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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Guaninnukleotid-bindende Proteine

Um feinregulierte intrazellulare Prozesse zu steuern, werden molekulare Schalter
bendtigt. Gunaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine, GTPasen) stellen solche
molekularen Schalter dar. Sie steuern zellulare Prozesse, indem sie zwischen einer
aktiven und einer inaktiven Form wechseln. In ihrem aktivem Zustand haben sie GTP
gebunden, durch Hydrolyse von GTP zu GDP werden sie inaktiviert, durch den

Austausch von GDP mit GTP aktiviert (siehe Abb. 1).

GEF

G DP( G-Protein

inaktiv

G DP( G-Protein

Effektor/Signal

Abb. 1: Schematische Darstellung der Regulation Ras-dhnlicher GTPasen.
GEF: Guanine-Nucleotide-Exchange-Factor; GAP: GTPase-Aktivating Protein; GDI: Guanine-Nucleotide-

Dissociation-Inhibitor.
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Dieser Prozess kann durch weitere Proteine moduliert werden (Boguski et al.,
1993): GTPase-aktivierende Proteine (GAP’s) beschleunigen die Hydrolyse von GTP
und inaktivieren damit das G-Protein. GAP’s stellen potentielle Effektoren der aktivierten
GTPasen dar (McCormick, 1989). Guanine-Nukleotide-Exchange-Factors (GEF’s) (auch
Gunaine-Nucleotide-Releasing-Factors (GRF’s) oder Guanine-Nucleotide-Dissociation
Stimulators (GDS’s) genannt) aktivieren GTPasen, indem sie den Austausch von GDP
zu GTP induzieren (Wolfman et al., 1990; Cherfils and Chardin, 1999). Monomere
GTPasen kénnen auch durch eine dritte Gruppe von Proteinen, die Guanine-Nucleotide-
Dissociation-Inhibitors (GDI’s), beeinflusst werden. GDI's hemmen den Austausch von
GDP gegen GTP, und die Hydrolyse von GTP zu GDP (Miura et al., 1993).

Die GTPasen besitzen konservierte Sequenzmotive, die fur die Bindung der
Guaninnukleotide essentiell und jeweils flr die verschiedenen Unterfamilien der
monomeren GTPasen charakteristisch sind. Hierbei handelt es sich um die Phosphat-
Magnesium-Bindungsstellen PM1  (GxxxxGK(S/T)), PM3 (DxxG), und das
Guaninnukleotid-Bindungsmotiv G2 (NKxD); x kann jede beliebige Aminosaure
darstellen (Dever et al., 1987). Das PM3-Motiv ist als Teil der sogenannten Switch II-
Region (Milburn et al., 1990) an der Konformationsanderung beim Wechsel zwischen
GDP- und GTP-besetzter Form beteiligt.

1.1.1 Die Ras-homologen GTPasen und ihre Unterfamilien

Ende der 70er Jahre wurden die ersten GTPasen dieser Familie, v-Ha-Ras und v-
Ki-Ras, in Oncogenen von Kirsten und Harvey Sarcoma Virus entdeckt (Shih et al.,
1978, Chien et al., 1979). Nach ldentifizierung ihrer humanen Homologe und nach
Aufklarung der Bedeutung von Ha-Ras und Ki-Ras fur die Proliferation (Capon et al.,
1983, Stacey et al., 1984) wurde dieses Gebiet in der Forschung immer wichtiger. Im
Laufe der letzten 20 Jahre fand man schlieBlich viele weitere Mitglieder dieser Familie:
zur Zeit kennt man Uber 100 monomere GTPasen, die in allen eukaryotischen Zellen -
von der Hefe bis zum Menschen- exprimiert werden und eine neue Superfamilie bilden
(Takai et al., 1992). Gemeinsam ist ihnen ihre GroRe von 20-40 kDa (Takai et al., 2001).

2
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Auf Grund von Sequenzhomologien lasst sich die Familie der Ras-homologen GTPasen
in sechs Familien unterteilen: Ras-Proteine, Rho-Proteine, Ran-Proteine, Rab-Proteine,

Rag-Proteine und ARF-Proteine.

1. Die Ras-Familie: Drei Vertreter dieser Gruppe sind heute bekannt: Ha-Ras, Ki-Ras
und N-Ras. Durch genetische, zellbiologische und biochemische Untersuchungen
wurden verschiedene Funktionen der Ras-Proteine aufgeklart: Uber die Mitogen-
Activated-Protein-(MAP) Kinase-Kaskade induzieren sie (Dent et al., 1992; Campbell et
al., 1998) die Genexpression und regulieren damit die Zellproliferation. Andere Studien
haben gezeigt, dass Ras-Proteine aulerdem bei der Differenzierung von Zellen, in der
Zellmorphologie (Bar-Sagi et al., 1985a und 1985b) und bei programmiertem Zelltod
(Apoptose, Kaufmann-Zeh et al., 1997) eine Rolle spielen (Takai et al., 2001).
Unterschiede zwischen den Ras-Proteinen findet man u. a. in ihrer zellularen Verteilung.
H-Ras gelangt im Gegensatz zu den anderen Familienmitgliedern auf einem

exozytotischen Weg an die Plasmamembran (Apolloni et al., 2000).

Eine weitere Charakteristik der Ras-Proteine ist, dass Mutationen ihrer Gene oder
der Gene von Ras-regulierenden Proteinen Tumore hervorrufen. In 10-50% aller
menschlichen Tumore konnten spezifische Mutationen in einem der drei endogenen
Ras-Gene nachgewiesen werden (Barbazid, 1987). Diese Mutationen verhindern z. B.
die GTP-Hydrolyse (Austausch einer Aminosaure an Position 12 oder 61), so dass die
resultierenden Proteine konstitutiv aktiv sind und unkontrolliertes Wachstum
verursachen (Seeburg et al., 1984; Takai et al., 2001).

Die Aktivitat von Ras-Proteinen wird von GEF’s und GAP’s kontrolliert. Deren
Aktivierung wird Uber eine Vielzahl von extrazellularen Signalen induziert, die eine
intrinsische oder assoziierte Tyrosin-Kinase-Aktivitat aufweisen (Egan et al., 1993).
Phosphotyrosine dienen innerhalb der Zelle als Andockstelle fur Adapterproteine, z. B.
Grb2 und den SHC/Gbr2-Komplex (Src-Homology/a2-Collagen-Related Protein) (Pelicci

et al., 1993). Diese rekrutieren dann SOS (SOS: Saugerhomologes Protein von Son of
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Sevenless aus Drosophila). SOS ist der bislang am besten charakterisierte Ras-GEF
(Rozakis et al., 1993).

Extrazellulares Signal

Rezeptor
(RTK)

Gen-
expression

ERK1/ERK2
(MAP- Kinase )

Abb. 2: Schematische Darstellung des Hauptsignaltransduktionswegs von Ras

RTK: Rezeptor-Tyrosin-Kinase, SHC: Src-Homology/a2-Collagen-Related Protein, Grb2: Growth Factor
Receptor-Bound Protein 2, SOS: Saugerhomologes Protein von Son of Sevenless aus Drosophila, MEK:
MAP-Kinase-Kinase, MAP: Mitogen Activated Protein Kinase.

Es aktiviert das Ras-Protein, indem der Austausch von GDP gegen GTP
angeregt wird. Rezeptoren, die nicht direkt mit Tyrosin-Kinasen assoziiert sind (z. B. T-
Zell-Rezeptoren), kdnnen Ras auch indirekt, GUber SHC-/ike Tyrosin-Kinasen aktivieren.
Auch fur heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, z. B. a-Ardrenorezeptoren,
muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren und Lysophosphatidylsaure wurde eine
Aktivierung von Ras-Proteinen nachgewiesen (Hawes et al., 1995). Der klassische
Downstream-Effektor von Ras ist die Serin-Threonin-Kinase Raf1. Raf phosphoryliert
dann die Proteinkinasen MEK1 und MEK2 (Mitogen Activated Protein/Extracellular
Signal Related Kinase Kinase), die damit aktiv werden. Diese wiederum phosphorylieren
MAP-Kinasen der ERK1 und ERK2-Familie (Ahn et al., 1992; Magee and Marshall,
1999). Aktives ERK wird in den Zellkern transloziert und stimuliert verschiedene
Transkriptionsfaktoren.  Andere  wichtige  Effektoren von Ras sind die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13-Kinase) oder p120GAP, welches eine andere
GTPase Ral beeinflusst (Exton et al., 1998).
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2. Die Rho-Familie: Zur Rho-Familie, die inzwischen 16 Mitglieder zahlt, gehoren
RhoA-E, Rho G, RhoH, Rho 6, Rac1-3, TTF und Cdc42 (Takai et al., 2001). Sie spielen
eine zentrale Rolle bei zellularen Vorgangen wie der Migration, Adhasion und Invasion,
indem sie die Organisation des Zytoskeletts beeinflussen. Diese Rolle wurde u. a. mit
Hilfe von bakteriellen Toxinen aufgeklart, die die GTPasen modifizieren und konstitutiv

aktivieren oder inaktivieren (Chardin et al., 1989).

m D ia RO CK N-WASP

v j& ( PAK/POR/ARFE |

v 4 > - -
Aktin Polymerisation/ | [Actm related prote/nJ

Aktomyosin Kontraktilitat/
Inhibition der Aktomyosin

Depolymerisation |Aktin Ponmerisation|
v v
Stress Fibers Lamellopodien/ Filopodien
R uffles

Abb. 3 Schematische Darstellung der Hauptsignaltransduktionswege von Rho, Rac und Cdc42
mDia: Sauger Homologes eines Drosophila diaphanous Proteins, ROCK: ROKa/Rho-Kinase (ROK:
RhoA-binding Kinase), PAK: p21 aktivierende Kinase, POR: Parnter of Rac, ARF6: ADP-Ribosylation
Factor 6,N-WASP: menschliches Homologes zum Wiskott-Aldrich Syndrome Protein. Nach Takai et al.,
2001

Es konnte gezeigt werden (siehe Abb. 3), dass Rho die Polymerisation von
Aktinfilamenten hervorruft und damit an der Bildung von sogenannten Stress Fibers und
Focal Adhesions beteiligt ist (Maekawa et al., 1999; Nakano et al., 1999). Rac und
Cdc42, weitere Mitglieder der Rho-Familie, regulieren nach Stimulation von
extrazellularen Signalen die Reorganisation des Zytoskeletts. Rac I0st die Bildung von
Membran-Ruffles und von Lamellopodien aus (Ridley et al., 1992; Cox et al., 1997), es
spielt aber auch eine Rolle bei der Regulierung der Organisation des Aktin-Zytoskeletts
und bei der Zell-Zell-Adhasion (Sugihara et al.,1998). Cdc42 reguliert die Bildung von
fingerartigen Ausstllpungen, den sogenannten Filopodien (Nobes and Hall, 1995;
Burbello et al., 1999) und spielt bei der Zell-Zell-Adhasion, Migration und Morphologie
eine Rolle (Kodama et al.,, 1999). Symons (1995 und 1996) hat nachweisen kdnnen,
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dass Rac und Rho in einer Signalkaskade einerseits unter Ras und andererseits unter

Cdc42 agieren.

3. Die Ran-Familie: Ran, das Ras-Related Nuclear Protein, ist auf Grund seiner
Homologie zum Ras kloniert worden. In den meisten Zelltypen und Spezies, wie auch
beim Menschen, ist nur eine Ran-Isoform bekannt. 1993 konnte erstmals gezeigt
werden, dass Ran eine Rolle im nukleozytoplasmatischen Transport spielt (Moore and
Blobel, 1993). Makromoleklile (z. B. Proteine, mRNA’s, tRNA’s) koénnen die
Kernmembran nicht ohne Hilfe passieren. Dazu dient z. B. Ran als Carrier-Protein. Auch
die Reorganisation der Mikrotubuli wahrend der M-Phase des Zellzyklus wird durch Ran

reguliert (Carazo-Salas et al., 1999).

4. Die Rab-Familie: Rab-Proteine bilden die grote Gruppe der kleinen GTPasen
Superfamilie. Alleine in Sauger-Zellen sind Uber 50 Proteine (inklusive Isoformen) dieser
Familie kloniert. Identifiziert wurden die Rab-homologen YPT-Proteine zuerst in S.
cerevisae, als Regulatoren von vesikularem Transport zwischen Zellorganellen. Auch
beim Sauger ubernehmen Rab-Proteine verschiedene Rollen im vesikularen Transport
(Pryer et al., 1992, Mellman and Warren, 2000). Vier Schritte beschreiben den
intrazellularen Transport von Proteinen in Vesikeln: 1. Die Entstehung der
Vesikelknospe an der Donormembran, an diesem Prozess beteiligen sich Proteine der
ARF-Familie (siehe Kap. 1.2), 2. das Targeting des Vesikels an die Akzeptormembran,
3. die Assoziation des Vesikels an die Akzeptormembran und 4. die Fusion mit der
Akzeptormembran. Die letzten drei beschriebenen Prozesse werden sowohl bei
exozytotischen als auch bei endozytotischen Vorgangen durch Proteine der Rab-Familie
reguliert (Martinez an Goud, 1998, Novick and Zerial, 1998). Ein groRer Teil der Rab-
Proteine ist Kompartiment-spezifisch (Plutner et al., 1991) und befindet sich in erster

Linie in Membranen (Brennwald und Novick, 1993).

5. Die Rag-Familie: Diese Familie der GTPasen wird aus zwei in Saugern
identifizierten Mitgliedern (RagA und RagB) und einem Homolog aus Hefe (Gtr1)
gebildet:. Von RagB existieren zwei Splice-Isoformen (Schiurmann et al., 1995). RagA
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shuttelt je nach Aktivitatszustand zwischen Zytoplasma (inaktiv) und Kern (aktiv). Dabei
reguliert es die Aktivierung von Ran (Hirose et al., 1998). Neuere Untersuchungen
haben belegt, dass die Expression von ragAB, dem P. gingivalis homologen Protein,
temperaturreguliert ist. Man geht davon aus, dass diese regulierte Genexpression dem
gram-negativem Anaerobier in einem infiziertem Trager bessere Uberlebenschancen
gibt (Bonass et al., 2000).

6. Die ARF-Familie: Die GTPasen der ADP-Ribosylation-Factor-Familie wurden
ursprunglich als Co-Faktoren bei der Choleratoxin-induzierten ADP-Ribosylierung
identifiziert. Sie katalysieren aul3erdem die Vesikelbildung und sind an der Aktivierung

der Phospholipase-D beteiligt (siehe Kap. 1.2).

1.2 Die ARF (ADP-ribosylation factor)-Familie

Die ARF-Familie wird auf Grund von Sequenzhomologien und Funktionen
unterteilt in ARF’s (ARF1-ARF6), ARF-like-Proteine (ARL’s, ARL1-ARL7), SAR’s
(SAR1a und SAR1b) und das ARF-related Protein (ARFRP1). Als Kriterien fir die
Zugehorigkeit zur ARF-Familie galten urspringlich die Fahigkeit, das Choleratoxin zu
aktivieren und die letale Doppelmutante arf1-arf2” in S. cerevisae zu antagonisieren
(Kahn et al., 1991). Allerdings weil3 man heute, dass auch ARL1 in der Lage ist, diese
Bedingungen zu erfullen (Hong et al., 1998).

ARF1 ist das am besten charakterisierte Mitglied der ARF-Familie und wurde auf
Grund seiner Fahigkeiten entdeckt, als Co-Faktor Choleratoxin zu stimulieren (Kahn and
Gilman, 1984, Sewell and Kahn, 1988). ARF1 aktiviert Phospholipase-D und ist
wahrend der Abschnirung von Vesikeln (Stearns et al, 1990) bei exo- und
endozytotischen Vorgangen (Zeuzem et al., 1992, D’Souza-Schorey et al., 1995) in
allen eukaryotischen Zellen am Vesikeltransport beteiligt. ARF1 ist hauptsachlich auf der
zytosolischen Seite des cis-Golgi lokalisiert (Stearns et al., 1990) und bewirkt dabei die
Anlagerung von sogenannten Coat-Proteinen (COP’s) fur die Vesikelknospung. Man

vermutet folgende Funktionen der COP’s: einerseits geben sie der Knospe ihre

7
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mechanische Stabilitat, andererseits verankern sie spezielle membranare Rezeptoren.
Vesikel mit Coat-Proteinen unterteilt man in Clathrin- (beinhalten auch die Adaptor
Protein (AP)-Komplexe AP-1, AP-2, AP-3 und AP-4), COPI- und COPII-Coated Vesicles
(Zhu et al., 1999).

Coat Protein

GTP GDP

GTP

ArF Qe ® ARF

Abb. 4: Aktivierung und Inaktivierung von ARF-Proteinen und ihre Translokation.
Die gezackte Linie stellt das Myristoylisierungmotiv und runde Kreise spezielle membranadre Rezeptoren
dar. Nach Takai et al., 2001

ARF’s und SAR1 nehmen essentielle Rollen ein: in der Rekrutierung der COPI-
und COPII-Proteine sowie der AP-Komplexe-1 und -3 in die Membranen des Golgi-
Apparates, des endoplasmatisches Retikulum, der frihen Endosomen und anderer
Zellorganellen (Hirst and Robinson, 1998). Sie wechseln dabei zwischen ihrem GDP-
gebundenen inaktiven und GTP-gebundenen aktiven Zustand. Dabei wird der Zyklus
durch GEF’s und GAP’s (Jackson and Casanova, 2000), aber nicht von GDI’s reguliert.
Der Nukleotid-Austausch bewirkt eine konformationelle Veranderung in den Switch-l und
—II Domanen, die eine Interaktion mit Downstream-Effektoren ermdglicht (Cherfils and
Chardin, 1999), z. B. die Aktivierung der Phospholipase-D (Bomann and Kahn, 1995,
Roth, 1999a). Letztere katalysiert ihrerseits die Umwandlung von Phosphatidylcholin in
Phosphytidylsaure und Cholin. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Bildung
der Phosphatidylsaure Uber eine Acetylierung der Lysophosphatidylsaure die Bildung
von Vesikeln im Golgi-Apparat steuert (Weigert et al., 1999). Bomann et al. (2000)
haben kurzlich eine neue Gruppe von y-Adaptin verwandten Proteinen identifiziert, die

Signaltransduktionsprozesse als Effektoren der ARF’s in der Golgi-Membran regulieren.

8
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Da ARF-Proteine keine intrinisische GTPase-Aktivitat besitzen (Moss and
Vaughan, 1998), werden sie (wie schon beschrieben) in ihrem Zyklus von GEF’s und
GAP’s reguliert. Viele GEF’s der ARF-Proteine sind schon identifiziert worden (Roth,
1999b) und werden auf Grund ihrer Sequenz-Ahnlichkeiten und Funktion in zwei
Familien gruppiert (Roth, 2000). Zur ersten Familie gehdéren z. B. Sec7, Gea1 und Gea2
aus der Hefe und BIG1/p200, BIG2 und GBF1 in Sauger-Zellen. Sie sind
vergleichsweise grof3e Proteine (1400-2000 Aminosauren lang) und werden alle aul3er
GBF1 durch Brefeldin A inhibiert (Peyroche et al., 1999). Zur zweiten Familie gehodren
ARNO, Cytohesin-1, GRP1 und Cytohesin-4. Diesen vergleichsweise kurzen Proteinen
(ca. 400 Aminosauren lang) ist eine ca. 200 Aminosauren grof3e konservierte Region
gemeinsam, die Nukleotidaustausch-katalysierende Sec7-Domane (Jackson and
Casanova, 2000; Roth, 2000). Die Austauschfaktoren besitzen aulerdem eine Coiled-
Coil-Domane und eine Pleckstring Homology (PH)-Domane (Pacheco-Rodriguez et al.,
1998). Die PH-Domane ist nach Bindung von PIP, oder PIP; fur die Rekrutierung der
GEF’s an die Membran verantwortlich, wo sie dann GDP-gebundene ARF-Proteine
aktivieren (Klarlund et al., 1997). Eine Myristoylierung am N-terminalen Ende der ARF-
Proteine und das Vorhandensein von Phospholipiden sind aul3erdem fur ihre Aktivierung
unbedingt erforderlich (Moss and Vaughan, 1998). Rdntgenstruktur-Analysen des
Komplexes von ARF1 und der Sec7-Domane von Gea1 lieferten neue Hinweise auf die
Aktivierungs-Mechanismen der ARF’s: In seinem inaktivem Zustand ist ARF nicht in der
Lage mit der Sec7-Domane eine Wechselwirkung einzugehen. Wahrscheinlich rufen
Phospholipide der Membran eine Konformationsanderung von ARF hervor, die die
Bindung von ARF an die Sec7-Doméane der GEF’s ermdglichen. Erst dann ist die
Aktivierung von ARF moglich (Goldberg, 1998).

ARF-inaktivierende-Proteine (GAP’s) sind identifiziert worden (Roth, 1999b). Sie
enthalten eine Zink-Fingerlike-ARF-GAP-Domane, die die Aktivitat der ARF’s
herabsetzt. Das in Saugern zuerst identifizierte GAP, ARF1-GAP (Cukierman et el.,
1995), ist im Golgi-Apparat lokalisiert und wird von Diacylglycerol stimuliert, das

wahrscheinlich als Produkt der Phospholipase-D-Stimulierung entsteht (Antonny et al.,
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1997). ARF1-GAP wird Uber Cargo-Rezeptoren an die Vesikel-Membran rekrutiert (Aoe
et al., 1998).

Die Subgruppe der ARF-like GTPasen (ARL’s) besitzt mindestens 40% Identitat
zu den ARF-Proteinen und wird auf Grund dieser Ahnlichkeit der ARF-Familie
zugeordnet (Hillig et al., 2000). Uber ihre Funktion ist wenig bekannt; es wird spekuliert,
dass sie eine Rolle im exozytotischen als auch endozytotischen Vesikel-Transport spielt.
ARL4 besitzt ein Kernlokalisationssignal, es wird vermutet, dass diese GTPase den
Proteinfluss Uber die Membran des Zellkerns vermittelt (Lin et al. 2000; Schirmann,

unveroffentlicht).

1.3 ARFRP1 (ARF-related protein)

ARFRP1 ist eine Ras-ahnliche GTPase, die die hdchste Homologie zu anderen
GTPasen der ARF-Familie besitzt (36% zu ARF1 und 44% zu ARL3 und zu ARL4). Die
Ahnlichkeit beschrankt sich jedoch weitgehend auf die Nukleotidbindungsmotive und
das Tryptophan 86. ARFRP1 wird in den meisten Zellen exprimiert, wobei hohere
Konzentrationen in Hoden, Niere und Leber gefunden wurden (Schirmann, 1995b).
ARFRP1 Dbesitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 23 kDa und weist
charakteristische Sequenzmotive auf, die fur die Nukleotid-Bindung und die Hydrolyse
von GTP essentiell sind (siehe Abb. 7). ARFRP1 unterschiedet sich von ARF- und ARL-
Proteinen durch das Fehlen eines Myristoylierungs-Motivs (ein Glycin an Position 2),
eine Insertion von acht Aminosauren zwischen PM1 und PM2 und einen langeren C-
Terminus. ARFRP1 ist im Gegensatz zu den ARF- und ARL- Proteinen vorwiegend in
der Plasmamembran lokalisiert, ARF- und ARL-Proteine hingegen wandern zwischen
Zytosol und Plasmamembran (ARF’s), oder zwischen Zellkern und Zytosol (ARL4)
(siehe Kap. 1.2). Da ARFRP1 das Myristoylierungs-Motiv fehlt, das bei ARF- und ARL-
Proteinen zur posttranslationalen Lipidmodifikation fuhrt und eine Membranassoziation
ermoglicht, wird vermutet, dass ein weiteres bisher nicht identifiziertes Motiv fur die

Lokalisation in der Plasmamembran verantwortlich ist.
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Der Austausch von GDP zu GTP findet beim ARFRP1 im Vergleich zu anderen
GTPasen langsam statt. Wahrend rekombinantes ARF ohne Lipidmodifikation und in
Abwesenheit eines GAP’s nicht in der Lage ist, GTP zu hydrolisieren (Makler et al.,
1995), zeigt ARFRP1 intrinsische GTPase-Aktivitat (Schirmann et al., 1997). Allerdings
sind die Reaktionen von ARFRP1 so langsam, dass ARFRP1 vermutlich, ahnlich wie
Ras (Vogel et al., 1988, Bollag et al., 1991, Chardin et al., 1993), mit GAP’s, GEF’s und
GDI’s interagiert. Bislang konnte gezeigt werden, dass ARFRP1 an dem ARF-
spezifischen Nukleotid-Austausch-Faktor sec7-1/Cytohesin bindet und dabei die durch
ARF/sec? hervorgerufene Aktivierung der Phospholipase-D inhibiert (Schirmann et al.,
1999).

Schirmann et al. (1999) haben gezeigt, dass die Uber den muskarinischen
Acetylcholin Rezeptor-3 induzierte Phospholipase-D-Stimulation und Translokation von
ARF aus dem Zytosol an die Membran durch aktiviertes ARFRP1 gehemmt wurde.
Diese Untersuchungen lieRen vermuten, dass ARFRP1 in einer Signalkaskade die

durch ARF hervorgerufene Aktivierung der Phospholipase-D inhibiert.

In S. cerevisae wurde ein ARFRP1 homologes Protein zu ARFRP1 (yARL3)
identifiziert, das zu ARFRP1 eine Identitat von 43% aufweist (Huang et al., 1999). Auch
biochemisch verhalten sich die beiden Proteine gleichartig, die Bindung und Hydrolyse
von GTP ist vergleichbar. Durch das Deletieren des Hefe-Gens konnten die Autoren
zeigen, dass YARL3 fiir das Uberleben der Hefe-Zelle nicht essentiell ist, allerdings fur
das Wachstum eine Rolle spielt. Bei 15° C zeigte die Mutante ein erheblich langsameres

Wachstum im Vergleich zum Wildtyp.

Die physiologische Funktion von ARFRP1 ist bislang noch nicht bekannt. Das
Vorkommen von ARFRP1 (sowohl in primitiven Hefe-Zellen als auch in komplexen
eukaryotischen Zellen) lasst eine basale Funktion vermuten, die vielen Zellen

gemeinsam ist.
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1.4 Das murine Knockout-Modell

Das Deletieren eines Gens, auch Knockout-Verfahren genannt, ist eine sehr
effektive Methode, um die Funktion eines Gens in vivo zu analysieren (Shastry, 1994,
Galli-Taliadoros, 1995). Ausgeschaltet wird das intakte Gen, indem gezielt das Gen oder
ein Teil des Gens auf dem entsprechendem Chromosom durch eine geeignete
Veranderung ersetzt wird. Das Ausschalten des Gens bewirkt das Fehlen eines
bestimmten Proteins. Hierdurch kann sich ein Phanotyp ausbilden, durch dessen
Analyse erfasst wird, welche Aufgaben ein bestimmtes Protein bei einem Organismus
im Laufe des Lebenszyklus wahrnimmt. Um Erkenntnisse Uber den menschlichen
Organismus und seine normale oder auch gestorte Funktion zu gewinnen, werden
solche Experimente an einem Saugermodell durchgefuhrt. Meistens werden dazu
Mause eingesetzt, da Schatzungen zufolge mindestens 99% der Gene von Mausen und
Menschen im wesentlichen Ubereinstimmen (Capecchi, 1994). Weitere Vorteile der
Maus sind die schnelle Vermehrung und der geringe raumliche Anspruch der Tiere. Mit
dieser Methode wird erhofft, unser Verstandnis von Genen und Proteinen erheblich zu
vertiefen. Insbesondere die neu veréffentlichten Daten des Humanen-Genom-Projekts

zeigen erneut, zu welchem geringen Anteil der Gene die Funktion bekannt ist.

Der erste Schritt fur die Herstellung von Knockout-Mausen ist die Konstruktion
eines sogenannten Targeting-Vektors, der mit dem endogenen Gen der Wirtszelle
homolog rekombiniert. Der klassische Targeting-Vektor enthalt ein Antibiotika-
Resistenz-Gen, das als Selektions-Marker dient und die kodierende Region des Gens

ersetzt oder zerstort.

Da homologe Rekombinationen im Vergleich zur ungerichteten Integration des
Targeting-Vektors ins Genom selten stattfinden (Thomas and Carpecchi, 1987), kdnnen
Mallnahmen ergriffen werden, um die Wahrscheinlichkeit eines homologen
Rekombinationsereignisses zu erhdhen. In einem Targeting-Konstrukt wird das
Resistenz-Gen zu beiden Seiten von DNA flankiert, die mit Bereichen des

entsprechenden auszuschaltenden Gens homolog ist. Die Frequenz der homologen
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Rekombination korreliert mit der Symmetrie (Thomas et al., 1992) und der Lange der
homologen DNA des Targeting-Konstukts. Ab einer DNA-Lange von 1,9 kb nimmt die
Zahl der homologen Rekombinationsereignisse exponentiell zu (Hasty et al., 1991,
Deng et al., 1992). Auch unter Verwendung von syngenetischer DNA erhdht sich die
Wahrscheinlichkeit einer homologen Rekombination (Riele et al., 1992). Unter
syngenetischer DNA verstehnt man genomische DNA, die aus dem gleichem

Mausstamm, aus dem die embryonale Stammzellen (ES-Zellen) isoliert wurden, stammt.

Das Targeting-Konstukt wird mittels Elektroporation in ES-Zellen gebracht, die
dann in Anwesenheit des Antibiotikums wachsen. ES-Zellen, in denen eine stabile
Transfektion des Konstrukts stattgefunden hat, kdnnen Uber die Expression der
Antibiotika-Resistenz selektiert und (z. B. mittels PCR) auf die homologe Rekombination
untersucht werden. ES-Zellen, in denen eine homologe Rekombination stattgefunden
hat, werden in eine Wirtsblastozyste injiziert oder nach Aggregation mit einer Morula
(Wood et al.,, 1993) in den Uterus einer scheinschwangeren Maus reimplantiert. Die
chimaren Nachkommen dieser Maus besitzen eine mosaikartig zusammengesetzte
Fellfarbe, da die ES-Zellen von braunen (agouti) Mausen (129/SvJ) stammen und die
Blastozysten aus schwarzen C57/B6 Mausen isoliert werden. Die nachfolgende
Kreuzung der chimaren Mause mit schwarzen C57/B6 Mausen lasst erkennen, ob das
mutierte Allel in die Keimbahn der Chimaren gelangt ist. Da das braune Agouti-Gen
dominant Uber die schwarze Fellfarbung ist, tragen nach Mendel 50% der braunen
Nachkommen das mutierte Allel. Schwarze Nachkommen enthalten keine Mutation im
zu untersuchenden Gen. Mit Hilfe von Southern-Blot-Analysen oder Uber PCR kann das
ausgeschaltete Allel nachgewiesen werden. Eine Kreuzung zweier heterozygoter Mause
resultiert schlieBlich in 25% homozygoter Nachkommen (Capecchi, 1989a, Capecchi,
1989b). Die Untersuchungen der Mause auf einen veranderten Phanotyp ermdglichen

Ruickschlisse auf die Funktion des manipulierten Gens (Saftig, 1997).
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1.5 Im murinen Knockout-Modell untersuchte GTPasen

Seit bereits ca. zehn Jahren ist das murine Knockout-Modell (siehe Kap. 1.4) eine
Methode, die zunehmend an Popularitat gewonnen hat. Daher ist es auch nicht
verwunderlich, dass auch andere GTPasen mit Hilfe dieser Methode untersucht wurden.
Das N-Ras-Gen wurde von Umanoff et al. (1995) in der Maus ausgeschaltet. Dabei
fanden sie keine Unterschiede in Entwicklung, Wachstum und Fertilitat zwischen
Wildtyp-Mausen und N-Ras-defizienten Mausen. Auch das Ausschalten von H-Ras
bringt keine phanotypischen Veranderungen hervor (Esteban et al.,, 2001). K-Ras
hingegen ist fur die embryonale Entwicklung von Mausen essentiell (Koera et al., 1997).
K-Ras defiziente Mause zeigen in der Embryonalentwicklung ab dem Tag 11,5 post
conceptionem Veranderungen der Motoneuronen der Medulla und sterben schliel3lich
ab dem Tag 12,5. Neuronale Veranderungen beobachtete man auch in Rab3A-
defizienten Mausen. In diesen mutierten Mausen findet nach einem normalen Impuls der
Neuronen eine erhdhte Exozytose von Vesikeln in die Synapse statt (Geppert et al.,
1997). Auch Rac1 und Rac2 sind bereits mit Hilfe des murinen Knockout-Modells
untersucht worden. Dabei waren Rac2-defiziente Mause zwar lebensfahig, doch zeigten
sie Abnormalitaten im Verhalten der neutrophilen Granulozyten in ihrer Abwehrfunktion
(Kim and Dinauer, 2001). Rac1-Knockout-Mause waren embryonal letal. Die
untersuchten Embryos zeigten verstarkten Zelltod wahrend der Phase der Gastrulation.
In-vivo Studien einer Epiblasten-Kultur aus den Rac1-defizienten-Mausen belegten
aulRerdem die Rolle von Rac1 bei der Bildung von Lamellopodien, der Zell-Adhasion
und Zell-Migration. Vermutlich ist die Rac1-vermittelte-Zell-Adhasion bei der Bildung der
Keimblattschichten wahrend der Gastrulation essentiell (Sugihara et al., 1998). Aus der
Familie der ARF-Proteine ist ARL4 in der Maus bereits ausgeschaltet worden. Diese
Mutanten sind im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Geschwistern phanotypisch

unauffallig (Jacobs, 1999; Koling, unverdffentlicht).
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die physiologische Rolle der Ras-homologen
GTPase ARFRP1 aufzuklaren, indem das Gen in der Maus ausgeschaltet wurde. Um
dieses Ziel zu erreichen, war es notwendig, das Gen zu isolieren und die genomische
Struktur aufzuklaren. Die Isolation des genomischen Klons ermoglichte es auflerdem,
den Promotor von Arfrp1 zu charakterisieren und die Regulation der Genexpression von

Arfrp1 zu untersuchen.

Die genomische DNA wurde zur Herstellung eines Targeting-Konstrukts
eingesetzt, das die Grundlage fur die homologe Rekombination zum Ausschalten des
Arfrp1-Gens darstellte. Embryonale Stammzellen wurden stabil mit dem Targeting-
Konstrukt transfiziert und es wurde ein Klon, bei dem eine homologe Rekombination
stattgefunden hatte, gezlchtet und in Blastozysten injiziert. Diese Blastozysten wurden
dann zur Herstellung von chimaren Mausen in scheinschwangere Mause reimplantiert.
Die chimaren Mause wurden zur Zucht von Arfrp1-defizienten Mause eingesetzt. Da
Mause, in denen das Arfrp1-Gen deletiert war, embryonal letal waren, wurden diese

Embryos genauer untersucht.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

E. coli: DH5¢, endA™ Wirtsstamm
XL1-Blue MRA

2.1.2 Vektoren

pUC18® (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
pGL3®-Basic (Promega, Mannheim)
pGEM®-5Zf(+) (Promega, Mannheim)
pBlueskript®ll-KS (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

2.1.3 Standards, Enzyme, Antikorper und Primer- bzw. Oligonukleotid-DNA

Restriktionsendonukleasen wurden von den Herstellern Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg), Gibco-BRL (Eggenstein), Life Technologies (Karlsruhe), New
England Biolabs (Beverly, USA), MBI-Fermentas (Vilnius, Litauen), Promega
(Mannheim) und Roche-Diagnostics (Mannheim) erworben. 100 bp und 1 kb Leitern
wurden von Gibco-BRL (Eggenstein), und Primer- bzw. Oligonukleotid-DNA wurden bei
MWG-Biotech AG (Ebersberg) bestellt. Antikbrper wurden von Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) erworben.
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2.1.4 Kits

BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA)

FuGene®6-Reagenz (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)

Jetsorb-Kit® (Genomed, Bad Oeynhausen)

Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer (Promega, Madison, USA)
Midi-/ Maxipraparationskit (Qiagen, Hilden)

QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden)

SP6/T7 Transkriptionskit (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim)

Sure Clone Kit® (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

TdT-FragEL DNA Fragmentation Detection Kif® (Oncogene Research Products,
Boston, MA, USA)

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Grundtechniken

Die Durchfiuhrung von molekularbiologischen Standardmethoden, wie z. B.
Restriktionsverdau, Ethanolfallung, Auffullen einzelstrangiger DNA-Enden und
Dephosphorylierung, wurden nach den Vorschriften von Sambrook et al. (1989)
durchgefuhrt.

2.2.1.1 Kultivierung von Escherichia coli (E.coli)

E. coli wurden unter Schutteln bei 37°C Uber Nacht in LB-Medium Kkultiviert.
Sofern E. coli mit einem Plasmid transformiert waren, wurde das Medium mit dem
Antibiotikum entsprechend des Resistenzgens versetzt (Maniatis et al.,, 1982). Zur
Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Agar (Gibco BRL, Eggenstein)
hinzugefugt. Dabei wurden fur Klonierungsarbeiten der E. coli-Stamm DH5a (Life

Technologies, Karlsruhe), und fur die Phagenaufnahme der E. coli-Stamm XL1-Blue
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eingesetzt. Fur die XL1-Blue-Zellen wurde das LB-Medium zusatzlich noch mit Maltose

(Endkonzentration 0,2% w/v) und MgCl, (Endkonzentration 10 mM) versetzt.

LB-Medium: 10 g/l Peptone
10 g/l NaCl
5 gl Hefeextrakt

2.2.1.2 Kultivierung von COS-7-Zellen

COS-7-Zellen (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA, Kat.
Nr. CRL-1651) wurden in DMEM-High Glucose (PAA-Labratories, Linz, Osterreich) mit
10% FCS (PAA-Labratories, Linz, Osterreich) bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Zur
Subkultivierung der Zellen wurden diese mit 1 x PBS gewaschen und fir 5 min bei 37°C
mit 0,05% Trypsin/EDTA (Seromed, Berlin) inkubiert. Die Trypsinierung wurde mit
frischem Medium gestoppt und kleinere Mengen der Zellsuspension je nach Bedarf auf

neue Kulturflaschen verteilt.

2.2.1.3 Isolierung von DNA

Da unterschiedliche Arten von DNA isoliert werden mussten, wurde je nach Art

und erwinschter Menge der DNA nach unterschiedlichen Protokollen verfahren.

2.2.1.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA, kleiner MaRstab

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA in kleinem Mal3stab erfolgte nach der Rapid-
Boiling-Methode von Holmes und Quigley (1981).

2.2.1.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA, groRer MaRstab

Fir die Plasmidaufreinigung in grolem Malstab (50-200 pg) wurde das Midi-

oder Maxiprdparations-Kit von Qiagen (Hilden) verwendet.
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2.2.1.3.3 Isolierung von Phagen-DNA

150 ul einer Uber Nacht herangezogenen Kultur maltoseinduzierter (0,2% w/v)
Bakterien XL1-Blue MRA wurden mit ca. 3 x 10° plaque forming units (pfu) Phagenklone
und 100 ul SM-Puffer versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 3,5 ml
TOP-Agarose wurde die Kultur auf Agarplatten ausplattiert und 8-14 h bei 37°C
inkubiert. Anschlielend wurden die Phagen mit der TOP-Agarose in 3 ml SM-Puffer,
4 ul Chloroform fur 15 min geschuttelt und abgeschabt. Die Bakterienreste wurden
durch Zentrifugation bei (10 min 10 000 x g) abgetrennt, der Uberstand zur Zerstérung
der bakteriellen Nukleinsduren mit 1 ul RNase A-Lésung und 1 ul DNase-Ldsung
versetzt und 30 min inkubiert. Die Phagenanteile wurden durch Zugabe von einem
Volumenanteil 20% (w/v) PEG 20 000, einem halben Volumenanteil 4 N NaCl, und
Schutteln auf Eis Uber 1 h und anschlielender Zentrifugation (10 min 10 000 x g, JA-20
Rotor) pelletiert. Das erhaltene Pellet wurde in 500 ul TE-Puffer aufgenommen und die
Phagen anschlieBend mit 1/100 Volumenanteil 10% (w/v) SDS, 1/500 Volumenanteil
Proteinase K (10 mg/ml) 10 min bei 68°C lysiert. Die Salzkonzentration wurde mit 1/40
Volumenanteii 4 N NaCl erhoht, die Phagen-DNA mittels zweimaliger
Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt und mit 100% Isopropanol gefallt. Das Pellet
wurde mit 70% (v/v) Ethanol vorsichtig gewaschen und anschlielend in 100 pl TE
aufgenommen. Die Konzentration der Phagen-DNA wurde gemessen und diese

anschlielend mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen verdaut.

SM-Puffer: 20 mM NaCl

10 mM MgCl;

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
TOP-Agarose: 749 Agarose/l LB-Medium
RNase A-Losung: 10 mg/mi RNase A
DNase I|-L6sung: 10 mg/ml DNase |
TE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA
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2.2.1.3.4 Isolierung genomischer DNA aus embryonalen Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) wurden mit 500 ul DNA-Lysepuffer 8-14 h
bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von Isopropanol wurde die DNA geféllt, an einem
Glasstab aus der Zellldsung gehoben und in 200 ul destilliertem Wasser gelost, wobei

der Vorgang durch Schutteln bei 37°C unterstitzt wurde.

DNA-Lysepuffer: 100 ug/ml Proteinase K
100 mM Tris-HCI, pH 8,5
5mM EDTA
0,2% SDS
200 mM NaCl

2.2.1.3.5 Isolierung genomischer DNA aus Mauseschwanzen

Mit einem Skalpell wurde den Mausen 0,5-1,0 cm der Spitze ihres Schwanzes

abgeschnitten, und in 500 ul Lysispuffer mit 20 ul Proteinase K (20 mg/ml, Sigma-
Aldrich, Deisenhofen) Uberfiihrt. Uber Nacht wurde das Gewebe bei 56°C unter
die DNA udber

100% Isopropanol geféllt und an einem gebogenem Glashaken aufgenommen, zur

Schutteln geldst, Phenol/Chloroform  Extraktion gereinigt, mit

Reinigung in 70% (v/v) Ethanol geschwenkt und in 200 ul TE aufgenommen.

Lysispuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM EDTA
100 mM NaCl
1% SDS
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

2.2.1.3.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA und RNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm

und 280 nm photometrisch bestimmt.
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2.2.1.4 Subklonierung von DNA

Um die isolierte DNA zu untersuchen, waren Subklonierungschritte notwendig.

2.2.1.4.1 Eluierung der DNA aus Agarose

Nach einer elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten Uber
Agarosegele wurden erwinschte Fragmente unter UV-Licht ausgeschnitten. Die DNA

wurde dann mit Hilfe des Jetsorb-Kit® nach Angaben des Hersteller eluiert.

2.2.1.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Volumen von 10 pl
bestehend aus 1 ul 6 mM ATP, 1 unit T4-Ligase, 1 ul Ligationspuffer, ca. 0,1 pmol
Vektor und 0,3 pmol Fragment. Dieses wurde bei 16°C 8-14 h inkubiert und

anschlielend transformiert.

Ligationspuffer: 660 mM Tris, pH 7,6
100 mM MgCl,
150 mM DTT
10 mM Spermidin

2.2.1.4.3 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock-Methode

Bei der Transformation wurden E. coli Zellen, die nach der Methode von Hanahan
(1983) kompetent gemacht worden waren, eingesetzt. Kompetente Zellen wurden auf
Eis aufgetaut, 100 ul Zelllésung mit 0,1 ug DNA versetzt und fur 30 min auf Eis gelagert.
Nach einer Inkubation bei 42°C fur 90 sec wurde die Losung wieder auf Eis gekuhlt, mit
250 pwl LB-Medium versetzt, 45 min bei 37°C inkubiert und dann auf Agaroseplatten mit
dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Transformationseffizienz liegt mit
dieser Methode bei etwa 2 x 10® bis 5 x 10® Kolonien pro ug DNA.
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2.2.1.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxynukleotid-
Methode (Sanger et al., 1977) durchgefuhrt. Dazu wurde das Thermosequenase-Cycle-
Sequencing-Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Die Auftrennung
der Sequenzreaktion erfolgte in einem automatischem Sequenzierer (LI-COR, Lincoln,
NE, USA) in einem 6% Harnstoffgel, bestehend aus folgenden Komponenten: 6% (w/v)
Acrylamid/Bisacrylamid (19:1, Amresco, Solon, USA), 7,3 M Harnstoff und 0,05% (w/v)
APS in 0,5 x TBE, das mit 0,54 ul/ml TEMED polymerisiert wurde. Als Laufpuffer wurde

0,5 x TBE verwendet. Die Sequenzreaktion erfolgte gemal der Anleitung des

Herstellers.
10 x TBE: 0,89 M Tris-HCI, pH 7,5
0,89 M Borsaure
25 mM EDTA

Verwendete Sequenzierprimer:

Alle verwendeten Sequenzierprimer wurden 5-IRD 800 markiert.

Zur Sequenzierung von Inserts im Vektor pGL3®-Basic:
pGL-Fw: 5’-GTG CAA GTG CAG GTG CCAG-3’

pGL-Rev: 5’-GTG TTC CAT GGT GGC TTT AcC-3’
Zur Vervollstandigung der genomischen Sequenz von Arfrp1 im Bereich des 6. Introns:
Fw: ARP Int6F 5’-GTT TGT ATG AGG ATC GAG TCG-3’

Rv: ARP Int6R 5’-GAT CCT CAT AGA AAC CAG TGG-3’

Zur Sequenzierung von Inserts im Vektor pBlueskript® 11-KS, und pUC18:
Hierflr wurden die gebrauchlichen Primer M13-Fw und M13-Rv verwendet.

22



MATERIAL UND ME IHODEN

2.2.1.6 Transiente Transfektion von COS-7-Zellen

Die transiente Transfektion der COS-7-Zellen wurde mit Hilfe des FuGene®-6
Systems (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Am Tag der Transfektion wurden pro Probe 3 Wells einer 6-Well-
Kulturschale mit 1,2 x 10° Zellen in 2 ml Medium ausgesét und 0,75 ug aufzunehmende

Plasmid-DNA mit 2,5 ul FuGene Reagenz eingesetzt.

2.2.2 Isolation genomischer Klone

Fur die Charakterisierung des Arfrp1-Gens und fur die Herstellung des knockout-
Konstrukts von Arfrp1 war es notwendig, die genomische DNA des Arfrp1-Gens der
Maus zu isolieren. Eine Moglichkeit genomische DNA zu isolieren besteht darin,
genomische Klone einer Library zu isolieren. Diese wurden fragmentiert, um sie danach

weiter zu verwenden.

2.2.2.1 Screening der A-Fix-Phagen-Library

Um die genomische DNA des Arfrp1-Gens der Maus zu isolieren, wurde eine A-
Fix® 1l-Bibliothek des Mausstammes 129/SvJ (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
verwendet. Dabei wurden E. coli XL1-Blue MRA-Zellen mit Bakteriophagen infiziert, die
Fragmente der genomischen Sequenz der Maus enthalten. Zunachst wurden diese
Bakterien in LB-Medium Uber Nacht kultiviert. 100 ul dieser Kultur wurden mit 50 ml LB-
Medium, 10 mM MgCl, und 0,2% (w/v) Maltose versetzt. Die Bindung von Maltose an
seinen Rezeptor induziert die Expression des Lam B Proteins. Lam B ist Bestandteil der
Bakterienmembran und dient dem Bakteriophagen zur Adhasion an die Zellmembran.
Nach einer Inkubation von 4 h wurden ca. 4 x 10° pfu der Phagen hinzugegeben, fiir
weitere 30 min inkubiert und auf 22 x 22 cm grofen Platten mit 50 ml TOP-Agarose
ausplattiert. Die anschlieRende Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 37°C. Um die Phagen

auf eine geeignete Matrix zu transferieren, wurden zwei Nylonmembranen (Nylon
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Hybond N* Filter, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) fiir 2 min bzw. 5 min auf die
TOP-Agarose gelegt. AnschlieBend wurden die Membranen je 5 min in
Denaturierungslosung, Neutralisierungslosung und 2 x SSC gewaschen, bei 80°C
getrocknet und fixiert. Die Filter wurden mit markierten Sonden hybridisiert und die
entstandenen Signale auf den Film den Phagen zugeordnet. Fir weitere Screening-
Runden wurden Phagen aus den Platten vorausgegangener Runden ausgestochen,
Verdiinnungen (10°-107 pfu) hergestellt, und erneut auf kleineren Platten (Durchmesser
90 mm) in entsprechend kleinerem Volumen ausplattiert. Nach 5-6 Runden war es

moglich, Einzelplaques auszustechen und die DNA dieser Phagen aufzureinigen.

20 x SSC: 3M NaCl

0,3M NasCitrat
Denaturierungslosung: 0,5 M NaOH

1,5M NaCl
Neutralisierungslosung: 0,5 M Tris-HCI, pH 7,2

1,5M NaCl

2.2.2.2 Shotgun-Methode zur Fragmentierung von DNA

20 ug der zu fragmentierenden DNA wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal} in
20 ul TE 1-3 x fur 30 sec mit maximaler Intensitat beschallt (Branson Sonifier 450,
Danbury, CT, USA). Fragmente von 600-1200 bp wurden in einem 1% Agarose-Gel

aufgetrennt, eluiert und mit Hilfe des Sure Clone Kits® in den pUC 18 Vektor kloniert.

2.2.2.3 PCR (Polymerase Chain Reaktion)

Die Methode der PCR wurde angewendet, um spezifische DNA-Fragmente zu
amplifizieren bzw. zu mutieren. Dabei wurden je nach verwendetem Primer, Herkunft
der DNA und GroRRe des erwlnschten Fragments die optimalen Reaktionsbedingungen
empirisch ermittelt. Im Allgemeinem wurde folgender Ansatz gewahlt: 50 pmol Primer,
10 ng cDNA, 10 bis 20 ng Plasmid-DNA oder 20 bis 40 ng genomische DNA, 1 unit Taqg-
Polymerase (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim), 200 uM dNTP’s, 10 ul 10 x PCR-
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Puffer mit Mg®* (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) ad 100 pl mit destilliertem

Wasser.

Allgemeines Reaktionsschema:

1x  5min 95°C Initiale Denaturierung
30x 1 min 94°C Denaturierung

1 min T.' (entsprechend dem Primer) Primer-Anlagerung

2 min 72°C Primer Verlangerung
1x 6min 72°C Finale Verlangerung

Verwendete Primer:

Herstellung der 5 UTR Sonde fur das Screening der L-Fix Library:
Fw: VARP5U-AM 5’-TGA AGG GGT CAA CGT GAG-3’
Rv: RARP5U-AM 5’-CAT cCT GTT TGG CAC cc-3’

35 Zyklen, T,: 55°C auf Rattentestis cDNA-Library

Amplifikation der Neomycinresistenz-Kassette zur weiteren Klonierung:
Fw: NeoF 5’-CAG TGA ATT CTC GAG CAG TG-3'’

Rv: NeoR 5’-cCA TGA TAT CGC CAA GCT TG-3’

Herstellung einer Sonde fir die Genotypisierung von ES-Zellen und Mausen im Bereich
des 4. Introns von Arfrp1:

Fw: ARPINT4-F 5’-GCA AAA GGA ACC TGG AAC TG-3’
Rv: ARPINT4-R 5’-CTG AAA GTG CTC AAC TCA GG-3'’
35 Zyklen, Ta: 54°C auf 5,6 kb Fragment des Arfrp1-Gens in pGL3®-Basic

T Annealingtemperatur
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2.2.2.4 Southern-Blot-Analyse

Die Southern-Blot-Analyse stellt eine klassische Methode dar, um spezifische
DNA-Sequenzen, die Uber Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetrennt wurden, Uber
radioaktive Hybridisierung zu detektieren. Nukleinsaurefragmente wurden Uber ein
Agarose-Gel aufgetrennt und mittels Kapillarblotting auf eine Nylonmembran (Nylon
Hybond N* Filter, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) Ubertragen (Southern,
1975). Als Blottingpuffer wurde 4 N NaOH verwendet. Die Nylonmembran wurde nach
dem Blotting in 2 x SSC gewaschen, die DNA durch Backen bei 80°C fur 2 h fixiert.

2.2.2.4.1 Gel-Elektrophorese von DNA

Far die Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten wurden diese in 20 pl mit
5 ul Probenpuffer auf 0,7 bis 2% Agarosegele (w/v) (Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Schweden) in TAE-Puffer mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid beladen. Als Gro3enstandards
wurden 100 bp und 1 kb Leitern verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 V.

Probenpuffer: 60% (v/v)  Glycerin, wasserfrei
0,25% (w/v) Orange G
200 mM Tris-Acetat, pH 8,0
5mM EDTA

2.2.2.4.2 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Die Herstellung radioaktiv markierter Sonden erfolgte nach der Random-Primer-
Labeling-Methode (Feinberg und Vogelstein, 1983). 50-100 ng DNA wurden mit 1-1,5 ug
eines Gemisches statistischer Hexanukleotid-Primer (Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Schweden) 5 min bei 95°C denaturiert und 5 min auf Eis gekuhlt. Durch Zusatz von 25
nCi [a**P]-dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und 2 units
Klenow-Fragment in einem Gesamtvolumen von 20 pl 1 x OLB und Inkubation tuber 1-2
h bei 37°C wurde die radioaktive Markierung der Zweitstrangsynthese gestartet. Die

Reaktion wurde durch die Fallung mit dem 0,33-fachen Volumen TE, 7,5M
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Ammoniumacetat, 10 pug Heringssperma-DNA und dem 0,66-fachen Volumen
absolutem Ethanol gestoppt, 30 min bei —80°C gefallt, und bei 13 000 x g zentrifugiert.
Das so erhaltene Pellet wurde in 200 ul TE aufgenommen und die Aktivitat der Sonde

im Szintillationszahler bestimmt.

5x OLB: 0,5M Tris-HCI, pH 6,9
0,1 M MgSOs4
1 mM DTT

je 0,6 MM  dATP, dGTP, dTTP

2.2.2.4.3 Hybridisierung von an Nylonmembran gebundenen Nukleinsauren mit
radioaktiv markierten Sonden

Um eine unspezifische Bindung der radioaktiven Nukleinsauren zu verhindern,
wurde die Nylonmembran je nach Grdle mit 5-20 ml Prahybridisierungspuffer in einer
Glasrohre 1 h bei 42°C in einem Hybridisierungsofen (Biometra, Gottingen) inkubiert.
Der Puffer wurde dann entfernt und die (vorher Uber 5 min bei 95°C denaturierte)
radioaktive DNA-Sonde in einer entsprechenden Menge Prahybridisierungspuffer
zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgte 8-14 h bei 42°C. Anschlieliend wurde die Sonde
abgenommen und der Filter gewaschen. Je nach gewinschter Stringenz wurden
unterschiedliche Waschbedingungen gewahlt. Ein Southern-Blot mit genomischer Maus-
DNA zur Genotypisierung der Mause wurde beispielsweise 2 x mit 0,8 x SSC/0,1% SDS
far 30 min bei 55°C, und anschliefend 2 x mit 0,2 x SSC/0,1% SDS fur 30 min bei 55°C
gewaschen.

Prahybridisierungspuffer: 50% (v/v)  Formamid

600 mM NaCl

40 mM NaH;PO,
4 mM EDTA

0,1% (w/v) BSA
0,1% (w/v) PVP
0,1% (w/v) Ficoll
0,5% (w/v) SDS
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2.2.3 Untersuchung des Promotorbereiches von Arfrp1

Der Promotorbereich von Arfro1 wurde untersucht, um die Proteine zu
identifizieren, die die Transkription von Arfrp1 kontrollieren. Dazu wurden
Deletionsmutanten mit Hilfe der Endonuclease Ill und Punktmutationen mit Hilfe der
PCR hergestellt und in einem Luciferase Assay untersucht. Im Anschluss wurden

Sequenzbereiche des Promotors in einem Electro-Mobility-Shift-Assay untersucht.

2.2.31 Herstellung von Mutationen im 5‘-flankierenden Bereich des Arfrp1-

Gens

Zur Identifizierung des Arfrp1-Promotors und mogliche Bindungsstellen flr
Transkriptionsfaktoren wurde der 5'-flankierende Bereich des Arfrp1-Gens deletiert und

die Core-Sequenz putativer Transkriptionsfaktorbindungsstellen mutiert.

2.2.3.1.1 Herstellung der Deletionsmutanten mit Hilfe der Endonuclease lll

Deletionsmutanten des Promotors von Arfrp1 wurden nach Sambrook et al.
(1989) hergestellt. Dieses Verfahrens basiert darauf, dass nach Erzeugung
entsprechender Uberhdnge durch Restriktionsenzyme, hier Xho | und Kpn |, ein 3'-
uberhangender DNA-Strang mit der Endonuclease |ll abgedaut wird und anschliel3end
der ubrige Einzelstrang bis zur doppelstrangigen DNA mit der S1-Nuclease abgedaut
wird. 10 ng des Promotorbereichs von Arfrp1 wurde aus dem Vektor pGL3-Basic® mit
den oben genannten Enzymen geschnitten. Nach einer Ethanolfallung und
anschlieender Zentrifugation wurde das DNA-Pellet in 60ul EN Il Puffer
aufgenommen und mit 150 units Endonuclease Il versetzt. Alle 30 sec wurden 2,5 pl
der Losung entnommen, und die Reaktion durch Zugabe von eiskaltem 7,5 ul S1-
Reaktionsmix gestoppt. Die S1-Nuclease wurde durch eine Inkubation der Lésung bei
30°C aktiviert. AnschlieBend wurde durch die Zugabe von 1,0 ul S1-Stop-Puffer und
Inkubation bei 70°C die Aktivitat des Enzyms gestoppt. Die deletierten DNA-Strange
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wurden Uber eine Agarose-Gel Elektrophorese aufgetrennt, aus der Agarose eluiert und

erneut in den Vektor pGL3-Basic”® kloniert.

10 x EN Il Puffer: 0,66 M Tris-HCI, pH 8,0
66 mM MgCl,
1 mM KCI
S1-Reaktionsmix: 172 pl H,0O
27 ul 10 x S1-Puffer
60 units S1-Nuclease
10 x S1-Puffer: 5 mi 5 M NaCl
1,1 ml 3 M K-Acetat, pH 4,5
5,0 mi Glycerol
20 ml 1M ZnSO,
S1-Stop-Puffer: 0,3 M Tris-Base
50 mM EDTA, pH 8,0

2.2.31.2 Herstellung von Mutationen im Promotor von Arfrp1

Um spezifische Mutationen in den zuvor ermittelten Bindungsstellen potenzieller
Transkriptionsfaktoren im Promotor von Arfrp1 herzustellen, wurde folgende PCR-

Strategie angewandt.

Als Ausgangstemplate diente der Wildtyp-Promotor von Arfrp1 (-118 / +112) im
pGL3-Basic®-Vektor. Hierauf wurden zwei PCR's durchgefiihrt, wobei die Mutation in
der ersten PCR in den forward Primer und in der zweiten PCR in den reverse Primer

eingebracht wurde. Die verwendeten Primer-Kombinationen stellen sich wie folgt dar:

PCR 1:
Forward Primer. Mut-pGL3-F
Reverse Primer. MutArpNfKBr oder MutArpCrelr oder MutArpCetr oder ArpEtsMutr

PCR 2:

Forward Primer. MtuArpNfKBf oder MutArpCrelf oder MutArpCetf oder ArpEtsMutf
Reverse Primer. Mut-pGL3-R
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Die Produkte dieser beiden PCR's wurden in einer weiteren PCR wiederum als
Template eingesetzt. Dabei wurden die Primer Mut-pGL3-F und Mut-pGL3-R verwendet.
Das Produkt dieser PCR bestand aus dem /nsert mit der eingebrachten Mutation sowie
aus Uberhangen, die die Multi-Cloning-Site enthalten. Dieses Produkt wurde mit Hilfe
des Klenow-Fragments gebluntet, in die Sma | Schnittstelle des pGL3-Basic®-Vektor

kloniert, um eine ausreichende Menge des mutierten DNA-Fragments zu erhalten.

Um die mutierte DNA in der richtigen Orientierung mit dem Luciferase-Gen zu
fusionieren, wurde sie mit den Restriktionsenzymen Kpn | und Bgl |l geschnitten in den
pGL3-Basic®-Vektor ligiert.

Folgende Primer wurden zur Herstellung der Mutationen verwendet:
a.) Mutation der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors NfxkB:
Fw: MutArpNfKBf 5’-cTC cGC CAT ATA CTT ccG cc-3
Rv: MutArpNfKBr 5’-GGC GGA AGT ATA TGG CGG AG-3’
b.) Mutation der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors cRel:
Fw: MutArpCrelf 5’-CGG GCA CAA TAG CCG GAG AG-3’
Rv: MutArpCrelr 5’-cTC TCC GGe TAT TGT 6ec ¢6-3
c.) Mutation der ersten Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors cEts1:
Fw: MutArpCetf 5’-GcA cTT ccG CAT TCG AGC CG-3'
Rv: MutArpCetr 5’-CcGG CTC GAA TGC GGA AGT GC-3’
d.) Mutation der zweiten Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors cEts1
Fw: ArpEtsMutf 5’-GAA GCT GCA ATT ATT AGT ACC TG-3’
Rv: ArpEtsMutr 5’-CAG GTA CTAATT GCA GCT TC-3’
e.) Vektorprimer fur die Mutationen:
Fw: Mut-pGL3-F 5’-ccc ATT cGe cAT TCA GGC TG-3
Rv: Mut-pGL3-R 5’-CAG CGT AAG TGA TGT cCcA cc-3
Fur alle Mutationen wurden dieselben Bedingungen gewahlt:
35 Zyklen, T,: 60°C
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2.2.3.2 Luciferase-Assay

Zur ldentifizierung des Arfrp1-Promotors wurden 118 bp Uber PCR oder durch
Deletion mit der Endonuclease Il untersucht und in den pGL3®-Basic-Vektor kloniert.
Die zu untersuchenden Plasmid-DNA-Konstrukte wurden gemeinsam mit einem fur
B—Gal kodierenden Kontrollvektor wie unter 2.2.1.6 beschrieben mit FuGene®6 Reagenz
co-transfiziert. Mit diesem B-Gal Kontrollvektor (pSVL-p-Gal) lasst sich durch Messung
der B-Galaktosidase-Aktivitat die Transfektionseffizienz bestimmen. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 100 ul 1 x Reporter Lysis Buffer
versetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Das Protein-Lysat wurde 30 sec bei 14 000 rpm in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand zur Messung abgenommen. Zur
Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat wurden 83,3 ml 3-Gal-Mix mit 16,6 ul ONPG-
Losung (1 mg/ml 2-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und
2 ul Protein-Lysat bei 37°C 15 min inkubiert und die Farbveranderung photometrisch bei

420 nm bestimmt. Mit folgender Formel konnte die Aktivitat dann berechnet werden:

OD,,,, X 6000

B-Gal.-Aktivitat =
Inkubationszeit (min)

(Quelle: Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer (Promega, Madison, USA)

Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat erfolgte mit 20 ul des Protein-Lysats,
100 pl des Substrats Luciferin durch Messung im Luminometer LB 9507 (EG & G
Berthold, Bad Wildbad) fur 10 sec. Der gemessene Wert des Luminometers wurde dann

auf die Transfektionseffizienz bezogen:

Wert des Luminometers

Luciferase-Aktivitat =
B-Gal.-Aktivitat

(Quelle: Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer (Promega, Madison, USA)
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Die Promotorregion des zu untersuchenden genomischen DNA-Bereichs
kontrolliert die Expression der Luciferase im pGL3-Basic® Vektor. Die bestimmte

Luciferase-Aktivitat entspricht damit der Promotoraktivitat des zu untersuchenden

Bereichs.
B-Gal-Mix: 60 mM Na,HPO,4
40 mM NaH,PO,
1TmM KCI

1TmM MgCl,

2.2.3.3 Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay (EMSA)

Electrophoretic-Mobility-Shift-Assays dienen dem Nachweis DNA-bindender
Proteine, beispielsweise Transkriptionsfaktoren. Der Nachweis beruht auf einem
veranderten Laufverhalten von Protein-DNA-Komplexen im Vergleich zur reinen DNA in
einer Gelelektrophorese. Bei einem Supershift wird das Laufverhalten zusatzlich durch
die Zugabe eines Antikorpers verandert, indem sich ein Antikorper-Protein-DNA-

Komplex bildet.

2.2.3.3.1 Praparation der Kernextrakte aus COS-7-Zellen

Die Kernextraktion aus COS-7-Zellen wurde nach der Methode von Sadowski et
al. (1989) durchgefuhrt. Dazu wurden konfluent gewachsene Zellen nach folgendem
Schema gewaschen: 1 x mit PBS, 1 x mit 5 ml PBS/ 1 mM NasVO,4/ 5 mM NaF und 1 x
mit Hypotonic-Buffer. Die Zellen wurden dann in 500 ul Hypotonic + NP40 abgerubbert,
und in Mikroreagenzgefale Uberfiihrt. Die Uberstande mit Membranen und Zytosol
wurden nach Zentrifugation (20 sec, 14 000 rpm, JA-20 Rotor) verworfen und das Pellet
mit Zellkernen in 150 ul Highsalt Buffer resuspendiert und 30 min inkubiert. Durch den
Highsalt Buffer wurden die Kerne zerstort und die Kernproteine in Losung gebracht. Die
Zellfragmente werden anschlieend durch Zentrifugation (20 min, 14 000 rpm, JA-20
Rotor) entfernt. Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und bei —80°C

aufbewahrt.
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PBS-Puffer: 140 mM NaCl
3mM KCI
8 mM Na,HPO,4
1,8 mM KH.PO4

Highsalt Buffer: 1x Highsalt normal
20 mM NaF
1TmM Na3VO4
1 mM Na-Pyrophosphat
1 mM DTT
0,5 mM PMSF
1 pg/ml Aprotinin
1 ug/mi Leupeptin
1 ug/mi Pepstatin
2 x Highsalt normal: 840 mM NaCl

40 mM HEPES, pH 7,9
2mM EDTA
2mM EGTA

20% Glycerol
2 x Hypotonic Buffer: 40 mM HEPES, pH 7,9
2mM EDTA
2mM EGTA
Hypotonic normal: 1x Hypotonic Buffer
20 mM NaF
1 mM NazVO,
1mM Na-Pyrophosphat
1 mM DTT
0,5 mM PMSF
1 ug/mi Aprotinin
1 ug /ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
Hypotonic + NP40: 0,2% (v/iv) NP-40

in  Hypotonic normal

2.2.3.3.2 Eingesetzte Oligonukleotide und deren radioaktive Markierung

Im Gegensatz zu radioaktiv markierten Sonden werden Oligonukleotide fur einen
EMSA nach der End-Labeling Methode markiert. Die Oligonukleotide sind so konstruiert,
dass sie nach Erhitzen auf 95°C und sehr langsamem Abkuhlen doppelstrangig wurden,
und dabei 3’-Uberhdnge entstehen. Ca. 3 pmol dieser DNA wurden in einem
Endvolumen von 40 ul 1 x EMSA-OLB mit 50 uCi [0*?P]-dTTP und 5 units Klenow-
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Fragment fur 3 h bei Raumtemperatur inkubiert, damit die Uberhangenden Enden
aufgefullt und markiert wurden. Nach Abschluss der Markierungsreaktion wurde die
radioaktive Oligonukleotid-DNA Uber eine Saule aus dem QIAquick Nucleotide Removal
Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und in 100 ul Wasser
aufgenommen. Die Aktivitat der Oligonukleotide wurde in einem Szintillationszahler

gemessen und auf ca. 50 000 cpm/ul eingestellt.
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5x EMSA-OLB: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,9
0,1 M MgSOq4
1'mM DTT

je 0,6 mM dATP, dGTP, dCTP
EMSA Gel (4,5% Polyacrylamid/Glycerin Gel):

6,75 ml Acrylamid/Bisacrylamid 40%, 19:1
1,5 ml 10 x TBE
49,25 ml H20
2ml 87% Glycerin
40 ml TEMED
400 ml 10% APS (w/v)
5 x Gelshift Buffer (GSB): 50 mM HEPES pH 7,8
5mM EDTA
25 mM MgCly
50% Glycerin

Das Gel wurde bei 180V fur 30 min einem Vorlauf unterzogen, um das
ungebundene APS herauslaufen zu lassen. 9,5 ul Kernextrakte (1ug/ul) wurden pro
Probe vorgelegt, mit 9,5 ul EMSA-Cocktail gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dieses Gemisch wurde dann mit 1 pl radioaktiver Oligonukleotid-DNA
(50 000 cpm) versetzt. Fur einen Supershift durchgefuhrt wurde die Proteinldsung
zunachst 1 h mit 2 ul Antikorper inkubiert und dann die radioaktive DNA zugegeben. Die
Elektrophorese wurde bei 180V in 0,25 x TBE durchgefuhrt, das Gel in
10% Methanol/10% Essigsaure fixiert, auf einem Geltrockner getrocknet und ein

Autoradiogramm hergestellt.

EMSA-Cocktail: 4 ul 5x GSB
0,1 ul DTT (1 Min H,O)
1 PolydldC (1 mg/ml in TE, pH 8,0)
2l BSA, acetylated (10 mg/ml, Promega)
2,33 ul H.O
0,2 ul PMSF (200 mM in Ethanol)
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Verwendete Oligonukleotid-Sequenzen:

,Sonde A“. Die unterstrichenen Bereiche stellen Mutationen dar:

ArpGS2373f: 5’-TAG CCT TCT GCC CTC CGC CGG GCA CTT CCG CCG GAG-3’
ArpGS2400r: 5’-GGC TCT CCG GCG GAA GTG CCC GGC GGA GGG CAG AAG-3’
ArpGS1M2f: 5’-TAG CCT TCT GCC CTC CGC CGG GCA CAA TAG CCG GAG-3’
ArpGS1M2r: 5’-GGC TCT CCG GCT ATT GTG CCC GGC GGA GGG CAG AAG-3’
ArpGS1M3f: 5’-TAG CCT TCT GCC CTC CGC CGG GCA CTT CCG CAT TCG-3’
ArpGS1M3r: 5’-GGC TCG AAT GCG GAA GTG CCC GGC GGA GGG CAG AAG-3’

,Sonde B“. Die unterstrichenen Bereiche stellen Mutationen dar:

ArpGS2405f: 5’-AGC TGC CGG AAG TAC CTG CGC GCG GGG-3’
ArpGS2436r: 5’-GcG Gee ¢CG CGC GCA GGT ACT TCC GGC-3’
GS2-M4-f: 5’-AGC TGC AAT TAG TAC CTG CGC GCG GGG-3’
GS2-M4-r: 5’-GCG GCC CCG CGC GCA GGT ACT AAT TGC-3’

2.2.4 Herstellung der Arfrp1-Knockout-Mause

Alle Arbeiten im Zusammenhang mit den Knockout-Mausen wurden in enger
Zusammenarbeit mit Dr. Markus Moser (Institut fur Pathologie, RWTH-Aachen) und Dr.
Reinhard Kluge (Institut fir Versuchstierkunde, RWTH-Aachen) durchgeflihrt. Die
Arfro1-Knockout-Maus wurde hergestellt, um Ruickschlisse auf die physiologische

Funktion des Gens zu ziehen.

2.2.4.1 Herstellung des Arfrp1-Knockout-Konstrukts

Um das Knockout-Konstrukt von Arfrp1 herzustellen war es nétig, ein Konstrukt
mit einem grolkerem Abschnitt des Arfrp1-Gens zu klonieren, in dem dann ein
wesentlicher Bereich des Gens durch eine Neomycinresistenz-Kassette ersetzt wurde.
Die Neomycinresistenz-Kassette sollte zwischen zwei dem Zielgen homologen DNA-

Bereichen liegen. Je grof3er die Abschnitte flankierender DNA sind, desto grof3er ist die
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Wahrscheinlichkeit einer homologen Rekombination. Aul3erdem muss das Konstrukt in

einem liniearisierbaren Vektor vorliegen.

Der Vektor mit der Neomycinresistenz-Kassette wurde freundlicherweise von Dr.
Saftig (Institut far Biochemie Il, Universitat Gottingen) zur Verfugung gestellt. Zur
Herstellung des Zielkonstrukts wurde dieser mit dem Restriktionsenzym Sal | linearisiert,
die Uberhangenden Enden durch Behandlung mit Klenow-Fragment abgedaut und im
Anschluss mit Ava | vom Vektor getrennt. Aus der Phagenbank wurde ein ca. 5,6 kb
groRer Bereich des Arfrp1-Gens isoliert und in den pGEM®-5Zf(+) Vektor kloniert.
Dieser Genabschnitt enthdlt den 5-untranslatierten Bereich, das Exon 2 mit dem
Startcodon sowie Exon 3 und 4 des Arfrp1-Gens. So war es maoglich, die Exons 2 und 3
mit den Restriktionsenzymen Rsr Il (Schnittstelle bei 3019 bp) und Avr Il (Schnittstelle
bei 3604 bp) folgendermalien auszuschneiden: Mit Avr |l wurde geschnitten und die
Uberhangenden Enden mit Klenow-Fragment abgedaut, danach wurde mit Rsr Il
geschnitten. Da Rsr Il und Ava | kompatible Enden besitzen, war es nun maglich, die

Neomycinresistenz-Kassette gerichtet einzuklonieren.

2.2.4.2 Kultivierung der embryonalen Stammzellen

Murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind Zellen, die aus der inneren
Zellmasse (ICM) sehr fruher Embryonalstadien gewonnen werden. Verwendet wurde die
ES-Zelllinie R1, die sich aus den fruhen mannlichen Embryos des Mausstammes
129/Svd ableitet. ES-Zellen sind totipotent, das bedeutet, dass eine ungewollte
Differenzierung in spezifische Zelltypen mdglich ist. Um dieses zu verhindern, wurden
Kulturen auf embryonalen Feeder-Zellen gezlichtet. Feeder-Zellen sezernieren LIF und
andere Wachstumsfaktoren, die eine Differenzierung verhindern. Die Zellen wurden
jeden zweiten Tag passagiert und erhielten taglich frisches Medium.

ES-Medium: 2 mM L-Glutamat

5ml 100 x nicht essentielle Aminosauren

1000 U/ml  LIF (Gibco BRL®, Eggenstein)
in DMEM High Glucose/Na-pyruvate
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2.2.4.3 Feeder-Zellen-Herstellung und Gewinnung

Embryonale Feeder-Zellen sind eine Mischpopulation aus Rumpfzellen eines
13-14 Tage alten Embryos, ohne Darm, Leber, Nieren und Milz, mit einem Hauptanteil
an embryonalen Fibroblasten. Gewonnen wurden die Feederzellen von Muttern, die mit
einem Kollagen-9” Mannchen, das auf beiden Allelen ein Neomycinresistenz-Gen
besitzt, gekreuzt wurden. Die Antibiotikaresistenz ist notwendig, da bei der Kultivierung
der ES-Zellen zur Selektion der homolog rekombinierten Stammzellen Neomycin, bzw.
Geneticin 418 (G418) als Selektionsmarker verwendet wurde. Die Embryos wurden
unter sterilen Bedingungen prapariert, zerteilt und trypsiniert. Die Trypsinierung wurde
durch die Zugabe von Medium gestoppt, die Zellen zentrifugiert (5 min bei 1000 rpm in
einer Tischzentrifuge), in frisches 10% FCS haltiges DMEM-Medium aufgenommen und
auf je 2 Kulturflaschen verteilt. Nach 3 Tagen wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit Rontgenstrahlen behandelt, um die Zellen im Wachstum zu arretieren. Im

Anschluss wurden Gefrierkulturen hergestellt.

2.2.4.4 Elektroporation der ES-Zellen mit dem Knockout-Vektor

Der Knockout-Vektor wurde durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym Not |
linearisiert und durch eine Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt. 100 ug dieser DNA
wurden mit Ethanol gefallt und bei —20°C bis zur Elektroporation aufbewahrt. Durch
15 min Zentrifugation bei 4°C und 21 000 x g wurde das Konstrukt pelletiert und in 1 ml
PBS aufgenommen. ES-Zellen wurden wie oben beschrieben kultiviert, trypsiniert und
nach erneuter Zentrifugation wurden 10" Zellen in einer Elektroporationskiivette mit
15 ug DNA versetzt. Die Elektroporation fand in einem Bio-Rad Gene Pulser® II-
Elektroporator bei 0,8 kV und 3 uF statt. AnschlieRend wurden die Zellen in ES-Medium

aufgenommen und auf 8 Kulturschalen mit Feeder-Zellen verteilt.
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2.2.4.5 Nachweis des deletierten Arfrp1-Allels in ES-Zellen und Genotypisierung

der Mause

Um die Mutation der Arfrp1-Allelle zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche
Methoden, PCR und Southern-Blot-Analyse, angewendet (siehe Kap. 2.2.2.3 und
2.2.2.4).

Fur die Genotypisierung mittels PCR wurden folgende Primer verwendet. Abb. 21 gibt

dabei eine schematische Ubersicht der Lage der Primer-

Fw: NEO-400-KO (B1)  5’-cGAGGATCT CGT CGT Gec ¢-3

Fw: ARP-200-KO (A1) 5’-GGT ccA cAA ccC AGC TGA C-3

Rv: KO-ARP-R (C1) 5’-ccc AAA ACA TGA GAC GAG ccT Tcc-3
Fw: NestNeo400KO (B2) 5’-cce 1Ge TTG ¢c AAT ATC ATG-3

Fw: NestArp200KO (A2) 5’-cAG CTG ACC AGT GGT CAA AAC-3’

Rv: NestKOArprev (C2) 5’-CAC AGT GCC AAC TGG AAA GAG-3’

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

30-40 Zyklen, T,: 58°-60°C auf 20 ng genomischen DNA.

Bei der Genotypisierung von Nachkommen heterozygoter Eltern wurden die
Primer A1, B1 und C1 im Verhaltnis 1:1:1 in einer PCR eingesetzt, um in einem Schritt
zwischen Wildtyp-Tiere (200 bp groRes PCR-Fragment), heterozygoten Tieren (200 bp
grolles PCR-Fragment und 400 bp groRes PCR-Fragment) und Knockout-Tieren zu
unterscheiden (400 bp groldes PCR-Fragment).

Fir die Genotypisierung mittels Southern-Blot-Analyse wurde wie in Kap. 2.2.2.3
beschrieben eine Sonde im Bereich des vierten Introns (bp 3092-3472) von Arfrp1
hergestellt. Nach Inkubation von ca. 20 ug DNA mit dem Restriktionsenzym Stu | Gber
Nacht und der Auftrennung in einem 0,8% Agarosegel erfolgte der Transfer auf eine

Nylonmembran, die mit der Int4-Sonde hybridisiert wurde.
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2.2.4.6 Selektion der Neomycinresistenten ES-Zellen

Die ES-Zellen wurden in ES-Medium mit 400 ug/ml Geneticin 418 (G418) so
lange kultiviert, bis Zellen, die nicht antibiotikaresistent waren, starben (ca. 5 Tage).
Nach insgesamt 8 Tagen konnten 288 resistente Klone mit einer Pipette in 24-Well-
Multischalen Uberfihrt werden. Pro Well war 1 ml G418-haltigem Medium in denen
Feederzellen wuchsen vorgelegt. Nach etwa 3-5 Tagen wurden die Klone trypsiniert und
jeweils 80% eines Klons in 10% DMSO eingefroren, die Ubrigen 20% wurden fur die
DNA Praparation weiter kultiviert. Durch Southern-Blot-Analyse konnten dann Klone mit

homologer Rekombination identifiziert werden.

ES-Gefriermedium: 70% (v/iv) DMEM High Glucose/Na-puruvate
20% (v/iv) FCS
10% (w/v) DMSO

2.2.4.7 Injektion und Transfer von ES-Zellen in die Blastozysten

Uteri von C57/B6 Mausen wurden 2,5 Tage post conceptionem prapariert und die
Blastozysten mit Hilfe einer Spritze mit M2-Medium herausgespult. Zu diesem
Differenzierungszeitpunkt besallen die Blastozysten noch ihre vollstdndige Zona
pellucida und es erfolgte noch keine Nidation. Stammzellklone, bei denen eine
homologe Rekombination stattgefunden hatte, wurden trypsiniert, in wenig ES-Medium
aufgenommen und mittels einer Glaskapillare unter mikroskopischer Betrachtung in das
Blastozoel injiziert. Durch die Injektion kollabierten die Blastozysten, und die ES-Zellen
vermischten sich mit den Embryonalzellen der Blastozyste. Nach wenigen Stunden
erfolgte der Transfer der chimaren Embryos in scheinschwangere C57/B6 Weibchen.
Diese wurden 3 Tage vor dem geplanten Transfer mit vasektomierten Mannchen
gepaart und gepluggte Weibchen dann fir den Transfer eingesetzt. Die
scheinschwangeren Weibchen wurden betaubt, ein kleiner Schnitt wurde am Rucken
zwischen Rippen und Hufte in der Hohe des Ovars durchgefuhrt, und der Uterus wurde
am Fettpolster des Ovars leicht herausgezogen. Mit einer Nadel wurde die Uteruswand

geoffnet und die Blastozysten mit einer Glaskapillare in den Uterus transferiert. Der
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Schnitt wurde genaht und mit einer Klammer geschlossen. Nach etwa 18 Tagen wurden
die chimaren Mause geboren. Der Chimarismus konnte nach wenigen Tagen am
Verhaltnis von brauner (129/SvJ) und schwarzer (C57/B6) Fellfarbung geschatzt

werden.

M2-Medium: 94,66 MM NaCl
4.8 mM KCI

1,71 mM CaCl x 2 H,O
1,19 M KH-PO4
1,19 M MgSO4 x 7 H,O
415 mM NaHCO;

20,85 mM HEPES

23,28 mM  Na-Laktat
0,33 mM  Na-Pyruvat
5,56 mM  Glucose

2.2.4.8 Zucht der Arfrp1-Knockout-Mause

Chimare Mause wurden entweder mit 129/SvJ oder mit C57/B6 gekreuzt, um
Arfro1™"-Tiere zu erhalten. Diese fiir das Merkmal heterozygoten Tiere wurden
untereinander gekreuzt, um auch homozygote Tiere zu erhalten.

2.2.5 Untersuchung des Phanotyps der Arfrp1-Mutanten

Um die physiologische Funktion des Arfrp1-Gens aufzuklaren, wurde der

Phanotyp der Arfrp1-Mutanten untersucht.

2.2.5.1 Northern-Blot-Analyse

Die Northern-Blot-Analyse stellt eine klassische Methode dar, um RNA zu
detektieren. Dabei wird RNA nach einer Gel-Elektrophorese aufgetrennt und spezifische
RNA durch radioaktive Markierung detektiert.
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2.2.5.1.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Geweben der Maus

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA aus Leber, Niere und Hoden der Maus wurden
0,2-0,5 g der Gewebe in 8 ml 4 M Guanidiniumthiocynanat(GTC)-Losung mit 540 pl
B-Mercaptoethanol gegeben und in einem Ultraturrax homogenisiert. GTC, eines der
starksten denaturierenden Salze, wirkte dabei als Inhibitor von Ribonukleasen. Nach
Zugabe von 40 ul 10%-N-Lauroyl-Sarcosin wurde fur 10 min bei 10 000 rpm (JA-20
Rotor) zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig auf ein CsCl-Kissen (3 ml 5,7 M CsCl
mit 1,5 ul B-Mercaptoethanol) pipettiert. Die Proben wurden mindestens 22 h (bei
33 000 rpm, SW-40 Rotor) bei 20°C ultrazentrifugiert und der Uberstand abgehoben.
Das Pellet wurde vorsichtig mit 70% Ethanol gewaschen, Uber Eis getrocknet und die
RNA in 300 ul DEPC-Wasser resuspendiert.

DEPC-Wasser: 0,1% (viv) Diethylpyrocarbonat
Die Lésung wurde nach intensivem Ruhren autoklaviert.

2.2.5.1.2 Agarose-Gel-Elektrophorese  von RNA unter denaturierenden
Bedingungen

Um die Bildung von Sekundarstrukturen innerhalb der RNA zu vermeiden, die bei
physiologischen Salzkonzentrationen auftreten konnen, wurde die Gel-Elektrophorese

unter denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt.

Denaturierendes Gel:

Far 250 ml: 25¢g Agarose
218 mi DEPC-Wasser
aufkochen und unter Ruhren auf 60°C abklhlen lassen.
25 ml 10x MOPS
7,5 mi Formaldehyd, pH 4

Die RNA wurde mit 150 pul Ethanol gefallt, in einer Tischzentrifuge bei 14 000 rpm
und 4°C abzentrifugiert, das Pellet in 10 I DEPC-Wasser aufgenommen und mit
weiteren 10 ul RNA-Probenpuffer versetzt. Die RNA wurde fur 15 min bei 60°C
denaturiert und pro Probe mit 0,6 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt. Die
Elektrophorese fand in 1 x MOPS bei 4-6 V/cm Gel statt.
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RNA-Probenpuffer 96 pl Formamid

20 ul 10 x MOPS

35 ul Formaldehyd, pH 4

22 ul 50% Glycerin

20 0,1% Bromphenolblau
1x MOPS-Puffer: 40 mM MOPS

10 mM Na-Acetat

1 mM EDTA, pH 7,2

2.2.5.1.3 Transfer von RNA auf eine Nylonmembran

Der Transfer von RNA aus einem denaturierenden Gel erfolgte nach der
Kapillarblotting-Methode auf Nylon N* Filter (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).
Dabei diente 10 x SSC als Blotting Puffer. Im Anschluss wurde die Membran in 2 x SSC
gewaschen und die RNA unter UV-Licht bei 0,4 J/cm? fixiert.

2.2.5.2 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse stellt in Anlehnung an die Southern-Blot-Analyse eine
klassische Methode dar, um aufgetrennte Proteine durch einen Antikorper
nachzuweisen. Dabei werden im Unterschied zur Southern-Blot-Analyse Proteine Uber

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese aufgetrennt.

2.2.5.2.1 Herstellung von kernlosen Gesamtmembranpellets

Die Gewebe (je 0,5 g von Thymus, Leber, Niere und Hoden der Maus) wurden in
4 ml TES in einem Ultraturrax zerkleinert und 10 min bei 600 x g zentrifugiert. Das
Pellet, das die Kerne und nicht homogenisierte Gewebsfragmente enthielt, wurde
verworfen. Der Uberstand wurde bei 4°C bei 200 000 x g fiir 1 h zentrifugiert, das Pellet
in 100-200 pl TES homogenisiert und bei —80°C gelagert.
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TES-Puffer: 20 mM Tris, pH 7,4
1T mM EDTA
8,7% Saccharose

2.2.5.2.2 Bestimmung der Protein-Konzentrationen

Die Bestimmung der Protein-Konzentrationen kernloser Gesamtmembranpellets
erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits (Pierce, Rockford. IL, USA) nach Angaben

des Herstellers (Microwell Plate Protocol).

2.2.5.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gele zur Auftrennung von Proteinen

Durch Anlagerung von SDS-Molekilen an Proteine werden Tertiar- und
Quartarstrukturen zerstort sowie Ladungsunterschiede neutralisiert. Daher ist es
moglich, durch SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) Proteine nach
ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Membranproteine wurden mit 1 x Laemmli-Puffer
und 60 mg/ml DTT zum Losen von Disulfidbricken bei 95°C gekocht und durch SDS-
PAGE getrennt. Die Prozentigkeit des Gels richtete sich nach dem erwarteten

Molekulargewicht (Laemmli et al., 1970).

2 x Laemmli-Puffer: 20% Glycerin
8% SDS
10 mM EDTA
0,25 M Tris
1% Bromphenolblauldésung
unterer Gelpuffer: 1,5M Tris
0,4% SDS
oberer Gelpuffer: 0,5M Tris
0,4% SDS
14% SDS-Gel:
Trennbereich: 1,56 ml unterer Gelpuffer
2,8 ml Acrylamid/Bisacrylamid 40%, 19:1
1,64 ml H.O
6 mg Ammoniumpersulfat

6 ul TEMED
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Kammbereich: 520 pl oberer Gelpuffer
260 pl Acrylamid/Bisacrylamid 40%, 19:1
1,22 ml H,O
2 mg Ammoniumpersulfat

2 ul TEMED

2.2.5.2.4 Transfer elektrophoretisch getrennter Proteine auf eine

Nitrozellulosemembran

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des TankBlot auf
eine Nitrozellulosemembran (Protran, Schleicher & Schuell, Dassel) (TankBlot TE 22
Mighty Small® Transphor, Hoefer Scientific Instruments, San Fransisco, CA, USA)
transferiert. Dazu wurde das SDS-Gel mit Transferpuffer 10 min equilibriert, und

anschlielend 1 h bei 200 mA auf die Nitrozellulosemembran transferiert.

Transferpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
20% (v/v)  Methanol
0,1% (w/v) SDS

2.2.5.2.5 Immuno-Assay

Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wurde der Nitrozellulosefilter
zunachst 1 h mit Waschpuffer A/0,1% Tween 20, und anschlieRend mit Antikdrper 1:500
in Waschpuffer A/0,1% Tween 20 8-14 h bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde der
Nitrozellulosefilter jeweils 5 min gewaschen: 2 x mit Waschpuffer A, 4 x mit
Waschpuffer B, 2 x mit Waschpuffer A. Danach wurden die Filter 2 h bei RT mit 0,25 uCi
['®Protein A (30 mCi/mg, Amersham Pharmacia  Biotech, Freiburg) in
Waschpuffer A/0,1% Tween 20 inkubiert. Das ungebundene radioaktive Protein A wurde
nach dem oben beschriebenen Waschvorgang entfernt, die Filter 1 h bei RT getrocknet

und ein Autoradiogramm erstellt.

Waschpuffer A: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
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Waschpuffer B: 0,2% (w/v) SDS
0,5% (w/v) Triton X-100 (Serva)
0,5% (w/v) BSA (Sigma)
0,9% (w/v) NaCl
pH 7,0

2.2.6 Histologie der Embryos der Maus

Um die Embryos der Maus histologisch zu untersuchen, wurden heterozygote
Tiere verpaart und die Uteri nach 5,5-9,5 Tagen post conceptionem préapariert. Uber
Nacht wurden diese in 4% (w/v) Paraformaldehyd fixiert, durch eine aufsteigende
Alkoholreihe behandelt und in Paraffin eingebettet. Diese Paraffinblocke wurden in Serie
geschnitten und nachfolgend entweder H/E gefarbt oder mit Hilfe des TUNEL-Assays

untersucht.

2.2.6.1 In-situ Hybridisierung (ISH) an Schnitten von Embryos der Maus

Paraffinschnitte von Embryos (Tag 11 bis Tag 18 p. ¢.) wurden 3 x 10 min in
100% Xylol inkubiert und in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70%)
entparaffiniert. Anschliefend wurden sie mit DEPC-Wasser gewaschen, mit Proteinase
K-Puffer 30 min behandelt und 5 min in 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS nachfixiert.
Um unspezifische Bindungen der Sonde zu vermeiden, wurden geladene Gruppen wie
folgt acetyliert und behandelt: 2 x DEPC-Wasser, 1 x 0,1 M Triethanolamin in DEPC-
Wasser, 5 min Acetat-Puffer, 10 min in 125 pl Acetat-Puffer in 50 ml
Essigsaureanhydrid. Dem Waschen in DEPC-Wasser schloss sich eine aufsteigende
(70%, 80%, 90% 100%) Alkoholreihe und das Trocknen der Schnitte an der Luft an. Die
Sonde wurde mit dem Hybridisierungsmix bei 80°C denaturiert und anschlief’end 30 pl
auf jeden Schnitt pipettiert und mit Parafilm abgedeckt. Nach Inkubation von 8-14 h
wurden die Schnitte wie folgt behandelt: der Parafilm wurde in 5 x SSC bei 55°C
entfernt, 2 x 30 min in Waschpuffer 1 bei 55°C gewaschen, 30 min bei 37°C in RNAse A
Ldsung in 2 x SSC inkubiert, erneut 3 x 30 min in Waschpuffer 1 bei 55°C gewaschen.
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Eine anschlieBende aufsteigende Alkoholreihe (70% Ethanol in DEPC-Wasser und 2 x
100% Ethanol) und das Trocknen an der Luft dienten der Entwéasserung. Uber Nacht
wurden die Schnitte auf einen Rontgenfilm gelegt, um ein Autoradiogramm zu erstellen.
Am nachsten Tag wurden die Objekttrager in 50% Fotoemulsion Ntb-2 Nuclear Track
Fotoemulsion (Kodak, Rochester, NY, USA) getaucht und dann fir 1-2 Wochen
exponiert. Die durch die radioaktive Strahlung zu metallischem Silber reduzierten
Silberionen konnten im Dunkelfeld als weil3e Punkte erkannt werden.
Proteinase K Puffer: 100 mM Tris, pH 8,0

50 mM EDTA
10 pg/ml Proteinase K

Acetat Puffer: 1,5 ml Triethanolamin
100 ml DEPC-Wasser
pH 8,0
Hybridisierungsmix: 50% (v/v)  Formamid
10% (w/v)  Dextransulfat
10 mM Tris
2 X SSC
5mM EDTA
3 mg tRNA
3 mg ssDNA
10 mM DTT
10 mM B-Mercaptoethanol
Waschpuffer 1: 50% Formamid
2 X SSC

20 mM B-Mercaptoethanol

2.2.6.1.1 Herstellung der RNA-Sonden durch in-vitro Transkription

Fir die Herstellung der verwendeten Sonden wurde das SP6/T7 Transkriptionskit
(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) nach der Anleitung des Herstellers mit
40 pCi [0**P]dUTP (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) angewendet. Nach der
Transkription wurden die Sonden (iber Microspin® S20-S&ulen (Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) nach Angaben des Hersteller gereinigt.
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Fir die Herstellung der Sense-Sonde wurde mit Eco RI linearisiert und mit T7
behandelt, flir die Herstellung der Antisense-Sonde wurde mit Xho | linearisiert und mit
T3 behandelt.

2.2.6.2 In-vitro Kultivierung von Blastozysten

Um festzustellen, ob das Fehlen des Arfrp1-Gens im Blastozystenstadium eine
Rolle spielt, wurden Blastozysten in vitro kultiviert. Dazu wurden Arfro1*-Mause
verpaart, und 3,5 Tage nach der Verpaarung die Uteri der Weibchen prapariert, und die
Blastozysten mit M2-Medium unter einem Mikroskop herausgespult. Nach Befreiung der
Blastozysten von Blutspuren und Uterusproteinen durch mehrmaliges Auf- und
Abspulen in M2-Medium wurden die Blastozysten auf eine Petrischale Ubertragen. In
dieser war zuvor 0,1% Gelatine-Lésung 30 min stehen gelassen und im Anschluss
abgesogen worden. Dabei blieb eine feine Gelatineschicht am Boden der Petrischale
zurick, an der die Blastozysten nach ca. 2 Tagen bei 37° C in M2-Medium haften
konnten. Nach Haftung der Blastozysten wurde das Wachstum beobachtet und taglich
fotografiert. Die Blastozysten wurden nach Ablauf einer Woche uber PCR genotypisiert.
(siehe Kap. 2.2.2.3).

2.2.6.3 Untersuchung an praparierten Embryos

Um festzustellen, ob die Stérung in der Entwicklung der Arfro1”-Embryos schon
vor Tag 7,5 post conceptionem stattgefunden hatte, wurden Embryos zu diesem
Zeitpunkt prapariert, untersucht und fotografiert. Dazu wurden heterozygote Mause Uber
Nacht verpaart und die Uteri 7,5 Tage spater prapariert. Aus den Uteri wurden
schliel3lich Embryos isoliert. Diese wurden unter dem Mikroskop untersucht und auf 1%
Agarose in einer Losung aus 1 mg/ml BSA fotografiert. Im Anschluss wurden die
gesamten Embryos in DNA-Lysepuffer Uber 12 h bei 37°C lysiert und Uber PCR
genotypisiert.

48



MATERIAL UND ME IHODEN

2.2.6.4 H/E (Hamalaun/Eosin)-Farbung

Zur histologischen Bewertung der Paraffinschnitte wurde eine H/E-Farbung
durchgefuhrt. Schnitte wurden entparaffiniert und rehydriert, anschlieend in
Hamatoxylin-Losung 10 min gefarbt und 8 min in Leitungswasser geblaut. Danach
erfolgte eine 1-mindtige Farbung in 1% (w/v) Eosin. Die Schnitte wurden nach einer
aufsteigenden Alkoholreihe mit DePeX (Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg)

eingedeckelt.

Hamatoxylin-Losung: 259 Hamatoxylin
328 ml H.O
172 ml 87% Glycerin
259 NHsAI(SO4)2 x 12 H,0
0,1g Na-lodat
10 ml Essigsaure

2.2.6.5 TUNEL-Assay

Apoptotische Zellen von Mausembryos wurden an Paraffinschnitten mit Hilfe des
TUNEL-Tests (TdT-FragEL DNA Fragmentation Detection Kit®) nachgewiesen. Die
Paraffinschnitte wurden zunachst 2 x 5 min in 100% Xylol entparaffiniert, 2 x 5 min in
absolutem Ethanol und jeweils 3 min in einer absteigenden Alkoholreihe (90%, 80%,
70% Ethanol) rehydriert. AnschlieRend wurden sie mit Proteinase K (20 ug/ul in 10 mM
Tris) 20 min bei Raumtemperatur (RT) permeabilisiert, die endogene Peroxidase mit 3%
Wasserstoffperoxid inaktiviert und die Schnitte mit TdT-Equilibrierungspuffer versetzt.
Die 3’-OH Enden der DNA-Fragmente wurden mit 3 ul Terminale Desoxynukleotidy!
Transferase Enzym in 57 ul Labeling Reaction Mix bei 37°C 90 min markiert, die
Reaktion mit Stopplésung terminiert und mit Blocking Buffer bei RT 10 min und dann mit
Konjugat (2 ul 50 x Konjugat in 98 ul Blocking Buffer) 30 min inkubiert. Die markierte
DNA wurde mit Diaminobenzidin detektiert. Um die histologischen Strukturen besser

erkennen zu kdnnen, erfolgte anschlieend eine Gegenfarbung mit Methylgrin.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Das murine Arfrp1-Gen

3.1.1 Isolierung des murinen Arfrp1-Gens

Um das Arfrp1-Gen zu charakterisieren, wurden Klone aus einer A-Fix® II-
Bibliothek des Mausstammes 129/SvJ isoliert und untersucht. Gescreened wurden
jeweils ca. 4 x 10° Plaques mit zwei unterschiedlichen Sonden: die ARFRPrf-Sonde
(943 bp), die der gesamten cDNA der Ratte entsprach, und die Uber PCR auf der Ratten
cDNA hergestellte 5-UTR-Sonde (47-140 bp). Mit der ARFRPrf-Sonde wurden zwei
positive Klone (Klon 1 und Klon 2) identifiziert, vereinzelt und isoliert. Diese Klone
wurden durch Restriktionsverdaue, Southern-Blot-Analyse und Erstellung einer
Restriktionskarte untersucht. Da die Hybridisierung der Southern-Blots beider Klone mit
einer Sonde des 5-UTR keine Signale ergab, wurde deutlich, dass diese Klone lediglich
Teilfragmente des 3’-Bereichs der genomischen Arfrp1-DNA enthielten. Deshalb wurde
mit der 5-UTR Sonde erneut die Phagenbank untersucht. Vier positive Phagenklone
(Klon 3, 4, 5 und 6) identifiziert, vereinzelt und isoliert. Da Hybridisierungen der
Southern-Blots von Klon 3 und Klon 4 mit beiden Sonden Signale ergaben, enthielten
diese Klone sowohl den 5'-Bereich als auch Bereiche des Leserahmens des murinen
Arfrp1-Gens.

Zur ldentifizierung der kodierenden Bereiche des Arfrp1-Gens wurden geeignete,
im Open Reading Frame (ORF) schneidende Restriktionsenzyme gewahlt (siehe Abb.
5) und Einzel- und Doppelrestriktionsverdaue durchgefuhrt. Abb. 5 zeigt

Restriktionsverdau und Southern-Blot-Analyse der Klone 1, 3 und 4.
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Abb. 5: Restriktionsverdau, Southern-Blot-Analyse und Restriktionskarte verschiedener
Phagenklone
A: Phagen-DNA (5 pg) wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut. Spur 1: Not |, 2: Not I/Nco
I, 3: Nco |, 4: Not I/Bgl 1, 5: Bgl |, 6: Not I/Eco RI, 7: Eco RI, 8: Not I/Pst |, 9: Pst |, 10: Not I/Kpn |,

11: Kpn |. B: Die Fragmente wurden in einem 0,8% (w/v) Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembran
transferiert Southern-Blot-Analyse und Hybridisierung mit der ARFRPrf-Sonde (Ratten cDNA 1-943 bp)
(B1), oder mit der 5’-UTR-Sonde (Ratten cDNA 47-140 bp) (B2). C: Herstellung einer Restriktionskarte
des Phagenkons.
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Not | schneidet die gesamte genomische Sequenz aus dem Phagen, so dass
man 3 Banden erhalt: der linke Phagenarm hat eine Lange von ca. 20 kb, der rechte von
ca. 9 kb, die dritte Bande entspricht der Grof3e der gesamten einklonierten genomischen
Region. Aus der GrofRe aller entstandenen genomischen Fragmente wurden, soweit
madglich, Restriktionskarten der Klone erstellt, wie in Abb. 5 fir Klon 1, 3 und 4 gezeigt
wird. Ein Restriktionsverdau des Klon 3 mit Nco | ergab mit beiden Sonden ein 5-6 kb
groRes Fragment. Damit wurde der 5-Bereich des Arfrp1-Gens auf diesem Fragment
lokalisiert. Dieser wurde fur weitere Analysen aus dem Phagen geschnitten und in den
Vektor pGEM®-5Zf(+) kloniert. Weiterhin wurden zwei Pst |-Fragmente mit einer GréRe
von 0,7 und 1,6 kb aus Klon 3 und ein 7,5 kb grol3es Not |/Eco RI-Fragment aus Klon 1
in den pBlueskript®ll-KS kloniert. Durch die Shotgun-Methode (siehe Kap. 2.2.2.2)
wurden diese Fragmente zerkleinert, sequenziert und die Organization des murinen
Arfrp1-Gens aufgeklart. Eine Lucke im Bereich des Intron 6 wurde durch PCR-
Amplifikation der genomischen Sequenz mit spezifischen Primern geschlossen
(ARFRP1 Int6F und ARFRP1 Int6R, siehe Kap. 2.2.2.3). Das Ergebnis ist in Abb. 6

dargestellt.
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Abb. 6: Teil 1 (siehe Beschriftung S. 55)
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Abb. 6: Teil 2 (siehe Beschriftung S. 55)
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Abb. 6: Genomische Sequenz des murinen Arfrp1-Gens

Exons sind mit GroRbuchstaben, Introns mit Kleinbuchstaben, die Proteinsequenz in fettgeschriebenen
GroRbuchstaben dargestellt. Der Transkriptionsstart von Arfrp1 wird mit +1 bezeichnet, negative Zahlen
beschreiben den Promotor. Der Transkriptionsstart von Arfrp1 und des 5’-flankierenden Gens wurden
Uber EST-Vergleich ermittelt. Unterstrichen wurden GTP/GDP-Bindungsmotive.

3.1.2 Die genomische Organisation des murinen Arfrp1-Gens

Das Arfrp1-Gen verteilt sich Uber 8 Exons. Das Start-Codon befindet sich auf
dem zweitem Exon, wichtige Motive der G-Proteine verteilen sich folgendermassen: Das
PM1-Motiv befindet sich auf Exon 2, G1 und PM2 auf Exon 3, PM3 auf Exon 4, G2 auf
Exon 6 und G3 auf Exon 7. Eine Analyse der Sequenzen im Bereich der Intron/Exon-
Ubergange zeigt eine fast 100%ige Ubereinstimmung mit Donor-(GT) und Acceptor-
(AG) Spleiss-Sequenzen (siehe Tab. 1); (Breathnach et al., 1981, Senapathy et al.,
1990).

Exon |Start |Intron/Exon Exon/Intron Ende |Lange

bp Nr. bp
1 1 CAGGTACGG gtgggcctc 139 139
2 641 atctctcag GGTGCCAGA |GGGAAGACG gtaggtccc (745 106
3 951 tttcctcag ACTTTCCTG |GTCTAAACA gtaaggggg 1039 |88
4 1254 |tctttccag TTGGCACTG |TGGGACAAG gtaagacac 1336 |82
5 3881 |tccttctag TACTATGCA |GGCATTTGG tgagtgtag 3963 |82
6 4282 |tttcctcag AGAAGGTGG |GATGTGGAG gtgagcccc 4352 |70
7 5614 |ccctgccag ACTTGCCTC |CCTCACAGG gtgagttga (5714 100
8 5792 |tctccacag CAAAGGAGT

Konsensussequenz:
cag N G gta

Tab. 1: Exon/Intron Organisation des Arfrp71-Gens

Die Sequenzen der Exons sind mt Grof3buchstaben dargestellt, die der Introns in Kleinbuchstaben.
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Der Transkriptionsstart von Arfro1 wurde Uber Datenbankvergleiche mit
bekannten Expressed Sequence Tags (EST’s) ermittelt. Das langste EST der Maus in
5’-Richtung wurde ermittelt (Acc No.: AK005174). Das putative Ende des Gens wurde
ebenfalls durch Datenbankrecherche und der ldentifizierung von EST’s (Acc. No.
BE122311, BE951195 und BE956923), die das Polyadenylierungssignal enthalten,
bestimmt (siehe Abb. 11).

3.1.3 Vergleich des Open Reading Frame (ORF) von Arfrp1 in unterschiedlichen

Spezies

Die cDNA der Spezies Mensch und Ratte wurden mit dem Open Reading Frame
(ORF) der Maus verglichen. Um den ORF der Maus zu ermitteln, wurde die Sequenz
der Exons zusammengesetzt. Der Vergleich in Abb. 7 zeigt Unterschiede in der
Nukleotidsequenz zwischen den Spezies. In den meisten Fallen ergibt sich daraus keine
Anderung der Peptidsequenz. Allerdings unterscheiden sich sechs Aminoséuren der
menschlichen Sequenz von der Sequenz der Maus und der Ratte. ARFRP1 enthalt
auch die charakteristischen GTP/GDP-Bindungsmotive PM1-3 und G1-3. Unterschiede

der Aminosauresequenz befinden sich nicht im Bereich dieser Bindungsmotive.
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Abb. 7: Vergleich der Sequenz des offenen Leserahmens von ARFRP1 zwischen Maus, Mensch

AACGCGGCGG
AACGCGGTGG

T L L S
ACGCTGCTGT
ACGCTGCTTT
ACGCTGCTTT

K T T

GAAGACGACC
GAAGACGACT
GAAGACGACC

vV G L
CCGTGGGCCT
CCGTGGGTCT
CCGTGGGTICT

Q S L W
CAGTCTTTGT
CAGTCTTTGT
CAGTCGTTGT

E S K
TGAGTCCAAG
AGAATCAAAA
AGAATCAAAA

D V E
AGGATGTGGA
AGGATGTGGA
AGGATGTGGA

C L T Q
TGEETGACCC
TGICTGACCC
TGTTTGACCC

N V H

GAATGTGCAC
GAATGTTCAC
GAATGTTCAC

PM1

G L Y
CGGGCTTGTA
CGGGATTGTA
CCGGGCTGTA

F L E Q
TTCCTGGAGC
TTCCTGGAAC
TTCCTGGAAC

N I G
AAACATCGGC
AAACATTGGC
AAACATTGGC

D K Y
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E/QA F E
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A C s
AGGCCTGCTC
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R P P R
CGGCCGCCEGC
CGGCCACCAC
CGGCCACCAC

GKT F

und Ratte
A: Der Vergleich wurde mit dem Programm CLUSTAL (HUSAR/Heidelberg) durchgefiihrt. Um den offenen
Leserahmen der Maus zu erhalten, wurden die Exons der Maus zusammengesetzt. Mensch: Acc No.
X91504, Ratte: Acc. No. X78603. Ahnlichkeiten zwischen den Spezies: Mensch-Ratte: 88%, Mensch-
Maus: 88% und Maus-Ratte: 97%. Unterschiede zwischen den Spezies sind grau unterlegt. Unterschiede
in der Aminosauresequenz sind durch Schragstriche gezeigt, wobei die Position 1 die Aminosauren von

Maus und Ratte bezeichnet, Position 2 gibt die Aminosaure beim Menschen an. B: Schematische
Darstellung der Peptidsequenz von ARFRP1. Die GTP/GDP-Bindungsmotive sind durch hellblaue Kasten
hervorgehoben.

HH-

WDLGGQ

K Y M
CAAGTACATG
CAAGTACATG
CAAGTACATG

S K T
AGTCGAAAAC
AGTCAAAAAC
AGTCAAAAAC

T VvV D V
ACTGTGGATG
ACTGTGGACG
ACTGTGGACG

Y A E
TTATGCGGAG
CTATGCAGAG
CTATGCAGAG

K v Vv
AGAAGGTGGT
AGAAGGTGGT
AGAAGGTGGT

S I P D
TCAATCCCTG
TCCATTCCTG
TCCATTICCTG

A L T

GGCCCTCACA
TGCCCTCACA
TGCCCTCACA

Q R D
GGCAGAGGGA
GGCAGAGGGA
GGCAGAGGGA

G1 PM2 PM3

GCTCCTCCTC CAAAATTTGA

F Q K D
TTTCAGAAGG
TTCCAGAAGG
TTCCAGAAGG

E Y C
ACGAGTACTG
ATGAATACTG
ATGAATACTG

R F N
CCGATTTAAC
ACGCTTTAAC
ACGATTTAAC

K N Y K
AAGAACTACA
AAGAACTACA
AAGAACTACA

G K A
TGGGAAAGGC
TGGGAAAGGC
TAGGAAAGGC

R L M

TCGGCTCATG
TCGTCTCATG
TCGICTCATG

C H G V I Y V
TGTCACGGCG TCATCTACGT
TGCCATGGTG TCATCTATGT
TGCCATGGTG TCATCTATGT

s/T S E

GACCAGCGAG
TTCGAGIGAA
TTCGAGIGAA

A L bp/cG
GCGCTGTGCG
GCACTGGACG
GCACTGGACG

I K T
ACATCAAGAC
ACATCAAGAC
ACATCAAGAC

A F S

GGCCTTCAGC
TGCATTCAGT
TGCATTCAGT

G K G V
GGCAAAGGGG
GGCAAAGGAG
GGCAAGGGAG

R E G
TGCGCGAGGG
TTCGAGAGGG
TTCGAGAGGG

I T *
CATCACGTAG
CATCACATAA
CATCACATAA

CGGCAGCCGC
GGACCTCCAA
GCACCTTCAT

G2

~~~CGCAGGG
~~~~~~~~~~~~~ CGCAGGG
GCAGGTACAG GGTGCCA.AA

I L I
CATCCTGATC
CATCCTGATC
CATCCTGATC

L G L D
CTGGGCCTGG
CTGGGCCTGG
CTGGGCCTGG

G M S
AGGGGATGAG
AGGGGATGAG
AGGGAATGAG

L S K

TCTATCCAAA
TCTATCCAAA
TCTATCCAAA

F W D L
TTCTGGGACT
TTTTGGGACT
TTTTGGGACT

G G Q
TAGGAGGGCA
TAGGTGGGCA
TAGGTGGGCA

I D S
CATTGACTCC
AATTGATTCC
CATTGATTCC

T D E E
ACCGACGAGG
ACTGATGAAG
ACTGATGAGG

V P 1/v
GTGTCCCCGT
GTGTTCCCAT
GTGTTCCCAT

L V L

CTTGGTGCTG
CCTGGTGTTG
CCTGGTGTTG

D C T cs K I G

GACTGCACCA GCAAGATCGG
GACTGTACCT GTAAGATTGG
GACTGTACCT GCAAGATTGG

I E W M V K C
CATCGAGTGG ATGGTGAAGT
CATCGAATGG ATGGTGAAGT
CATCGAATGG ATGGTGAAGT

GCTGCC. .GT CGGGACGGCT
CCTCAG. .TC TTGGACTGTT
CCTCACAGTC TTGGACTGTT

G3

T

GATTCCGCCC GTGCTCCGTC CTTCGCTCCT TGTTCCGTCA GGCACTGTGA .GGGGTCAGC GTGAGGTCGG TGGGGTTAGG
~ACTCCGCCC GTGCTGGGTC TGTCGATCCT CGTTCCGTCA AGGACCGTGA AGGGGTCAAC GTGAGGTCGG TGGGGTTAGT

M Y
CAGGATGTAC
CAGGATGTAC
CAGGATGTAC

N A G
ACAATGCTGG
ACAATGCTGG
ACAATGCTGG

I T T T
ATCACCACCA
ATCACCACTA
ATCACCACTA

E E L
GGAAGAGCTG
GGAAGAGCTG
GGAAGAGCTG

R L s/a
AGAGGCTGGC
AAAGGCTGTC
AGAGGCTGTC

A N K Q
GCCAACAAGC
GCCAACAAGC
GCCAACAAGC

R R D

CAGGCGCGAT
CCGGCGAGAT
CAGGCGAGAT

vV V R
GTGTCGTGCG
GTGTCGTGCG
GTGTCGTACG

GGTCCCCTGG
CGTCTCCTAG
CATCCCCTAG

o7
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3.1.4 Sequenzvergleich von ARFRP1 mit anderen GTPasen

Abb. 8 zeigt den Sequenzvergleich von ARFRP1 mit anderen Ras-verwandten
GTPasen. ARFRP1 besitzt die hochste Homologie zu den ARF-Proteinen ARL3 (43,7%)
und ARF1 (36,5%). Identische Aminosauren befinden sich hauptsachlich in
konservierten Motiven der GTPasen.

ARF1

96%

ARF3

46%

ARL3

36-46%

ARL4

43%

ARFRP1

ARLS

30%

Rab1

RagA
RhoB

Abb. 8: Dendrogramm eines Sequenzvergleichs von ARFRP1 mit anderen GTPasen der Ras-
Familie

Der Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des Programms CLUSTAL erstellt, Identitatsvergleiche mit dem
Programm BESTFIT. Die miteinander verglichenen Proteine waren alle von der Spezies Mensch und
weisen folgende Acc. No. auf: ARF1: NP001649, ARF3: 001650, ARL3: 004302, ARL4: NP005729,

ARFRP1 (entspricht humanem ARFRP1): 003215, ARL5: 036229, Rab1: 004152, RagA: 006561 und
RhoB: PO1121.

Der Vergleich der genomischen Organisation der GTPasen (Abb. 9) macht
deutlich, dass Arfro1 mehr Exons besitzt als andere Ras-verwandte GTPasen und sich
auch deutlich von der Organisation anderer ARF- und ARL-Proteine unterschiedet.
Diese Beobachtung lasst vermuten, dass sich ARFRP1 wahrend der Evolution zu einem

frGhen Zeitpunkt von der Entwicklung anderer GTPasen getrennt hat.
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139 106 GKT 88 FT82 WDLGGQ 82 70 ANKQD 99 CSA
Arfrp1
501 205 213 2,5k 318 1,2k 76
96 156 GKT DVGG NKQD 998
Arl4
419 429
46 185GKT 111DVGG 125NKQ D 1359
14,2k 79 138 136
GKS DTAG NKCD
Rab1
13,7k 2k 4k 1,2k 150
GKS DTAG NKCD
Ras

12,5k 2k 9k

409 GKT DTAG NKKD

Rhob —

Abb. 9: Vergleich der genomischen Organisation von Arfrp1 mit anderen GTPasen der Ras-Familie
Referenzen fir die genomische Organisation der GTPasen sind: Arf1: Lee et al., 1992, Arf3: Tsai et al.,
1991, Rab1: Wichmann et al., 1989, Ki-Ras: McGrath et al., 1983, RhoB: Fritz et al., 1997. Rechtecke
stellen Exons der GTPasen dar, ausgeflllte Rechtecke stellen ORFs dar. Die Zahlen oberhalb der Gene
stellen die Lange der Exons (bp) dar, die unterhalb der Gene die Lange der Introns (bp). Die Buchstaben
oberhalb der Gene entsprechen Aminosauren von GTP-bindenen Motiven: PM1 (GKT oder GKS), PM2
(T), PM3 (DVGG oder DTAG), G1 (F, Y oder K), G2 (NKQD, NKKD oder NKCD) und G3 (CSA).

3.2 Das humane ARFRP1-Gen

Das humane ARFRP1-Gen ist auf dem Chromosom 20q13.3 lokalisiert
(http://lwww.ncbi.nim.nih.gov/LokusLink, im Bereich Unigene). Upstream des humanen
ARFRP1 befindet sich ein neues, unbekanntes Gen, welches dem der Maus entspricht
(siehe Kap.3.3). Allerdings ist der Abstand des Gens im Menschen mit ca. 100 bp
groler als in der Maus. Downstream vom ARFRP1 befinden sich nach Bai et al. (2000)
mindestens zwei weitere Gene: ein Gen der Tumor-Nekrosis-Faktor-Rezeptor-Familie
(M68/DcR3) und ein Gen der Strathmin-Onkogen-Familie (SCLIP). Weiterhin beschreibt
das Programm Lokus Link-Unigene in naherer Umgebung weitere Gene, von denen ein
GLUT4-Enhancer Factor bekannt ist.
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Chromosom 20q13.3:
ca. 20 000 bp

— < >

5'-flankierendes Gen ARFRP1 M68/DcR3 SCLIP

Abb. 10: Genomische Struktur von Chromosom 20q13.3 im Bereich von ARFRP1

ARFRP1 und seine Nachbargene sind durch grof3e Pfeile gekennzeichnet. Dabei stellt die Pfeilrichtung
die Orientierung der Transkription des Gens dar. M68/DcR3: Gen der Tumor-Nekrosis-Faktor-Rezeptor-
Familie, SCLIP: Gen der Strathmin-Onkogen-Familie (nach Bai et al., 2000).

Die Intron/Exon-Verteilung des murinem Arfrp7-Gens ist im Bereich des Open
Reading Frame (ORF) mit dem humanem ARFRP1-Gen identisch (siehe Abb. 11),
allerdings unterscheiden sich die Introngréf’en. Aufgrund von EST’s konnte der

Transkripttionsstart des menschlichen Gens ermittelt werden (siehe Abb. 11).

139 106 GKT 88 FT 82 WDLGGQ 82 70 ANKQD 99 CSA 1067
Maus: Aot 1 -
501 205 213 2.5k 318 1,2k 76
e —> EST Acc. No.: AK0O05174 EST Acc. No.: BF122311—>

~—Jp» EST Acc. No.: BC010713 EST Acc. No.: AW538582 ———

——rernenennenes —> EST Acc. No.: BG975381 EST Acc. No.: BE951195 ———
147 92 GKT 88 FT 82 WDLGGQ 82 70 ANKQD 99 CSA 1019
Mensch: ARFRP1
774 261 212 4,1k 235 1,1k 72
—— —» EST Acc. No.: BI524032 EST Acc. No.: CNSLT11GM ——
s —» EST Acc. No.: CNSLTOFP3 EST Acc. No.: CNSLTO7SV  ——
—n —p» EST Acc. No.: BG759418 EST Acc. No.: BI524867 4+—

Abb. 11: Vergleich der Organisation des murinem Arfrp1-Gens mit dem humanem ARFRP1-Gen
Der Vergleich des Maus-Gens mit dem menschlichen Klon RP4-583P 15 wurde mit dem Programm
BESTFIT durchgefiihrt. Rechtecke stellen Exons, die dunklen Bereiche ORF’s dar. Die Zahlen oberhalb
der Gene stellen die Lange der Exons (bp) dar, die unterhalb der Gene die Lange der Introns (bp). Die
Buchstaben oberhalb der Gene entsprechen Aminosauren von GTP-bindenden Motiven (siehe Abb. 9).
Durch Pfeile sind EST’s dargestellt.

3.3 Promotoranalyse des Arfrp1-Gens

Untersuchungen des Promotors eines Gens kdnnen aufschlussreiche Hinweise
zur Regulation des Gens liefern. Da regulatorische Elemente oft zwischen den Spezies

Maus und Mensch konserviert sind, wurde der 5-flankierende Bereich des murinen
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Arfrp1-Gens mit dem des humanen ARFRP1-Gens verglichen (siehe Abb. 12) und
potentielle regulatorische Elemente durch Datenbankvergleich ermittelt. Dabei wurden
Regionen identifiziert, die sowohl eine grofle Homologie zwischen Maus und Mensch

zeigten, als auch potentielle Bindungsstellen fur regulatorische Elemtente aufwiesen.

11710 tagagcggcccggcgcecccceccttttecgecccagcagecgateggeacittegtcecccgagege ARFRPI1
I L Ll | AN FEETHEEEprr e 1l
-104 tcgccagccaagctcacgegctagecttectgeccteecgee gggeacttedgceggagage Arfrpl
NFkB cRel cEtsl

5’/-flankierendes Gen <4

r RN N | | |
-44 cgaagctgclegggagtacct.gcgecge.ggggeccgectgggatgecGATTCCGCCCGTGCTCC  Arfrpl
cEtsl

11650 cgccgcettcleggaagtgcttggecgecgecgggggcagecgggaagecggagecgeggaggecget  ARFRPI
[

Exon 1

Abb. 12: Potentielle regulatorische Elemente im 5’-flankierenden Bereich des menschlichen und
murinen Arfrp1-Gens

Potentielle regulatorische Elemente wurden Gber Datenbankvergleich ermittelt. Verwendet wurden die
Programme MATINSPECTOR (GBF-Braunschweig) und FACTOR (HUSAR/Heidelberg). Markiert wurden
nur die Core-Matrix-Bereiche, dabei wurden Elemente, die in beiden Sequenzen vorkommen, eingerahmt
und Elemente, die nur in der Maus vorkommen, unterstrichen. Gesamte Bindungsstellen der
Transkriptionsfaktoren: NFxB: GGGCacttcc (Ruben et al., 1991), cRel: gggcacTTCC (Hahn et al. 1990),
cEts1: gcCGGAgagc, bzw. gcCGGAagta (Gegonne et al., 1992). Pfeile stellen den Transkriptionsstart
dar. Die Nummerierung bezieht sich bei der menschlichen Sequenz auf den Klon RP4-583P15 (Acc.No.
AL121845) des Humanen-Genom-Projekts. Bei der Maus bezieht sich die Nummer +1 auf den
Transkriptionsstart.

Um den Promotorbereich von Arfro1 zu charakterisieren, wurde der 5'-
flankierende Bereich sowohl Uber Reportergen-Assays, als auch in Electrophoretic-
Mobility-Shift-Assays (EMSA) untersucht. Uber Datenbankvergleich wurden EST'’s
identifiziert, die deutlich machten, dass sich lediglich 60 bp upstream des
Transkriptionsstarts von Arfrp1 ein weiteres bislang noch unbekanntes Gen befindet
(Acc. No.: AW782448) (vgl. Kap. 3.2). Dies war ein Hinweis darauf, dass sich der

Promotorbereich von Arfrp1 auf diese 60 bp eingrenzt.

3.3.1 Analyse des Arfrp1-Promotors mittels Luciferase-Assays

Reportergen-Assays dienten dazu, den Promotor eines Gens zu charakterisieren.
Der Vektor pGL3-Basic”® ist so konstruiert, dass auf die Multi Cloning Site die cDNA des
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Luciferase-Gens folgt. Wurden Promotor-Bereiche vor das Luciferase-Gen kloniert,
eukaryotische Zellen mit diesen Konstrukten transfiziert und anschlieBend das
umgesetze Substrat der exprimierten Luciferase gemessen, so lield sich die

Promotoraktivitat charakterisieren.

3.3.1.1 Analyse von Deletionen des Arfrp1-Promotors mit Hilfe von Luciferase-

Assays

Um die tatsachlichen regulatorischen Elemente des Arfrp7-Promotors zu
ermitteln, wurden Deletionsmutanten des 5’-flankierenden Bereichs des Arfrp71-Gens
hergestellt und vor das Luciferase-Gen kloniert. Abb. 13 zeigt die 5’-Deletionsanalyse
des Promotorbereichs des Arfrp1-Gens. Dabei wurde die Promotoraktivitat des
Konstrukts mit der grof3ten Aktivitdt, das auch gleichzeitig das langste Konstrukt war
(-118 bp vor dem Transkriptionsstart bis +112 bp nach Transkriptionsstart), als 100%
definiert. Nach Deletion der Basen —76 bis —53 waren nur ca. 25% der Ausgangsaktivitat
nachzuweisen. Nach Deletion der Basen —45 bis —23 war keine Promotoraktivitat mehr
nachzuweisen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Proteine, die die

Transkription von Arfrp1 kontrollieren, innerhalb dieser beiden Bereiche binden.
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150

-118 -100 -50 +112

Arfrp1 -Gen 1 L L {Luciferase ]

Promotor Deletionen : CR\eI 1’7 CT1 "7 0 SPOFOFHOtOF 'A\kti\gi(t)é()t K
-118/ +112 w Luc | : % .
.76/ +112 TTCC GGA GGA Luc }_{
-53/ +112 CGGA&“ Luc | jmm-
-45/ +112 L3
23/ +112 4 Luc
Kontrolle Luc

Abb. 13: Luciferase-Assays der Deletionen des Arfrp1-Promotors

Deletionen des 5'-flankierenden Bereichs wurden vor das Luciferase-Gen in pGL3-Basic® kloniert. COS-7-
Zellen wurden mit diesen Konstrukten und mit pSVL-B-Gal als Kontrolle transient transfiziert und die
Luciferase-Aktivitat gemessen. Die Ergebnisse von drei unabhangigen Versuchen wurden gemittelt und
mit + S.E.M dargestellt. Als Kontrolle diente der pGL3-Basic® Leervektor.

3.3.1.2 Charakterisierung der Promotoraktivitat nach Mutation putativer

Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen

Um die fur die Promotoraktivitat wichtigen Sequenzbereiche zwischen den Basen
—75 und -53 und den Basen —45 und —-23 einzugrenzen und Hinweise auf mdgliche
regulatorische Elemente zu bekommen, wurden Mutationen des aktivsten Konstrukts
hergestellt. Dabei wurden die Uber Datenbankrecherche ermittelten, potentiell
regulatorischen Bindungselemente mutiert. Alle Mutationen wurden in Core-Matrix-
Bereichen vorgenommen. Die Benennung der Mutationen erfolgte folgendermassen:
Mut 1: Mutation der NfkB-Bindungsdomane, Mut 2: Mutation der cRel-Bindungsdomane,
Mut 3: Mutation des ersten cEts1-Bindungsbereichs und Mut 4: Mutation der zweiten

cEts1-Bindungsdomane.
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-118 -100 -50 +112
Arfrp1-Gen 1 L L : Luciferasa
cRel Jike cEts1 like PromotorAktivitat %

Promotor Mutationen \ / \ 0 50 100

Wildtyp (?GGC TTCC_CGGA CGGA ////EI

Mut 1 ATAT /// Luc

Mut 2 AATA //// Luc

Mut 3 ALlC /// Luc

Mut 4 LA e

Mut 2 4 AATA AATT /I/I Luc

Abb. 14: Luciferase-Assays der Mutationen des Arfrp7-Promotors

Mutationen des Arfrp 1-Pomotorbereichs wurden vor das Luciferase-Gen in pGL3-Basic® kloniert.
Gemeinsam mit pSVL-B-Gal wurden diese transient in COS-7-Zellen transfiziert und die Luciferase-
Aktivitdt gemessen. Die Ergebnisse von drei unabhangigen Versuchen wurden gemittelt und mit £ S.E.M
dargestellt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem pGL3-Basic® Leervektor transfiziert wurden.
Mutationen wurden in folgenden potentiellen Bindungsstellen der regulatorischen Elemente eingefiihrt:
Mut 1: NFxB, Mut 2: cRel, Mut 3: erste cEts1-Bindungsdomane, Mut 4: zweite cEts1-Bindungsdomane.

Nach Mutation der cRel- (Mut 2) und der zweiten cEts1-Bindungsstelle (Mut 4)
war die Promotoraktivitdt auf ca. 40% bzw. ca. 25% reduziert. Wurden die
Bindungsdomanen fur beide Transkriptionsfaktoren (cRel und cEts1) mutiert, konnte
kaum noch Luciferase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lieferten einen
ersten Hinweis dafur, dass die Basen —58 bis —54 und —35 bis —31 essentiell fur die
Promotoraktivitat des Arfrp1-Gens sind, und lieBen vermuten, dass die zwei
Transkriptionsfaktoren cRel und cEts1 flr die Regulation der Arfrp1-Expression von

Bedeutung sind.

3.3.2 Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay des Arfrp1-Promotor-Bereichs

Mittels Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay (EMSA) kdnnen Bindungen zwischen

potentiellen Transkriptionsfaktoren und deren Bindungsdomane nachgewiesen werden.
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Um zu untersuchen, ob die Bereiche, die bereits Uber Luciferase-Assay ermittelt
wurden, tatsachlich fur die Transkription von Arfrp1 essentiell sind, wurden zwei Sonden
in einem EMSA eingesetzt und Transkriptionsfaktoren in Form von Kernproteinen aus
COS-7-Zellen hinzugefugt. Man erkennt, dass die Zugabe von Kernextrakten sowohl
eine Retardierung von Sonde A (enthalt den Bereich der cRel-Bindungsstelle) als auch
von Sonde B (enthalt den Bereich der cEts1-Bindungsstelle) hervorrufen. Kernproteine
konnten folglich an die Sonden binden. Wurden Sonden mit Mutation 2 oder Mutation 4
(siehe Kap. 3.3.1.2) eingefuhrt, wurde dieselbe Retardierung nicht mehr nachgewiesen
(siehe Abb. 15). Eine Bindung der Kernproteine war an diesen mutierten Sonden nicht
mehr mdglich. Diese Ergebnisse lieferten einen weiteren Hinweis fur die Bedeutung der
Basen —58 bis —54 und —35 bis —31 bei der Bindung der regulatorischen Kernelemente

im Promotorbereich des Arfrp1-Gens.

Um zu priafen, ob die Retardierung der Sonden A und B von den Uber
Datenbankrecherche ermittelten potentiellen Transkriptionsfaktoren hervorgerufen
wurde, wurden dem obigen Versuchsansatz polyklonale Antikorper, die spezifisch cRel
und cEts1 prazipitieren, zugefugt. Bindet der Antikdrper an den DNA-Protein-Komplex,
findet eine weitere Retardierung des Komplexes im Gel statt. Dieses Verfahren nennt
man Supershift. Abb. 16 demonstriert allerdings, dass die Zugabe der Antikorper keinen
zusatzlichen Supershift hervorruft, der nach Bindung der Transkriptionsfaktoren erwartet

wurde.
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AW =N D
1 1 > L. Arfrp1-Gen

Sonde A TTCC CGGA Sonde B GGGA

Sonde AMut2 AATA AATT Sonde B Mut 4

Sonde A: 5'-(-83)TAG CCT TCT GCC CTC CGC CGG GCA dTT cdG CCG GAG(-44)-3"
Sonde B: 5-(-41)AGC TGC AG TAC CTG CGC GCG GGG(-9)-3"

L

m

o

pmal - 1515 40 prmal 0 - 1,515 40
fugegebene Menge  unmarkierter Zugegebene Menge  unmarkierter
Sonde A, Sonde B

Abb. 15: Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay mit Sonden im Promotor von Arfrp1

A: Ubersicht tber die Lage der Sonden. Sonde A umfasst die bp —83 bis —44, Sonde B —41 bis 9. Mut 2
und Mut 4 stellen dieselben Mutationen dar, die bereits in den Luciferase-Assays erprobt wurden (siehe
Kap. 3.3.1.2), in denen entweder die Core-Sequenz der cRel (Mut 2) oder der cEts1-Bindungsstellen (Mut
4) mutiert wurde. B: Kontrolle der Spezifitat derf Sonden. Zur Kontrolle der Spezifitat der Sonden A und B
wurden ansteigende Mengen der unmarkierten Sonden dem Gemisch zugefligt. C: Mutation der Core-
Sequenz von cRel und cEts1. Nach Mutation der Core-Sequenzen der cRel und cEts1-Bindungsstellen ist
kein Shift nachweisbar. Nach Inkubation der **P-markierten Sonden (20 000 cpm-50 000 cpm) mit 9,5 ug
Kernproteinen aus COS-7-Zellen wurden die DNA-/Proteinkomplexe in einem Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Trocknen des Gels erfolgte die Exposition auf einem Film fir sechs
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e

h“—r

"

Sonde A
cRel -Antikérper ( pg) - 3 1 - - -
Sonde B - - - + +
cETS1-Antikérper ( ug) - - - - 31

Abb. 16: Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay in An- und Abwesenheit von Antikorper gegen cRel
und cEts1 (Supershift)

Nach Inkubation der *P-markierten Sonden (20 000 cpm-50 000 cpm) mit 9,5 ng Kernproteinen aus
COS-7-Zellen wurden die DNA-Proteinkomplexe in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
Nach Trocknen des Gels erfolgte die Exposition auf einem Film fiir sechs Tage. Fur den Supershift
wurden die Kernextrakte zunachst 1 h mit entsprechender Menge Antikérper (Santa Cruz

Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) vorinkubiert.

Um zu untersuchen, ob an den beiden mittels Luciferase-Assay und EMSA
ermittelten DNA-Bereichen dasselbe regulatorische Protein bindet, wurde ein EMSA
durchgeflihrt, in dem die radioaktiv markierte Sonde A durch nicht-radioaktive Sonden
verdrangt wurde. Abb. 17 zeigt, dass die unmarkierte Sonde B in steigender
Konzentration tatsachlich in der Lage ist, die radioaktive Sonde A aus dem DNA-
Proteinkomplex zu verdrangen. Enthielt Sonde A die Mutation 2, konnte sie dagegen die
radioaktive Sonde A nicht aus dem DNA-Proteinkomplex verdrangen. Um zu zeigen,
dass eine beliebige DNA nicht in der Lage ist die Sonde A zu verdrangen, wurde eine
Kontroll Oligo-DNA dem Versuchsansatz zugesetzt. Wie der rechte Bildteil der Abb. 17
zeigt, liel® sich die radioaktiv markierte Sonde A nicht aus dem DNA-Proteinkomplex

verdrangen.
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f
A

Al
Unmarkierte Sonde B ( pmol) - 1540 -
Unmarkierte Sonde A mit Mut 2 ( pmol) - - - - 40 -
Kontroll Oligo -DNA ( pmol) - - - - - 40

Abb. 17: Kompetition der Sonde A im Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay

Nach Inkubation der **P-markierten Sonde A (50 000 cpm) mit 9,5 ug Kernproteinen aus COS-7-Zellen
wurden, wie unter Abb. 16 beschrieben, zu den einzelnen Spuren unterschiedliche Mengen unmarkierte
Sonde B, oder unmarkierte Sonde A mit Mutation 2, oder Kontroll Oligo-DNA hinzugefuigt. Die DNA-

Proteinkomplexe wurden in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Trocknen des
Gels erfolgte die Exposition auf einem Film fir sechs Tage.
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3.4 Die Arfrp1-Knockout Maus

Um Erkenntnisse Uber die Funktion von ARFRP1 im gesamten Organismus zu
gewinnen, wurde das Arfrp71-Gen in der Maus ausgeschaltet.

3.4.1 Konstruktion des Arfrp1-Knockout-Vektors

Nach Kartierung und Sequenzierung des Arfrp1-Gens konnte das Knockout-
Konstrukt kloniert werden (siehe Kap. 2.2.4.1). Dabei wurden die Exons 2 und 3, die den
Translationsstart und die Motive PM1, PM2 und G1 kodieren, gegen eine
Neomycinresistenz-Kassette ausgetauscht. AuBerdem enthielt das Knockout-Konstrukt
etwa 2,5 kb des 5’- und 3’flankierenden Bereichs, um eine homologe Rekombination zu

ermoglichen.

Arfrp1-Wildtyp-Allel

Rsril ATC Avrll Sonde
T s

2

NS Exon 1

1 \
I A

Targeting-Konstrukt Arfrp1 ](lEO ".\
" ATG -
E] m —
L] 1
NS Exon1 4 N
s
deletlertEAn‘rm -Allel ATG Sonde
yy 1
] e iy .
NS Exon 1 4 N S

S

Abb. 18: Strategie zur Herstellung des Targeting-Konstrukts fiir die Deletion des Arfrp71-Gens
GroRbuchstaben bezeichnen die Schnittstellen fur Restriktionsenzyme: N: Nco |, S: Stu |, R: Rsr ll, A: Ava
1. Mit der Sonde, die auRerhalb des Targeting-Konstrukts liegt, wurden durch einen Restriktionsverdau
mit Stu | homologe Rekombinationsereignisse nachgewiesen (sieche Abb. 19). Auch die Genotypisierung
der Mause erfolgte Giber diese Methode (siehe Abb. 23).

Nach Linearisierung des Targeting-Konstrukts enthaltenden Vektors mit dem
Restriktionsenzym Not | wurde dieser mittels Elektroporation transfiziert. Die

69



ERGEBNISSE

elektroporierten Zellen wurden auf Feederzellen kultiviert, und nach 24 h wurde eine
Selektion gegen Neomycin mit G418 begonnen. Nach sechs Tagen konnten einzelne
resistente Zellklone identifiziert werden, von denen 288 geerntet und auf homologe

Rekombination des Targeting-Konstrukts untersucht wurden.

3.4.2 Homologe Rekombination in ES-Zellen

Durch Deletion von Exon 2 und 3 des Arfrp7-Gens und Einfligen der
Neomycinresistenz-Kassette war das Restriktionsmuster eines Knockout-Allels im
Vergleich zu einem Wildtyp-Allel verandert worden. Diese Veranderung konnte sowohl
fur eine Genotypisierung der G418-resistenten ES-Zellen, als auch spater fur die
Genotypisierung der Mause verwendet werden. In Abb. 19 ist der Nachweis der
homologen Rekombination in ES-Zellen gezeigt. Dabei erkennt man, dass die
EinfGhrung der Neomycinresistenz-Kassette eine zusatzliche Stu I-Schnittstelle
erzeugte, so dass ES-Zellen mit homologer Rekombination nach Hybridisierung mit der
externen Sonde in einem Southern-Blot eine zweite, (3,5 kb grol3e) zusatzliche Bande

zur Wildtyp-Bande aufwiesen.

DNA von Embryonalen Stammzellen :

Stu | ﬂ

&

< o - =35kb

Klon 139 140 141 142 143 144

Abb. 19: Southern-Blot-Analyse der embryonalen Stammzellen

Beispielhaft wurden die ES-Klone 139-144 abgebildet. 20 ug ES-Zell-DNA wurden mit dem
Restriktionsenzym Stu | Gber Nacht verdaut und nach Auftrennung in einem Agarosegel (0,8%) und
Transfer auf eine Nylonmembran mit einer Sonde, die direkt auRerhalb des Targeting-Bereichs liegt,
hybridisiert. Sonde: Int4-Sonde (bp 5535-5915). Wildtyp-Klone zeigten eine einzelne Bande bei 5,8 kb,
heterozygote Tiere zeigten zwei Banden, bei 5,8 kb und bei 3,5 kb.
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3.4.3 Zucht der Arfrp1-defizienten-Mause

Zwei der vier homolog rekombinierten Stammzellklone wurden erneut in Kultur
genommen und fur die Injektion vorbereitet. Aus trachtigen Weibchen des Stammes
C57/B6 wurden Blastozysten isoliert. ES-Zellen wurden unter einem Injektionsmikroskop
mit einer Glaskapillare aufgesaugt und vorsichtig in das Blastozoel injiziert. War die
Integration der ES-Zellen in die Blastozysten erfolgreich, entstanden sogenannte
Chimare. Diese waren mosaikartig aus einer Mischung von Zellen unterschiedlicher
Herkunft aufgebaut. Die chimaren Blastozysten wurden dann in den Uterus
scheinschwangerer C57/B6 Mause transferiert. Von dem Stammzellklon 141 wurden 32
Blastozysten in 3 Weibchen transferiert. Nach ca. 18 Tagen wurden 13 chimare Mause
(5 Mannchen, 8 Weibchen) geboren. Der Grad des Chimerismus konnte an der
Fellfarbe abgelesen werden, da C57/B6-Mause schwarzes Fell besallen und die Zellen
des Stammes SvJ/129 braunes Fell kodierten. Lediglich zwei Mannchen zeigten einen
hdéheren Grad an Chimarismus und damit einen hohen transgenen Anteil, was an den
braunen Flecken innerhalb des schwarzen Fells zu erkennen war. Nach sechs Wochen
wurden diese Mannchen mit C57/B6-Weibchen verpaart. Von den beiden chimaren
Mannchen des Stammzellklons 141 erzeugte nur eines braune Nachkommen. Die F1-

Generation bestand zu 60% aus braunen Nachkommen, die dann genotypisiert wurden.

n

C57/B6-Maus chimare Maus

Abb. 20: Chimare Maus im Vergleich zu einer C57/B6 Maus
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3.4.4 PCR-Analyse und Southern-Blot der genomischen Mausschwanz-DNA

Eine Genotypisierung der Mause erfolgte entweder Uber PCR oder uber
Southern-Blot-Analyse. Um zwischen dem Arfrp1-Wildtyp-Allel und dem deletierten
Arfrp1-Allel unterscheiden zu konnen, wurden Primer ausgewahlt (siehe Abb. 21), die in
einer PCR auf genomischer DNA eine ca. 200 bp gro3e Bande beim Wildtyp-Allel
ergaben (Primer A1oder A2 mit C1 oder C2) und eine ca. 400 bp groRe Bande im Falle
des deletierten Arfrp1-Allels (Primer B1 oder B2 mit C1 oder C2).

Arfrp1-Wildtyp-Allel

ca. 200 bp
>
A1 A2 c2 c1
ATGI
S e e I e, E—
Exon 2 Exon 3 Exon 4
deletiertes Arfrp1-Allel
ca. 400 bp

—>—> <<
B1 B2 c2 C1

TG

Exon 4

Abb. 21: Schematische Ubersicht der PCR-Analyse der transgenen Arfrp1-Miuse

Schematische Ubersicht (iber die Unterschiede zwischen dem Arfrp 1-Wildtyp-Allel und dem deletierten
Arfrp1-Allel. ATG: Start Codon. Pfeile reprasentieren eingesetzte Primer, wobei A1: ARP-200-KO, A2:
NestArp200KO, B1: NEO-400-KO, B2: NestNeo400KO, C1: KO-ARP-R und C2: NestKOArprev (siehe
Kap. 2.2.2.3). PCR-Produkte: 200 bp: Bande des Arfrp1-Wildtyp-Allels, 400 bp: Bande des deletierten
Arfrp1-Allels.

Bei einer Genotypisierung von Wildtyp-Mausen erhielt man folglich eine einzelne
Bande von ca. 200 bp Lange, von heterozygoten Mausen erhielt man zwei
unterschiedlich grole Banden von ca. 200 und ca. 400 bp Lange und von Knockout-
Mausen eine einzelne Bande von ca. 400 bp Lange. Wie Abb. 23 exemplarisch zeigt

wurde kein Tier identifiziert, das nur das 400 bp groRe PCR-Fragment aufweist.
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+/- +/- +/+ +/+ +/+ /-

Abb. 22: PCR-Analyse von genomischer Mausschwanz-DNA

20 ng genomischer Mausschwanz-DNA wurden mittels PCR mit den Primem A1, B1 und C1 analysiert
(siehe Abb. 21). Die PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt und die DNA durch
Ethidiumbromidfarbung nachgewiesen.

Eine aufwendigere, aber zuverlassigere Methode der Genotypisierung war die
Southern-Blot-Analyse. Dazu wurde genomische Mausschwanz-DNA Uber Nacht mit
dem Restriktionsenzym Stu | verdaut, nach Auftrennung mittels Agarose-
Gelelektrophorese auf eine Nylonmembran transferiert und mit der Int4-Sonde (bp 3092-
3472) hybridisiert.

!'l ¥y ¥V e L _-58kb
- - - 3,5kb

HH H[+ H[- H[- [+ - [+ [+ - - [+ - - - -

Abb. 23: Southern-Blot-Analyse von genomischer Mausschwanz-DNA der Arfrp71-Knockout-Mause
Nach Inkubation mit dem Restriktionsenzym Stu | Uber Nacht und der Auftrennung in einem Agarosegel
(0,8%) erfolgte der Transfer auf eine Nylonemembran, die mit der Int4-Sonde (bp 3092-3472) hybridisiert
wurde.

Heterozygote Tiere der F1-Generation wurden gekreuzt, mit dem Ziel Arfrp17-
Mause zu erhalten. Die Genotypisierung der F2-Nachkommen erfolgte wie oben
beschrieben. Bei dieser Kreuzung hatte man nach Mendel folgende Verteilung der
Nachkommen erwartet: 1:2:1 (Arfro1™*: Arfrp1*": Arfrp17). Tatsachlich konnten bei 94
genotypisierten Nachkommen der F2-Generation keine Arfro1”-Méause identifiziert
werden. Dieser Befund liel3 vermuten, dass Mutanten, denen das Arfrp71-Gen fehlt, nicht

lebensfahig sind.
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3.5 Analyse des Phanotyps der Arfrp1-Knockout-Mause

Da, wie von verschiedenen Autoren beschrieben (Makris et al., 2000; Liu et al.,
2001; Selley et al., 2001), auch schon bei heterozygoten Tieren ein Phanotyp auftreten
kann, wurden Arfro1""-Mause untersucht. Da durch das Ausschalten des Arfrp7-Gens
die Embryos offensichtlich letal geschadigt waren, wurden Arfrp1"-Embryos

morphologisch untersucht.

3.5.1 Analyse der Arfrp1*"-Mause

Um zu prufen, ob Tiere mit einem deletierten Arfrp1-Allel wie erwartet geringere
Mengen ARFRP1 exprimieren, wurden die mRNA aus Hoden, Leber, Niere und Thymus
von Arfrp1*" im Vergleich zu Arfro1*"*-Tieren analysiert. Zur Hybridisierung wurde die
ARFRP1rf-Sonde (siehe Kap. 3.1.1) eingesetzt, die die gesamte Ratten cDNA umfasst.
Abb. 24 zeigt, dass trotz des Ausschaltens eines Allels (Arfrp1*") gleiche RNA-Mengen

nachgewiesen werden konnten.

Hoden: Leber:

-18 S
-.""' verw
A AN A\ A N A A

Niere: Thymus:

X \o o o

xxx x* x> X x

18 S -

Abb. 24: Northern-Blots von Geweben von Arfrp1**- und Arfrp1*"-Tieren

Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Organen isoliert und jeweils 30 ug uber ein denaturierendes Gel
aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nylonmembran wurde diese mit einer *P-markierten ARFRP1rf -
Sonde (Ratten cDNA 1-943 bp) hybridisiert und ein Autoradiogramm erstellt. 18 S und 28 S RNA wurden
Uber eine Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht, sie dienten als GroRenmarker und zeigten, dass
identische RNA-Mengen aufgetrennt wurden.
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Um zu prifen, ob sich die Proteinmenge von ARFRP1 in Wildtyp- und
heterozygoten Tieren unterscheidet, wurden Western-Blots hergestellt.
Gesamtmembranpellets aus Leber, Niere und Hoden wurden, gelelektrophoretisch
getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem ARFRP1-Antikorper
(polyklonaler Antikorper gegen GST-ARFRP1 der Ratte) inkubiert (siehe Abb. 25).
ARFRP1 wies ein apparentes Molekulargewicht von 26 kDa auf. In allen untersuchten
Geweben waren keine Unterschiede der ARFRP1-Expression zwischen Arfrp1**- und

Arfrp1*"-Tieren zu erkennen.

Hoden:
ARFRP1— — e -—
S e \‘o\‘°
Q
Leber: _ - +°
ARFRPI— o w e
x\x x\x x\' x\o ‘o\\Q
00\
Niere: - ¥
ARFRPI—L - db x-
x\x x\x x\x x xV x <°\\0
+°°\

Abb. 25: Western-Blots von Gesamtmembranpellets der Hoden, Leber und Niere von Arfrp1+'+- und
Arfrp1""-Tieren

20 pg der Proteine wurden tber SDS-PAGE (14%) aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran transferiert
und mit einem polyklonalen ARFRP1-Antikorper inkubiert. Der immunchemische Nachweis erfolgte mit

Hilfe von "?°I-Protein A. Als Kontrolle dienten 5 ug Protein aus COS-7 Zellen, die ARFRP1 transient
Uberexprimieren.

Um Unterschiede zu Wildtyp-Tieren in Wachstum und Gewichtsverlauf von
Arfro1*"-M&usen zu ermitteln, wurde der Gewichtsverlauf beobachtet. Arfrp1*"-Mause
wurden dabei mit Geschwister-Wildtyp-Tieren verglichen und Gber einen Verlauf von 30
Wochen gewogen. Abb. 26 zeigt den Gewichtsverlauf dieser beiden Populationen. Es
gibt keine signifikanten Unterschiede in der korperlichen Entwicklung dieser beiden

Populationen.

75



ERGEBNISSE

40,00
)
2 3000 -
E i —e— Arfrp1*- Mause
'é 20,00 - —m— Arfrp1** Méause
8 -

10,00 -

0,00 T T T T T T T T 1

8 12 16 20 24 28 32

Alter in Wochen

Abb. 26: Gewichtsverlauf von Arfrp1**- und Arfrp1*"-M3usen
Zwei Populationen von Mausen wurden Uber den Zeitraum von 30 Wochen gewogen. Dabei wurden von
insgesamt 224 Tieren 457 Messpukte erhoben und mit + S.E.M. dargestellt.

Die Ergebnisse der Northern-Blots und Western-Blots zeigten, dass die Deletion
von Arfrp1 auf einem Allel zu keiner Reduktion der Arfrp7-mRNA und des ARFRP1-
Proteins fiihrt. Diese Beobachtung lisst vermuten, dass Arfro1"-Mause keinen

+/+

Phanotyp aufweisen, worauf auch die identischen Gewichtsverlaufe von Arfrp1™"- und

Arfro1*"-Tieren hinweisen.

3.5.2 Untersuchung der Embryos von Arfrp7-Mutanten

Zur Analyse des letalen Phanotyps von Arfrp1-Mausen sollte gepriift werden, ab
welchem Stadium der embryonalen Entwicklung ARFRP1 exprimiert wird. Abb. 27 zeigt
einen Northern-Blot von RNA aus 4,5 bis 18,5 Tage alten Embryos der Maus. Zu allen
Zeitpunkten wurde ARFRP1 schon exprimiert, allerdings steigt die Konzentration zum
Tag 7,5 der embryonalen Entwicklung. Dies ist ein Hinweis darauf, dass ARFRP1

bereits in fruhen Phasen der embryonalen Entwicklung exprimiert wird.
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Abb. 27: Expression von ARFRP1 in 4,5 bis 18,5-Tage alten Embryos

A: Ein Blot der Fa. Seegene® mit je 20 ug Gesamt-RNA aus Embryos der Maus im Alter von Tag 4,5 bis
Tag 18,5 wurde mit einer radioaktiven ARFRPrf-Sonde hybridisiert. B: Mitgelieferte Kontrolle der Fa.
Seegene®: 18 S und 28 S RNA wurden (iber eine Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht, sie dienten
als GroRenmarker und zeigten, dass identische RNA-Mengen aufgetrennt wurden.

3.5.2.1 In-Situ-Hybridisierung an gesamten Embryos

Zur Bestimmung des Expressionsmusters von ARFRP1 wurden in-Situ-
Hybridisierungen an  Paraffinschnitten von  Mausembryos  unterschiedlicher
Embryonalstadien durchgefuhrt. Schnitte von in Paraffin eingebetteten Mausembryos
von Tag 11, 14 und 16 wurden mit Arfrp1-spezifischen RNA-Sonden hybridisiert. Abb.
28 zeigt reprasentativ in-situ-Hybridisierungen an Paraffinschnitten von Tag 16,5 post
conceptionem. Man erkennt an den hellen Bereichen in Schnitt A, dass ARFRP1 im
Embryo ubiquitar exprimiert wird. Die Negativ-Kontrolle (Schnitt B) zeigt nur in einigen
Bereichen einen unspezifischen Hintergrund. Allerdings ist dieser Hintergrund in
einzelnen Geweben (z. B. Leber und Darm) unterschiedlich stark, was eine genauere

Beurteilung der ARFRP1 Expression erschwert.
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Abb. 28: In-Situ Hybridisierung von 16,5 Tage alten Embryos

Mikroskopische Aufnahmen unter einem Dunkelfeldmikroskop. Paraffinschnitte von 16,5 Tage alten
Embryos wurden mit ¥p_markierten Sonden hybridisiert und mit Fotoemulsion tberschichtet. A wurde mit
einer Antisense-Sonde hybridisiert, wahrend B zur Negativ-Kontrolle mit einer Sense-Sonde hybridisiert
wurde. Die Vergrofierung betragt ca. 25x. D: Darm, K: Kopf, L: Lunge und Le: Leber.

3.5.2.2 In-vitro Zucht von Blastozysten

Um festzustellen, ab welchem Zeitpunkt der embryonalen Entwicklung
Unterschiede im Wachstum und in der Entwicklung der Arfro7"-Embryos im Vergleich
zu Arfro1*"-und Arfrp1™*-Tieren auftreten, wurde das Wachstum von Blastozysten in
vitro beobachtet. Dazu wurden aus einer Verpaarung von Arfrp1*"-Tieren Blastozysten
aus dem Uterus des Weibchens gespult und eine Woche in vitro gezuchtet. Abb. 29
zeigt die anschlieBende Genotypisierung der Blastozysten mit Hilfe einer PCR.
Insgesamt wurden bei 32 untersuchten Blastozysten Arfro1*™*, Arfrp1*" und Arfro1™” in

einem Verhaltnis von 12:16:4 identifiziert.

+/- o[- [+ +[- +[+ +[- -/-

Abb. 29: Genotypisierung der Blastozysten

Die Genotypisierung von acht Blastozysten Uiber PCR wurde beispielhaft abgebildet. Dabei wurde die
gesamte Blastozyste lysiert und mittels PCR mit den Primern A1, B1 und C1 analysiert (siehe Abb. 21).
Die PCR-Produkte wurden in einem 2% Agarosegel aufgetrennt, und die DNA durch Ethidiumbromid
Farbung nachgewiesen.
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Nach einer Ruhepause von zwei Tagen wurden die Blastozsyten taglich
fotografiert. Abb. 30 zeigt Arfro1™"*, Arfro1*" und Arfrp1"-Blastozysten unterschiedlichen
Alters. Wahrend der 9,5 Tage langen Beobachtung zeigte sich, dass sowohl
trophoblastische Zellen als auch Zellen der intrazellularen Masse (ICM) proliferieren. Die
ICM stellt Zellen dar, die ungerichtet differenzieren und als Mischung unterschiedlicher
Zellen vorliegen. Zwischen den Blastozysten der unterschiedlichen Genotypen konnten

allerdings keine Unterschiede festgestellt werden.

Da ein Phanotyp durch das Fehlen von ARFRP1 im Blastozystenstadium nicht

nachzuweisen war, wurde die Entwicklung der Embryos zu spateren Stadien untersucht.

Arfrp1+* Arfrp1*- Arfrp1--

Abb. 30: Mikroskopische Untersuchungen von in vitro geziichteten Blastozysten.

Um Blastozysten fiir eine in-vitro Zucht zu gewinnen, wurden heterozygote Mause verpaart. 3,5 Tage
nach der Verpaarung wurden 32 Blastozysten aus den Uteri von vier verschiedenen Weibchen gespililt,
auf 0,1% Gelatine mit M2-Medium Uberschichtet und tber den Zeitraum von einer Woche beobachtet. Bei
einer Vergrofherung von 200-fach wurde taglich fotografiert. ED: embryonaler Entwicklungstag, TG:
trophoblastische Zellen, ICM: intrazellulare Masse.
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3.5.2.3 Untersuchung praparierter Embryos zum Tag 7,5 post conceptionem

Da auf Grund der Untersuchungen an Blastozysten die Vermutung bestand, dass
ARFRP1 in einer spateren Phase der embryonalen Entwicklung eine essentielle
Funktion einnimmt, wurden heterozygote Mause gekreuzt. Embryos wurden zum Tag
7,5 post conceptionem prapariert und im Anschluss genotypisiert. Abb. 31 zeigt einen
Vergleich von Arfrp1*"*-, Arfro1*"- und Arfrp1"-Embryos:

Dabei ist zu erkennen, dass Arfrp7"-Embryos am Tag 7,5 deutlich kleiner und
schlechter entwickelt sind als ihre Geschwister vom anderen Genotyp. Sie sind
vermutlich in einer Entwicklungsphase gestort und unterscheiden sich demnach von den
anderen Embryos. Das mutterliche Gewebe (M) ist hingegen bei allen Genotypen etwa

gleich entwickelt.

A Arfrp1** Arfrp1*- Arfrp1--

epc

eee

ee

-[- +[+ +[- +[- +/-

Abb. 31: Vergleich von Arfrp1**-, Arfrp1*"- und Arfrp1”-Embryos zum Tag 7,5 post conceptionem.
A: Embryos aus einer Kreuzung von heterozygoter Mausen wurden zum Tag 7,5 post conceptionem
prapariert und verglichen. epc:, eee: Extraembryonisches Ektoderm, ee: Embryonisches Ektoderm. B:
Genotypisierung der Embryos tber PCR. Bei 11 untersuchten Embryos wurde eine Verteilung von 1:7:3
(+/+:+/-:-/-) gefunden.
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3.5.2.4 H/E-Farbung und TUNEL-Assays

Bei den histologischen Untersuchungen an Paraffinschnitten von Embryos konnte
in der H/E-Farbung beobachtet werden, dass einzelne Embryos eines
Entwicklungstages eine unterschiedliche Morphologie besalen (siehe Abb. 32). Anhand
dieser Unterschiede wurden die Embryos als Kontroll-Tiere oder Arfrp1”-Tiere
klassifiziert. Um festzustellen, ob diese Unterschiede durch das Absterben des
gesamten Embryos oder bestimmter Bereiche des Embryos entstanden sind, wurden
Paraffinschnitte von 5,5 bis 9,5 Tage alten Embryos mit Hilfe des TdT-FragEL DNA
Fragmentation Detection Kit untersucht. Abb. 32 zeigt Serienschnitte von 5,5 bis 9,5
Tage alten Embryos jeweils als H/E-Farbung und nach einem TUNEL-Assay. Am Tag
5,5 zeigten alle untersuchten Embryos die gleiche Morphologie. Im Zentrum befindet
sich der primitive Embryo umgeben von mutterlichem Gewebe. Zum Zeitpunkt ED 6,5
erkennt man in der Kontrolle den Embryo im Stadium des Eizylinders. Sowohl
embryonale als auch extraembryonale Regionen sind gut strukturiert. In Arfrp1"-
Embryos sind die Zellen schlechter differenziert. In dem mit dem TUNEL-Assay
behandelten Schnitt erkennt man in der proamniotischen Hohle braune, apoptotische

Zellen, am Rand des Embryos scheinen sich die Zellen weiterzuentwickeln.

Am nachsten Tag der embryonalen Entwicklung sind die Unterschiede zwischen
Kontroll-Embryos und Arfrp1-Embryos noch deutlicher zu erkennen. Normale Embryos
weisen gut definierte Strukturen auf: man erkennt die drei Keimblattschichten Ektoderm,
Mesoderm und Endoderm. Die Arfrp7-Embryos waren dagegen deutlich kleiner als die
Kontroll-Embryos, eine Differenzierung zu den Keimblattschichten war nicht zu
erkennen. Im Zentrum des Embryos wurde verstarkt Apoptose nachgewiesen. Zwischen
Tag 7,5 und 8,5 waren bei Kontroll-Embryos deutliche Fortschritte in der Entwicklung zu
erkennen. Sie wiesen deutliche Strukturen primitiver Organe auf. Embryos, in denen das
Arfrp1-Gen ausgeschaltet war, hatten sich nicht weiterentwickelt. Vermutlich hat zu

diesem Zeitpunkt die Resorption durch das mutterliche Gewebe bereits begonnen.
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Diese Befunde deuten darauf hin, dass Bereiche des Arfrp1-Embryos absterben
und dies zur Degradation und schlieBlich zur Resorption des gesamten Embryos fuhrt.
Bei Untersuchungen von 5,5 Tage alten Embryos wurden keine Auffalligkeiten in der
Entwicklung und kaum apoptotische Zellen gefunden. Da ab dem Tag 6,5 der
embryonalen Entwicklung ein Bereich mit apoptotischen Zellen identifiziert wurde,
scheint das Fehlen des Arfrp71-Gens in einem Entwicklungsstadium zwischen Tag 5,5
und Tag 6,5 zum programmierten Zelltod zu fuhren. Da zu diesem Zeitpunkt die
Gastrulation stattfindet, ist zu vermuten, dass die Entwicklung einer oder mehrerer

Keimblattschichten durch das Ausschalten des Arfrp1-Gens negativ beeinflusst ist.
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Abb. 32: H/E-Farbung und TUNEL-Assays von Schnitten von Embryos in Uteri an embryonalen

Entwicklungstagen 5,5 bis 8,5

6,5 und 7,5 Tage alte Embryos wurden in Paraffin eingebettet und Serienschnitte hergestellt. Aufeinander
folgende Schnitte wurden als H/E-Farbung oder mit Hilfe des TUNEL-Assays (TdT-FragEL DNA
Fragmentation Detection Kit) untersucht. A: H/E-Farbung, B: TUNEL-Assay. Tag 5,5, 7,5 und 8,5 stellen
Sagittalschnitte, Tag 6,5 Transversalschnitte dar. 1: Embryo im Stadium des Eizylinders, 2:
Extraembryonisches Ektoderm, 3: Proamnionhdhle, 4: Embryonisches Ektoderm, 5: Embryonisches

Endoderm, 6: Mesoderm, 7: Amnionhéhle, 8: starke Gewebsdifferenzierung.
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Da eine genaue Genotypisierung der Embryos bisher nicht moglich war, stellt

Tab. 2 eine Ubersicht tiber die Anzahl der gesunden und apoptotischen Embryos dar:

Embryonaler Tag Anzahl der Embryos TUNEL pos.
5,5 11 0
6,5 13 3
7,5 14 5
8,5 9 1
9,5 8 2
Gesamtzahl: 55 11
Gesamtzahl ohne 44 1

embryonalen Tag 5,5:

Tab. 2: Zusammenstellung der Beurteilung von Embryos im Alter zwischen 5,5 und 9,5 Tagen post
conceptionem

Arfrp1”’—Méuse wurden verpaart und Serienschnitte der Uteri wie in Kap.2.2.6.3 hergestellt. Die Schnitte
wurden mit H/E gefarbt oder einem TUNEL-Assay unterzogen. Alle phanotypisch unauffalligen (Arfrp 1™
und An‘rp1+/') und TUNEL-positiven (An‘rp1'/') Embryos wurden zusammengestellt.

Die Auflistung in Tab. 2 verdeutlicht, dass am Tag 5,5 der embryonalen
Entwicklung alle untersuchten Embryos unauffallig waren. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass ARFRP1 fur die Entwicklung bis zu diesem Zeitpunkt keine essentielle Rolle spielt.
Fasst man die phanotypische Auswertung der folgenden Entwicklungstage zusammen,
so zeigten von 44 Embryos 33 einen normalen Phanotyp und 11 Embryos Bereiche mit
apoptotischen Zellen. Diese Verhaltnis entspricht exakt der nach Mendel erwarteten

Verteilung.
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4 DISKUSSION

41 Die komplexe genomische Organisation von Arfrp1 und die Stellung von
ARFRP1 innerhalb der ARF-Familie

Die genomische Organisation von Arfrp1 unterscheidet sich deutlich von anderen
Arf oder Arl's und auch von anderen Ras-GTPasen. Die 5-UTR, der ORF und das 3-
UTR des Arfrp1-Gens verteilten sich auf acht Exons (mit sieben Introns), wahrend
andere Gene der Ras-homologen GTPasen sich auf maximal sechs Exons verteilen
(siehe Abb. 9). Arf1 und Arf3 sind sehr ahnlich organisiert, der ORF wird von 4 Exons
kodiert. Der ORF von Arl4, einem eng mit Arfrp1 verwandten Gen, ist sogar nur auf
einem einzigen Exon lokalisiert, so dass vermutet wird, dass das Gen durch

Retroposition eines Arf oder Arf-like Gens entstanden ist (Jacobs et al., 1999).

Es wird immer noch kontrovers diskutiert, ob die Introns eines Gens in der
evolutionaren Entwicklung frih oder spat gebildet wurden. Vertreter der Introns Early-
Theorie sind der Auffassung, dass Introns sehr alt sind und im Laufe der Evolution
verloren wurden (Gilbert et al., 1997). Andere Experten hingegen vertreten mit der
Introns Late-Theorie die Meinung, dass spliceosomale Introns sich erst spater in der
Evolution in Gene der Eukaryoten eingefligt haben (Cho and Doolittle, 1997; Logsdon,
1998).

Aussagen Uber die evolutionare Entwicklung von Arfro1 missen daher anhand
anderer Hinweise getroffen werden: In Hefe existiert ein dem ARFRP1 homologes
Protein yAri3 (Huang et al., 1998). Diese Tatsache zeigt, dass ARFRP1 schon in friihen,
primitiven Zellen Bedeutung erlangt hat. Die These, dass ARFRP1 frih in der
Entwicklungsgeschichte aufgetreten ist und eine essentielle Bedeutung erlangte, wird
durch die Tatsache gestitzt, dass ARFRP1 in den meisten Spezies von Drosophila bis

zum Menschen exprimiert wird.
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Innerhalb der ARF-Familie nimmt ARFRP1 eine Sonderstellung ein. Das Protein
weist eine Insertion von acht Aminosauren zwischen dem PM1- und PM2-Motiv auf und
besitzt einen deutlich langeren C-Terminus. Es unterscheidet sich in seiner
posttranslationalen Modifikation und seiner subzellularen Lokalisation von ARF und
ARL-Proteinen. Da keine Isoformen von ARFRP1 existieren, ist ARFRP1 der einzige
Vertreter dieser Subfamilie innerhalb der ARF-Familie. Es haben sich keine anderen
ARFRP1-verwandten Proteine entwickelt, die die anscheinend essentielle Funktion von

ARFRP1 im Laufe der Evolution iUbernehmen konnten.

4.2 Die Chromosomale Lokalisation von Arfrp1

Arfrp1 ist auf dem Chromosomabschnitt 20913.3 gemeinsam mit vier weiteren
Genen lokalisiert. Dieser Abschnitt wurde von Bai et al. (2000) im Rahmen der
Untersuchung des Proteins M68/DcR3 charakterisiert. Dieses Protein ist ein Mitglied der
Tumor-Nekrosis-Faktor-Rezeptor-Familie und wird in menschlichen Lungen- und
Gastrointestinaltumoren stark amplifiziert vorgefunden. Auch in 44% der menschlichen
Adenokarzinome wird M68/DcR3 hochreguliert. Dem Protein wird eine Rolle bei der
Fas-regulierten Apoptose zugesprochen; M68/DcR3 bindet dabei an den Apoptose-

induzierenden Liganden Fas-L.

Da die gesamte Region 20q13.3 mit Gen-Amplifikation und Reorganisation in
menschlichen Tumoren in Verbindung gebracht wird, liegt die Vermutung nahe, dass
auch Arfrp1 eine Rolle in diesem Zusammenhang spielt. Von Bai et al. (2000) und
Schirmann et al. (unveroffentlicht) wurde untersucht, ob auch Arfrp7 in Tumoren
hochreguliert wird. Die Ergebnisse zeigen jedoch keine Amplifikation der RNA von
Arfrp1 unter diesen Bedingungen und lassen vermuten, dass Arfrp1 keine mitogene
Funktion hat.
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4.3 Der Promotorbereich des Arfrp1-Gens

Durch Vergleich mit EST-Sequenzen anderer auf dem Chromosom 20q13.3
lokalisierter Gene ist der Promotorbereich auf 60 bp vor dem Transkriptionsstart von
Arfrp1 eingrenzbar (siehe Abb. 12). Der Vergleich der genomischen Sequenz der Maus
mit der cDNA der Ratte und mit EST-Sequenzen der Maus liefert NFkB-, cRel-, zwei
cEts1-, Elk1- und IK2- als mogliche Bindungsdomanen fur Transkriptionsfaktoren. Der
Vergleich der Sequenzen des Promotors von Arfrp1 innerhalb der Spezies Maus und
Mensch liefert lediglich eine Ubereinstimmung der Bindungsbereiche cRel und cEts1
(siehe Abb. 12).

Mit Hilfe von seriellen 5’-Deletionen konnten zwei Bereiche identifiziert werden,
die flr die Promotoraktivitat von Arfrp1 essentiell sind (siehe Abb. 13). Auch in einem
Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay wurde bestatigt, dass Kernextrakte an diese DNA-
Sequenzen binden (siehe Abb. 15). Mutationen erwiesen, dass diese Regionen exakt
den Bindungssequenzen der Transkriptionsfaktoren cRel und cEts1 entsprechen (siehe
Abb. 14 und Abb. 15). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass cRel und cEts1

die Transkription des Arfrp1-Gens regulieren.

In einer Verdrangungsreaktion wurde die (radioaktiv markierte) Sonde A, welche
die Bindungsdomane cRel enthielt, durch die (nicht-radioaktiv markierte) Sonde B,
welche die Bindungsdomane cEts1 enthielt, verdrangt. Dies lasst darauf schlieRen, dass
beide ermittelten DNA-Bereiche an die selben Kernproteine binden (siehe Abb. 17).
Dabei war der DNA-Bereich mit der cETS1-Bindungsdomane in der Lage, den DNA-
Bereich mit der cRel-Bindungsdoméane aus einem Komplex mit entsprechenden
Kernproteinen zu verdrangen. Demnach konnte die Transkription von dem gleichen

Faktor reguliert werden.
cRel ist ein Transkriptionsfaktor, der zur NFkB/Rel Familie gehoért. Finf Mitglieder

der Familie sind in Sdugern bekannt. Die Expression dieser Proteine wird u. a. von Ras
(Mitin et al., 2001) aber auch von Rho, Cdc42 und Rac1 (Perona et al., 1997; Karnoub
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et al., 2001) reguliert. Rel-Proteine sind hauptsachlich fur ihre Rolle in der Immunantwort
bekannt, speziell als koordinierende Elemente bei der Antwort des Organismus auf

Infektionen, Stress oder Verletzungen (Sha, 1998).

NF«xB/Rel-Proteine sind ubiquitéar im Zytoplasma der meisten eukaryotischen
Zellen vorhanden und binden als Homo- oder Heterodimere an die DNA. Nur als Dimere
sind sie in der Lage, eine Genexpression auszulésen (Gosh et al., 1998). Eine
Moglichkeit besteht darin, dass cRel fur die Transkription von Arfrp1 ein Heterodimer
bildet. Das zweite, bislang noch unbekannte Protein, wirde demnach an der zweiten

Region des Arfrp1-Promotors binden.

Da cRel auch eine Rolle in der Transkription von anti-apoptotischen Proteinen
spielt (Bernard et al., 2001a+b) und Arfrp1”-Mutanten Apoptose zeigten, wére cRel als
regulatorisches Element im Arfrp7-Promotor denkbar. Dann musste spekuliert werden,
dass ARFRP1 als anti-apoptotisches Protein in der Gastrulationsphase fungiert und
durch dessen Ausschalten verstarkt Apoptose stattfindet (siehe Abb. 32 und Kap. 4.4).
Tatsachlich haben Untersuchungen ergeben, dass ein Rel-homologes Protein in
Xenopus wahrend der embryonalen Entwicklung eine basale Rolle in der Regulation der

Zelldifferenzierung spielt (Yang et al., 1998).

Der Transkriptionsfaktor cEts1 gehort zu einer sehr groRen Familie der DNA-
Expression-regulierenden Elemente. Man findet sie in allen Spezies, von spongioiden
bis zu menschlichen Zellen (Sementchenko and Watson, 2000). cEts1 lost die
Transkription verschiedenster Gene aus und spielt dabei in Saugerzellen eine Rolle bei
Entwicklungsprozessen. So werden Gene, die zellulare Proliferation, Differenzierung,
Migration, Apoptose und Zell-Zell-Interaktionen regulieren, von Ets-Faktoren kontrolliert
(Maroulakou and Bowe, 2000).

Ets-Faktoren l6sen die Transkription von Genen aus, indem sie an eine
purinreiche DNA-Sequenz binden. Diese sogenannte Core-Matrix ist umgeben von einer
Erkennungs-Matrix, die bis zu 15 bp lang sein kann. Interessanterweise hat man

feststellen kdénnen, dass sich sowohl die Sequenz der Core-Matrix als auch der
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Erkennungs-Matrix sehr stark von Gen zu Gen unterscheiden kénnen (Ghysdael and
Boreux, 1997; Graves and Peterson, 1998). In der Maus konnten tatsachlich zwei cEts1-
Bindungsdomanen identifiziert werden, wobei sich im ersten Fall die Erkennungs-Matrix,
im zweiten Fall sowohl Core-Matrix als auch Erkennungs-Matrix in den jeweiligen
essentiellen Promotorbereichen befinden. Da zwischen der Arfrp 1-Promotorsequenz der
Maus und des Menschen in diesen Bereichen hohe Homologien bestehen, ist es
wahrscheinlich, dass cEts1 die Transkription von Arfrp1 reguliert. Wahrend der
embryonalen Entwicklung ist die Ets1-Expression hochreguliert, und es konnte gezeigt
werden, dass cEts1 in Zellen des Mesoderms bei morphogenetischen Prozessen, z. B.

der Organbildung, eine Rolle spielt (Kola et al., 1993).

Uber einen sogenannten Supershift sollte bestéatigt werden, dass cRel und cEts1
die Expression von Arfrp1 regulieren (siehe Abb. 16). Die eingesetzten Antikorper haben
jedoch wider Erwarten nicht an den DNA-Kernprotein-Komplex gebunden. Dadurch ist

diese These in Frage gestellt.

Beide potentiellen Transkriptionsfaktoren stammen aus grofen Familien mit
vielen homologen Proteinen, die z. T. auch ahnliche Bindungsdomanen besitzen. Es ist
moglich, dass nicht die Uber die Datenbanken ermittelten Transkriptionsfaktoren an den
Promotor von Arfrp1 binden, sondern ihre homologen Proteine. Da fur den Supershift
spezifische Antikdrper eingesetzt wurden, ist es denkbar, dass diese nicht in der Lage
waren, an den DNA-Kernprotein-Komplex zu binden. Damit stellt sich die Frage, ob cRel
und cEts1 tatsachlich fur die Transkription von Arfrp1 zustandig sind, oder eventuell

Proteine, die ihnen homolog sind.

Zur genauen ldentifizierung regulatorischer fur die Transkription von Arfrp1
notwendiger Elemente sind noch weitere Versuche nétig. Die Beteiligung von cRel und
cEts1 kdnnte z. B. durch Co-Expression von cRel oder cEts1 mit Promotorkonstrukten
und anschlieBender Reporterassays gepruft werden. Zudem kdénnten die beiden
Transkriptionsfaktoren als rekombinante Proteine oder Kernextrakte von Zellen, die cRel

und cEts1 Uberexprimieren, in Electro-Mobility-Shift-Assays eingesetzt werden. Naturlich
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kann derzeit nicht ausgeschlossen werden, dass ein vollig anderer, noch unbekannter

Faktor den identifizierten DNA-Bereich bindet und die Expression von Arfrp1 reguliert.

4.4 Die Arfrp1-Knockout-Maus

Um die physiologische Funktion von ARFRP1 zu untersuchen, wurde das Arfrp1-
Gen in der Maus ausgeschaltet. Dabei wurde ersichtlich, dass Mause, denen Arfrp1 auf
einem Allel fehlt, keinen Phanotyp zeigen. Hingegen sind Mause, bei denen das Arfrp1-

Gen auf beiden Allelen ausgeschaltet wurde, nicht lebensfahig.

Aus einer Zucht von Arfrp1*"-Tieren, aus der 94 Nachkommen hervorgingen,
wurde eine Verteilung von Arfro1™*-, Arfro1™"- und Arfro1*"-Tieren im Verhéltnis von
1:2:0 beobachtet. Im Gegensatz zu Arfro1*"-Mause sind Arfro1"-Mause nicht

lebensfahig.

Die Beobachtung des Gewichtsverlaufs von Arfrp1*-Mausen iiber 6 Monate
zeigte, dass diese sich in Bezug auf diesen Faktor nicht von ihren Wildtyp-Geschwistern
unterscheiden. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die RNA und Protein-Level von
ARFRP1 in Wildtyp- und Arfro1*"-Mausen keine Unterschiede aufwiesen. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass eine geniigend hohe ARFRP1-Expression fir das Uberleben der
Mause essentiell ist. Dies ist ein Hinweis auf regulatorische Mechanismen, die im
Gegensatz zu anderen gendefizienten Mausen (Makris et al., 2000; Liu et al., 2001;
Selley et al., 2001), bei denen reduzierte Expressionslevel beobachtet wurden, flir eine
ausreichende = ARFRP1-Expression sorgen. Das Vorhandensein derartiger
Mechanismen kann als Hinweis auf eine essentielle Funktion des Proteins gedeutet

werden.

Arfro1"-Mause zeigen einen letalen Phéanotyp. In-vitro-Untersuchungen an
Blastozysten haben jedoch gezeigt, dass Arfrp1"-Blastozysten entstehen, und dass
trophoblastische Zellen und Zellen der inneren Zellmasse in gleichem Mal3e proliferieren

wie bei Arfrp1**- und Arfro1*"-Blastozysten. Es wurde weiter gezeigt, dass Arfrp1"-
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Embryos implantieren und sich bis zum Eizylinderstadium entwickeln. Zum Tag 7,5 post
conceptionem (p.c.) waren Arfro1”-Embryos deutlich kleiner als ihre Geschwister (siehe
Abb. 31).

Die Kombination aus histologischen Untersuchungen und der TUNEL-Reaktion,
einem Nachweis apoptotischer Zellen, hat gezeigt, dass zwischen den
Entwicklungstagen 6 und 7 post conceptionem die Entwicklung des embryonalen
Ektoderms gestort ist, wahrend die Entwicklung extraembryonaler Bereiche
unbeeinflusst bleibt. ARFRP1 scheint also fur die frihe Embryonalentwicklung, genauer
wahrend der Gastrulation, eine wichtige Rolle zu spielen.

Ektoderm Primitivstreifen

Extraembryonales
Ektoderm

_____—Viscerales Endoderm

Epiblast

Mesoderm

Proamnionhohle

Pra-Gastrula Gastrula

Abb. 33: Aufbau und Zellschichten in Pra-Gastrula-Embryo und Gastrula-Embryo.
(Nach Tam und Behringer, 1997)

Die Gastrulation ist ein duRerst komplexer Vorgang, in dem die Anlagen fur die
weiterfolgende Morphogenese des Embryos geschaffen werden. Diese Phase beginnt
ab ca. dem 6. Tag p. c. in der Maus und ist etwa ab dem 7. Tag mit der Entwicklung der
Keimblatter Endoderm, Mesoderm und Ektoderm abgeschlossen. Ein interessantes
Merkmal der Gastrulation der Maus besteht darin, dass sich der Embryo zunachst
,verkehrt herum“ entwickelt, das heif3t mit nach aul3en gerichtetem Endoderm und nach
innen gerichtetem Ektoderm. Nach Abschluss der Gastrulation findet eine Inversion der

Keimblatter statt. Zum Tag 6,5, man spricht vom Eizylinder, wird der Embryo in zwei

91



DISKUSSION

Bereiche eingeteilt, den embryonalen und den extraembryonalen. Die embryonale
Region besteht aus zwei Zellschichten, den Epiblasten (oder auch fruhes embryonales
Ektoderm) und dem aulerem visceralem Endoderm. Wahrend der Gastrulation bildet
sich ein transientes Gewebe, der Primitivstreifen. In diesem Gewebe findet eine
Differenzierung von Epiblasten zu mesenchymalen Zellen statt. Die Epiblasten sind
frhe epitheliale ektodermale Zellen, mesenchymale Zellen sind Zellen des Mesoderms
und des Ektoderms. Es findet eine Migration der neu gebildeten Zellen innerhalb des
Embryos statt. In spateren Phasen bilden sich dann spezifische Organe aus einzelnen

Zellpopulationen (Tam and Behringer, 1997).

Unsere in-vivo und in-vitro Daten der Arfrp1"-Mause zeigen, dass der Embryo
sich bis zum Stadium des Eizylinders entwickelt, d.h. embryonales und
extraembryonales Ektoderm sowie parietales und viscerales Endoderm vorhanden sind.
Die Tatsache, dass in den Arfro1”-Embryos wihrend der Gastrulationsphase scheinbar
spontan ektodermale Zellen absterben, deutet auf einen primaren Defekt in der
Aufrechterhaltung und weiteren Differenzierung des embryonalen Ektoderms hin.
Extraembryonische Strukturen entwickeln sich normal und sind zu einer spateren Phase
als Konsequenz des primaren Defekts beschadigt. Auf zellularer Ebene ist diese
Aufrechterhaltung der Struktur des Ektoderms eine kritische Phase, bei der eine
konstante Integration von polarisierten, proliferierenden Zellen zwischen nicht-
polarisierte, epitheliale Zellen stattfinden muss. Der Vorgang kann nur ohne Stérung
ablaufen, wenn eine prazise Kontrolle Uber Zell-Adhasion, Zytoskelett-Organisation und

Zell-Polaristation gewahrleistet ist (Haegel et al., 1995).

Viele Knockout-Mause wurden in den letzten Jahren hergestellt und phanotypisch
untersucht. Darunter findet man auch viele Beispiele mit einem Defekt wahrend der
Gastrulation, bei vielen kommt es au’erdem nicht zu einer Bildung des Mesoderms.
Arfro1"-Mause unterscheiden sich von fast allen anderen Knockouts dadurch, dass die
Zellen des Ektoderms spontan apoptotisch werden, die Zellen sich I16sen und in die

Proamniotische Hohle absondern. Zwei Gen-defiziente Mause zeigen einen sehr
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dhnlichen Phanotyp zu den Arfro1”-Mausen: p-Catenin defiziente Mause und Rac1-

defiziente Mause.

Haegel et al. (1995) haben gezeigt, dass Embryos, bei denen p-Catenin
ausgeschaltet wurde, die Entwicklung der Blastozysten, die Implantation und die
Entwicklung des Embryos bis zum Stadium des Eizylinders normal verlauft. Erst
wahrend der Gastrulation findet eine Storung innerhalb des ektodermalen Epithels statt,
die mit Apoptose und dem LOsen der Zellen in die Proamnionhdhle verbunden ist. 3-
Catenin und seine homologen Proteine a-Catenin und y-Catenin spielen eine wichtige
Rolle bei Zell-Zell-Adhasion, in dem sie Komplexe mit dem zytoplasmatischen Ende von
E-Cadherin und den Aktin-Filamenten des Zytoskeletts bilden (Wijnhoven et al., 2000).
B-Catenin spielt auch bei apoptotischen Prozessen eine Rolle. Allerdings gibt es bislang
in diesem Zusammenhang noch keine Ubereinstimmende Meinung Uber die Rolle von 3-
Catenin, da Uberexpression oder Stabilisierung von p-Catenin manche Zellen vor

Apoptose schitzt und in anderen Apoptose induziert (van Gijn et al., 2001).

Auch das Ausschalten der kleinen GTPase Rac1 (siehe Kap. 1.2) resultiert in
einem Arfrp1"-dhnlichen Phanotyp (Sugihara et al., 1998). Neuere Untersuchungen
haben gezeigt, dass konstitutiv aktives Rac1 die Ausbreitung von Zellen begunstigt und
die Zell-Zell-Adhasion vermindert. Man vermutet, dass Rac1 diese Vorgange uber
Endozytose von E-Cadherin reguliert (Akhtar und Hotchin, 2001).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass auch die GTPase ARFRP1 in den
Vorgangen Zell-Proliferation, Zell-Zell-Adhasion und/oder Apoptose eine Rolle spielt.
Sowohl die Lokalisation von ARFRP1 in der Plasmamembran, als auch der ahnliche
Phanotyp zu anderen Gen-defizienten Mausen unterstitzen diese Theorie. Zu klaren
bleibt, ob ARFRP1 tatsachlich diese Funktion zusammen mit der kleinen GTPase Rac1

und E-Cadherin bzw. den Cateninen erfiillt.

Schurmann et al. (1999) hatten gezeigt, dass ARFRP1 die ARF-regulierte
Phospholipase-D-(PLD) Aktivierung inhibiert. Diese Inhibition wird dadurch verursacht,
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dass ARFRP1 an dem ARF-spezifischen Guanine-Nucleotide-Exchange-Factor (GEF)
bindet. Nach Stimulation durch verschiedenartige Signale (Hormone, Neurotransmitter
oder Wachstumsfaktoren) hydrolisiert PLD Phosphatidylcholin zu Phosphatidylsaure
(PA) und Cholin (Exton, 1997a; Exton 1997b). PA wirkt als Second Messenger in
verschiedenen Vorgangen, unter anderem auch in der Reorganisation des Zytoskeletts.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Stimulierung von PLD durch die
Reorganisation des Zytoskeletts Veranderungen der Zellmorphologie hervorrufen kann
(Ha et al., 1994; Cross et al., 1996; Kam and Exton, 2001; Lee et al., 2001). Dies laf3t
die Vermutung zu, dass Arfrp"-Embryos der negative Regulator der PLD fehlt, wodurch

mehr PA gebildet wirde und damit Veranderungen des Zytoskeletts hervorriefe.

Eine genaue Charakterisierung der Funktion eines Proteins anhand von
Knockout-Mausen ist sehr erschwert, wenn eine frihe embryonale Letalitat der
Knockout-Mause auftritt (Fassler et al, 1996) oder vdllig unvorhersehbare Phanotypen
erzeugt werden (Zhang et al., 1996). Um dieses Problem zu umgehen, ist es mdglich,
eine kontrollierte, konditionelle, gesteuerte Inaktivierung eines Gens in einem
bestimmten Entwicklungsstadium oder in bestimmten Geweben oder Zelltypen
hervorzurufen. Die Bearbeitung dieser Fragestellung ist durch die Entwicklung des
Cre/loxP-Systems ermadglicht (Kilby et al. 1993, Forlino et al., 1999). Dabei wird das
auszuschaltende Gen von zwei JloxP Sequenzen flankiert. Diese dienen als
Erkennungssequenzen fur die bakteriophage Rekombinase Cre. Das Zielgen wird trotz
der flankierenden Sequenzen exprimiert. Zu jedem erwlnschtem Zeitpunkt oder
organspezifisch ist man in der Lage Cre einzubringen. Die Rekombinase deletiert den
zwischen den loxP-Erkennungssequenzen liegenden Genbereich und kann damit die

Funktionstichtigkeit eines Proteins verhindern (Porter, 1998).

Diese leistungsfahige Methode der konditionellen Inaktivierung eines Gens ware
eine sinnvolle MaRnahme fir eine weitere Untersuchung von ARFRP1. Durch die frihe
embryonale Letalitat der Arfrp1"-Mause kdnnen keine Erkenntnisse zu einem Phanotyp
am lebenden oder erwachsenen Tier gewonnen werden. Die gewonnene Information

beschrankt sich auf die Rolle von ARFRP1 in der Erschaffung eines Plans zur
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Entwicklung der Organanlagen und der Gewebsdifferenzierung im Embryo eines
Saugers. Damit fehlt eine wichtige Mdglichkeit, neues Wissen zur Funktion von ARFRP1

zu erlangen. Dieses Wissen kdonnte man mit Hilfe des Cre/loxP-Systems erhalten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die physiologische Funktion von
ARFRP1 mit Hilfe einer Arfrp1-Knockout-Maus zu untersuchen. Mause, bei denen das
Arfrp1-Gen nur auf einem Allel zerstort war, zeigten in ihrer Entwicklung und dem
Expressionslevel von ARFRP1 keinen Unterschied zu Wildtyp-Tieren. Im Gegensatz
dazu waren Arfrp1-defiziente Mause embryonal letal. /n-vivo und in-vitro Daten der
Arfro1"-Mause zeigten, dass Blastozysten gebildet und in den Uterus implantiert
werden und sich bis zum Stadium des Eizylinders (embryonaler Entwicklungstag E6,5)
entwickeln. Mit Hilfe histologischer Untersuchungen in Kombination mit einem
immunchemischen Nachweis apoptotischer Zellen (TUNEL-Reaktion) wurde eine
Storung in der Gastrulation (Keimblattentwicklung) beobachtet. Zellen des embryonalen
Ektoderms (Epiblasten), die im Primitivstreifen normalerweise zu Mesoderm
differenzieren, waren im Arfro1"-Embryo apoptotisch und wurden in die Amnionhéhle
abgestofRen. An der Umwandlung der Epiblasten zu Mesenchymzellen, die schliel3lich
das Mesoderm bilden, sind verschiedene Prozesse wie Zell-Adhasion, Reorganisation
des Zytoskeletts und die Polarisation von Zellen beteiligt. Die Letalitit der Arfro1”-
Embryos konnte in dem Defekt eines dieser Prozesse begrindet sein. Extraembryonale
Strukturen der Deletionsmutante entwickeln sich normal und sind zu einer spateren

Phase wahrscheinlich als Konsequenz des primaren Defekts beschadigt.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung der genomischen
Organisation von Arfrp1 und die Untersuchung seines Promotors. Das Arfrp1-Gen
besitzt eine Grofle von ca. 6 kb und ist aus acht Exons (mit sieben Introns) aufgebaut.
Der Transkriptionsstart wurde mit Hilfe von Datenbankvergleichen und der
Identifizierung eines EST’'s ermittelt. Die Sequenz des aus einer A-Phagenbank
isolierten genomischen Klons von Arfrp1 endet im Exon 8. Das putative Ende des Gens
wurde ebenfalls durch Datenbankrecherchen und die Identifizierung von EST’s, die das

Polyadenylierungssignal enthalten, bestimmt.
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Die genomische Organisation von Arfrp1 unterscheidet sich von der anderer
Mitglieder der ARF-Familie, so dass vermutet wurde, dass sich die Entwicklung des
Arfrp1-Gens wahrend der Evolution friih von der anderer Arf- und Arf-like-Gene getrennt
hat.

Im 5’-flankierenden Bereich des Arfrp1-Gens wurden mit Hilfe von Reportergen-
Assays und EMSA (Electro-Mobility-Shift-Assay) zwei Bereiche identifiziert (=58 bis —54
und —35 bis —31), die essentiell fur die Promotoraktivitat sind. Da diese Regionen exakt
den Bindungssequenzen der Transkriptionsfaktoren cRel und cEts1 entsprechen, wurde
angenommen, dass diese die Expression von ARFRP1 regulieren. Weitere EMSA
zeigten aulerdem, dass beide ermittelten DNA-Bereiche an dieselben Kernproteine
binden. Daher wird vermutet, dass die Transkription von Arfrp1 entweder von cRel,

cEts1, einem Heterodimer, oder einem bislang unbekannten Faktor reguliert wird.
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7 ANHANG

7.1 Abkurzungsverzeichnis

A

Abb.
Ac
Acc. No.
Amp
APS
ARF
ARL
ARP
ARFRP1
AS
ATP

bp
BSA
°C
cDNA
cpm

d
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EST
ES-Zellen
EtOH
Fa.
Fwd
FCS
GAP
GDI
GDP
GEF
GTP

h

h
HEPES
HS

Adenin

Abbildung

Acetat

Accession Number

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat
ADP-Ribosylierungsfaktor Protein
ADP-Ribosylierungsfaktor like Protein
(= Synonym zu ARFRP1) ARF-Related Protein
ARF-Related Protein

Aminosaure(n)
Adenosin-5’-Triphosphat

Basenpaare

Bovine Serum Albumin

Grad Celsius

komplementare DNA

Counts Per Minute

Tage

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
2'-Desoxynukleotid-5'-triphosphat
Dithiothreitol
Ethylendiamin-tetraessigsaure
Expressed Sequence Tag
Embryonale Stammzellen

Ethanol

Firma

Forward

Foetales Kalberserum

GTPase aktivierendes Protein
Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitor
Guanosin-5'-Diphosphat
Guanine-Nucleotide-Exchange-Factor
Guanosin-5'-Triphosphat

human

Stunde(n)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsaure
Horse Serum
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min
MOPS
N
ORF
PA
PAA
PBS
PCR
PEG
pfu
PLD
PMSF
Rag
Rev
RNA
RNase
rom
RT

S
S.E.M.
SDS

T

Tab.
TAE
Tag-Polymerase
TE
TEMED
Tris

u

U

UTR
viv
w/v

wit

Kilobasen

Kilodalton

Nahrmedium nach Luria-Bertani
Leukemia Inhibitory Factor
Laemmli-Probenpuffer

Molaritat (mol/l)

murin

Meter

Mikro

Minute(n)
3-N-Morpholinopropansulfonsaure
Nano

Open Reading Frame
Phosphatidylsaure
Polyacrylamid
Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung
Polymerase Chain Reaction
Polyethylenglycol

Plaque Forming Units
Phospholipase-D
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ras-Related In Adrenal Gland
Reverse

Ribonucleinsaure

Ribonuklease

Rotations Per Minute
Raumtemperatur

Sekunde(n)
Standardabweichung
Natriumlaurylsulfalt

Thymin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Polymerase aus Thermus Aquaticus
Tris-EDTA
N,N,N"N'-Tetramethylendiamin
2-Amino-2-(hydroymethyl)-1,3propandiol
Units

Uracil

Untranslatierte Region
Volumen/Volumen
Gewicht/Volumen

Wildtyp
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7.2

»Ein-Buchstaben“-Aminosaurencode

<Xs<H4H0V0AVOTVZZIrX"IOMMOO>

Alanin (Ala)
Cystein (Cys)

Asparaginsaure (Asp)
Glutaminsaure (Glu)

Phenylalanin (Phe)

Glycin (Gly)
Histidin (His)
Isoleucin (lle)
Lysin (Lys)
Leucin (Leu)
Methionin (Met)
Asparagin (Asn)
Prolin (Pro)
Glutamin (GIn)
Arginin (Arg)
Serin (Ser)
Threonin (Thr)
Valin (Val)
Tryptophan (Trp)
Tyrosin (Tyr)
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