicht ihre gegenseitige Expression.
Aufgrund der Ig-Dominenstruktur von cRPTPA und CEPU-1 besteht jedoch die Moglichkeit,
dass beide Molekiile als gegenseitige Bindungspartner in Frage kommen und unter

Umstidnden gemeinsam Zell-Adhédsion vermitteln kdnnen.

5.4. Funktion von cRPTPA am Mittel- / Hinterhirn Organisator

Bei cRPTPA handelt es sich um eine Typ IIB Rezeptor Protein Tyrosin Posphatase. Aufgrund
der Struktur von cRPTPA ist es moglich, dass dieses Protein als Rezeptor wirken kann, jedoch
wurden bislang keine potentiellen Liganden identifiziert. cRPTPA besteht aus einer N-
terminalen extrazelluliren Domine, die eine MAM-, eine Ig- sowie vier Fibronektin-Typ III-
Dominen enthélt. Die extrazellulire Domédne wird von einer kurzen Transmembrandoméne
und einer zytoplasmatischen Juxtamembrandoméne gefolgt. Am C-terminus des Proteins
befinden sich zwei Protein Tyrosin Phosphatasedomdnen, die vermutlich die
Dephosphorylierung von nachgeschalteten Proteinen vermitteln (Abb. 9). Damit konnte

cRPTPA in Tyrosin-Kinase Signalwege eingreifen. Protein-Tyrosin-Phosphorylierung ist in
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vivo ein sehr dynamischer Prozess, der durch die antagonistische Wirkung von Tyrosin-
Kinasen und Tyrosin-Posphatasen reguliert wird. Da die Funktion von Fgf8 durch Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen vermittelt wird (Johnson & Williams, 1993), war eine zentrale Hypothese
dieser Arbeit, dass cRPTPA das Fgf8-Signal am MHO modulieren kann (schematische
Darstellung Abb. 51). Uberexpressionsstudien haben gezeigt, dass RPTPA keinen Einfluss auf
das Expressionsmuster von Fgf8 oder einer Reihe von Faktoren, die von Fgf8 reguliert
werden, hat (Abb. 27, 28, 29). So wird z.B. der Transkriptionsfaktor Pax-2, welcher als eines
der ersten Proteine am MHO exprimiert wird und zusammen mit Fgf8 einen positiven
Riickkoppelungskreislauf aufrechterhélt, ebenfalls nicht durch RPTPA reguliert (Sato et al.,
2001; Vieira et al, 2006; Abb. 28). Inversionsexperimente des antero-posterioren
Neuroepitheliums des Mesenzephalons zeigten, dass die Pax-2-Regionalisierung von
Faktoren, welche im posterioren Mesenzephalon exprimiert werden, beeinflusst wird (Vieira
et al., 2006). RPTPA ist nicht an der Regionalisierung von Pax-2 beteiligt. Dieses Ergebnis
steht mit dem Expressionsmuster von Pax-2 und cRPTPA im Einklang, denn wéhrend Pax-2
schon im Stadium HH 9 am MHO exprimiert wird, konnten Transkripte von cRPTPA dort erst
im Stadium HH 11 nachgewiesen werden (Abschnitt 2.3.).

Mittelhirn \ Hinterhirn

4?&;7‘8'

Abb. 51: Schematische Darstellung der moglichen Modulation des Fgf8-
Signals am MHO durch cRPTPA (roter Pfeil).

Fgf8 ist in der Lage, die Expression einer Reihe von Molekiilen, wie z.B. En-1/-2, Pax-2/-5
oder Wntl, zu induzieren, die wéihrend der normalen Entwicklung im Bereich des MHO
gebildet werden. Wahrend En-1/-2 und Pax-2/-5 in einem weiten Bereich um die Fgf8-Quelle
am MHO exprimiert werden, wird Wntl nur in einem schmalen Ring im Mesenzephalon
gebildet. Die Tatsache, dass WntI-Expression auf das Mesenzephalon beschréinkt ist, ldsst
sich durch die Annahme erkldren, dass WntI-Expression der Anwesenheit von Otx2 im
Mesenzephalon bedarf. Dies lédsst jedoch die Frage unbeantwortet, warum die Expression von

Wntl im Mesenzephalon auf einen schmalen Streifen von Zellen beschrinkt ist. Eine
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Erklarung dafiir kdnnte sein, dass Wntl-Expression nur durch eine ganz bestimmte Fgf8-
Konzentration induziert werden kann (siehe Abb. 50). Eine andere Moglichkeit jedoch wiére,
dass ein Inhibitor die Wnt/-Expression auf der rostralen Seite ,schirft”.
Uberexpressionsstudien zeigten, dass RPTP, am MHO die Expression von Wntl
unterdriicken oder rostral verschieben kann (Abb. 52). Expression von En-1, Pax-2/-3,
Lmx1b, Sefl, Sprouty2 oder Grg4 wurde jedoch nicht durch Uberexpression von cRPTPA
gestort (Abb. 28, 29). Uberexpression von RPTPAA2P, einem Konstrukt, dem beide
Phosphatasedominen fehlen, flihrte ebenfalls zu einem Verlust von Wntl am MHO.
Uberexpression von RPTP.AJM, einem Konstrukt, welchem die Phosphatasedominen sowie
die Juxtamembrandoméine fehlen, fiihrte hingegen zu einem normalen Expressionsmuster von
Wntl am MHO (Abb. 30). Demnach unterdriickt cRPTPA spezifisch die Expression von
Whntl, nicht aber von anderen Molekiilen am MHO.

Um diese Ergebnisse in einem anderen System zu belegen, wurde dieser Effekt in einem
HKiinstlichen® Organisator untersucht. Dafiir wurde die Tatsache zu Nutzen gemacht, dass
Fgf8 die Aktivitdt des MHO im Mittelhirn simulieren kann und dort die Expression von Wntl,
sowie anderer MHO-spezifischer Proteine induziert (Abb. 31A). Deshalb wurde untersucht,
ob die Fgf8-vermittelte Wntl-Induktion im MHO durch ektopisch exprimiertes RPTPA
verhindert werden kann. In diesem Experiment wurden RPTPA, das Deletionskonstrukt
RPTPAAJM, ein Konstrukt, dem beide Phosphatasedoménen sowie die Juxtamembrandoméne
fehlen, oder GFP als Kontrolle mittels Elektroporation im Mittelhirn {iberexprimiert. 6-8
Stunden spéter, wenn diese Proteine bereits stark exprimiert werden (Abb. 31B), wurde Fgf8
in dieselbe Region, ebenfalls mittels Elektroporation, eingebracht. Nachdem den Embryonen
die Gelegenheit gegeben wurde, sich weitere 18 Stunden zu entwickeln, wurde die Expression
von Wntl analysiert. Nach Fehlexpression von RPTPA gefolgt von Fgf8, war die ektopische
Wntl-Expression weitgehend unterdriickt (Abb. 31E). Dies ldsst darauf schlieBen, dass Wntl
in Zellen, die RPTPA exprimieren, nicht mehr von Fgf8 induziert werden kann. Wird
hingegen RPTPAAJM ektopisch im Mittelhirn exprimiert, so verhindert dies nicht die
Induktion der WntI-Expression durch Fgf8 (Abb. 31D). In einem Kontrollexperiment wurde
die Induktion von Engrailed-1 nach Fehlexpression von RPTP/ und Fgf8 untersucht. Hier
zeigte sich, dass auch in Zellen, die RPTPA exprimieren, Engrailed-1 von Fgf8 induziert
werden kann (Abb. 32). Dies belegt, dass es sich bei dem Effekt von RPTPA auf die Induktion
von Wntl durch Fgf8 nicht um einen Effekt der zweifachen Elektroporation handelt. Die

Ergebnisse der Untersuchungen im , kiinstlichen® Organisator im Mittelhirn decken sich somit
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mit den Uberexpressionsstudien von RPTPA am MHO und bestitigen einen spezifischen
Effekt von RPTP/ auf die Fgf8-vermittelte Induktion der Wntl-Expression.

Neben den Uberexpressionsstudien von RPTP/. wurde die Expression von cRPTPA
auch mittels siRNA unterdriickt. In einem dualen Luciferase-Protokoll wurde die Effektivitit
von vier verschiedenen siRNAs gegen ¢cRPTP/ getestet. Dabei wurde die Expression von
cRPTPA in einem Zellkulturexperiment im Vergleich zur Kontrolle um bis zu 91,5 %
reduziert (Abb. 30). Es konnte gezeigt werden, dass Uberexpression eines spezifischen
siRNA-Konstruktes gegen cRPTP. am MHO auch in vivo zum Verlust der Expression von
cRPTP/A fihrt (Abb. 31). Nach siRNA vermittelter Reduktion der cRPTPA-Expression am
MHO erschien die Expressionsdoméne von Wntl diffus. Wntl wurde dort in verstreuten
Zellen auBlerhalb der normalen Wntl/-Domine, aber immer noch in Néhe der Fgf8-Quelle
exprimiert (Abb. 31). Dieses Ergebnis liefert einen weiteren Hinweis darauf, dass cRPTPA
eine Funktion in der rostralen ,,Schiarfung® der WntI-Expressionsdomédne zukommen konnte.
Die Wirksamkeit der siRNAs gegeniiber dem Zielgen wurde auch iiber einen grofleren
Konzentrationsbereich bestimmt, um unspezifische Effekte auszuschlieBen. Dazu wurden das
siRNA-Konstrukt RPTPL-RI D in den Konzentrationen 1,5 pg, 1,0 ug und 0,5 ug am MHO
tiberexprimiert. Es zeigte sich, dass 0,5 pg des siRNA-Konstruktes ausreichen, um die
Expression von cRPTPA am MHO effektiv zu unterdriicken (Daten nicht gezeigt). Eine
Kontrolle bestand dabei in der Verwendung eines so genannten ,,gescrambelten” siRNA-
Konstruktes. Hierbei wurde die Sequenz von RPTPL-RI_D, so modifiziert, dass es nicht mehr
an das Zielmolekiil binden kann. Eine Uberexpression dieses siRNA-Konstruktes hat keinen

Einfluss auf die Expression von cRPTPA (Daten nicht gezeigt).

Mittelhirn . Hinterhirn
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Abb. 52: Modell: cRPTPA ,,schirft” rostral die Expressionsdomiine
von Wntl, indem es der Induktion der Wntl1-Expression entgegen-
wirkt (roter Pfeil).
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Diese Untersuchugen stiitzen die Theorie, dass cRPTPA die Expressionsdomine von Wntl
rostral ,,scharft, indem es der Induktion der Wntl-Expression durch Fgf8 entgegenwirkt. Es
konnte gezeigt werden, dass fiir diesen Effekt allerdings iiberraschenderweise nicht die
katalytisch aktiven Phosphatasedomidnen von RPTPA von Bedeutung sind, sondern die
Juxtamembrandomaine. Bei der Juxtamembrandoméne handelt es sich um einen Bereich, der
hiufig als Bindestelle fiir Komponenten intrazelluldrer Signalwege dient (sieche auch im
Folgenden S. 121). An die Juxtamembrandomidne von cRPTPA koénnten demnach z.B.
Faktoren binden, welche an der Signalweiterleitung von Fgf8 beteiligt sind. Diese Faktoren
sind gegenwirtig noch unbekannt, konnten aber z.B. mit Hilfe eines ,,2-Hybrid-Screen*
bestimmt werden.

Bislang sind drei Fgf-Signalwege ndher untersucht worden. Dabei handelt es sich um den
RAS-MAP Kinase Signalweg, der ERK 1/2, p38 sowie JNK-Kinasen einschliet, den P-I-3
Kinase-AKT Signalweg und den PLCy Signalweg. Diese Signalwege iiben unterschiedliche
Funktionen aus. Wéihrend der PLCy Signalweg unter anderem die Organisation des
Zytoskelettes reguliert und der P-I-3 Kinase-AKT Signalweg Faktoren aktiviert, die Apoptose
verhindern, regulieren die MAP-Kinasen im RAS-MAP Kinase Signalweg die Aktivitdt von
Kinasen und Transkriptionsfaktoren, die zu einer Vielfalt von biologischen Funktionen fiihren
(zusammengefasst von Dailey et al., 2005). Dabei formt der Fgf-Rezeptor nach Bindung von
Fgf einen Dimer, dessen intrinsische Tyrosin-Kinase durch Phosphorylierung der Tyrosin-
Reste aktiviert wird. Darauthin konnen Molekiille an den Rezeptor binden und einen
intrazelluldren Signalkomplex bilden, die das Signal in die Zelle weiterleiten (Schlessinger,
2000).

Sato und Nakamura (2004) hatten gezeigt, dass sich im Stadium HH 8 im Hiihnchen
diphosphoryliertes ERK1/2, Komponenten des MAP-Kinase Signalweges, im Isthmus und
Rhombomer 1 nachweisen lassen. Wie aus ihren Daten hervorgeht, ist der MAP-Kinase
Signalweg flir die Entwicklung des Metenzephalons, nicht aber des Mesenzephalons
entscheident. Interessanterweise wird die Expression von En-1/-2 und Pax-2/-5, nicht aber die
von Wntl am MHO unterdriickt, wenn der MAP-Kinase Signalweg durch ektopische
Expression einer dominant-negativen Form von RAS (RAS®'"™) gehemmt wird (Sato &
Nakamura, 2004). Diese Beobachtung lisst vermuten, dass die Expression von En-1/-2, Pax-
2/-5 und anderen Faktoren des MHO durch Fgf8 und den MAP-Kinase Signalweg aktiviert
wird, wahrend Wntl durch einen anderen, nicht RAS-abhédngigen Signalweg induziert wird.
Der molekulare Mechanismus, der dem zugrunde liegt, ist also von groBBem Interesse. Um

diesen ndher zu untersuchen, wire eine Charakterisierung der Bindungspartner von cRPTPA
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sinnvoll. Dazu konnte man z.B., wie bereits erwihnt, einen ,,2-Hybrid-Screen* durchfiihren,
oder aus Gewebeextrakten RPTPA-enthaltende Proteinkomplexe mit Hilfe spezifischer
Antikorper isolieren und anschlieBend die Bindungspartner von cRPTPA mittels Massen-

Spektroskopie identifizieren.

5.5. Regulation von cRPTPA im Mittelhirn

Im Stadium HH 9-11 wird cRPTP/ stark im Mesenzephalon exprimiert, wéhrend die
Expression ab dem Stadium HH 12+ weitgehend zuriickgeht. Im Stadium HH 20 konnten
wieder spezifische Transkripte von c¢RPTP/. in einem rostral (hoch) zu kaudal (niedrig)
verlaufenden Gradienten nachgewiesen werden. Die Regulation dieser rdumlich und zeitlich

sehr dynamischen Expression wurde in dieser Arbeit ndher charakterisiert.

Die Entwicklung des Mittelhirns steht unter dem Einfluss verschiedener sezernierter Proteine.
Fgf8-Expression begrenzt das Mittelhirn an seiner posterioren Seite, und Fgf8-Protein spielt
eine zentrale Rolle bei der Festlegung der anterior-posterioren Polaritit des Mittelhirns. Die
dorso-ventrale Polaritidt des Mittelhirns wird durch die einander entgegenwirkende Aktivitit
von BMP-Proteinen (,,Bone Morphogenetic Protein®) im dorsalen Neuralrohr und Sonic
hedgehog (Shh) im ventralen Neuralrohr festgelegt (Liem et al., 1995, 1997; Jessel & Sanes,
2000; Ishibashi & McMahon, 2002).

Die Signalwirkung des Morphogens Shh, welches in der Bodenplatte des Neuralrohrs
exprimiert wird, ist sowohl fiir das Wachstum der dorsalen als auch der ventralen Region des
Dienzephalons und des anterioren Mesenzephalons im 14-25 Somiten Stadium von grof3er
Bedeutung (Marti et al., 1995; Roelink et al., 1995; Ishibashi & McMahon, 2002). Da das
Signal des sezernierten Shh jedoch nur {iber eine Distanz von etwa 300 um wirken kann, kann
der Effekt von Shh auf die Proliferationsrate der dorsalen Region nur durch andere Molekiile
vermittelt werden. So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Expression von Fgf75, welches im
ventralen Dien- und Mesenzephalon exprimiert wird, direkt oder indirekt von Shh abhéngig
ist (Ishibashi & McMahon, 2002). Auch in der Gliedknospe ist Shh fiir die Aufrechterhaltung
der Expression mehrerer Fgfs notig (Laufer et al., 1994; Niswander et al., 1994; Yang &
Niswander, 1995; Zuniga et al., 1999; Lewis et al., 2001). Die Expression von Tcf4, einem
Mitglied der Lef/Tcf Familie und wichtiger Bestandteil des kanonischen Wnt-Signalweges, ist
auch von dem Shh-Signal abhingig (Ishibashi & McMahon, 2002).
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Watanabe & Nakamura (2000) hatten gezeigt, dass nach Fehlexpression von Shk im optischen
Tektum die Expression dorsaler Genprodukte wie En-2, Wntl, Fgf8, Pax-2, Pax-5 und Pax-7
unterdriickt wird. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die Expression
von cRPTPA nach retroviraler Fehlexpression von Shh im Mesenzephalon E3.5 unterdriickt
wird. Nach zufillig verteilten Infektionsereignissen durch RCAS-Shh zeigten sich
fleckenartigen Bereiche, in denen keine Transkripte von cRPTPA nachgewiesen werden
konnten (Abb. 39).

Shh wirkt als ventralisierender Faktor bei der Regionalisierung des Neuralrohrs. Durch
Induktion ventralspezifischer und Unterdriickung dorsalspezifischer Genprodukte, erlangt
undifferenziertes Gewebe einen ventralen Charakter (Jessell, 2000; Wilson & Maden, 2005).
cRPTP/ wird im dorsalen Mesenzephalon, also dem zukiinftigen optischen Tektum,
exprimiert. Uberexpression von Skhh im Mittelhirn unterdriickt die cRPTPA-Expression und
fiihrt somit zu einem Verlust von dorsalem Charakter. Bei der Betrachtung der oben
beschriebenen Ergebnisse stellt sich deshalb die Frage, ob die Expression von ¢cRPTPA im
Tektum konzentrationsabhéngig von Shh reguliert wird - also von dessen morphogener
Wirkung abhéngig ist. Ein dhnlicher Mechanismus wurde bereits bei der Regionalisierung des
Riickenmarks beschrieben (Jessel, 2000; Wilson & Maden, 2005). Shh wird von Zellen der
Bodenplatte im ventralen Neuralrohr sezerniert, d.h. die Konzentration von Shh ist dort am
hochsten. Die hohe Shh-Konzentration flihrt dazu, dass im ventralen Mesenzephalon die
Expression von cRPTP/A unterdriickt wird (Abb. 53). Mit zunehmendem Abstand zur Shh-
Quelle, also zum dorsalen Bereich des optischen Tektums hin, nimmt die Konzentration von
Shh graduell ab. Dies hat zur Folge, dass die Expression von ¢cRPTPA dorsal weniger
gehemmt wird und somit stirker exprimiert werden kann. Auftéllig ist jedoch, dass cRPTPA
und Shh in der Bodenplatte des Neuralrohrs koexprimiert werden. Dies spricht dafiir, dass die
Regulation der cRPTPA-Expression in der Bodenplatte des Neuralrohrs von anderen Faktoren

als im Mittelhirn abhéngig sein konnte.

Mesenzephalon

dorsal
A

Abb. 53: Schematische Darstellung der
zunehmenden dorsalen Expression von RPTPA im
v Mesenzephalon in Relation zum Abstand zur Shh-
ventral  Quelle.
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Das sezernierte Glykoprotein Wntl wird von der Dachplatte des Dien- und Mesenzephalons
gebildet und ist von zentraler Bedeutung fiir die Proliferation des Zwischen- und Mittelhirns
(McMahon, 1990). Uberexpression von Wntl hat keinen Einfluss auf die Expression von
cRPTP/ in der Mittel- / Hinterhirnregion (Abb. 19). 3-Catenin, eine wichtige Komponente des
kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweges wirkt als Transkriptionsfaktor und steuert
zusammen mit Proteinen der TCF/LEF-Familie die Expression verschiedener Zielgene, was
letztendlich zu einer verstirkten Zellproliferation im Mittelhirn fiihrt (Cadigan & Nusse,
1997). Uberexpression einer dominant-aktiven Variante von 3-Catenin hatte keinen Einfluss
auf die Expression von cRPTPJ (Abb. 33). Ebenso wenig fiihrte Uberexpression von
dominant-aktivem f-Catenin zu einer ektopischen Wntl-Expression (Abb. 36). Beim
kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg im Mittelhirn scheint es sich also nicht um einen

positiven Riickkoppelungsprozess zu handeln.

Uberexpression von LmxI/h am MHO induzierte eine Expression von cRPTPA im kaudalen
Mesenzephalon in unmittelbarer Ndhe zum MHO (Abb. 24). Fehlexpression von LmxIb im
Mittelhirn hingegen induzierte keine ektopische Expression von ¢cRPTPA im anterioren und
zentralen Mittelhirn (Abb. 37). Lmx1b reicht im Mittelhirn also nicht fiir eine Induktion von
cRPTPA aus. Und wihrend Uberexpression von Engrailed-1 am MHO die Expression von
cRPTP/. unterdriickte, fithrte eine Fehlexpression von En-/ im Mittelhirn weder zu einer
Induktion der cRPTPA-Expression, noch unterdriickte es dort dessen Expression (Abb. 25,
38). Somit reicht auch Engrailed-1 nicht fiir die Unterdriickung der cRPTPA-Expression aus.

Im Wildtyp konnen E2.5-E3.5 keine Transkripte von LmxIb im Mesenzephalon
nachgewiesen werden, und FEn-/ wird dort in einem zunehmend rostral zu kaudal
verlaufenden Gradienten exprimiert. Das Ergebnis, dass Lmx1b und En-1 nicht die gleiche
regulatorische Funktion auf cRPTPA im Mittelhirn wie am MHO ausiiben, konnen demnach
mit den wildtypischen Expressionen vereinbart werden, da das Expressionsmuster von
cRPTPA in diesem Entwicklungszeitraum nicht mit dem von Lmx/b oder En-1 im Mittelhirn

tiberlappt.

Es kann zusammenfassend festgehalten werden, dass die Expression von cRPTPA am MHO
und im Mesenzephalon unterschiedlich reguliert wird. Sonic hedgehog konnte im
Mesenzephalon als hemmender Faktor fiir die Expression von cRPTP/ identifiziert werden.
Es bleibt aber weiterhin die Frage offen, welche Faktoren dort an der Induktion von cRPTPA
beteiligt sind und ob Shh auch die Expression von cRPTP/. am MHO beeinflusst.
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5.6. Funktion von ¢cRPTP/ im Mittelhirn

In den Entwicklungsstadien HH 9-11 bilden sich im Hiihnchen die drei priméren
Gehirnvesikel aus. Zu diesem Zeitpunkt wird cRPTP/ im Mesenzephalon stark exprimiert. In
den Stadien 12-15, wenn das dorsale Mesenzephalon stark an Grofe zunimmt, konnen
dagegen keine Transkripte mehr von cRPTPA im Mesenzephalon nachgewiesen werden. Die
Expression von cRPTP/ und die Proliferationsrate im Mittelhirn kdnnten also korrelieren.

Um in den folgenden Experimenten die GroBe des Mittelhirns zwischen Experiment und
Kontrolle vergleichen zu koénnen, wurde der Mittelhirnmarker Meis2 verwendet.
Uberexpression von Meis2 im Mittelhirn induzierte keine ektopische Expression von cRPTP].
(Abb. 35). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der wildtypischen Expression, da Meis2 im
Mittelhirn ab dem Stadium HH 12 exprimiert wird, wenn sich die Expression von cRPTPA auf
einen schmalen Streifen am MHO beschrdnkt. Meis2 wird ab dem embryonalen Tag E2 im
Mesenzephalon in einem dorso-ventral verlaufenden Gradienten, nicht aber entlang der
dorsalen Mittellinie, exprimiert. Der Homeodomén Transkriptionsfaktor Meis2 wirkt als
Kotranskriptionsfaktor, der durch Bindung an andere Transkriptionsfaktoren deren DNA-
Bindeaffinitéiten oder —spezifititen erhdhen kann (Mann & Affolter, 1998). Uberexpression
eines dominant negativ wirkenden Konstruktes von Meis2 (einer Fusion von Meis2 an die
Repressordoméne des En-Proteins aus Drosophila melanogaster, Meis2EnR) im Mittelhirn
hatte gezeigt, dass Meis2 an der Induktion von ephrinBl beteiligt ist (Z.Agoston,
Diplomarbeit 2005). Meis2 iibt daher eine wichtige Funktion bei der Regionalisierung des
optischen Tektums und der Bildung der retinotektalen Karte aus.

Wenn RPTPA im Mittelhirn im Stadium HH 10 mittels in ovo Elektroporation fehlexprimiert
wird, so fiihrt dies zu einer Fehlbildung des Mittelhirns. Mit Hilfe des Mittelhirnmarkers
Meis2, kann beobachtet werden, dass das Mittelhirn elektroporierter Embryonen im Vergleich
zur Kontrolle bedeutend kleiner erscheint (Abb. 41). Dieser Effekt tritt jedoch nur auf, wenn
RPTPJ. im Stadium HH 10, nicht jedoch im Stadium HH 13 {iberexprimiert wurde.
Moglicherweise liegt dies darin begriindet, dass die endogene Expression von cRPTPA im
Mittelhirn zwischen HH 12 und HH 15 rapide abnimmt. Durch Elektroporation von
Embryonen des Stadiums HH 10 wird die Expression von c¢RPTPA daher kiinstlich
aufrechterhalten. Durch Elektroporation zu einem spiteren Zeitpunkt, wird cRPTPA jedoch in
Zellen iiberexprimiert, die die endogene Expression bereits zuriickgefahren haben und daher
moglicherweise die Fahigkeit verloren haben, auf von cRPTPA hervorgerufene intrazellulire

Signale zu reagieren. Diese Annahme wird dadurch bestérkt, dass Fehlexpression von RPTPA
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im Stadium HH 12 im Mittelhirn nicht die Expression von ephrinBl, Otx2 oder FgfRI
beeinflusst (Abb. 43).

Wenn im Stadium HH 10 anstelle des RPTPA-Gens, das Deletionskonstrukt
RPTPAAJM  iiberexprimiert wird, welchem die Phosphatasedomidnen und die
Juxtamembrandoméne fehlen, so fiihrt dies nicht zu einer Fehlbildung des Mittelhirns (Abb.
41). Die Juxtamembrandomine von transmembranen Rezeptoren dient hdufig als Bindestelle
fiir Komponenten intrazelluldrer Signalwege. So konnte z.B. schon von Yan et al. (2002)
gezeigt werden, dass menschliches RPTPA (PCP2) in vitro an B-Catenin bindet und dieses
dephosphorylieren kann. Diese Bindung von PCP2 an B-Catenin ist nicht von einem
bestimmten Phosphorylierungsstatus des B-Catenin Proteins abhingig (Yan et al, 2002).
Durch gerichtete Mutagenese wurde gezeigt, dass die erste Phosphatasedoméne von PCP2 fiir
die Dephosphorylierung von B-Catenin nétig ist (Yan et al., 2002). B-Catenin spielt eine
entscheidende Rolle im kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg, welcher fiir die Balance
zwischen Proliferation und Differenzierung wichtig ist (Zechner et al., 2003; Panhuysen et
al., 2004).

Fehlexpression von Wntl fiihrt zu einer verstirkten Proliferationsrate im Mesenzephalons
(Matsunaga et al., 2002). Panhuysen et al. (2004) konnten zeigen, dass dies von einer
Translokation von B-Catenin in den Zellkern begleitet ist, was bestétigt, dass dort der
kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg aktiv ist. Inaktivierung von B-Catenin oder Wntl fiihrt
zu einer verringerten Proliferationsrate im Mittelhirn und im rostralen Hinterhirn (McMahon
et al., 1990; Brault ef al., 2001). In dieser Arbeit konnte nun nachgewiesen werden, dass
RPTPA auch in vivo im embryonalen Mesenzephalon mit (-Catenin interagiert (Abb. 44).
Hier liegt vermeintlich ebenfalls eine Bindung von B-Catenin an die Juxtamembrandoméne
von cRPTPA vor.

Das Ergebnis dieser Bindungsstudie flihrt zu der Hypothese, dass RPTPA durch eine Bindung
an B-Catenin das Wnt-Signal moduliert. So konnte nach kiinstlicher Aufrechterhaltung der
Expression von RPTPA im Mittelhirn, verstirkt B-Catenin an die Juxtamembrandoméne von
RPTPA gebunden werden. Dadurch konnte bedeutend weniger B-Catenin in den Zellkern
wandern, wo es normalerweise mit den Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie
interagiert und so die Expression von Zielgenen induziert. In der Tat gehdren eine Reihe von
wichtigen Faktoren der Zellzykluskontrolle, wie z.B. Cyclin D1 oder c-myc, zu den direkten
Zielgenen des kanonischen Wnt-Signalweges. Durch diesen Mechanismus konnte cRPTPA als
,Bremse* des kanonischen Wnt-Signalweges wirken und so zu einer verringerten

Proliferationsrate fithren (Abb. 54). Diese Hypothese miisste jedoch noch experimentell
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getestet werden. Hierfiir bieten sich BrdU-Puls Markierungsexperimente an, bei denen die
Proliferationsrate durch kurzzeitigen Einbau des Nukleotidanalogons 5-Bromo-2’-deoxy-
Uridin quantifiziert werden kann. Parallel dazu sollte der Einfluss von cRPTPA auf den
programmierten Zelltod mit Hilfe des TUNEL-Test (Terminal-desoxyribosyl-transferase
(TdT) — mediated nUTP Nick End Labeling) untersucht werden.

Eine kiinstliche Aufrechterhaltung der Expression von RPTPA im Mittelhirn fiihrt
iiberraschenderweise auch zu einer abgeschwichten Expression von f-Catenin (Abb. 42).
Dieser Effekt ist jedoch wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass in einem verkleinerten
Mittelhirn, wie es nach RPTPA-Expression beobachtet wurde, auch weniger Transkripte von
J3-Catenin nachgewiesen werden konnen. Fiir diese Erklarung spricht auch das Ergebnis, dass
eine Fehlexpression von RPTPA im Stadium HH 12 zu keiner Verdnderung des

Expressionsmusters von 3-Catenin fiihrte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 54: Aufrechterhaltung der Expression von cRPTPA E1.5 fiihrt zu einer Fehlbildung des
Mittelhirns. (A) Bindung von Wntl an den Frizzled-Rezeptor fiihrt zu einer Akkumulation von B-
Catenin im Zytoplasma. Stabilisiertes, unphosporyliertes B-Catenin wandert in den Zellkern und
interagiert dort mit den Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie, wodurch die Expression von
Zielgenen induziert wird. Der Zellzyklus wird aktiviert. Modell: (B) Kiinstliche Aufrechterhaltung
der Expression von RPTPA im Mittelhirn, verstirkt die Bindung von B-Catenin an die
Juxtamembrandoméne von RPTPA. Somit kann bedeutend weniger B-Catenin in den Zellkern
wandern. Der Zellzyklus ist inaktiv und es kommt verstirkt zur Zelldifferenzierung.
(Modifiziert nach Megason & McMahon, 2002.) WRK = Wnt-Rezeptor Komplex

Wnts regulieren Zellproliferation und Differenzierung, und der Wnt-Signalweg beinhaltet
Proteine, die sowohl direkt an der Transkription, als auch an der Zelladhdsion beteiligt sind.
So wirkt z.B. B-Catenin zum einen als Kofaktor fiir die Transkription mit TCF/LEF im
kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg und zum anderen als strukturelles Adaptermolekiil,
welches mit dem Zelladhdsionsmolekiil E-Cadherin interagiert (Cadigan & Nusse, 1997,
Bonvini et al., 2001). B-Catenin spielt durch die Bindung an Cadherine eine entscheidende

Rolle bei der strukturellen Organisation und Funktion von Cadherinen, indem es die
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Cadherine mit dem Aktin-Zytoskelett verbindet (Jamora & Fuchs, 2002; Gumbiner, 2000).
Die strukturelle und funktionelle Einheit des Cadherin-Catenin Komplexes wird durch
Phosphorylierung an Tyrosinresten reguliert (Lilien et al., 2002). Aktivierung von Tyrosin-
Kinasen fiihrt zu einem Verlust von Cadherin-vermittelter Zell-Zell-Adhdsion und zu einem
Anstieg des Anteils an zytoplasmatischen B-Catenin (Piedra et al., 2003; Roura et al., 1999).
Im Gegensatz dazu stabilisiert die Aktivierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPasen)
den Cadherin-Catenin Komplex und fiihrt zu einer verstirkten Cadherin-vermittelten Zell-
Zell-Adéasion (Hellberg et al., 2002; Nawroth ef al., 2002; Balsamo et al., 1998; schematische
Darstellung Abb. 55). Es muss jedoch beachtet werden, dass eine Tyrosin-Phosphorylierungs-
bedingte Freisetzung von B-Catenin aus dem Cadherin-Komplex nicht nur die Einheit und
Funktion des Adhésionskomplexes reguliert, sondern unter Umstinden auch einen
alternativen Mechanismus zur Aktivierung des B-Catenin Signals und des kanonischen Wnt-
Signalweges darstellen konnte (zusammengefasst von Nelson & Nusse, 2004). So fiihrte z.B.
Uberexpression von Cadherinen in Embryonen von Xenopuis laevis und Drosophila
melanogaster zu einem erhohten Anteil von gebundenem B-Catenin an die Plasmamembran
und war so nicht mehr in der Lage, in den Zellkern zu wandern (Heasman ef al., 1994; Sanson

et al., 1996).

Zielgene
Unterbindung des Cadherin-Catenin 4
Komplexes fiihrt zu Anstieg von induziert
RTK zytoplasmatischem (-Catenin Transkription
R R v i
| Endozytose TCF/B-Catenin
PTPasen Verlust von X
Cadherin unterdriickt 1
an Zell- Transkription Akkumulierung von
stabilisiert Cadherin-\_ oberfldche zytoplasmatischem B-
Catenin Komplex Catenin
bindet B-catenin im Cadherin-Komplex

an der Zelloberfliche
CADHERIN | WNT
gesdttigte Bindung von B-Catenin
an Cadherin i

Stabilisierer Cadherin-Catenin Komplex
fithrt zu Bindung von B-Catenin an Zelloberflache

Abb. 55: Teile des Signalweges, welcher das Wnt/B-Catenin Signal und die Cadherin-vermittelte
Adhision kontrolliert. (Modifiziert nach Nelson & Nusse, 2004.)

Rezeptor Protein Tyrosin Phosphatasen gehoren zu den Zell-Adhédsionmolekiilen und

beeinflussen so unter anderem Zell-Differenzierung und Zell-Migration (Freemont, 1998). So
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wurde z.B. schon gezeigt, dass PCP2, das menschliche Homolog von ¢cRPTPA, innerhalb der
extrazelluldren Domine das Motiv HAV aufweist, welches bei der Familie der Cadherine fiir
den Zell-Zell-Kontakt wichtig ist (Blaschuk et al, 1990; Wang et al, 1996).
Interessanterweise scheint N-Cadherin am MHO und im Mittelhirn in derselben
Zellpopulation wie cRPTPA exprimiert zu werden (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren weist
cRPTPA ebenso wie das Zell-Adhésionsmolekiil CEPU-1 eine Ig-Doméne auf, welche Zell-
Zell-Kontakt vermittelt. Das Ergebnis der Bindungsstudie von RPTPA und B-Catenin sowie
die Tatsache, dass die Expression von cRPTP/ und N-Cadherin am MHO {iiberlappen, werfen
deshalb die Frage auf, ob RPTPA, B-Catenin und N-Cadherin einen trimeren Komplex bilden.
So konnte cRPTPA antogonistisch zu den Tyrosin-Kinasen wirken und dazu beitragen, dass
Zell-Zell-Adhésion verstirkt und der Anteil von zytoplasmatisch vorliegendem B-Catenin
verringert wird (Abb. 56). Dies konnte z.B. experimentell durch Uberexpression eines
Deletionskonstruktes von RPTPA untersucht werden, dem die extrazelluldire Doméne fehlt.
Dieses Konstrukt sollte nicht mehr in der Lage sein, Zell-Zell-Interaktion zu vermitteln.
Zudem kann auf diesem Wege iiberpriift werden, ob RPTPA als Rezeptor fungiert, denn ohne
die extrazellulire Doméne konnte dieses Deletionskonstrukt von RPTPA nicht mehr von

auflen aktiviert werden.

B —— Wl

Zell-Zell-Adhasion HIGH LOW
Zytoplasmatisches |
B3-Catenin LOW HIGH

Abb. 56: Funktionelle Regulation des Cadherin-Catenin Komplexes durch die Balance der
Aktivitit von Tyrosin-Kinase und Tyrosin-Phosphatase. (Modifiziert nach Nelson & Nusse, 2004.)

Da Verdnderungen im Expressionsmuster eines Zell-Adhdsionsmolekiils auch normale
Epithel-Mesenchym-Interaktion unterbinden, fiihrt dies auch zu einer strukturellen und
funktionellen Fehlorganisation des Zellverbandes (zusammengefasst von Lukas & Dvorak,
2004). Dies ist z.B. ein Charakteristikum von Krebsentstehung. So ist die Entwicklung eines
Tumors auch von fehlerhaften Zell-Zell- und/oder Zell-Matrix-Interaktionen abhéngig,
welche mit Defekten im Zellzyklus einhergehen (z.B. Bartek et al., 1999). Deshalb wire es
sinnvoll zu untersuchen, ob eine Unterdriickung der Expression von cRPTPA im Mittelhirn

mittels siRNA eine Uberproliferation zur Folge hat.
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RPTPA wird wihrend der Embryonalentwicklung auch in den Somiten exprimiert (Aerne et
al., 2003, Aerne & Ish-Horowicz, 2004; in diesen Publikation wird RPTPA als RPTPy
bezeichnet). Die periodische Produktion der Somiten entlang der anterior-posterioren Achse
bendtigt in Vertebraten einen molekularen Oszillator, die sogenannte ,,segmentation clock®.
Dieser Oszillator kann durch die zyklische Aktivitit von regulatorischen Genen sichtbar
gemacht werden (zusammengefasst von Maroto & Pourquié, 2001). Diese Oszillationen
fithren zu dynamischen wellenférmigen Doménen, die sich iiber das presomitische Mesoderm
(PSM) von posterior nach anterior bewegen. Die zyklischen Expressionen der meisten
oszillierenden Genprodukte sind vom Notch Signalweg abhéngig. So sind es z.B. in der Maus
Hesl und Hes?7, transkriptionelle Zielgene des Notch Signalweges, welche fiir ,,helix-loop-
helix“ Repressorproteine kodieren (Bessho et al., 2003; Jouve et al., 2000). Mutationen in
diesen zyklischen Genen und anderen Komponenten des Delta/Notch Signalweges fiihren zu
einer fehlerhaften Segmentation der Somiten. Aerne & Ish-Horowicz (2004) zeigten, dass
RPTPy/A im Zebrafisch eine entscheidende Rolle bei der Somitogenese zukommt. Hemmung
der Aktivitit von RPTPy/A mit Hilfe der Injektion von RPTPy/A spezifischen Morpholino-
antisense Nukleotiden flihrte im Embryo zu einer Unterbrechung des segmentalen Musters
und zu einem Verlust der Expression der zyklischen Gene deltaC, herl und her7 im PSM
(Aerne & Ish-Horowicz, 2004). RPTPy/A ist demnach wihrend der Somitogenese nétig, um
die Transkription einiger Zielgene von Notch zu aktivieren. Es ist jedoch noch unklar, in
welchem Umfang das Delta/Notch Signal fiir die Oszillation selbst bendtigt wird, da sich in
Notch-Mutanten die ersten Somiten normal ausbilden (Jiang et al., 2000). Eine Moglichkeit
besteht darin, dass das Notch-Signal nur fiir die Synchronisierung der Nachbarzellen im PSM
wichtig ist und das eine vorgeschaltete ,segmentation clock® den zyklischen Notch-
Signalweg beeinflusst (Jiang et al., 2000). Aulehla et al. (2003) lieferte erste Hinweise darauf,
dass es sich in der Maus bei dieser vorgeschalteten ,,segmentation clock® um ein Signal von
Wnt3a handeln konnte, dies konnte jedoch im Zebrafisch nicht bestétigt werden (Aerne ef al.,
2004).

Aerne et al. (2004) konnten zeigen, dass RPTPy/A auch eine Funktion wihrend der
Gastrulation zukommt. Embryonen, in denen RPTPy/A unterdriickt wurde, besitzen eine
kiirzere und breitere Achse. Dieser Phénotyp ist in der Regel von nicht-kanonischen Wnt
Signalwegen abhingig und wird durch Anderungen der Zell-Adhisions-Eigenschaften
hervorgerufen, z.B. durch verminderte Aktivitit von Zelladhdsionsmolekiilen, wie den

Cadherinen (Kuhl et al., 1996; Marsden & DeSimone, 2003).
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Es zeigte sich also auch hier, dass RPTPA/RPTPy zwei unterschiedliche Funktionen wihrend
der Somitogenese und der Gastrulation ausiibt: es scheint den Wnt- beziechungsweise den
Notch-Signalweg zu beeinflussen. Interessanterweise wird z.B. derzeit diskutiert, ob sich der
Wnt- und Notch-Signalweg nicht gegenseitig beeinflussen (van Es & Clevers, 2005).

Auch die Daten der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass cRPTPA die Aktivitit zweier
Signalwege am MHO bzw. dem Mittelhirn beeinflusst: Die Anwesenheit von cRPTPA scheint
einerseits durch einen noch unbekannten Mechanismus zu verhindern, dass Fgf8 Signale die
Wntl-Expression stimulieren konnen (Abb. 30, 31, 34). Andererseits scheint cRPTPA durch
Bindung und ,,Wegfangen* von B-Catenin direkt in den kanonischen Wnt-Signalweg
einzugreifen (Abb. 41, 44). Auch die Fgf- und Wnt-Signalwege scheinen sich gegenseitig zu
beeinflussen, bzw. flihren in den unterschiedlichen Zusammenhidngen zu &hnlichen
biologischen Antworten (z.B. Olander ef al., 2006; Takemoto et al., 2006; Rimerman et al.,
2000). Im embryonalen Mesenzephalon sind der kanonische Wnt-Signalweg, sowie durch
Aktivierung des Fgf-Rezeptors (vermutlich FgfR1 oder FgfR4) der PLCy-Signalweg aktiv
(Umbhauer et al., 2000). Auch wenn die molekularen Mechanismen der Funktion von
cRPTPA am MHO, bzw. dem Mittelhirn noch weiterer Aufklarung bediirfen, so deuten die
hier vorgestellten Ergebnisse darauf hin, dass cRPTPA mdglicherweise als negativer
,feedback“~-Mechanismus fiir den kanonischen Wnt-Signallweg sowie den im Mesenzephalon

aktiven Fgf-Signalweg wirken kann.
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6. ANHANG

6.1. Sequenzvergleiche von RPTPA in verschiedenen Spezies

Sequenzvergleiche von RPTPA in verschiedenen Spezies wurden mit Hilfe von ,,BCM Search

Launcher* erstellt.*

hPTP-J MARAQALVLALTFQL CAPETETPAAGCTFE EASDPAVPCEYSQAQ 45
hPCP-2 MARAQALVLALTFQL CAPETETPAAGCTFE EASDPAVPCEYSQAQ 45
mRPTPA MARAQALVLALTFQF CAPETETPAAGCTFE EASDPVVPCEFSQAQ 45
mFtp-1 MARAQALVLALTFQF CAPETETPAAGCTFE EASDPVVPCEFSQAQ 45
cRPTPA 0
Meprin/AS/PTPu Motiv
hPTP-J YDDFQWEQVRIHPGT RAPADLPHGSYLMVN TSQHAPGQRAHVIFQ 90
hPCP-2 YDDFQWEQVRIHPGT RAPADLPHGSYLMVN TSQHAPGQRAHVIFQ 90
mRPTPA YDDFQWEQVRIHPGT RTPEDLPHGAYLMVN ASQHTPGQRAHIIFQ 90
mFtp-1 YDDFQWEQVRIHPGT RTPEDLPHGAYLMVN ASQHAPGQRAHIIFQ 90
¢ RPTPA 0

hPTP-J SLSENDTHCVQFSYF LYSRDGHSPGTLGVY VRVNGGPLGSAVWNM 135
hPCP-2 SLSENDTHCVQFSYF LYSRDGTG-GTLGVY VRVNGGPLASAVWNM 134
mRPTPA TLSENDTHCVQFSYF LYSRDGHSPGTLGVY VRVNGGPLGSAVWNM 135
mFtp-1 TLSENDTHCVQFSYF LYSRDGHSPGTLGVY VRVNGGPLGSAVWNM 135

cRPTPA 0

hPTP-J TGSHGRQWHQAELAYV STFWPNEYQVLFEAL ISPDRRGYMGLDDIL 180
hPCP-2 TGSHGRQWHQAELAYV STFWPNEYQVLFEAL ISPDRRGYMGLDDIL 179
mRPTPA TGSHGRQWHQAELAV STFWPNEFQVLFEAL ISPDHKGYIGLDDIL 180
mFtp-1 TGSHGRQWHQAELAY STFWPNEYQVLFEAL ISPDHKGYIGLDDIL 180

cRPTPA -SHGRQWHQAELAYV SLFWPSEYQVLFEAYV ISSERRGYLGLDDIL 43

* http://searchlauncher.becm.tme.edu/seq-util/seq-util.html
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hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

LLSYPCAKAPHFSRL GDVEVNAGQNASFQC MAAGRAAEAERFLLQ
LLSYPCAKAPHFSRL GDVEVNAGQNASFQC MAAG-EPMRQRFLLQ
LFSYPCAKAPHFSRL GDVEVNAGQNASFQC MAAGRAAEAEHFFLQ
LFSYPCAKAPHFSRL GDVEVNAGQNASFQC MAAGRAAEAEHFFLQ

LLNYPCSKAPHFSRL GDVEVNAGQONATFQC VAAGKAAEAERFLMQ

225
223
225
225

88

Immunglobulin-dhnliche Doméne

RQSGALVPAAGVRHI SHRRFLATFPLAAVS RAEQDLYRCVSQAPR
RQSGALVPAG-AFGT SATGFLATFPLAAVS RAEQDLYRCVSQAPR
RQSGVLVPAAGVRHI SHRRFLATFPLASVG RSEQDLYRCVSQAPR
RQSGVLVPAAGVRHI SHRRFLATFPLASVG RSEQDLYRCVSQAPR
RQSGEVVPAASVKHI SHRRFLATFQLDEVS KGEQDLYRCVTQSSR

GAGVSNFAELIVKEP PTPIAPPQLLRAGPT YLIIQLNTNSIIGDG
GG-VSNFAELIVKEP PTPIAPPQLLRAGPT YLIIQLNTNSIIGDG
GAGVSNFAELIVKEP PTPIAPPQLLRAGPT YLIIQLNTNSIIGDG
GAGVSNFAELIVKEP PTPIAPPQLLRAGPT YLIIQLNTNSIIGDG
GSGVSNFAELIVKEP PTPIAPPQLLRAGST YLIIQLNTNSIIGDG
Fibronektin Typ III

PIVRKEIEYRMARGP WAEVHAVSLQTYKLW HLDPDTEYEISVLLT
PIVRKEIEYRMARGP WAEVHAVSLQTYKLW HLDPDTEYEISVLLT
PIVRKEIEYRMARGP WAEVHAVNLQTYKLW HLDPDTEYEISVLLT
PIVRKEIEYRMARGP WAEVHAVNLQTYKLW HLDPDTEYEISVLLT

PIVRKEIEYRMTSGP WSEVHAVNMQTYKLW HLDPDTEYEISVLLT

RPGDGGTGRPGPPLI SRTKCAEPMRAPKGL AFAEIQARQLTLQWE
RPGDGGTGRWATPHQ P-HQMRRAHEGPKGL AFAEIQARQLTLQWE
RPGDGGTGRPGPPLI SRTKCAEPTRAPKGL AFAEIQARQLTLQWE
RPGDGGTGRPGPPLI SRTKCAEPTRAPKGL AFAEIQARQLTLQWE

RPGEGGTGKPGPPLI SRTKCAEPMRAPKGL AFSEIQSRQLTLQWE

Fibronektin Typ III
PLGYNVTRCHTYTVS LCYHYTLGSSHNQTI RECVKTEQGVSRYTI
PLGYNVTRCHTYTVS LCYHYTLGSSHNQTI RECVKTEQGVSRYTI
PLGYNVTRCHTYAVS LCYRYTLGGSHNQTI RECVKMERGASRYTI
PLGYNVTRCHTYAVS LCYRYTLGGSHNQTI RECVKMERGASRYTI
PLGYNLTRCHTYSVS LCYRYLVGSGLNQTF RECAKMERNANRYTI

270
267
270
270

133

315
311
315
315
178

360
356
360
360

223

405
400
405
405
268

450
445
450
450

313
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hPTP-J KNLLPYRNVHVRLVL TNPEGRKEGKEVTFQ TDEDVPSGIAAESLT 495
hPCP-2 KNLLPYRNVHVRLVL TNPEGRKEGKEVTFQ TDEDVPSGIAAESLT 490
mRPTPA KNLLPFRNIHVRLIL TNPEGRKEGKEVTFQ TDEDVPGGIAAESLT 495
mFtp-1 KNLLPFRNIHVRLIL TNPEGRKEGKEVTFQ TDEDVPGGIAAESLT 495
¢RPTPA KNLLPYRNIHVKLIL SNPEGRKEGKEVTFQ TDEDVPGGIASESLT 358
hPTP-J FTPLEDMIFLKWEEP QEPNGLITQYEISYQ SIESSDPAVNVPGPR 540
hPCP-2 FTPLEDMIFLKWEEP QEPNGLITQYEISYQ SIESSDPAVNVPGPR 535
mRPTPA FTPLEDMIFLKWEEP QEPNGLITQYEISYQ SIESSDPAVNVPGPR 540
mFtp-1 FTPLEDMIFLKWEEP QEPNGLITQYEISYQ SIESSDPAVNVPGPR 540
cRPTPA FTPLEDMIFLKWEEP VEPNGLITQYEISYQ SIESSDPAVNVPGPR 403
hPTP-J RTISKLRNETYHVFS NLHPGTTYLFSVRAR TGKGFGQAALTEITT 585
hPCP-2 RTISKLRNETYHVFS NLHPGTTYLFSVRAR TGKGFGQAALTEITT 580
mRPTPA RTISKLRNETYHVFS NLHPGTTYLFSVRAR TSKGFGQAALTEITT 585
mFtp-1 RTISKLRNETYHVFS NLHPGTTYLFSVRAR TSKGFGQAALTEITT 585
cRPTPA RTVSKLRNETYHVFS NLHPGTTYLFSVRAR TGKGFGQTALTEITT 448
hPTP-J  NISAPSFDYADMPSP LGESENTITVLLRPA QGRGAPISVYQVIVE 630
hPCP-2  NISAPSFDYADMPSP LGESENTITVLLRPA QGRGAPISVYQVIVE 625
mRPTPA NISAPSFDYADMPSP LGESENTITVLLRPA QGRGAPISVYQVVVE 630
mFtp-1 NISAPSFDYADMPSP LGESENTITVLLRPA QGRGAPISVYQVVVE 630
c¢cRPTPA NISAPTFDYGDMPSP LGESESTITVLLRPA QGRGAPISTYQVIVE 493
Fibronektin Typ III
hPTP-J EERARRLRREPGGQD CFPVPLTFEAALARG LVHYFGAELAASSLP 675
hPCP-2 EERARGCGG-TRWTG LLPSAIDLRGGAGPR LVHYFGAELAASSLP 669
mRPTPA EERPRRLRREPGAQD CFSVPLTFETALARG LVHYFGAELAASSLL 675
mFtp-1 EERPRRLRREPGAQD CFSVPLTFETALARG LVHYFGAELAASSLL 675
¢cRPTPA EDRPKKIKRELGGQE CFPVPLTFDDAMSRG SVHYFGAELPASSLT 538
hPTP-J EAMPFTVGDNQTYRG FWNPPLEPRKAYLIY FQAASHLKGDTRLNC 720
hPCP-2 EAMPFTVGDNQTYRG FWNPPLEPRKAYLIY FQAASHLKGETRLNC 714
mRPTPA EAMPFTVGDNQTYRG FWNPPLEPRKAYLIY FQAASHLKGETRLNC 720
mFtp-1 EAMPFTVGDNQTYRG FWNPPLEPRKAYLIY FQAASHLKGETRLNC 720
c¢cRPTPA EAKPFTVGDNQTYSG YWNPPLEPKKAYLIY FQAMSNLKGETRLNC 583
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hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

hPTP-J
hPCP-2
mRPTPA
mFtp-1
cRPTPA

IRTARKAACKESKRP LEVSQRSEEMGLILG ICAGGLAVLILLLGA
IRTARKAACKESKRP LEVSQRSEEMGLILG ICAGGLAVLILLLGA
IRTARKAACKESKRP LEVSQRSEEMGLILG ICAGGLAVLILLLGA
IRTARKAACKESKRP LEVSQRSEEMGLILG ICAGGLAVLILLLGA

IRIARKAACKESKRP LEVSQHSEEMGLILG ICAGGLVVLIILLGA

IIVIIRKGKPYVNMTK ATVNYRQEKTHMMSA VDRSFTDQSTLQEDE
IIVIIRKGKPVNMTK ATVNYRQEKTHMMSA VDRSFTDQSTLQEDE
IVIIRKGKPVNMTK ATVNYRQEKTHMMSA VDRSFTDQSTLQEDE
HVIIRKGKPVNMTK ATVNYRQEKTHMMSA VDRSFTDQSTLQEDE
IIVVIRKGKPVNMTK ATINYRHEKTHMMSA IDRSFTDQSTLQEDE

RLGLSFMDTHGYSTR GDQRSGGVTEASSLL GGSPRRPCGRKGSPY
RLGLSFMDTHGYSTR GDQRSGGVTEASSLL GGSPRRPCGRKGSPY
RLGLSFMDAPGYSPR GDQRSGGVTEASSLL GGSPRRPCGRKGSPY
RLGLSFMDAPGYSPR GDQRSGGVTEASSLL GGSPRRPCGRKGSPY

RLGLSFMDTHNYSNR GDQRSSVVNESSSLL GGSPRRQCGRKGSPY

HTGQLHPAVRVADLL QHINQMKTAEGYGFK QEYESFFEGWDATKK
HTGQLHPAVRVADLL QHINQMKTAEGYGFK QEYESFFEGWDATKK
HTGQLHPAVRVADLL QHINQMKTAEGYGFK QEYESFFEGWDATKK
HTGQLHPAVRVADLL QHINQMKTAEGYGFK QEYESFFEGWDATKK
HTGQLHPAVRVADLL QHINQMKTAEGYGFK QEYESFFEGWDASKK

KDKVKGSRQEPMPAY DRHRVKLHPMLGDPN ADYINANYIDGYHRS
KDKVKGSRQEPMPAY DRHRVKLHPMLGDPN ADYINANYIDGYHRS
KDKLKGGRQEPVSAY DRHHVKLHPMLADPD ADYISANYIDGYHRS
KDKLKGGRQEPVSAY DRHHVKLHPMLADPD ADYISANYIDGYHRS
KDKTKG-RQDHVSTY DRHRVKLHPLLGDPN SDYINANYIDGYHRS

NHFIATQGPKPEMVY DFWRMVWQEHCSSIV MITKLVEVGRVKCSR
NHFIATQGPKPEMVY DFWRMVWQEHCSSIV MITKLVEVGRVKCSR
NHFIATQGPKPEMIY DFWRMVWQEQCASIV MITKLVEVGRVKCSR
NHFIATQGPKPEMIY DFWRMVWQEQCASIV MITKLVEVGRVKCSR

765
759
765
765
628

810
804
810
810
673

855
849
855
855
718

900
894
900
900

763

945
939
945
945

807

990
984
990
990

NHFIATQGPKQEMVY DFWRMVWQEHCSSIV MITKLVEVGRVKCSK 852
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hPTP-J ' YWPEDSDTYGDIKIM LVKTETLAEYVVRTF ALERRGYSARHEVRQ 1035
hPCP-2 YWPEDSDTYGDIKIM LVKTETLAEYVVRTF ALERRGYSARHEVRQ 1029
mRPTPA YWPEDSDMYGDIKIT LVKTETLAEYVVRTF ALERRGYSARHEVRQ 1035
mFtp-1 YWPEDSDMYGDIKIT LVKTETLAEYVVRTF ALERRGYSARHEVRQ 1035

c¢cRPTPA  YWPDDSEMYGDIKIT LVKSEMLAEYAVRTF ALERRGYSARHEVKQ 897

PTP-J FHFTAWPEHGVPYHA TGLLAFIRRVKASTP PDAGPIVIHCSAGTG 1080
hPCP-2 SHFTAWPEHGVPYHA TGLLAFIRRVKASTP PDAGPIVIHCSAGTG 1074
mRPTPA. FHFTAWPEHGVPYHA TGLLAFIRRVKASTP PDAGPIVIHCSAGTG 1080
mFtp-1 FHFTAWPEHGVPYHA TGLLAFIRRVKASTP PDAGPIVIHCSAGTG 1080
¢cRPTPA FHFTSWPEHGVPYHA TGLLAFIRRVKASTP PDAGPIVIHCSAGTG 942

hPTP-J RTGCYIVLDVMLDMA ECEGVVDIYNCVKTL CSRRVNMIQTEEQYI 1125
hPCP-2 RTGCYIVLDVMLDMA ECEGVVDIYNCVKTL CSRRVNMIQTEEQYI 1119
mRPTPA RTGCYIVLDVMLDMA ECEGVVDIYNCVKTL CSRRVNMIQTEEQYI 1125
mFtp-1 RTGCYIVLDVMLDMA ECEGVVDIYNCVKTL CSRRVNMIQTEEQYI 1125

¢cRPTPA RTGCYIVLDVMLDMA ECEGVVDIYNCVKTL CSRRINMIQTEEQYI 987

hPTP-J FIHDAILEACLCGET TIPVSEFKATYKEMI RIDPQSNSSQLREEF 1170
hPCP-2 FIHDAILEACLCGET TIPVSEFKATYKEMI RIDPQSNSSQLREEF 1164
mRPTPA FIHDAILEACLCGET TIPVNEFRATYREMI RIDPQSNSSQLREEF 1170
mFtp-1 FIHDAILEACLCGET TIPVNEFKATYREMI RIDPQSNSSQLREEF 1170
¢RPTPA FIHDAILEACLCGET SIPASEFKPTYKEMYV RIEPQSNSSQLREEF 1032
hPTP-J QTLNSVTPPLDVEEC SIALLPRNRDKNRSM DVLPPDRCLPFLIST 1215
hPCP-2 QTLNSVTPPLDVEEC SIALLPRNRDKNRSM DVLPPDRCLPFLIST 1209
mRPTPA QTLNSVTPPLDVEEC SIALLPRNRDKNRSM DVLPPDRCLPFLISS 1215
mFtp-1 QTLNSVTPPLDVEEC SIALLPRNRDKNRSM DVLPPDRCLPFLISS 1215
¢RPTPA QTLNSVTPHLDVEEC SIALLPRNRERNRSM DVLPPDRCLPFLISV 1077

hPTP-J DGDSNNYINAALTDS YTRSAAFIVITLHPLQ STTPDFWRLVYDYGC 1260
hPCP-2 DGDSNNYINAALTDS YTRRSAFMVTLHPLQ STTPDFWRLVYDYGC 1254
mRPTPA DGDPNNYINAALTDS YTRSAAFIVTLHPLQ STTPDFWRLVYDYGC 1260
mFtp-1 DGDPNNYINAALTDS YTRSAAFIVITLHPLQ STTPDFWRLVYDYGC 1260
¢cRPTPA DGDSNNYINAGLNDS YTKSAAFIVTLHPWR NHTDFWRCVRL---- 1118
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hPTP-J  TSIVMLNQLNQSNSA WPCLQYWPEPGRQQY GLMEVEFMSGTADED 1305
hPCP-2  TSIVMLNQLNQSNSA WPCLQYWPEPGRQQY GLMEVEFMSGTADED 1299
mRPTPA TSIVMLNQLNQSNSA WPCLQYWPEPGRQQY GLMEVEFVSGTANED 1305
mFtp-1 TSIVMLNQLNQSNSA WPCLQYWPEPGRQQY GLMEVEFVSGTANED 1305

cRPTPA 1118

hPTP-J LVARVFRVOQNISRLQ EGHLLVRHFQFLRWS AYRDTPDSKKAFLHL 1350
hPCP-2 LVARVFRVOQNISRLQ EGDLLVRHFQFLRWS AYRDTPDSKKAFLHL 1344
mRPTPA LVSRVFRVQNSSRLQ EGHLLVRHFQFLRWS AYRDTPDSRKAFLHL 1350
mFtp-1 LVSRVFRVQNSSRLQ EGHLLVRHFQFLRWS AYRDTPDSRKAFLHL 1350
cRPTPA 1118

hPTP-J LAEVDKWQAESGDGR TIVHCLNGGGRSGTF CACATVLEMIRCHNL 1395
hPCP-2 LAEVDKWQAESGDGR TIVHCLNGGGRSGTF CACATVLEMIRCHNL 1389
mRPTPA LAEVDKWQAESGDGR TVVHCLNGGGRSGTF CACATVLEMIRCHSL 1395
mFtp-1 LAEVDKWQAESGDGR TVVHCLNGGGRSGTF CACATVLEMIRCHSL 1395

cRPTPA 1118
hPTP-J VDVFFAAKTLRNYKP NMVETMDQYHFCYDV ALEYLEGLESR 1436
hPCP-2 VDVFFAAQTLRNYKP NMVETMDQYHFCYDV ALEYLEGLESR 1430
mRPTPA VDVFFAAKTLRNYKP NMVETMDQYHFCYDV ALEYLEALELR 1436
mFtp-1 VDVFFAAKTLRNYKP NMVETMDQYHFCYDV ALEYLEALELR 1436
cRPTPA 1118

Tab. 16: Sequenzvergleiche von RPTP/ in verschiedenen Spezies. Vergleich, der in dieser Arbeit
identifizierten Sequenz von cRPTPA mit dem humanen PTP-J (NCBI’: gi|7439345|), dem humanen
PCP-2 (NCBI: gi|1502343|), RPTPA aus der Maus (NCBI: gi|6755246|) und Ftp-I aus der Maus
(NCBI: gi|2627027)).

> http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi
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6.2. Expression der Konstrukte von RPTPA

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte von RPTPA trugen eine HA-Markierung. Diese
Markierung ermdglichte auf Gefrierschnitten von Gewebe den Nachweis, dass RPTPA richtig
in die Membran prozessiert wurde. Dazu wurden 3ug RPTPA-pMIW III mit 0,8 pg GFP-
pMIW Il mit 5x10V StromstoBen in die Mittel- / Hinterhirnregion koelektroporiert
(schematische Darstellung Abb. 46B). 24 Stunden nach der Elektroporation wurden die
Embryonen fixiert. Gefrierschnitte von der MHR wurden mit a-GFP Antikorper/Alexa 488
(griin) und a-HA Antikorper/Alexa 594 (rot) angeférbt (Abb. 46A).

HY) ~4,5Kkb

Abb. 57: RPTPA wird nach irn ovo Elektroporation richtig in die Membran prozessiert. (A)
Expression der Kontrolle GFP (griin) und mRPTPA (rot) unter den Elektroporationsbedingungen von
5x10V. Das Transmembranprotein RPTPA wird nach Elektroporation in der MHR in die Membran
integriert (Pfeil). (B) Schematische Darstellung von RPTPA.

Auf gleiche Weise wurden 3ug RPTPAA2P-pMIW Il mit 0,8 ug GFP-pMIW III in die MHR
koelektroporiert und die Gefrierschnitte wurden mit a-GFP Antikorper/Alexa 488 (griin) und
o-HA Antikorper/Alexa 594 (rot) angefarbt (Abb. 47A). Somit wurde nachgewiesen, dass
trotz Deletion der Phosphatasedomédnen das Protein RPTPAA2P richtig in die Membran
prozessiert wurde (schematische Darstellung Abb.47B).
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G MLE ~2,7kb
: ’
RPTPLAA2
Abb. 58: RPTPAA2P wird nach Elektroporation in die Membran integriert. (A) Expression der
Kontrolle GFP (griin) und mRPTPAA2P (rot) unter den Elektroporationsbedingungen von 5x10V. Das

Transmembranprotein RPTPAA2P wird nach Elektroporation in der MHR in die Membran integriert
(Pfeil). (B) Schematische Darstellung von RPTPAA2P.

Des Weiteren wurden 2,3ug RPTPAAJM-pMES in die MHR koelektroporiert und die
Gefrierschnitte wurden mit a-HA Antikorper/Alexa 594 (rot) angefarbt (Abb. 48A). Somit
wurde nachgewiesen, dass trotz Deletion der Juxtamembrandoméine sowie der

Phosphatasedoménen das Protein RPTPAJM richtig in die Membran prozessiert wurde
(schematische Darstellung Abb.48B).

~2,4 kb

RPTPAAJM (HA)

Abb. 59: RPTPAAJM wird nach Elektroporation in die Membran integriert. (A) Expression von
mRPTPAAIM (rot) unter den Elektroporationsbedingungen von 5x10V. Das Transmembranprotein
RPTPAAJIM wird nach Elektroporation in der MHR in die Membran integriert (Pfeil). (B)
Schematische Darstellung von RPTPAAJM.
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