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Zusammenfassung

Bag-1 gehort zu einer wachsenden Familie von Proteinen, die vermutlich iiber Hsp70 mit
verschiedenen anderen Proteinen interagieren. Die unterschiedlichen Isoformen von Bag-1
werden durch Nutzung alternativer Translationsstartstellen von einer mRNA generiert.
Bislang sind beim Menschen vier Proteinprodukte von Bag-1 beschrieben, bei der Maus
hingegen nur zwei. In in vitro Systemen wurde Bag-1 als multifunktionelles Protein
charakterisiert, dessen Wirkungen von der Modulation der Steroidhormonrezeptorwirkung
bis zur Aktivierung des Oncoproteins Raf-1 reichen. In Zellkulturexperimenten wurde
gezeigt, dal Bag-1 sowohl in Kooperation mit Bcl-2 aber auch alleine Apoptose zu
supprimieren vermag.

Als Referenz fiir mogliche in vivo Funktionen von Bag-1 wurde in der vorliegenden Arbeit
das isoformspezifische Expressionsmuster von Bag-1 wihrend der Embryonalentwicklung
der Maus bestimmt. Ab Tag 10,5 post coitum war Bag-1 anndhernd ubiquitdr exprimiert,
wobei allerdings die unterschiedlichen Isoformen sowohl stadienspezifisch als auch
gewebespezifisch auftraten. Darliberhinaus zeigten einige Gewebe, die zunichst Bag-1
exprimierten einen Verlust der Expression in spéteren embryonalen Entwicklungsstadien.

Die antiapoptotische Funktion von Bag-1 wurde bei der Ausformung der Finger bzw. Zehen
der sich entwickelnden Extremititen untersucht. In der undifferenzierten Extremitédtenknospe
war Bag-1 ubiquitir im gesamten Mesenchym exprimiert. Mit Erscheinen der
Knorpelblasteme der zukiinftigen Finger bzw. Zehen war die Expression von Bag-1 auf das
Interdigitalgewebe begrenzt. Das Einsetzen der Apoptose im Interdigitalgewebe korrelierte
mit dem Verlust der Bag-1 Expression in diesem Gewebe. Da Apoptose im
Interdigitalgewebe durch Retinsdure reguliert wird, wurde schwangeren Méusen Retinsdure
verabreicht, um die Apoptoserate im Interdigitalgewebe der sich entwickelnden Embryonen
zu erhdhen. Hierbei ergab sich eine Verminderung der Bag-1 Expression in diesem Gewebe
bei erhohter Apoptoserate. Den zur Retinsdureapplikation komplementiren Ansatz bot die
Analyse von RARPy-doppeltdefizienten Maiusen, die phénotypisch persistierendes
interdigitales Mesenchym ("Schwimmhéute") aufgrund einer verminderten Apoptoserate
aufweisen. In diesem persistierenden Mesenchym blieb die Expression von Bag-1 erhalten.
Samtliche bislang in diesem System untersuchten, bei der Ausformung der Finger bzw.
Zehen beteiligten Gene, wie z.B. Bmp-2, Bmp-4, Bmp-7, Msx-1, Msx-2, Hoxa-13,
Hoxd-13, Hoxd-11, Bcl-2, Bax und p53 zeigten in diesem Gewebe eine unverinderte
Expression im Vergleich zum Wildtyp.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Bag-1 erstmals ein Molekiil nachgewiesen, das bei der
Regulation der Apoptose im Interdigitalgewebe offenbar die entscheidende Rolle spielt.




Expression and antiapoptotic function of Bag-1 proteins

during mouse embryogenesis

Abstract

Bag-1 belongs to a growing family of proteins that interact with Hsp70 and other proteins.
Different isoforms of Bag-1 are generated through the usage of alternative translational start sites
on the same mRNA. So far, in humans, four Bag-1 proteins are described while only two have been
identified in the mouse. In in vitro systems, Bag-1 was characterized as a multifunctional protein
with diverse functions ranging from modulation of steroid hormone receptor action to the
activation of Raf-1 oncoprotein. In cell culture experiments it was shown that Bag-1 inhibits
apoptosis in cooperation with Bcl-2 but is also capable of exerting this function on its own.

As a reference point for possible in vivo functions, Bag-1 isoform-specific expression pattern
during mouse embryogenesis was determined. From day 10.5 post coitum onwards, Bag-1 was
ubiquitously expressed with the different isoforms occurring in a stage- and tissue-specific manner.
In addition, some of the tissues which showed Bag-1 expression at earlier stages lost this
expression at later developmental stages.

Antiapoptotic function of Bag-1 was investigated during the formation of the digits of the
developing limbs. In the undifferentiated limb bud Bag-1 was expressed ubiquitously in the entire
mesenchyme. With the appearance of the cartilage blastema of the future digits, Bag-1 expression
was resticted to the interdigital mesenchyme. The onset of apoptosis in the interdigital tissue
correlated with the downregulation of Bag-1 expression in this tissue. As interdigital apoptosis is
regulated by retinoic acid, pregnant mice were treated with this substance to increase apoptosis in
the interdigital tissue of the developing embryos. As a consequence a decreased expression of Bag-
1 was found along with the increased rate of apoptosis. Experiments complementary to the
treatment with retinoic acid made possible by the analysis of RARBYy-double deficient mice. These
animals phenotypically show persistent interdigital mesenchyme (“webbed fingers*) due to a
decreased rate of apoptosis. In this persitent mesenchyme, the expression of Bag-1 was not
downregulated. All the genes analyzed which play a role in digit formation, for example Bmp-2,
Bmp-4, Bmp-7, Msx-1, Msx-2, Hoxa-13, Hoxd-13, Hox-11, Bcl-2, Bax and p53 show no
alterations in their expression patterns in the double deficient RARBy mice compared to their wild-
type counterparts.

In this work it has been shown that Bag-1 is the first molecule which seems to play the crucial role

in regulation of interdigital apoptosis.
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1. Einleitung

Die Entwicklung eines multizelluldren Organismus erfordert die prizise Regulation zellulérer
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Zelltod. Ist die Balance zwischen diesen
fundamentalen Prozessen gestort, erfolgt hiufig unkontrolliertes Wachstum wie es in
Krebszellen beobachtet wird, bei denen oftmals Zelltod inhibiert ist. Apoptose oder
progrmnnﬂeﬁer Zelltod ist ein aktiver, genetisch kontrollierter ProzeB, um unerwiinschte
Zellen wihrend der Embryogenese, der Metamorphose und beim Gewebeumsatz zu
eliminieren. Der Proze der Apoptose spielt eine entscheidende Rolle bei der prizisen
Kontrolle von Zellpopulationen und der Ausbildung der spezifischen Form vieler sich

entwickelnder Organe.

1.1. Zelltod: Nekrose versus Apoptose

Grundsitzlich unterscheidet man zwei Arten von Zelltod, Nekrose und Apoptose (Kerr et al.,
1972; Schwartzman und Cidlowski, 1993; Kroemer et al., 1995; Steller et al., 1995;
Thompson et al., 1995).

Nekrose bezeichnet die "passive" Form des Absterbens von Zellen. Sie erfolgt aufgrund von
physikalischen oder chemischen Einwirkungen, die direkt oder indirekt die Integritit der
Zelle verletzen und zu ihrer Lyse fiihren. Anschaulich 148t sich Nekrose als eine Art
zufélliger "Unfalltod" umschreiben, der hédufig Spuren hinterldt. Solche Spuren konnen
dauverhaft sein, wie z.B. Narbenbildung im Gewebe, oder transient in Form von
Entziindungen, die durch bei der Zelllyse ins Interstitium freigesetzte intrazelluldre
Bestandteile ausgelost werden (Kerr et al., 1972; Schwartzman und Cidlowski, 1993).

Im Gegensatz zur Nekrose ist Apoptose ein aktiver, genetisch kontrollierter Proze8. Die zum
apoptotischen Zelltod fiihrenden Einfliisse sind lediglich Signale, die iiber einen
Signaltransduktionsmechanismus ein intrazelluldres Programm auslosen, durch das die
betroffene Zelle sich selbst, in einer Art Suizid, zerstort. Die apoptotische Zelle stirbt
"unbemerkt", ohne Spuren zu hinterlassen, woraus verstindlich wird, da Apoptose den
physiologischen Modus des Zelltods darstellt (Gerschenson und Rotello, 1992; Reed, 1994,
Sanders und Wride, 1995; Rich et al,, 1999). Unentwegt sterben Zellen in vielen Geweben
und Organen des Korpers als Teil der physiologischen Balance zwischen Zellvermehrung
und Zellverlust beim Gewebeumsatz. Dariiberhinaus tritt Apoptose auch in pathologischen
Situationen auf, wie z.B. viralen Infektionen, Hyperthermie, im Rahmen der Immunabwehr
durch cytotoxische T-Lymphocyten oder Krankheiten wie Alzheimer und Huntington, bei




denen Apoptose zu neurodegenerativen Prozessen fiihrt (Eischen et al.,, 1994; Nagata und
Goldstein, 1995; Thompson, 1995; Pellegrini und Strasser, 1999).

1.2. Zelluldre Verinderungen beim apoptotischen Zelltod

Der Prozef} der Apoptose ist sowohl auf morphologischer als auch auf biochemischer Ebene
nachweisbar und vollzieht sich in den unterschiedlichsten pathologischen und
physiologischen Situationen nach einem stereotypen Muster.

Morphologisch 148t sich der ProzeB der Apoptose mikroskopisch durch Licht-,
Transmissions- und Elektronenmikroskopie beobachten und verfolgen (Schwartzman und
Cidlowski, 1993; Hurle et al., 1996). Die betreffende Zelle verliert zunéichst den Kontakt zu
Nachbarzellen, schrumpft und rundet sich ab, wobei an der Zellmembran blasenartige
Vorwolbungen gebildet werden. Wiahrenddessen kommt es im Zellkern zu einer
charakteristischen Kondensation des Chromatins, was zur Ausbildung sichelférmiger
elektronendichter Bereiche fiihrt (Kerr et al., 1972). Nach dem Zerfall des Zellkerns in
Chromatin enthaltende Fragmente werden diese, zusammen mit intakten Organellen, in
groflere Vesikel von der nun ebenfalls zerfallenden Zelle abgeschniirt. Schlielich werden
diese abgeschniirten Vesikel als sogenannte apoptotische Korperchen (engl.: apoptotic
bodies) von Nachbarzellen oder von Makrophagen phagocytiert (Steller, 1995).

Neben diesen mikroskopisch sichtbaren, morphologischen Veridnderungen lduft eine Vielzahl
biochemischer Prozesse ab. Zu diesen gehoren (1) die Fragmentierung der chromosomalen
DNA, (2) die Vernetzung zelluldrer Proteine und (3) die Spaltung bestimmter Proteine.

1. Die DNA-Fragmentation in den betroffenen Zellen ist die Folge einer Aktivierung oder
de novo Synthese von Endonukleasen, die die internukleosomale Spaltung der DNA
verursachen (Wyllie, 1980; Compton, 1992; Schwartzman und Cidlowski, 1993). Da diese
DNA-Fragmente gelelektrophoretisch aber auch histologisch mittels TUNEL-Methode leicht
ﬁachweisbar sind, ist die DNA-Fragmentierung zu einem wichtigen analytischen Kriterium
der Apoptose geworden. Allerdings ist die DNA-Fragmentierung fiir die iibrigen zelluldren
Veridnderungen wihrend der Apoptose nicht von Belang, da gezeigt werden konnte, da83
Apoptose auch unabhéngig von Endonuklease-Aktivitdit und DNA-Fragmentierung auftritt
(Cohen et al., 1992; Cohen, 1993; Jacobson et al., 1994; Schultze-Osthoff et al., 1994).

2. Die Vernetzung von zelluldren Proteinen erfolgt durch Gewebetransglutaminasen, deren
Aktivitiit in apoptotischen Zellen stark erhoht ist (Fesus et al., 1991; Piacentini et al.,, 1991;
Jiang und Kochhar, 1992). Durch eine wihrend der Apoptose spezifisch aktivierte
Ca’*-abhiingige Gewebetransglutaminase (Typ II-Transglutaminase; Gentile et al., 1992;
Melino et al., 1994) werden zelluldre Proteine iiber N°-(y-Glutamyl)Lysin-Querverbindungen
verkniipft. Auf diese Weise entsteht eine Proteinmatrix, die fiir die hohe




Widerstandsfahigkeit der apoptotischen Korperchen gegeniiber Detergenzien in vitro
verantwortlich ist (Fesus et al., 1987, 1989); in vivo wird vermutlich die Freisetzung potentiell
schidlicher Bestandteile, wie z.B. lysosomaler Enzyme, verhindert. Dariiberhinaus fiihrt die
Uberexpression der Gewebetransglutaminase zu den fiir die Apoptose charakteristischen
morphologischen Verdnderungen wie Bldschenbildung an der Zellmembran und
Zellfragmentierung (Gentile et al., 1992). Diese morphologischen Verinderungen sind daher
moglicherweise eine direkte Konsequenz der Aktivierung der Gewebetransglutaminase.

3. Zu den spezifisch wihrend der Apoptose gespaltenen Proteinen gehdren Lamine und
Caspasen. Lamine sind Intermediérfilamente aus denen die mit der inneren Kernmembran
assoziierte Kernlamina aufgebaut ist. Da Lamine sowohl Strukturkomponenten beim Aufbau
der Kernhiille sind als auch bei der Organisation des Chromatins eine Rolle spielen, ist ihre
Spaltung essentiell fiir die Kernfragmentierung wahrend der Apoptose (Lazebnik et al., 1994;
Orth et al., 1996; Rao et al., 1996). Caspasen sind eine Familie von Cystein-Proteasen, die
durch Spaltung aktiviert werden. Sie bilden zusammen eine proteolytische Kaskade, die
letztendlich Haushalts- und Strukturproteine spalten, was schlielich zum Zelltod fiihrt.

1.3. Genetische Regulation der Apoptose

An der Regulation der Apoptose ist die Expression spezifischer Gene beteiligt. Die ersten
Gene, die direkt mit Apoptose in Verbindung stehen, wurden beim Nematoden
Caenorhabditis elegans identifiziert. Von den urspriinglich angelegten 1090 somatischen
Zellen sterben 131 wihrend der Entwicklung durch Apoptose, deren Verlauf in diesem
Organismus durch mindestens 12 Gene reguliert wird (Ellis und Horvitz, 1986; Liu und
Hengartner, 1999). Diese Gene fallen in drei Kategorien: Gene, die beim Toéten von Zellen
eine positive oder negative Rolle spielen (ced-3, ced-4, egl-1 und ced-9), Gene, die die
Phagocytose sterbender Zellen durch Nachbarzellen kontrollieren (ced-1, ced-2, ced-5-8 und
ced-10) und ein Gen, das bei der Degradation bereits phagocytierter Zellen eine Rolle spielt
(nuc-1; Liu und Hengartner, 1999). Von diesen Genen wirken ced-3, ced-4 und egl-1
proapoptotisch, wohingegen ced-9 Zellen vor Zelltod schiitzt (Ellis und Hdrvitz, 1986; Yuan
und Horvitz, 1990, 1992; Hengartner et al., 1992; Yuan et al., 1993; Conradt und Horvitz,
1998; Liu und Hengartner, 1999). Die Genprodukte von ced-3 und ced-4 wirken autonom
und verursachen Zelltod in den Zellen, in denen sie exprimiert werden. Mutationen, die eines
dieser beiden Gene inaktivieren, verhindern den Zelitod in den Zellen, die normalerweise
wihrend der Entwicklung sterben wiirden (Ellis und Horvitz, 1986; Yuan et al., 1993; Liu und
Hengartner, 1999).

Bei Vertebraten wurden drei Genfamilien identifiziert, die bei apoptotischen Signalwegen eine
zentrale Rolle spielen: die Bcl-2 Proto-Oncogen-Familie (siche 1.4.; Boise et al.,, 1995;
Tsujimoto und Shimizu, 2000), die Caspase Familie der Cystein-Proteasen (siehe 1.5.; Yuan,




1995; Nunez et al., 1998) und die Tumor Nekrose Faktor (TNF) Familie einschliefilich ihrer
Rezeptoren (siehe 1.5.; Nagata und Goldstein, 1995; Yang et al., 1997).

1.4. Die Bcl-2 Familie

Die Familie der Bcl-2 Proteine bildet eine der biologisch bedeutendsten Klassen Apoptose
regulierender Genprodukte. Bcl-2 ist das zuerst entdeckte, namensgebende Mitglied dieser
Genfamilie, die EinfluB auf die Regulation des programmierten Zelltods ausiibt, sei es durch
Aktivierung oder Inhibition desselben. Es erhielt seinen Namen aufgrund seiner Entdeckung
in B-Zell-Lymphomen (engl.: B cell lymphomas), bei denen es in mehr als 85 % der Fille
(Yunis et al,, 1982) infolge der Chromosomentranslokation t (14;18) (q32;q21) unter die
Kontrolle des Enhancers des Immunglobulin-Schwer-Ketten-Gens gerit und dadurch
iiberexprimiert wird. Diese Translokation erméglichte die Klonierung (Bakhshi et al., 1985;
Tsujimoto et al., 1985; Cleary et al.,, 1986) und Analyse (Tsujimoti und Croce, 1986) des
bcl-2 Gens. Das Bcl-2 Genprodukt vermag durch verschiedenste Stimuli ausgelGste
Apoptose in den unterschiedlichsten zelluldren Kontexten zu unterdriicken (Hale et al.,
1996).

Mittlerweile besteht die Bcl-2 Familie aus mehr als 20 Mitgliedern, die entweder pro-
apoptotisch (Bax, Bak, Bcl-X;, Bad, Bid, Bik, u.a.) oder anti-apoptotisch (Bcl-2, Bcl-X|,
Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, u.a.) wirken (Reed, 1994; Thompson, 1995; Yang und
Korsmeyer, 1996; Kelekar und Thompson, 1998; Gross et al.,, 1999a, 1999b; Tsujimoto und
Shimizu, 2000). Die Mitglieder dieser Genfamilie unterscheiden sich in ihren
gewebespezifischen und aktivierungsabhéingigcn Expressionsmustern sowie in strukturellen
Merkmalen (Kroemer, 1997). Die meisten Mitglieder besitzen eine carboxyterminale
Transmembrandoméne. Uber diese Transmembrandomiine wird die subzellulire Lokalisation
beeinflufit.

Der Hauptwirkungsort von Bcl-2 Proteinen ist die duflere Membran der Mitochondrien
(Hockenbery et al., 1990; Green und Kroemer, 1998; Zamzami et al., 1998; Gross et al.,
1999b; Tsujimoto und Shimizu, 2000). Bcl-2 aber auch nahezu alle anderen
antiapoptotischen Familienmitglieder sind integrale Membranproteine, die vorwiegend in der
duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert sind (Hockenbery et al., 1990; Krajewski et al.,
1993; De Jong et al., 1994; Zhu et al., 1996; Gross et al., 1999b). Im Gegensatz hierzu sind
die proapoptotischen Proteine iiberwiegend im Cytosol lokalisiert (Hsu et al., 1997; Hsu und
Youle, 1997; Gross et al.,, 1998, 1999b; Puthalakath et al., 1999; Gross et al., 1999b). Als
Folge apoptogener Stimuli translozieren sie jedoch ebenfalls zu den Mitochondrien; eine
Konformationsénderung befihigt sie zur Integration in die duBere Membran.

Dariiberhinaus besitzen die Mitglieder der Bcl-2 Familie eine variable Anzahl von Bcl-2
Homologie (BH)-Regionen (BH1 bis BH4), die deren biologische Aktivitdt bestimmen




(Kroemer, 1997; Kelekar und Thompson, 1998; Pellegrini und Strasser, 1999; Gross et al,
1999b; Tsujimoto und Shimizu, 2000). Fiir die antiapoptotische Aktivitdt sind die Regionen
BHI, BH2 und BH4 notwendig (Huang et al., 1998; Gross et al,, 1999b; Tsujimoto und
Shimizu, 2000), die BH3-Region hingegen ist essentiell und auch alleine ausreichend fiir die
proapoptotische Wirkung (Chittenden et al., 1995; Kelekar und Thompson, 1998; Gross
et al., 1999b; Tsujimoto und Shimizu, 2000).

Weiterhin sind die BH-Regionen wichtig fiir Protein-Protein-Interaktionen. Sie legen die
Fahigkeit der Bcl-2 Familienmitglieder fest, sowohl untereinander als auch mit anderen nicht
verwandten Proteinen zu interagieren (Abb. 1; Chittenden et al, 1995; Kelekar und
Thompson, 1998; Gross et al., 1999b). Zu letzteren gehoren Raf-1 und Bag-1. Raf-1
vermittelt die Phosphorylierung von Bad, wodurch dessen proapoptotische Wirkung
blockiert wird (Abb. 1; Wang et al., 1994, 1996a; Wang und Reed, 1998). Bag-1 ist ein neu
identifiziertes Bcl-2 bindendes Protein mit ebenfalls antiapoptotischer Wirkung (siehe 1.6.).
Bei den Interaktionen von Bcl-2 Familienmitgliedern untereinander wurde sowohl eine
selektive Heterodimerisierung aber auch Homodimerisierung bestimmter Bci-2
Familienmitglieder nachgewiesen. Der durch diese Protein-Protein-Interaktionen in der
dufleren Mitochondrienmembran gebildete Bcl-2 Komplex ist schematisch in Abb. 1
dargestellt.

Heterodimerisierung kommt dadurch zustande, daf3 die Regionen BH1, BH2 und BH3 eines
antiapoptotischen Proteins eine hydrophobe Spalte ausbilden, in die die BH3-Region eines
proapoptotischen Proteins gelangt (Muchmore et al., 1996; Sattler et al., 1997; Kelekar und
Thompson, 1998; Tsujimoto und Shimizu, 2000). Durch Heterodimerisierung wird die
biologische Aktivitit der Partnerproteine aufgehoben. Diese selektive Dimerisierung bildet
vermutlich die molekulare Basis fiir die antagonistische Wirkung der pro- und
antiapoptotisch wirkenden Bcl-2 homologen Proteine. Beispielsweise kann die Apoptose-
supprimierende Wirkung von Bcl-2 in IL-3-abhiangigen Zellen nach IL-3 Deprivation durch
gleichzeitige Expression von Bax aufgehoben werden (Oltvai et al., 1993). Ebenso gibt es
einen funktionellen Antagonismus zwischen Bcl-X| und Bcl-Xg (Boise et al., 1993), sowie
zwischen Bak und Bcl-2 (Chittenden et al., 1995; Kiefer et al., 1995). Das Bcl-2 homologe
Protein Bad kann durch Bindung an Bcl-X; Bax aus dem Bax:Bcl-X,-Heterodimer
verdringen und somit die Apoptose beschleunigen (siehe Abb. 1; Yang et al., 1995).

Bax vermag beispielsweise sowohl Homodimere zu bilden, als auch mit Bcl-2 oder Bel-X| zu
heterodimerisieren (siche Abb. 1; Oltvai et al., 1993; Yin et al., 1994; Chittenden et al., 1995;
Kelekar und Thompson, 1998). Cytosolisches, als Monomer vorliegendes Bax transloziert
nach apoptogenem Stimulus zu den Mitochondrien, um als Homodimer in deren duflere
Membran zu integrieren (siche Abb. 1; Wolter et al., 1997; Gross et al., 1998, 1999b); bereits
membranassoziiert ~ vorliegendes  Bax  integriert  ebenfalls ' aufgrund  einer
Konformationsinderung in die Membran (Goping et al., 1998; Desagher et al., 1999; Gross
et al., 1999b).



In Gegenwart von sog. Uberlebensfaktoren wie beispielsweise Wachstumsfaktoren liegt Bad
phosphoryliert vor und wird durch das Phosphoserin-Bindeprotein 14-3-3 im Cytoplasma
zuriickgehalten (siehe Abb. 1; Zha et al., 1996). Nach einem apoptogenen Stimulus wie IL-3
Deprivation wird Bad dephosphoryliert und interagiert mit Bcl-X, :Bcl-2 (sieche Abb. 1;
Kelekar et al., 1997; Ottilie et al., 1997; Zha et al., 1997). AusschlieBlich dephosphoryliertes
Bad ist in der Lage Bcl-X| zu binden und durch Verdringung von Bax aus dem Bax:Bcl-X -
Heterodimer den Gleichgewichtszustand zu verdndern und Apoptose zu beschleunigen (Zha
etal., 1997).

Abb. 1.: Schematische Darstellung der Regulation der Zusammensetzung des Bcl-2
Komplexes. Proapoptotische (gelb) und antiapoptotische (orange) Mitglieder der Bcl-2 Familie wirken auf
der Ebene der duBeren Mitochondrienmembran (hell unterlegter Bereich). Das Cytoplasma ist dunkelblau
dargestellt, auf die Reprasentation des Zellkerns wurde verzichtet. Die relativen Mengen von pro- und
antiapoptotischen Proteinen bestimmen die Empfindlichkeit gegeniiber programmiertem Zelltod. Bcl-2
Homologe konnen mit Apaf-1 (hellgelb) und anderen nicht verwandten, Apoptose inhibierenden Proteinen
wie Bag-1 (griin) und Raf-1 (lila) interagieren. Bcl-2 Familienmitglieder unterliegen einem selektiven
DimerisierungsprozeB. Das Verhiltnis verschiedener Dimere wird von der relativen vorhandenen Menge der
interagierenden Partnerproteine, deren subzelluldrer Verteilung sowie durch posttranslationelle Modifikation
durch Serin/Threonin-Kinasen festgelegt. Der Bcl-2 Komplex hat lokale Auswirkungen auf die Funktion der
duBeren Mitochondrienmembran und kann Todeseffektoren wie Apaf-1 neutralisieren, das mit bestimmten
Caspasen (rot) interagiert. DAM steht fiir "Todesadaptormolekiil" (engl.: death adaptor molecule) und bringt
Signale der Zelloberflache (Fas Rezeptor) zu bestimmten Caspasen. Nach Kroemer, 1997, verindert.



Das Verhiltnis der relativen Mengen von proapoptotischen und antiapoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2 Familie ist entscheidend fiir die Integration der apoptogenen Stimuli.
Die Bcl-2 Familie bildet in der #ufleren Mitochondrienmembran den entscheidenden
Kontrollpunkt bei der Festlegung des zukiinftigen Schicksals einer Zelle.

1.5. Mitochondriale Dysfunktion und Caspasen

Ist der durch die Bcl-2 Familie gebildete Kontrollpunkt iiberschritten, erfolgt unwiderruflich
die Degradation und die Zelle stirbt. Dies geschieht einerseits durch den Verlust der
normalen Funktion der Mitochondrien und andererseits auf dem Weg iiber Caspasen und
deren Substrate (Kroemer et al., 1995; Nunez et al., 1998; Gross et al., 1999b).

Die proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie fiihren iliber unbekannte molekulare
Mechanismen zur Dysfunktion der Mitochondrien (Jurgensmeyer et al.,, 1998; Luo et al,
1998; Gross et al.,, 1999a; Han et al., 1999; Susin et al.,, 1999a, 1999b). Diese beinhaltet
Verdnderungen im Membranpotential (A%¥m), Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen
(ROS, engl.: reactive oxygen species), Offnung des PTP-Kanals (PTP, engl.: permeability
transition pore) und Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem Intermembranraum (Xiang et al.,
1996; McCarthy et al., 1997; Eskes et al., 1998; Gross et al., 1998, 1999b; Pastorino et al.,
1998; Finucane et al., 1999).

Die Verdnderungen im Membranpotential fithren schlieBlich zum vollstindigen
Zusammenbruch desselben, d.h. einer Depolarisation mit einer Entkoppelung der oxidativen
Phosphorylierung; letzendlich kommt es zu einem Anschwellen der Mitochondrien, einem
unspezifischen Bruch der #dufleren Mitochondrienmembran und zur Freisetzung von
Cytochrom c (Zoratti und Szabo, 1995; Zamzami et al., 1998).

Freigesetztes Cytochrom c bindet an Apaf-1 (engl.: apoptosis activating factor 1) und
induziert dessen aktivierende Oligomerisation. Es entsteht das sog. "Apoptosom", das
wiederum ein nachgeschaltetes Caspase Programm aktiviert (Li et al., 1997; Zou et al., 1997).
Die Aktivitdit von Apaf-1 wird zudem auch durch Bcl-2 Proteine direkt reguliert. So
verhindern die antiapoptotischen Proteine Bcl-X, und Boo durch Bindung an Apaf-1 dessen
aktivierende Oligomerisation (sieche Abb. 1; Huang et al, 1998). Im Gegensatz dazu
verhindern proapoptotische Proteine wie Bak und Bik die Enstehung dieses Komplexes bzw.
bewirken seine Dissoziation und setzen dadurch Apaf-1 frei, weiches dann wiederum als
Oligomer Caspase-9 aktiviert (Inohara et al., 1998; Nunez et al., 1998; Pan et al., 1998; Song
et al., 1999).

Als Caspasen (vom engl.:. cysteine aspartate-specific proteases) bezeichnet man eine
wachsende Familie von Cystein-Proteasen mit mehr als 14 Mitgliedern, von denen den
meisten eine Rolle bei der Apoptose zukommt (Alnemri et al., 1996; Nunez et al., 1998;




Thornberry und Lazebnik, 1998). Sie bilden zusammen eine proteolytische Kaskade, bei der
Initiator-Caspasen nachfolgende Effektor-Caspasen aktivieren. Caspasen werden durch zwei
Spaltungsschritte aktiviert: Abspaltung der Prodomine von der groflen Untereinheit und
Trennung der grofen von der kleinen Untereinheit (Kumar und Colussi, 1999). Die aktivierte
Caspase ist ein Tetramer aus zwei groflen und zwei kleinen Untereinheiten. Letztendlich
spalten Caspasen Haushalts- und Strukturproteine, was schlielich zum Zelltod fiihrt (Nunez
et al., 1998).

Caspasen konnen durch Apaf-1/Cytochrom c iiber die Initiator-Caspase-9 aktiviert werden
oder direkt iiber die Aktivierung von TNFo/Fas-"Todesrezeptoren" der Zelloberfliche,
welche die Initiator-Caspase-8 aktivieren (Eischen et al., 1994; Medema et al., 1997; Nagata,
1997, Ashkenazi und Dixit, 1998; Wallach et al., 1998; Luo et al., 1998).

Caspasen konnen auch auf die Mitochondrien zuriickwirken. Die Bindung von TNFa oder
Fas Ligand (FasL) an ihre Rezeptoren fiihrt durch Caspase-8 zur aminoterminalen Spaltung
der proapoptotischen Proteine Bid und Bax welche in die Mitochondrienmembran inserieren
und zur Freisetzung von Cytochrom c fithren (Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Gross et al,,
1999; Han et al., 1999). Aber auch antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 und Bcl-X; werden
durch Caspasen gespalten, wodurch proapoptotische Fragmente derselben entstehen. Diese
dienen moglicherweise als positives Riickkopplungssignal und verstirken bzw.
beschleunigen dadurch apoptotische Prozesse (Nunez et al., 1998).

1.6. Bag-1: Ein auBlergewdhnliches Bcl-2 assoziertes Protein

Eines der neu entdeckten Proteine, die mit Bcl-2 assoziieren, ist Bag-1. Mit Hilfe der Protein-
Interaktions-Klonierungstechnik wurde es als ein Bcl-2 bindendes Protein identifiziert
(Takayama et al., 1995). Seine Interaktion mit Bcl-2 fithrte zu der Bezeichnung Bag-1 fiir
Bcl-2-assoziiertes Athano-Gen 1 (vom gr. athanos fiir "Antitod"). Bag-1 ist als Bcl-2-
bindendes antiapoptotisches Protein in der Lage, Apoptose zu inhibieren, zeigt jedoch
keinerlei Homologie zu Mitgliedern der Bcl-2 Genfamilie.

1.6.1. Bag-1 und Apoptose

Bag-1 wirkt zusammen mit Bcl-2 synergistisch bei der Suppression von durch verschiedene
Stimuli induzierter Apoptose, wie z.B. Anti-Fas Antikorper und cytolytische T-Zellen, beides
Stimuli, die wenn iiberhaupt nur sehr gering durch Bcl-2 oder Bag-1 alleine unterdriickt
werden konnen (Takayama et al., 1995).




Neben der Kooperation mit Bcl-2 kann Bag-1 auch alleine Apoptose hemmen. So schiitzt
eine Uberexpression von Bag-1 in den verschiedensten Zellinien unabhingig von Bcl-2 vor
Apoptose, die durch eine ganze Reihe unterschiedlichster Stimuli ausgelost wird, wie z.B.
Staurosporin, Wachstumsfaktordeprivation, chemotherapeutische Verbindungen,
Glucocorticoide oder Retinsidure (Takayama et al., 1995; Bardelli et al., 1996; Clevenger et al.,
1997; Kullmann et al., 1998; Liu et al., 1998; Yang et al., 1999b).

Mittlerweile ist Bag-1 eine wachsende Familie von Proteinen, die vermutlich alle mit Bcl-2
interagieren. Die verschiedenen Bag-1 Isoformen wurden in vitro hinsichtlich ihrer Wirkung
bei der Hemmung von Apoptose untersucht, und es zeigte sich, daB alle Bag-1 Isoformen
eine antiapoptotische Wirkung aufweisen (Yang et al., 1999b). Es ist jedoch nicht klar, ob alle
Bag-1 Proteinprodukte die gleiche Potenz beziiglich der Inhibition von Apoptose besitzen.

1.6.2. Struktur der Bag-1 Proteine

Bislang sind vier menschliche Bag-1 Isoformen bekannt, die alle von einer mRNA translatiert
werden (Packham et al., 1997; Yang et al., 1998; Takayama et al., 1998). Die grofite Bag-1
Isoform (Bag-1L, p50) wird von einem als Startcodon ungewohnlichen CTG-Triplett aus
generiert. Stromabwairts hiervon liegen im offenen Leseraster mehrere ATG-Startcodons, von
denen aus die kleineren Isoformen Bag-1M (Rap46, p46), Bag-1 (p33) und p29 gebildet
werden (sieche Abb. 2 und 4.2.). In der Maus wurden u.a. auch durch diese Arbeit zwei
Isoformen, Bag-1L und Bag-1, beschrieben, die ebenfalls von einer mRNA ausgehend
generiert werden (siehe Abb. 2 und 4.2.; Packham et al., 1997; Takayama et al., 1998).

Alle Proteine der Bag-1 Familie besitzen eine konservierte, carboxyterminale Doméne, iiber
die sie an Hsp70 binden und dessen Aktivitit modulieren (Takayama et al., 1997; Hohfeld
und Jentsch, 1997; Zeiner et al., 1997; Gebauer et al., 1997, 1998; Bimston et al., 1998;
Hohfeld et al., 1998; Kanelakis et al., 1999; Stuart et al., 1998; Liiders et al., 2000; Nollen et
al., 2000). Dartiiberhinaus enthalten alle Bag-1 Isoformen eine ubiquitindhnliche Doméne, die
auf eine Verbindung zum Ubiquitin/Protease-System schliefen 14Bt. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dal Bag-1 mit dem 26S Proteasom assoziiert (Liiders et al.,, 2000). Ein Motiv
[EE(X),] mit bisher unbekannter Funktion ist bei den verschiedenen Isoformen in variabler
Anzahl im Aminoterminus vorhanden, der am wenigsten konservierten Region der Bag-1
Proteine (Abb. 2).
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Abb. 2.: Schematische Darstellung der Struktur der Bag-1 Isoformen von Mensch und
Maus. Angegeben sind die konservierte Hsp70 Bindedomine, die ubiquitinihnliche Doméne und das
[EE(X),]), Motiv. E = Glutaminsiure, L = Leucin, M = Methionin, X = beliebige Aminosdure. Die Zahlen
stehen fiir die Anzahl der Aminoséuren der entsprechenden Proteine.

1.6.3. Regulation von Apoptose durch Bag-1

Bag-1 zeigt keinerlei Homologie weder zu Mitgliedern der Bcl-2 Proteinfamilie noch zu
anderen Bcl-2 bindenden Proteinen wie Raf-1, das ebenfalls mit Bag-1 interagiert (Wang et
al., 1996b; Wang und Reed 1998). Da die Bindung von Bag-1 an Bcl-2 somit auch nicht
iiber bekannte, von anderen Bcl-2 bindenden Proteinen benuizie Interaktionsdoménen erfolgt,
ist iiber den Mechanismus der Apoptose inhibierenden Wirkung von Bag-1 wenig bekannt.
Bag-1 bindet an Bcl-2 durch seine carboxyterminale Doméne (siehe Abb. 1 und 2; Takayama
et al., 1995), man geht jedoch davon aus, daB keine direkte Interaktion zwischen diesen
beiden Proteinen auftritt. Ebenfalls durch die carboxyterminale Doméne von Bag-1 erfolgt
die sehr starke Bindung von Bag-1 an Hsp70; vermutlich wird die Interaktion von Bag-1 mit
Bcl-2 iiber Hsp70 vermittelt (Zeiner et al., 1997; Takayama et al., 1997; Hohfeld und Jentsch,
1997; Gebauer et al., 1997, 1998).

Hsp70 selbst ist ebenfalls ein antiapoptotisches Protein (Jaitteld et al.,, 1992; Jditteld und
Wissing, 1993; Simon et al., 1995; Karlseder et al., 1996; Mosser et al., 1997). Einerseits
verhindert Hsp70 auf der Ebene der Mitochondrienmembran den Zusammenbruch des
Membranpotentials A¥m (Jaitteld et al, 1998; Creagh et al, 2000). Andererseits wirkt
Hsp70 nach der Freisetzung von Cytochrom ¢ und vor der Aktivierung der Effektor-
Caspase-3 (Beere et al., 2000; Li et al., 2000; Saleh et al., 2000). Wie bereits erwihnt, bindet
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Cytochrom c an Apaf-1 und induziert dessen aktivierende Oligomerisation. Es entsteht das
sog. "Apoptosom", an das mehrere Molekiile Procaspase-9 gebunden und aktiviert werden.
Caspase-9 aktiviert nachfolgend die Effektor-Caspasen 3 und 7. Hsp70 bindet an Apaf-1 und
verhindert dadurch die Bindung und Aktivierung von Procaspase-9 (Beere et al., 2000; Saleh
et al., 2000).

Da Bag-1 an Hsp70 bindet und dessen Chaperonaktivitéit verdndert, ist es wahrscheinlich, daf3
es ebenfalls die antiapoptotische Funktion von Hsp70 beeinflufit. Diese Moglichkeit wurde
bislang nicht untersucht, aber vermutlich wird die antiapoptotische Wirkung von Bag-1

teilweise auch durch Hsp70 vermittelt.

1.7. Apoptose und Organbildung

Im adulten Organismus spielt der programmierte Zelltod eine Rolle beim Gewebeumsatz, d.h.
bei der physiologischen Balance zwischen Zellvermehrung und Zellverlust. Eine besondere
Bedeutung kommt der Apoptose jedoch wihrend der Embryonalentwicklung zu. Wihrend
der Embryogenese von Wirbeltieren spielt Apoptose eine Rolle bei einer Vielzahl von sich
entwickelnden Organen und Geweben, wie z.B. Herz, Linse, Neuralrohr, Somiten, und
Kiemenbogen (Ubersichten in Sanders und Wride, 1995; Vaux und Korsmeyer, 1999). Im
sich entwickelnden Nervensystem sterben ungefihr die Hilfte der Neuronen, die wihrend der
Embryogenese gebildet werden noch vor dem Erwachsenenalter (Oppenheim, 1989; Garcia et
al., 1992; Yoshida et al., 1998). Bei der Ausprigung der Geschlechtsdimorphismen spielt
Apoptose eine herausragende Rolle sowohl bei den inneren wie bei den &dufBeren
Geschlechtsorganen (Jost et al., 1971; Drews und Dietrich, 1978; Rodriguez et al., 1997).
Das Offnen der sich entwickelnden, anfinglich geschlossenen Vagina erfolgt durch
hormoninduzierte Apoptose; die Verhinderung eines vorzeitigen Offnens ist abhingig von
Bcl-2 (Rodriguez et al., 1997). Auch die geschlechtsspezifische Entwicklung der Brustdriisen
erfolgt in Abhiingigkeit von Apoptose, so z.B. die Degeneration der ménnlichen Brustdriise
wihrend der Embryonalentwicklung. Im adulten weiblichen Organismus erfolgt eine
Regression der Brustdriisen nach Schwangerschaften bzw. Lactationsperioden. Diese
Regression ist ebenfalls ein apoptotischer Prozef3, der durch Bcl-2 und vermutlich andere
Mitglieder dieser Familie reguliert wird (Jdger et al, 1997). Ebenso bei der
Nierenentwicklung, die in enger Beziehung zur Geschlechtsentwicklung verléduft, spielt diese
Form des Zelltodes eine kritische Rolle, an deren Regulation Bcl-2, Bcl-X; und Bcl-w
beteiligt sind (Veis et al., 1993; Kamada et al., 1995; Moser et al,, 1997a). Ein besonders
anschauliches Beispiel ist die Gliedmaflenentwicklung, bei der der Apoptose eine
entscheidende Bedeutung bei der Ausformung der Finger durch das Absterben der zunichst
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angelegten Zellen im Interdigitalgewebe zukommt (Hammar und Mottet, 1971; Mori et al.,
1995; Chen und Zhao, 1998; Rodriguez-Leon et al., 1999).

1.8. Ziel der vorliegenden Arbeit

Da Mitglieder der Bcl-2 Familie bei der Regulation von Apoptose wihrend der Organbildung
eine Rolle spielen und durch Zellkulturexperimente Bag-1 als antiapoptotisches Protein
charakterisiert wurde, war das Ziel dieser Arbeit, zunédchst die Expression von Bag-1 und
seiner Isoformen wihrend der Embryonalentwicklung der Maus zu untersuchen. Von
besonderem Interesse waren hierbei Gewebe oder Organe, bei denen die Expression von
Bag-1 mit Apoptose negativ korreliert. Zwei Expressionsorte von Bag-1, bei denen eine
solche Korrelation vorliegt, sollten ausgewihlt werden, um die Rolle von Bag-1 beim

apoptotischen Prozef3 néher zu untersuchen.
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2. Material

2.1. Bezugsquellen der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid/N,N'-Methylenbisacrylamid (30:0,8)

Adenosintriphosphat (ATP)

Advantage cDNA PCR Kit

3-Aminopropyltriethoxy-Silan (TESPA)

Agarose (Typ I)

Aktivkohle

Alkalische Phosphatase

All-trans Retinsdure

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ammoniumthiosulfat

ApopTag Plus Peroxidase Kit

3-Mercaptoethanol

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Bakterienschalen (10 cm)

Econo-Pack Séulen

Blaukappengefifie (15 ml und 50 ml)

BM Purple Alkalische Phosphatase Substrat

Boehringer Blockierungs-Reagenz

Bromphenolblau

CHAPS (3-[(Cholamimidopropyl)-Dimethylammonio}-
1-Propan-Sulfonat

Chloroform

Coomassie Brilliant Blau R250

Deckglédschen

Desoxy-Nukleosidtriphosphate

Dextransulfat

D-Glucose

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Digoxygenin-dNTP-Labeling Mix

Dithiothreitol (DTT)

DNase I (RNase-frei)

Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

Easy-Pure DNA Purification Kit

ECL-Western blotting detection reagents

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Eichproteine, gefirbt

Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Clontech, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Appligene, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

BioRad Laboratories, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Appligene, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Difco Laboratories, Augsburg
Difco Laboratories, Augsburg
Difco Laboratories, Augsburg
Greiner, Niirtingen

BioRad Laboratories, Miinchen
Greiner, Niirtingen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Bender und Hobein, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka Buchs, Schweiz

Fluka, Neu-Ulm

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco, Eggenstein

Biozym Diagnostik, Oldendorf
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Serva, Heidelberg

BioRad Laboratories, Miinchen
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Einbettkassetten

Entellan neu (Schnelleindeckmittel
fuir die Mikroskopie)

Eosin B

Essigséure

Essigsdureanhydrid

Ethanol

Ethidiumbromid

Folin Phenolreagenz

Formaldehyd

Fotales Kilberserum (FCS)

Formamid

Gewebekulturschalen

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Heparin

Heringssperma-DNA Typ III

Histowax

Hybond-N* Membranen

Immobilon-P Transfer Membranen
Immu-Mount, wéliriges Einbettmedium
Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Butanol)

Kodak Developer D-19

Lambda DNA

Ligase Puffer

Lithiumchlorid (LiCl)

LM-1 Emulsion fiir die Autoradiographie

Lysozym

Magermilchpulver

Maleins#ure
Marathon-Ready-cDNA
Mayer's Hamatoxylin
Methylgriin

Mikrotiterplatten

Minimal Medium Alpha (MEM)
Natriumacetat

MOPS (Morpholinopropansulfonsiure)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumthiosulfat
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Leica Vertrieb GbmH,
Bensheim
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

Greiner, Niirtingen

Sigma, Deisenhofen

BRL, Inc., Neu-Isenburg
Roth, Karlsruhe

BioRad Laboratories, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Leica Vertrieb GmbH,
Bensheim

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Millipore, Eschbronn
Shandon, Frankfurt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Kodak, Rochester

Gibco, Eggenstein

Roche Diagnostics, Mannheim
Serva, Heidelberg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Saliter, Obergiinzburg

Sigma, Deisenhofen

Clontech, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Vector Alexis, Griinberg
Greiner, Niirtingen

Gibco, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen




N, N'-Methylen-Bisacrylamid

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Objekttrager

Oligo-d(T)-Cellulose
Oligonukleotide

Paraformaldehyd

Paraplast Plus Histowax

peqGold TriFast Losung
Penicillin/Streptomycin

Phenol

Polyoxymethylen Farbegestelle
Polyoxymethylen Farbetroge
Préparationsbesteck

Proteinase K

Qiagen Plasmid Maxi Kit
Qiagen-tip-500-Stulen
QuikHyb-Hybridisierungslésung
Reaktionsgefifie

RediPrime Random Primer Labeling

Restriktionsendonukleasen und Puffer

Retinsdure (all-trans)
Ribonukleotidtriphosphate
Rinderserumalbumin (BSA)
RNase A

RNAsin

Rontgenfilme (Hyperfilm MP)

RPMI 1640 Kulturmedium
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Sephadex G 50 Nick Columns

Silikonl6sung

Spermidin

Spin-X Réhrchen

Sterilfilter

Superfrost Plus Objekttriger
Szintillationsfliissigkeit (Emulsifier-Safe)
Szintillationsréhrchen

T4-Ligase

T3-DNA-Polymerase
T7-DNA-Polymerase

BioRad Laboratories, Miinchen
BioRad Laboratories, Miinchen
Bender und Hobein, Karlsruhe
Gibco, Eggenstein
MWG-Biotech, Ebersberg
Merck, Darmstadt

Sherwood, Athy

peqLab, Erlangen

Gibco, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Bender und Hobein, Karlsruhe
Bender und Hobein, Karlsruhe
Fine Science Tools, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Diisseldorf

Qiagen, Diisseldorf

Stratagene, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Heidelberg

USB, Cleveland

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Sigma, Deisenhofen

Roche Diagnostics, Mannheim
Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Heidelberg
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Gibco, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Costar, Bodenheim

Renner GmbH, Darmstadt
Labonord, Ménchengladbach
Packard Instruments, Illinois
Packard Instruments, Illinois
Promega, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
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Taq-DNA-Polymerase und Puffer
Thermosequenase Kit

TOPO-TA-Cloning Kit
Niederlande
Transkriptionspuffer
Triethanolamin
Tris-HCI, Tris-Base
Tristar

Triton X-100

Torula RNA (aus Hefe)
t-RNA (aus Hefe)
Trypsin

Tween 20

Vectastain ABC Peroxidase Standard Kit
Vectastain AEC Peroxidase Substrat Kit

Wasserstoffperoxid
Whatmann 3MM-Papier
Wizard Plus SV Miniprep Kit
Zellkulturartikel

Ziegenserum

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Invitrogen, Groningen,

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

AGS, Heidelberg

BioRad Laboratories, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Eggenstein

Serva, Heidelberg

Vector Alexis, Griinberg
Vector Alexis, Griinberg
Sigma, Deisenhofen

Bender und Hobein, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Greiner, Niirtingen

Sigma, Deisenhofen

Alle nicht gesondert aufgefithrten Chemikalien wurden von den Firmen Roth GmbHé&Co,
Karlsruhe, Merck, Darmstadt und Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen bezogen.

2.2. Radiochemikalien

[a*’S]-UTP
[o*?P]-ACTP

[0-**P]-ddNTPs ([o-*3P]-ddATP, [0-**P]-ddCTP,
[0-**P]-ddGTP und [o-*3P]-ddTTP)

(370 Mbg/ml)
(370 Mbg/ml)
(17 Mbg/ml)

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

bezogen.

2.3. Plasmide
2.3.1. Allgemeine Vektoren

pCDNA3 (5,4 kb)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

pCRII-TOPO (3,9 kb) Invitrogen, Groningen, Niederlande
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pBSIISK™ (2,9 kb) Stratagene, Heidelberg

pBSIIKS™ (2,9 kb) Stratagene, Heidelberg

2.3.2. Matrizen fiir die in vitro Transkription

mBAG-1: EcoRI/Notl Fragment (659 bp) der murinen Bag-1 cDNA
(Takayama et al,, 1995; Position 83-742) im Plasmid pBSIIKS"
(Stratagene, Heidelberg), (Crocoll et al., 2000b).

mRAR-[2: Kpnl/Notl Fragment (374 bp) der murinen mRAR-B2 cDNA

(Zelent et al., 1991; Position 125-499) im Plasmid pBSIISK*
(Stratagene, Heidelberg), (Zelent et al., 1991).

2.4. Oligonukleotide
2.4.1. Primer fiir Sequenzierungen

T7-Primer:  5’-AATACGACTCATTATAG-3’

Sp6-Primer: 5’-GATTTAGGTGACACTATAG-3’

2.4.2. Primer fiir die PCR:

Oligonukleotid-Primer fiir die PCR-Amplifikation von Fragmenten des murinen RAR-
Wildtyp-Allels (275 bp) bzw. mutierten Allels (300 bp):

UD9%6: 5’-CCAGGCTCCTTTTTCTTCTACCATA-3’
UD97: 5’-CTGTTTCTGTGTCATCCATTTCCAA-3’
UD98: 5’-AGGCCTACCCGCTTCCATTGCTCAG-3’

Oligonukleotid-Primer fiir die PCR-Amplifikation von Fragmenten des murinen RARY-
Wildtyp-Allels (1195 bp) bzw. mutierten Allels (1238 bp):

WG60: 5’-CAACAAGCTACAAAGAGTGGTGGTC-3’
WG61: 5’-AAAGCAGTTACAGGGCAGGCGAGAT-3’
NMOI: 5’-GCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGT-3’
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Die nachfolgend aufgefithrten Primer wurden ausschlieBlich zur Generierung der
5’-elongierten mBag-1 cDNA verwendet.

Bag5’rev: 5’-CGTCTGGACCATCTCCTCGGTCTTGGCCAT-3’

Bag-EST-5": 5’-CCGCGAGGCGACCGGGAGCC-3’

Bag248-5’:  5’-GCCTCCCTCTCAGCGTTCCTCTGTGCG-3’

Bag#31: 5’-GCTCGGTGGTCAAAGGGCTGTCCTTCACCT-3’
5’Bag#31rev: 5’-ACCTCTCATTGCTGTGGGTGACGATCACGCTGAGTCT-3’
5’Bag-316rev: 5’-TCGGTCGCCCGTACTGGCTAGGTGG-3’

5’Bag-EcoRI: 5’-CCGAATTCGCCTCCCTCTCAGCGTTCCTCTGTGCGCAG-3’

- 3’Bag-Notl: 5’-CCGCGGCGGCTCAGGTTGCAAAGACAGGACTTTTTCATTG
AGAACCGACG-3’

EST9: 5’-CGCGCCGCGTG(AGCT)CATAGCCGC-3’
ESTOrev: 5’-GCGGCTATG(AGCT)CACGCGGCGCG-3’

EST-NotlI(3): 5’-CCGCGGCCGCACTGGCCACTGTTACTTGCTGT
GGGTAACAAGAG-3’

AP-1: 5’-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3’
Samtliche Oligonukleotide wurden HPLC-gereinigt von der Firma MWG-Biotech,

Ebersberg bezogen, mit Ausnahme des Adaptorprimers AP-1, der im Marathon Ready
¢DNA System (Clontech, Heidelberg) enthalten war.

2.5. Antikorper

Primiirantikorper fiir die Inmunhistochemie und Western blot Analysen
Anti-Bag-1 (C16), polyklonale IgG aus Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg).
Anti-Bag-1L (N15), polyklonale IgG aus Kaninchen (Eurogentec, Seraing, Belgien).

Anti-AR (Biogenex F39.41), monoklonale IgG aus Maus (DCS Innovative Diagnostik-
Systeme, Hamburg).
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Anti-PARP (Anti-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase), polyklonale IgG aus Kaninchen
(Roche Diagnostics, Mannheim).

Sekundiirantikérper fiir die Immunhistochemie (IHC)
Biotinylierte IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline (Zymed, San
Franscisco, USA).

Sekundiirantikorper fiir Western blot Analysen
Polyklonale IgG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunglobuline,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Ddnemark).

Polyklonale IgG aus Kaninchen, gerichtet gegen  Maus-Immunglobuline,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Dénemark).

Antikérper fiir die Whole Mount In Situ Hybridisierung
Anti-Digoxigenin, IgG aus dem Schaf (Fab-Fragmente), konjugiert mit alkalischer
Phosphatase (AP; Roche Diagnostics, Mannheim).

Antikorper fiir den Nachweis apoptotischer Zellen an Gewebeschnitten (TUNEL)

Anti-Digoxigenin, polyklonale IgG aus dem Schaf, konjugiert mit alkalischer Phosphatase
(AP), Bestandteil des ApopTag Kits (Appligene, Heidelberg).

2.6. Bakterien und eukaryontische Zellen

2.6.1. Bakterienstimme

E. coli DH5o0. (aus der Zellbank des Instituts fiir Toxikologie und Genetik, ITG)
Genotyp: F, end Al, hsd R17 (tk-, mk+), sup E44, thi-1,1", rec Al, gyr A96, rel Al.

TOP10 F’ (Bestandteil des TOPO-TA Klonierungssystems, Invitrogen, Groningen,
Niederlande)
Genotyp: F’mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC), @80, lacZAM15AlacX74deoR, recAl,

araD139A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, endA1, nupG.

2.6.2. Zellinien und Kulturbedingungen
Cos-7
Affen-Nierenzellinie; Glucocorticoidrezeptordefizient; Bag-1-defizient. Cos-7 Zellen

wurden in DMEM mit 10 % fotalem Kélberserum (fetal calf serum, FCS) kultiviert.

Die Bakterien und Zellinien stammen, falls nicht anders vermerkt, aus der Zellbank des
Instituts fiir Toxikologie und Genetik (ITG), Forschungszentrum Karlsruhe.
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2.7. Mausstimme

Adulte Méuse des Mausstammes C57BL/6 (OlaHsd) wurden von Harlan Winkelmann,
Borchen, bezogen und werden seit 1995 in den Tierstéllen des Instituts fiir Toxikologie und
Genetik gehalten. :

Zwei adulte ménnliche, homozygot RARp-defiziente und zwei adulte weibliche,
heterozygot RARY-defiziente Tiere wurden von Pierre Chambon (Institut de Génétique et
de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC) CNRS/INSERM/ULP, Illkirch, Frankreich)
zur Verfligung gestellt. Diese befanden sich in einem gemischten Stammbhintergrund von
129/Sv” und C57BL/6.

Alle Méuse wurden artgerecht in den Tierstéillen des Instituts fiir Toxikologie und Genetik
in einem 12-stliindigen Lichtzyklus gehalten. Die Tiere hatten i.d.R. (Ausnahmen siehe
3.10.2.) freie Verfligung iiber Futter (Ssniff R/M H, extrudiert, Ssniff, Soest) und Wasser.

Paraffinschnitte von Nieren AP2B-defizienter Méuse (Stamm: C57BL/6) wurden von

Reinhard Buettner (Institut fiir Neuropathologie, Rheinisch Westfilische Technische
Hochschule (RWTH), Aachen) zur Verfiigung gestellt.
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3. Methoden

Vorbemerkung: Falls nicht anders vermerkt handelt es sich bei Prozentangaben zur
Zusammensetzung von Losungen und Puffern um Volumenprozente (v/v).

3.1. Allgemeine Methoden zur Behandlung von Nukleinsiuren

3.1.1. Phenol/Chloroform-Extraktion von Nukleinsiduren

Die Reinigung einer Nukleinsiurelésung von Proteinen wurde in einem Mindestvolumen
von 100 pl durchgefiihrt. Nach Zugabe des gleichen Volumens Phenol (mit 1xTNE
gesittigt, IXTNE: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8,0) wurde
gut gemischt und nach Zugabe eines weiteren Volumens Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
nochmals gut gemischt. Die Trennung der Phasen erfolgte durch 3 min Zentrifugation bei
10000 g. Proteine sammeln sich zwischen den beiden sich ausbildenden Phasen. Die
wiéssrige Oberphase wurde abgenommen und zur Beseitigung von Phenolresten nochmals
mit dem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) auf die gleiche Weise
extrahiert. Die gereinigte nukleinsdurehaltige Oberphase wurde dann zur weiteren
Verwendung abgenommen.

3.1.2. Prizipitation von Nukleinsiuren aus wissrigen Losungen

Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde mit 3 M Natriumacetat (pH 4,8) auf eine
Endkonzentration von 0,3 M gebracht. Nach Zugabe des 2,5-fachen Volumens Ethanol
wurde gut gemischt, 15 min bei —80 °C oder mindestens 30 min bei —20 °C gefillt und
anschlieffend 20 min bei 10000 g zentrifugiert. Zur Entfernung von Salz wurde das
Prézipitat mit kaltem 75 % Ethanol gewaschen und anschlieend im Vakuum-Konzentrator
("SpeedVac"- Evaporator, Savant, Farmingdale) getrocknet.

Sowohl bei der Préparation groferer Mengen Plasmid-DNA (siehe 3.3.1.2.) als auch bei der
Priparation genomischer DNA (siehe 3.3.2.) wurde die Ethanolfillung durch eine
Isopropanolfillung ersetzt. Hierbei wurde die DNA durch Zugabe des gleichen Volumens
Isopropanol bei Raumtemperatur geféllt. Die DNA wurde entweder als "fiddiges" Prizipitat
abgenommen oder durch Zentrifugation gewonnen und in einem geeigneten Volumen
TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) aufgenommen.
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3.1.3. Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von Nuklein-
sduren

Zur Konzentrationsbestimmung einer wissrigen Nukleinsdurelosung wurde ihre Extinktion
bei einer Wellenldnge von 260 nm (E260) in einem Spektralphotometer (Spekol UV/VIS,
Carl Zeiss, Jena) bestimmt. Eine Extinktion von 1 entspricht 50 pg/ml doppelstringiger
DNA, 40 pg/ml Ribonukleinsdure (RNA) oder 20 ug/ml einzelstréngiger Oligonukleotide.
Die Extinktion bei 280 nm (E280) zeigt Verunreinigungen durch Proteine an. Der Quotient
aus E260 und E280 sollte bei DNA etwa 1,8 und bei RNA etwa 2 betragen, ansonsten ist
eine weitere Reinigung der Nukleinsiuren nétig.

3.2. DNA-Klonierungstechniken
3.2.1. Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen

Eine Enzymeinheit U ist definiert als die Menge Enzym, die 1 pg DNA des Phagen
Lambda (A) in einer Stunde vollstéindig verdaut. Fiir analytische und préparative Zwecke
wurde die zu verdauende DNA mit 2-3 Einheiten Restriktionsenzym pro pg DNA bei den
vom Hersteller empfohlenen Puffer- und Temperaturbedingungen (in der Regel 37 °C) fiir
2 h bis iiber Nacht inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das
Zehnfache des Volumens der zugesetzten Enzym/Glycerin-Losung. Bei Doppelverdaus
wurden Enzyme mit gleichem Pufferanspruch gemeinsam zugegeben; andernfalls wurde
zuerst der Verdau mit dem Enzym und Puffer niedriger Ionenstirke durchgefiihrt, und nach
Phenol/Chloroform-Extraktion und EtOH-Fillung erfolgte dann der Verdau mit dem
zweiten Enzym und entsprechendem Puffer hoherer Ionenstirke. Bei Plasmid-DNA aus
Minipréparationen, die mit RNA verunreinigt war, wurde der Reaktion 0,5 pg/ul RNaseA
zugesetzt. Zur GrofBenbestimmung und Reinigung der Fragmente wurde die DNA
anschlieffend in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.2. Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektro-
phorese

Die Auftrennung und Groflenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte in horizontalen
Agarosegelen. Je nach Grofle der DNA-Fragmente wurden 0,8 bis 1,8 % (w/v) Agarosegele
benutzt. Hierzu wurde ein geeignetes Volumen 1XTBE-Puffer (90 mM Tris pH 8,3,
90 mM Borsdure, 2,5 mM EDTA pH 8,0) bzw. 1xTAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat,
2 mM EDTA, pH 8,5) mit der entsprechenden Menge Agarose versetzt und im
Mikrowellenherd erhitzt, bis sich die Agarose vollstdndig gelost hatte. Nach Abkiihlen der
gelosten Agarose auf ca. 60 °C und Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration
0,4 pg/ml) wurde das Gel in eine horizontale Gelkammer gegossen und nach dem Aushérten
mit 1XTBE- bzw. 1xTAE-Laufpuffer iiberschichtet. Die mit DNA-Probenpuffer (10 mM
EDTA pH 8,0, 10 % Glycerin, 0,1 % (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau)
versetzten Proben wurden in die von einem Kamm ausgesparten Taschen pipettiert. Um
die Grofie der DNA-Fragmente bestimmen zu konnen, wurde gleichzeitig ein geeigneter
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DNA-Fragmentlidngenstandard (spezifisch restriktionsfragmentierte (ADNA) mit auf das
Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 50-140 V. Danach konnten die
Nukleinsdurefragmente durch Fluoreszenz unter einem UV-Transilluminator bei 256 nm
(IL-350M, Bachofer, Reutlingen) sichtbar gemacht und photographiert werden.

3.2.3. Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter
Verwendung des kommerziellen Systems "FEasy Pure DNA Purification Kit" (Biozym). Die
entsprechende DNA-Bande wurde unter UV-Durchlicht aus dem TBE-Gel ausgeschnitten
und ihr "Volumen" bestimmt, wobei eine Masse von 100 mg einem Volumen von 100 pl
gleichgesetzt wurde. Anschliefend wurden dem Gelstiick 0,5 Volumina "MELT"-L&sung
und 4,5 Volumina "SALT"-L6sung zugegeben und fiir mindestens 5 min bei 55 °C unter
Schiitteln inkubiert bis sich die Agarose vollstindig gelost hatte. Fiinf pl + 1 pl/pg der
erwarteten Ausbeute an DNA wurden an "BIND"-Lésung zugegeben und der Ansatz fiir
5 min bei Raumtemperatur unter hdufigem Mischen inkubiert. Die (gebundene) DNA
wurde durch kurzes Zentrifugieren pelletiert, mit 1 ml "WASH"-Lésung gewaschen,
nochmals durch kurzes Zentrifugieren pelietiert und bei Raumtemperatur getrocknet. Die
gereinigte DNA wurde in 10-20 pl ddH,O eluiert und nach erneuter Zentrifugation fiir
1 min als Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB tiberfiihrt.

3.2.4. Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem vierfachen molaren UberschuB mit
dem entsprechend geschnittenen Vektor gemischt und mit 3 U T4-DNA-Ligase und 2 pl
10xLigasepuffer (50 mM Tris pH 7,4, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM Spermidin,
1 mM ATP) in einem Reaktionsvolumen von 20 pl iiber Nacht bei 15 °C inkubiert. Zehn
ul des Ligationsansatzes wurden in kompetente Bakterien transformiert.

3.2.5. Priaparation kompetenter Bakterien (nach Hanahan, 1986)

Eine Kolonie von E.coli DHS5a. wurde in 10 ml LB-Medium (1 % (w/v) Bacto-Trypton,
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl) tiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Einhundert ml
SOB-Medium (2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,) wurden mit 1 ml dieser Ubernachtkultur angeimpft
und solange bei 37 °C geschiittelt, bis die optische Dichte bei 560 nm etwa 0,3-0,35 betrug.
Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die Bakterienkultur fiir 10 min bei 2000 g und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde auf Eis vorsichtig in
20 ml eiskaltem STB (100 mM KCl, 45 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 3 mM HACoCls,
10 mM K-Mes pH 6,3, 15 % Glycerin) resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation fiir 10 min bei 2000 g und 4 °C wurden die Bakterien vorsichtig in 4 ml
eiskaltem STB resuspendiert. Die nun kompetenten Bakterien wurden entweder direkt
transformiert oder in 100 pl Aliquots bei - 80 °C aufbewahrt.

23




3.2.6. Transformation kompetenter Bakterien (nach Hanahan, 1986)

Fin 100 pl Aliquot kompetenter Bakterien (siehe 3.2.5.) wurde auf Eis aufgetaut, 10 pl
eines Ligationsansatzes oder 10 ng Plasmid-DNA zugemischt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach 90 s Hitzeschock bei 42 °C und 2 min Inkubation auf Eis wurden 3 ml
SOC-Medium (2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose) zugegeben und unter Schiitteln
60 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien fir 3 min bei 1000 g
sedimentiert und das Bakterienpellet in 200 pl SOC-Medium resuspendiert. Diese
Suspension wurde auf Selektivagarplatten (LB/Ampicillin-Platten, siehe 3.2.8.)
ausgestrichen und zum Wachstum der ampicillinresistenten Zellen iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Aus den resultierenden Kolonien konnten Klone gepickt und zunéchst in kleinem
Mafstab weiterkultiviert werden. Bakterien mit rekombinanter DNA wurden durch
Restriktionsanalyse der in kleinem Malstab préparierten Plasmid-DNA identifiziert.

3.2.7. Klonierung von PCR-Produkten mit dem "TOPO"-Klonierungs-
system (Invitrogen)

Das "TOPO"-Klonierungssystem bietet aufgrund einer schnellen, einstufigen
Klonierungsstrategie die Moglichkeit der direkten Insertion von Taq-Polymerase-
amplifizierten PCR-Produkten in einen Plasmidvektor. Es beruht auf einer von der
DNA-Matrize unabhéngigen Aktivitit der thermostabilen Tag-Polymerase wihrend
PCR-Reaktionen. Diese heftet an alle 3°’Enden von doppelstréngiger DNA ein zusitzliches
Desoxyadenosin (A). Da der Vektor pCRTMII-TOPO einzelne 3’Desoxythymidin
(T)-Uberhiinge besitzt ist es moglich, PCR-Produkte direkt mit diesem zu ligieren. Im
"TOPO"-Klonierungssystem waren neben dem Vektor zusétzlich kompetente Bakterien
(Topl10F’ One Shot Cells), SOC-Medium (0,5 % (w/v) Bacto-Hefeextrakt, 2 % (w/v)
Bacto-Trypton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM
Glucose) und [B-Mercaptoethanol fiir die Transformation enthalten. Diese
Klonierungsmethode wurde fiir die Klonierung von RACE-PCR Produkten von mBag-1
(siehe 3.4.2.) angewandt. Jeweils 0,5-2 ul (10 ng/ul) PCR-Produkt wurden fiir die Ligation
eingesetzt. Die Konzentration an PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese, durch
Vergleich mit definierten Markermengen ermittelt. Die Ligation wurde wie folgt angesetzt:
0,5-2 pl frisches PCR-Produkt wurden mit ddH,O auf ein Volumen von 4 pl aufgefiillt.
Nach Zugabe und vorsichtigem Mischen von 1 pl Vektor pCRII-TOPO erfolgte die
Ligation innerhalb von 5 min bei Raumtemperatur, so dafl unmittelbar im Anschluf} direkt
mit der Transformation nach Vorschrift des "TOPO"-Klonierungssystems begonnen
werden konnte.

3.2.8. Herstellung von Selektivagarplatten
In einem 2 1 Erlenmeyerkolben wurden 5 g Hefeextrakt, 10 g Bacto-Trypton, 10 g NaCl

und 15 g Bacto-Agar in einem Liter ddH,O gelost, und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf
etwa 45 °C wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben. Damit
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konnten etwa 30 Agarplatten (9 cm Durchmesser) gegossen werden. Luftblasen wurden
durch Uberstreichen mit einer Bunsenbrennerflamme entfernt. Nach Erstarren des Agars
wurden die Platten bei 4 °C aufbewahrt.

3.3. DNA-Priiparationen

3.3.1. Priparation rekombinanter Plasmid-DNA aus transformierten
Bakterien

3.3.1.1. Préparation kleiner Mengen von Plasmid-DNA ('"Mini-Prip'")

Eine Bakterienkolonie mit dem entsprechenden Plasmid wurde in 3 ml
LB-Selektionsmedium (1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v)
NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) tiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Von dieser Bakterienkultur
wurden 1,5 ml fiir 5 min bei 5000 g zentrifugiert und das Bakterienpellet in 100 pul GTE-
Losung (50 mM Glucose, 25 mM Tris, pH 8,0, 10 mM EDTA pH 7,8) resuspendiert.
Nach Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur wurden 200 pl alkalischer SDS-Lésung
(0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS) zugegeben, durch dreimaliges Invertieren vorsichtig
gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl 3 M NaAc, pH 4,8 und
erneutem dreimaligem Invertieren wurde fiir 5 min bei 10000 g zentrifugiert, um
Zellfragmente und chromosomale DNA abzutrennen. Der Uberstand wurde
Phenol/Chloroform-extrahiert (siche 3.1.1.). Die in der wissrigen Phase enthaltene Plasmid-
DNA wurde schlieBlich mit Ethanol prézipitiert. Das Prézipitat wurde mit 75 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 40 pl ddH,O oder TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH
8,0) mit RNase (100 pg/ml) aufgenommen. Zur Analyse der Plasmid-DNA wurden hiervon
10 pl fur einen Restriktionsverdau verwendet.

Sollte die DNA-Priparation im kleinen Mafistab zur Sequenzierung eingesetzt werden,
wurde alternativ das kommerzielle WIZARD Plus SV Miniprep DNA Purification System
(Promega) eingesetzt. Hierbei wurden ebenfalls von einer Ubernacht-Bakterienkultur (siche
oben) 1,5 ml fiir 5 min bei 5000 g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 250 pl
WIZARD Resuspensionslosung durch mehrmaliges Invertieren resuspendiert. Nach Zugabe
von 250 ul WIZARD Lysislosung wurde nach 4-maligem Invertieren fiir 1-5 min bei
Raumtemperatur inkubiert bis das Lysat klar erschien. Nach Zugabe von 10 pl alkalischer
Proteaselésung und erneutem 4-maligem Invertieren wurde flir maximal 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden 350 pl WIZARD Neutralisierungsiosung
zugegeben und erneut 4 mal invertiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 10000 g und
Raumtemperatur wurde der Uberstand auf eine WIZARD Zentrifugationssiule gegeben und
fiir 1 min bei 14000 g zentrifugiert. Die auf der Saule zuriickgehaltene DNA wurde durch
Zugabe von zunéchst 750 pl, dann 250 pl WIZARD Waschlosung durch Zentrifugation fiir
je 1 min bei 14000 g gewaschen und anschliefend mit 50 pl ddH,O durch erneute
Zentrifugation eluiert. Nach Analyse der Plasmid-DNA durch einen Restriktionsverdau
wurde die so gewonnene DNA zur Sequenzierung (siehe 3.5.) verwendet.

25




3.3.1.2. Priparation grofler Mengen Plasmid-DNA ("'Maxi-Priip')

Die Plasmidprédparation erfolgte durch Ionenaustausch-Sdulenchromatographie mit Qiagen-
tip-500-Siulen. 250 ml einer iiber Nacht in LB-Selektionsmedium (1 % (w/v) Bacto-
Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, 100 pg/ml Ampicillin) inkubierten
Bakterienkultur mit dem entsprechenden Plasmid wurden 10 min bei 5000 g und 4 °C
zentrifugiert. Nach Resuspension des Bakterienpellets in 10 ml Puffer 1 (50 mM Tris-HCI,
10 mM EDTA pH 8,0, 100 pg/ml RNase A) wurden 10 ml Puffer 2 (200 mM NaOH, 1 %
(w/v) SDS) zugegeben. Die Suspension wurde durch vorsichtiges Schwenken gemischt.
Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 10 ml 2,6 M KAc pH 4,8 zugegeben,
10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 30 min bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf eine mit Puffer QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 %
Ethanol, 0,15 % Triton X-100) #quilibrierte Qiagen-tip-500-Sdule gegeben, wobei die
Plasmid-DNA an die Siulenmatrix bindet. Nach Durchfluf} dieses Uberstandes wurde die
Séule mit 30 ml Puffer QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Ethanol) gewaschen
und die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF (1,25 M NaCl, 50 mM MOPS pH 8,2, 15 %
Ethanol) eluiert. Durch Zugabe von 12 ml Isopropanol wurde die DNA prézipitiert und
durch Zentrifugation fiir 30 min bei 16000 g und 4 °C pelletiert. Nach Waschen des Pellets
mit 75 % Ethanol und Trocknen wurde die DNA in Wasser oder TE-Puffer (10 mM Tris,
1 mM EDTA pH 8,0) gelost und die Konzentration bestimmt (siehe 3.1.3.). Die so
préparierte Plasmid-DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

3.3.2. Priparation genomischer DNA

Schwanzspitzen (0,1-0,6 cm) von Embryonen oder adulten Miusen wurden in je 200 pl
Lysis-Puffer (100 mM Tris pH 8,5, S mM EDTA, 0,2 % (w/v) SDS, 200 mM NacCl,
Proteinase K 100 pg/ml) gegeben und iiber Nacht bei 55 °C inkubiert. AnschlieBend wurde
gut gemischt (Vortex) und 5 min bei 10000 g zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde die
genomische DNA mit Isopropanol bei Raumtemperatur gefillt (siehe 3.1.2).

3.4. PCR-Techniken
3.4.1. Standard PCR-Protokoll

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden
2,5 pl 2 mM dNTP’s, 2,5 pl 10xPCR-Puffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris-
HCI), 0,2 pl thermostabiler DNA-Polymerase (Taq), Template (10 ng Plasmid DNA bzw.
100-200 ng genomische DNA) und jeweils 10 pmol der entsprechenden Primer in einem
Gesamtvolumen von 25 pl gemischt und in einen Thermocycler (Peltier Thermal Cycler
PTC-225, Biozym, Hameln) eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen der Zyklen richteten
sich jeweils nach der Linge des zu amplifizierenden DNA-Fragments, sowie der
Schmelztemperatur (Tm fir engl.: melting temperature) der Amplifikationsprimer und
wurden empirisch ermittelt. In der Regel wurde zunéchst das Template fiir eine Minute bei
95 °C denaturiert. Anschlieflend erfolgten meist 35 der nachfolgend beschriebenen Zyklen:
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30 Sunden Denaturierung bei 95 °C; eine Minute Hybridisierung der Primer an das
Template bei einer Temperatur, die 3-5 °C unterhalb der errechneten Schmelztemperatur
der Amplifikationsprimer (sieche unten) lag; DNA-Synthese bei 72 °C fiir 1 min pro 1 kb
zu amplifizierender DNA. Als Anndherung zur Berechnung der Schmelztemperatur von
Amplifikationsprimern gilt folgende Gleichung: Tm = 20 x (4 x G/C + 2 x A/T) x n-1.
Hierbei stehen G/C fiir die Anzahl der hybridisierenden G/C-Basenpaare, A/T fiir die
Anzahl der hybridisierenden A/T-Basenpaare und n fiir die Gesamtzahl der
hybridisierenden Basenpaare.

3.4.2. S-RACE-PCR

Die Klonierung 5’-elongierter mBag-1 cDNAs erfolgte mittels des kommerziellen Systems
"Marathon-Ready ¢cDNA" (Clontech). Dieses System enthielt einen Pool embryonaler
cDNAs (E15,5). Die cDNA-Enden sind hierbei mit speziellen Adaptoren versehen, zu
denen sequenzspezifische Adapteroligonukleotide als Primer im System enthalten sind.
PCRs erfolgten entweder mit einem sequenzspezifischen Primer und einem Adapter-Primer
oder mit zwei sequenzspezifischen Primern entsprechend den Anweisungen des
Herstellers. Die Sequenzen der eingesetzen Primer sind unter 2.4.2. aufgefiihrt. Die
erhaltenen Reaktionsansdtze wurde auf Agarosegelen analysiert (siche 3.2.2.) und
gegebenenfalls mittels "TOPO" kloniert (siehe 3.2.7.) und anschliefend sequenziert (siche
3.5)).

3.4.3. Genotypisierung von "'Knock-Out''-Miusen mittels PCR

Fiir die Bestimmung des Genotyps der Embryonen oder der geborenen Nachkommenschaft
der verwendeten RARP-, RARY- defizienten bzw. RARBy-doppeltdefizienten Mauslinien
wurde zundchst aus Schwanzbiopsien der zu untersuchenden Tiere genomische DNA
isoliert (siehe 3.3.2.). In der daran anschlieBenden PCR wurden die Wildtypallele bzw.
mutierten Allele der RARPB- und RARY-Genloci nachgewiesen.

Zur Untersuchung des RARB-Genotyps wurden durch Verwendung von Wildtyp-Allel-
spezifischen Primern (UD96 und UD 97) bzw. Primern, die sequenzspezifisch fiir das
mutierte Allel (UD96 und UD98) sind, 275 bp bzw. 300 bp groBle Fragmente in einem
Reaktionsansatz amplifiziert und auf 1,8 % Agarosegelen nachgewiesen (siehe 3.2.2.). Ein
entsprechender Reaktionsansatz enthielt 3 pl genomische DNA, 2,5 ul 10xPCR-Puffer
(500 mM KClI, 100 mM Tris-HCL pH 8,3, 15 mM MgCl,), 2,5 pl 2mM dNTPs, 0,25 pl
100x BSA (10 mg/ml), 0,25 pl der entsprechenden Oligos (je 300 pg/ml UD96, UD97 und
UD98), 0,3 ul Tag-DNA-Polymerase und 19,2 pl ddH,O. Die Reaktionsbedingungen
waren folgende: 3 min 94 °C, 2 Zyklen 1 min 94 °C, 30 s 55 °C, 30 s 72 °C, 30 Zyklen
15892°C,15555°C, 15572 °C, 5 min 72 °C.

Zur Untersuchung des RARY-Genotyps wurde durch Verwendung von Wildtyp-Allel-
spezifischen Primern (WG60 und WG61) bzw. Primern, die sequenzspezifisch fiir das
mutierte Allel (WG61 und NM9) sind, 1195 bp bzw. 1238 bp grofie Fragmente in zwei
getrennten Reaktionsansétzen amplifiziert und auf 0,8 % Agarosegelen nachgewiesen (siehe
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3.2.2.). Ein entsprechender Reaktionsansatz enthielt 3 pl genomische DNA, 2,5 pl
10xPCR-Puffer (500 mM KCIl, 100 mM Tris-HCL pH 8,3, 15 mM MgCl,), 2,5 ul 2mM
dNTPs, 0,25 pl 100xBSA (10 mg/ml), 0,25 pl der entsprechenden Oligos (je 300 pg/ml
WG60 und WG61 bzw. WG61 und NM9), 0,3 ul Tag-DNA-Polymerase und 19,2 pl
ddH,0. Die Reaktionsbedingungen waren folgende: 3 min 94 °C, 2 Zyklen 1 min 94 °C,
1,5 min 57 °C, 2,5 min 72 °C, 30 Zyklen 30 s 94 °C, 30 s 57 °C, 2 min 72 °C, 5 min 72 °C.

3.5. Sequenzierung von Plasmid-DNA und Auftrennung der Reaktions-
produkte

3.5.1. Sequenzierung von DNA (nach Sanger et al., 1977, modifiziert)

Die zur Sequenzierung verwendete Plasmid-DNA (pCR II-TOPO-Vektor) wurde nach der
Isolierung mittels Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (Promega, siehe
3.3.1.1)) in 100 pl ddH,O aufgenommen und deren Konzentration spektralphotometrisch
bestimmt (siehe 3.1.3.). Fiir jeden zu sequenzierenden Klon wurden zwei PCR-Reaktionen
angesetzt, um die Sequenz von beiden Seiten der Insertion im "TOPO"-Vektor, d.h. mit
Hilfe des T7- bzw. Sp6-Primers, lesen zu konnen. Fiir jede dieser beiden Reaktionen
wurden jeweils vier PCR-Reaktionen angesetzt, von denen jede 2,5 pl Terminationsmix, der
aus 2 pl dGTP Nukleotid-Mastermix (7,5 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 0,5 pl des
entsprechenden [0-P3*]-ddNTP ([0-P**]-ddATP, [0-P**]-ddCTP, [0-P**]-ddGTP oder
[a-P3*]-ddTTP) besteht, enthielt. Jeder dieser PCR-Reaktionsansitze enthielt somit
0,25 ul des entsprechenden Primers (2 pmol), 0,5 pl 10xReaktionspuffer (260 mM Tris-
HCI pH 9,5, 65 mM MgCly), 3,75 ul DNA (1-3 pg), 0,5 pl Taq-Polymerase (4 U/ul) und
2,5 pl Terminationsmix. Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (Peltier Thermal
Cycler PTC-225, Biozym, Hameln) unter folgenden Bedingungen: 30 Sekunden 95 °C,
30 Sekunden 55 °C, 1 Minute 72 °C fiir 45 Zyklen. AnschlieBend wurden die Reaktionen
durch Zugabe von je 4 pl Stop-Losung (95 % Formamid, 20 mM EDTA, 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau, 0,05 % (w/v) Xylen Cyanol FF) abgestoppt und bei —20 °C bis zur
Auftrennung der Reaktionsprodukte aufbewahrt.

3.5.2. Auftrennung der Sequenzierungsreaktion durch denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse wurden die im Verlauf der Sequenzierungsreaktion entstandenen
DNA-Fragmentgemische in denaturierenden 6 % Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Um die
DNA-Fragmente in denaturiertem Zustand zu halten, wurden Sequenzgele mit einer hohen
Harnstoffkonzentration von 7 M hergestellt. Unter Verwendung einer Sequenzierapparatur
(SequiGen GT Sequencing Cell, BioRad, Miinchen) wurde die Elektrophorese bei einer
hohen Leistung (100 W) durchgefiihrt, um die erforderliche Temperatur von 45-50 °C
aufrechtzuerhalten. Die Elektrophoresedauer richtete sich nach dem AusmafBl der
gewiinschten Sequenzinformation und betrug zwischen 1,5 und 4,5 Stunden. 150 ml einer
Gellosung (6 % (w/v) Acrylamid, 0,16 % (w/v) N,N'-Methylenbisacrylamid, 8 M
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Harnstoff in 1XxTBE; 1xTBE: 90 mM Tris pH 8,3, 90 mM Borsédure, 2,5 mM EDTA
pH 8,0) wurden mit 900 pl 10 % (w/v) APS und 90 pl TEMED versetzt und nach
vorsichtigem Mischen zwischen zwei, durch zwei konisch zulaufende 0,2 bis 0,4 mm dicke
Abstandshalter voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Nach Einsetzen eines
Taschenformers ("Haifischkamm") erfolgte die Polymerisation des Gels in horizontaler
Lage tiber Nacht. Das polymerisierte Gel wurde in eine Vertikalgelapparatur gespannt und
oberes und unteres Pufferreservoir mit 1XTBE gefiillt. Nach einem 30 mintitigen Vorlauf
des Gels wurden 3pl der zuvor 20 min bei 80 °C denaturierten Proben in die Taschen
Uberfiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese und Abkiithlen des Gels auf
Raumtemperatur wurden die beiden Glasplatten voneinander getrennt. Das Gel wurde auf
3MM-Papier aufgezogen, fiir 2 h bei 80 °C im Vakuum getrocknet und einem Rontgenfilm
(Hyperfilm-MP, Amersham) iiber Nacht bei Raumtemperatur exponiert.

3.6. Allgemeine Methoden zur Behandlung von Proteinen

3.6.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry (Lowry et al.,
1951)

Die Bestimmung der Proteinmenge in Zell- oder Gewebeextrakten erfolgte nach der
Methode von Lowry (Lowry et al., 1951), Fiir das Erstellen einer Eichkurve wurden 0, 10,
20, 30, 40 und 50 pl einer BSA-Stammldsung (1 mg/ml) mit Lowry-Reagenz I (2 % (w/v)
Na,CO3, 0,1 M NaOH) auf ein Volumen von 500 pl aufgefiillt. Von den Proteinextrakten
wurden je 5 pl mit 495 pl Lowry-Reagenz I gemischt. Nach Zugabe von 1 ml Lowry-
Reagenz IV (100 Volumen Lowry-Reagenz I, 1 Volumen 2 % (w/v) Na-K-Tartrat,
1 Volumen 1 % (w/v) CuSOy4) wurden die Proben 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden unter sofortigem Mischen 100 pl 50 % Folin-Lésung zugegeben. Nach
Inkubation fiir 5 min bei 37 °C im Dunkeln wurden jeweils 300 pul der Proben in eine
Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion bei 600 nm gegen den Leerwert ohne Protein
gemessen (Multiscan Plus MK 1I, Labsystems, Finnland). Anhand der Eichkurve wurde
dann die Proteinmenge in den Proben bestimmt.

3.6.2. Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen iiber SDS-
Polyacryl-amidgele (SDS-PAGE, Laemmli, 1970)

Polyacrylamidgele zur Aufirennung von Proteinen bestanden aus einem 10 oder
14 % Trenngel und einem 5 % Sammelgel und wurden zwischen zwei durch Kunststoff-
Abstandshalter voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Die Glasplatten wurden vor
dem Gieflen mit 2 % Agarose abgedichtet. Fiir eine 10 oder 14 % Trenngellsung wurden
375 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS, 10 oder 14 % Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung (30/0,8) durch Zugabe von 0,1 % (w/v) APS und 0,05 % TEMED polymerisiert.
Das Gel wurde bis zu einer H6he von ca. 3 cm unterhalb des oberen Randes gegossen mit
Isopropanol iiberschichtet. Fiir die 5 % Sammelgellosung wurden 125 mM Tris-HCl pH
6,8, 0,1 % (w/v) SDS und 5 % Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30/0,8) mit 0,1 % (w/v)
APS und 0,1 % TEMED versetzt. Nach Entfernen des Isopropanols wurde das Sammelgel
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auf das Trenngel gegossen und ein geeigneter Kamm zum Aussparen der Probentaschen
eingesetzt. Nach erfolgter Polymerisation des Sammelgels wurde das Gel in eine vertikale
Laufapparatur eingespannt. Die aufzutrennenden Proteinproben wurden in Laemmli-
Probenpuffer (80 mM Tris pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 10 % Glycerin, 2 % B-Mercapto-
ethanol, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen, fiir 10 min bei 95 °C inkubiert, auf
Eis abgekiihlt und in die vom Kamm ausgesparten Taschen pipettiert. Um das
Molekulargewicht der Proteine bestimmen zu koénnen, wurde ein geeigneter
Molekulargewichts-Standard (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) mit vorgefirbten
Proteinen auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in Laemmli-Laufpuffer
(25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) bei 20 mA bis die Proben das
Trenngel erreicht hatten, anschliefend bei 35 mA bis die Bromphenolblau-Bande den
unteren Rand des Gels erreicht hatte.

Wurden **S-Methionin markierte Proteine aufgetrennt, so wurde das Gel auf Whatman
3MM Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner (BioRad Laboratories GmbH,
Miinchen) bei 80 °C getrocknet. Das Gel wurde dann iiber Nacht bei -80 °C einem
Roéntgenfilm (Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia) exponiert. Ansonsten wurden nach
der Elektrophorese die Proteine im Gel entweder mit Coomassie-Brillant-Blau angefirbt
(siehe 3.6.3.) oder auf eine PVDF-Membran tibertragen (siehe 3.8.).

3.6.3. Coomassie-Firbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Durch Coomassie-Brillant-Blau-Féarbung wurden Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen
sichtbar gemacht. Hierzu wurde das Gel 15 min in Firbelosung (0,2 % (w/v) Coomassie-
Brillantblau, 50 % Methanol und 7,5 % Essigsiiure) geschwenkt. Die Entfirbung erfolgte in
50 % Methanol und 7,5 % Essigséure {iber mehrere Stunden, bis die Proteinbanden sichtbar
wurden. Anschliefend wurde das Gel auf Whatman 3MM Papier auf einem Geltrockner
(BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) bei 80 °C getrocknet.

3.7. Priparation und Auftrennung von Proteinextrakten fiir den
Western blot

3.7.1. Priparation und Auftrennung von Proteinextrakten aus Zellen

Fiir Western blot Analysen wurden die Zellen auf 9 cm Kulturschalen ausgesit. Die
Kultivierung und Behandlung der Zellen erfolgte wie im einzelnen im Ergebnisteil
angegeben. Nach der Behandlung wurden die Zellen einmal mit eiskaltem PBS (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,)
gewaschen. Als Lysispuffer wurden 400 pl 2xLaemmli-Probenpuffer (0,16 M Tris pH 6,8,
4 % (w/v) SDS, 20 % Glycerin, 4 % B-Mercaptoethanol, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau)
auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden wihrend Inkubation auf Eis geerntet und in ein
gekiihltes Reaktionsgefdf} iiberfiihrt. Zum Scheren der DNA wurden die Proben auf Eis
sonifiziert (Branson Sonifier Cell Disruptor B15, G. Heinemann, Schwibisch-Gmiind) und
die Zelltrimmer 5 min bei 10000 g und 4 °C abzentrifugiert. Anschlieffend wurden die
Proteinextrakte fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und bis zur weiteren Verwendung bei
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-80 °C aufbewahrt. Zur Analyse dieses Proteinextraktes wurden gleiche Proteinmengen in
25-50 pl Volumen in einem 10 bzw. 14 % SDS-Polyacrylamidgel (siehe 3.6.2.) aufgetrennt,
Nach der Auftrennung wurde ein Teil des Gels, der nicht auf eine Membran transferiert
werden sollte, mit Coomassie-Blau gefirbt (siche 3.6.3.), um zu bestitigen, daB bei
unterschiedlichen Proben jeweils gleiche Proteinmengen eingesetzt worden waren.
Alternativ hierzu wurden Zellen meist in 2xLaemmli-Probenpuffer geerntet, der zunichst
kein B-Mercaptoethanol und kein Bromphenolblau enthielt. Nach Sonifizieren und
Denaturieren wurde dann die Proteinmenge mittels Lowry bestimmt (siehe 3.6.1.) und
anschlielend die entsprechende Menge -Mercaptoethanol und Bromphenolblau zu den
Extrakten zugegeben.

Das SDS-Polyacrylamidgel bzw. der das zu analysierende Protein enthaltene Gelbereich
wurde fiir den Western blot verwendet.

3.7.2. Priparation und Auftrennung von Proteinextrakten aus
embryonalen Geweben

Die Embryonen wurden wie unter 3.11.1. beschrieben isoliert, die entsprechenden Gewebe
prépariert und bei -80 °C aufbewahrt. Das Gewebematerial wurde zunichst in fliissigem
Stickstoff pulverisiert und nach Abdampfen des Stickstoffs in einen vorgekiihlten Dounce-
Homogenisator iiberfithrt. In einem geeigneten Volumen 2xLaemmli-Probenpuffer ohne
B-Mercaptoethanol und Bromphenolblau (0,16 M Tris pH 6,8, 4 % (w/v) SDS, 20 %
Glycerin) wurde durch 15 StéBe homogenisiert. Das erhaltene Homogenat wurde in ein
gekiihltes ReaktionsgefiB iiberfiihrt und zum Scheren der DNA auf Eis sonifiziert (Branson
Sonifier Cell Disruptor B15, G. Heinemann, Schwébisch-Gmiind). Zelltriimmer wurden fiir
10 min bei 10000 g und 4 °C abzentrifugiert, die Proteinextrakte fiir 5 min bei 95 °C
denaturiert und anschliefend auf Eis inkubiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
mittels Lowry (siehe 3.6.1.) wurden 4% PB-Mercaptoethanol und 0,02% (w/v)
Bromphenolblau zu den Extrakten zugegeben und diese bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C aufbewabhrt.

Zur Analyse solcher Proteinextrakte wurden gleiche Proteinmengen in 10 bzw. 14 % SDS-
Polyacrylamidgelen (siehe 3.6.2.) aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde ein Teil des
Gels, der nicht auf eine Membran transferiert werden sollte, mit Coomassie-Blau gefiirbt
(siche 3.6.3.) um zu bestdtigen, daBl bei unterschiedlichen Proben jeweils gleiche
Proteinmengen eingesetzt wurden.

Das SDS-Polyacrylamidgel bzw. der das zu analysierende Protein enthaltende Gelbereich
wurde fiir den Western blot verwendet.

3.8. Analyse von Proteinen durch Transfer auf Membranen und
Detektion durch spezifische Antikorper (Western blot)

Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer

Naftransferkammer (Trans-Blot, BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) auf eine PVDF-
Membran (Immobilon-P, Millipore) iibertragen. Zuvor wurde die Membran 1 min in
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Methanol aktiviert, 5 min in ddH,O gewissert und fiir mindestens 5 min in Transferpuffer
(48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 10 % Methanol) dquilibriert. Mit Hilfe eines Trégers
wurde die Membran zusammen mit dem Gel luftblasenfrei zwischen je 3 Lagen Whatman
3MM-Papier feucht in Transferpuffer zusammengebaut. Der Triger wurde dann senkrecht
in die mit Transferpuffer gefiillte Kammer so eingesetzt, da3 die Membran zur Anode hin
orientiert war. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte bei 4 °C
fiir mindestens 4 h mit 300 mA.

Nach beendetem Transfer wurde die Membran kurz in PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,) gewaschen und zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 2-16 h bei Raumtemperatur in PBS mit
5 % (w/v) Magermilchpulver, 0,2 % Tween-20 geschwenkt. AnschlieBend wurde die
Membran mit dem jeweiligen Primérantik6rper (polyklonaler Kaninchen anti Bag-1L (N15)
Antikérper bzw. Polyklonaler Kaninchen anti Bag-1 (C16) Antikdrper in den
Verdiinnungen 1:400 bzw. 1:1000 in PBS mit 1 % (w/v) Magermilchpulver, 0,2 % Tween-
20) luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweifit und iiber Nacht bei 4 °C unter
stindigem Schwenken inkubiert. Die Membran wurde dann viermal fiir 10 min in PBS mit
0,2 % Tween-20 gewaschen und mit dem Meerrettich-Peroxidase konjugierten
Sekundérantik6rper (1:2000 verdiinnt in PBS mit 1 % (w/v) Magermilchpulver, 0,2 %
Tween-20) im Plastikbeutel unter Schwenken fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
viermaligem Waschen flir jeweils 10 min in PBS mit 0,2 % Tween-20 und einmaligem
Waschen in PBS wurden die spezifisch erkannten Proteinbanden mit Hilfe des an den
Primédrantikorper gebundenen Sekundérantikorpers durch Chemolumineszenz sichtbar
gemacht. Die Chemolumineszenz basiert auf der Oxidation eines Substrates, bei der Licht
freigesetzt wird und die in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid von
Meerrettichperoxidase katalysiert wird. Hierzu wurde die Membran mit 3 ml einer frisch
zubereiteten 1:1-Mischung der ECL Western-Blot Nachweisreagenzien (RPN 2106,
Amersham Pharmacia) beschichtet und in Folie eingeschlagen. In der Dunkelkammer wurde
dann so lange ein Rontgenfilm (Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia) exponiert, bis die
Proteinbanden nach Entwicklung des Films gut sichtbar waren.

3.9. Zellkultur

Alle eukaryontischen Zellinien wurden in einem Brutschrank (Heraeus, Stuttgart) in
befeuchteter Atmosphédre bei 37 °C und 5 % CO, in Zellkulturschalen kultiviert. Die
Arbeitsschritte mit Zellinien erfolgten soweit méglich an einer Sterilbank (Glatt AG,
Schweiz). Medien, Puffer, Glaswaren und sonstiges Verbrauchsmaterial fiir die Zellkultur
wurde vor Gebrauch sterilisiert (120 °C, 1,4 bar, 20 min).

3.9.1. Passagieren von Zellen
Bei allen verwendeten Zellinien handelte es sich um adhérent wachsende Zellen. Die Zellen
wurden vor Erreichen der Konfluenz von der Zellkulturschale abgeldst und in geringerer

Dichte erneut ausgesit. Hierzu wurden alle Lésungen auf 37 °C vorgewiirmt. Das Medium
wurde abgesaugt und die Kulturschale mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM
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CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,) gespiilt. Je nach verwendeter
Zellinie wurde 0,05 bzw. 0,25 % Trypsinlosung (0,1 ml/cm Durchmesser der
Kulturschale) auf die Zellen gegeben. Bis zum Abldsen der Zellen von der Kulturschale
wurde diese in den Brutschrank gestellt (1-5 min). Anschlielend wurden die Zellen je nach
GroBe der Kulturschale in 5-10 ml Kulturmedium aufgenommen und vor dem Ausplattieren
aus dem trypsinhaltigen Medium fiir 3 min bei 300 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden in
frischem Medium resuspendiert und in der jeweils gewiinschten Verdiinnung auf neue
Kulturschalen verteilt. Fiir ein Experiment wurde die Zellzahl mit einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt und die gewiinschte Anzahl an Zellen ausgesiit.

3.9.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Logarithmisch wachsende Zellen wurden trypsiniert und die erhaltene Zellsuspension
3 min bei 400 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in kaltem (4 °C) Einfriermedium
(Kulturmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert (ca. 1 ml pro 5x10°
Zellen). Jeweils 1 ml wurde in ein Einfrierrohrchen gegeben und zundchst 45 min auf Eis
inkubiert; in einem Styroporbehilter wurden die Zellen dann {iber Nacht auf -80 °C
abgekiihlt und schlieBlich in fliissigem Stickstoff (-196 °C) aufbewahrt.

Das Auftauen von eingefrorenen Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Die Zellen
wurden sogleich in 10 ml Kulturmedium aufgenommen, 3 min bei 400 g zentrifugiert und
zur Kultivierung erneut in Medium aufgenommen.

3.9.3. Behandlung von Zellen mit Retinsiure

Von all-trans Retinsiure wurden 102 M Stocklésungen in DMSO angesetzt. Hiervon
wurden 10 pl mit 990 pl 80 % Ethanol zu einer 10* M Gebrauchslésung verdiinnt. Von
dieser wurden jeweils 10 pl auf eine 9 cm Zellkulturschale mit 10 ml Medium gegeben; dies
entsprach einer Endkonzentration von 107 M. Als Kontrollbehandlung wurde jeweils die
entsprechende Menge DMSO in 80 % Ethanol verabreicht.

3.9.4. Transiente Transfektion nach der Calciumphosphat-Koprizipita-
tionsmethode (nach Graham und Van der Eb, 1973)

Diese Methode wurde verwendet, um Cos-7 Zellen zu transfizieren. Einen Tag vor der
Transfektion wurden 7x10° Zellen pro 9 cm Kulturschale im entsprechenden
Kulturmedium ausgesidt. Es wurden jeweils 10 pg Plasmid-DNA pro Kulturschale
transfiziert. Die Prizipitatbildung erfolgte mit einem Volumen von 500 ul pro Kultur-
schale. Hierzu wurde die DNA zunidchst in ddH,O gegeben (ddH,O-Volumen: 250 pl
abztiglich der Volumina der DNA- und der CaCl,-Lésung). Dann wurden 250 pl 2xHBS
(274 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 1,4 mM Na,HPO,4, 1 mM D-Glucose, 40 mM HEPES
pH 7,05) zugegeben und die Losung gut gemischt. Unter Schiitteln wurden dann 25 pl
2,5 M CaCl, zugetropft und das Prizipitat fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Prazipitat (500 pl) wurde dann direkt auf das Medium in der Zellkulturschale der zu

33




transfizierenden Zellen zugetropft und iiber Nacht auf den Zellen belassen. Anschlieflend
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit je 10 ml PBS (137 mM NaCl,
2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,)
gewaschen und dann neues Medium zugegeben. Die Zellen wurden nach 24 h geerntet
(siehe 3.7.1.) und im Western blot (siehe 3.8.) auf Expression des Plasmids tiberpriift.

3.10. Tierexperimentelle Methoden

3.10.1. Verpaaren der Miuse und Bestimmung der embryonalen
Entwicklungsstadien

Um Embryonen eines definierten Embryonalstadiums zu erhalten, wurden weibliche
Miuse des entsprechenden Mausstammes mit ménnlichen Tieren des entsprechenden
Mausstammes am spédten Nachmittag verpaart. Bei Vorhandensein eines Vaginalpfropfs
(engl.: vaginal plug) am folgenden Morgen wurde der Mittag als Stadium der
Embryonalentwicklung 0,5 dpc (0,5 days post coitum) angenommen, da die
cervixstimulierte Ovulation der weiblichen Miuse, die in einem 12 Stundentag-Rhythmus
gehalten wurden, in der Mitte der Dunkelphase stattfindet.

Fiir eine genauere Bestimmung des Embryonalstadiums wurden die entsprechenden Tiere
fiir jeweils 1,5 Stunden miteinander verpaart und anschlieBend auf das Vorhandensein eines
Vaginalpfropfs untersucht. Bei dieser Methode konnte des Embryonalsadium auf
+/- 45 min genau bestimmt werden.

3.10.2. Applikation von Retinsiure an schwangere Miuse

Am Tag 12,0 dpc (Tage nach Vaginalpfropf, siehe 3.10.1) wurde schwangeren Miusen
50 mg / kg Korpergewicht all-trans Retinsdure iiber eine Magensonde oral verabreicht.
Hierzu wurde die entsprechende Menge Retinsdure in 50 pl DMSO geldst. Diese Losung
wurde in 450 pl Speises]l aufgenommen, so dal pro Tier ein Volumen von 500 pl oral
verabreicht wurde. Als Kontrolle wurden 50 pl DMSO in 450 pl Speisedl gegeben. Um
die Resorption der Retinsdure zu erleichtern, wurden die Tiere 12 Stunden vor oraler
Verabreichung der Retinséiure ohne Futter gehalten. Die behandelten Tiere wurden nach
6 bzw. 8 Stunden getétet und die Embryonen isoliert (siehe 3.11.1.).

3.10.3. Generierung RARBy-doppeltdefizienter Mausembryonen

Der Phénotyp RARPy-doppeltdefizienter Miuse ist embryonal letal; die Embryonen
sterben spitestens am Tag 18,5 post coitum (Ghyselinck et al., 1997). Die RARB- bzw.
RARy-defizienten Tiere hingegen sind lebensfihig. Die Generierung der RARPY-
doppeldefizienten Embryonen erfolgte daher in drei Schritten. Die notwendigen
Genotypisierungen erfolgten wie unter 3.4.3. beschrieben. Die von Pierre Chambon
(Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC)
CNRS/INSERM/ULP, Illkirch, Frankreich, siehe 2.7.) zur Verfligung gestellten Tiere (zwei
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adulte ménnliche, homozygot RARB-defiziente und zwei adulte weibliche, heterozygot
RARy-defiziente Miuse) dienten zum Aufbau einer Zuchtpopulation RARB"" bzw.
RARY"" heterozygot deﬁzienter Tiere (Schritt 1). Diese wurden untereinander gekreuzt, so
daB u.a. RARB"/RARY"-heterozygot doppeltdefiziente Tiere geboren wurden (Schritt 2).
Diese wurden dann im dritten Schritt untereinander gekreuzt, so daB} u.a. die zur Analyse
erforderlichen Embryonen der Genotypen RARB*/RARY” und RARB”/RARY” und die
Wildtyp-Wurfkontrollen (RARB**/RARY"*) gewonnen werden konnten.

Zur Verdeutlichung der drei erforderlichen Schritte dient nachfolgendes Kreuzungsschema.
Aufgrund der Hypofertilie der Tiere (Ghyselinck et al., 1997) wurde ausschlieflich wie
beschrieben vorgegangen.

Schritt 1:

RARB™ X C57BL/6 =  RARB* 1)

RARy"” X C57BL/6 =  RARy" 172)
RARY" (172)

Schritt 2:

RARP* X RARy" =  RARBP™/RA y*’* (1/4)
RARP""/ RARY" (1/4)
RARB" / RAR’ y*“ (1/4)
RARB*/RARY"  (1/4)

RARPY / RARY" X RARB"/RARY" =  RARP"/RARy" (1/16)
RARB™"/ RARY" (2/16)
RARB" /RARY"  (1/16)
RARP*- /RARy** (2/16)
RARB*"/ RARY (4/16)
RARB'/RARY"  (2/16)
RARB™ / RARY"*  (1/16)
RARB”/RARY"  (2/16)
RARB”/RARY"  (1/16)

3.11. Allgemeine histologische Techniken
3.11.1. Isolierung und Fixieren von Embryonen und Geweben

Schwangere Miuse wurden zur Isolation der Embryonen durch cervikale Dislokation
getdtet und median an der Peritonealhdhle aufgeschnitten, Der Uterus mit den
Implantationen wurde entnommen und in eiskaltes PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,) iiberfiihrt. Die
weitere Priparation erfolgte unter dem Binokular (Wild M 10, Leica, Bensheim). Mit einer
Schere wurde der Uterus zwischen den einzelnen Implantationen durchtrennt. Mit zwei
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#5 Uhrmacherpinzetten wurde das Uterusgewebe vorsichtig entfernt. Die Foten wurden
von sémtlichen embryonalen Hiillen (Dottersack und Amnion) befreit, sowie die Plazenten
an der Nabelschnur entfernt. Die Embryonen bzw. die entsprechenden préparierten
Gewebe wurden 2 mal 5 min in PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,,
0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,) gewaschen und iiber Nacht bei 4 °C
in 4 % Paraformaldehyd in PBS* (PBS* = PBS, Ca®"- und Mg?*-frei) fixiert. AnschlieBend
wurden die Embryonen drei mal 5 min in PBS* gewaschen und schrittweise (25, 50, 75,
100, 100 % Methanol in PBS*) in Methanol iiberfithrt und iiber Nacht bei —20 °C
inkubiert. Embryonen bzw. isolierte Organe oder Gewebe, die fiir Ganzpriparat-
Hybridisierungen vorgesehen waren, wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C in
100 % Methanol aufbewahrt. Probenmaterial, das fiir histologische Schnitte vorgesehen
war, wurde um eine vollstdndige Dehydrierung zu vermeiden, bei -20 °C in 75 % Methanol
in PBS* aufbewabhrt.

3.11.2. Einbetten von Embryonen und Geweben und Anfertigen von
histo-logischen Schnitten

Die fixierten Embryonen wurden mit einer Pinzette in eine Einbettkassette transferiert und
in einem Gewebeprozessor (Shandon Hypercenter XP, Frankfurt) in folgenden Schritten
mit Gewebewachs perfundiert:

Ethanol (100 %) 3 x 30 min
Xylol 2 x 30 min
Histowax bei 60 °C 2 x 40 min

Die angegebenen Zeiten wurden fiir isolierte Organe und Gewebe entsprechend modifiziert.
Anschlielend wurden die Embryonen bzw. die isolierten Organe oder Gewebe mit Hilfe
eines Gewebeeinbettautomaten (Leica EG1160, Leica, Bensheim) in Wachs eingebettet.
Hierzu wurden diese aus den Einbettkassetten herausgenommen und in auf 59 °C
vorgewidrmte Einbettformen gelegt. Die Einbettformen wurden mit fliissigem Wachs
aufgefiillt und eine Haltekassette aufgedriickt. Nach Erkalten des Wachses wurden die
Wachsblocke aus den Einbettformen genommen. Das Loslosen des Wachsblockes aus der
Einbettform wurde, nachdem das Wachs auf Raumtemperatur abgekiihlt war, durch
Abschrecken auf Eis unterstiitzt.

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden die Wachsblocke in die Halterung eines
Mikrotoms (Rotationsmikrotom 2035, Reichert und Jung, NuBloch) eingespannt und
parallel zum Messer ausgerichtet. Es wurden Schnitte von 7 pm angefertigt. Diese wurden
in einem Wasserbad bei 42 °C geglittet und auf beschichteten Objekttrédger (siehe 3.13.1.)
transferiert.
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3.12. Immunhistochemie (IHC)
3.12.1. Nachweis von Proteinen an Gewebeschnitten

Der immunhistologische Nachweis von Proteinen erfolgte an Paraformaldehyd-fixierten
Paraffinschnitten (siche 3.11.2.). Diese wurden zunédchst durch zweimalige Inkubation fiir
je 5 min in Xylol deparaffiniert. Nach zweimaligem Waschen fiir je 5 min in Ethanol
wurden die Gewebeschnitte iiber eine absteigende Ethanolreihe stufenweise rehydriert
(je 3 min in 95 %, 70 %, 50 % Ethanol, 3 mal je 3 min in PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM NaHPO,, 1,5 mM KH,PO4). Um eine
bessere Zuginglichkeit des Antigens fiir den Primérantikérper im Gewebe zu erreichen,
wurden die Gewebeschnitte zunidchst in vorgewirmtes PBS iiberfithrt und bei 37 °C fiir
5 min priinkubiert, um dann 15 min in 0,25 % zitratgepufferter Trypsinlosung bei 37 °C
inkubiert zu werden. Nach dreimaligem Waschen fir je 3 min in PBS erfolgte eine
Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur in 2 N HCl. Wihrend dreimaligem Waschen fiir
je 3 min in PBS wurden die einzelnen Gewebeschnitte auf den Objekttrdgern mit einem
Wachsstift umrandet. Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Schnitte
fiir 15 min in 10 % Ziegenserum in PBS inkubiert. Anschliefend erfolgte die Inkubation mit
dem Erstantikérper? in 10 % FCS / 1 % Ziegenserum in PBS tiber Nacht bei 4 °C in einer
Feuchtkammer. Nach dreimaligem Waschen fiir je 3 min in PBS wurde mit einem
biotinylierten Zweitantikdrper” in 10 % FCS in PBS fiir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS fiir je 3 min wurden endogene
Peroxidasen durch fiinfminiitige Inkubation in 3 % H,0; blockiert. Anschliefend wurde
wiederum dreimal fiir je 3 min in PBS gewaschen. Wihrend einer Inkubation fiir 30 min mit
Vectastain Peroxidase Standard Losung ABC (Vector Alexis) wurde der an den
Erstantikrper gebundene Zweitantikérper mit Streptavidin-Peroxidase komplexiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS fiir je 3 min erfolgte die Visualisierung durch eine
Farbreaktion mit Vectastain AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol, Vector Alexis) als Substrat.
Der Verlauf dieser Reaktion wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und nach
5-10 min durch Spiilen in ddH,0 gestoppt. Nach Gegenférbung mit Himatoxylin wurden
die Gewebeschnitte mit wissrigem Einbettmedium (Immu-Mount, Shandon) eingedeckelt.
Die Priparate wurden anschlieend mit einem Zeiss Axioskop-Mikroskop (Zeiss, Jena)
analysiert und mit einer Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena) photographiert. Fiir
die Analyse von kleinen Vergroferungen wurde das Binokular Wild M 10 (Leica,
Bensheim) verwendet.

Anmerkungen:
Verwendete Antikoérper und deren Verdiinnungen:

1) Erstantikérper: - polyklonaler Kaninchen anti Bag-1L (N15, siehe 2.5.);
verwendete Verdiinnung: 1:4.
- polyklonaler Kaninchen anti Bag-1 (C16, siehe 2.5.);
verwendete Verdiinnung: 1:40.
2) Zweitantikorper: - biotinylierte Ziegen anti Kaninchen IgG (siehe 2.5.);
verwendete Verdiinnung: 1:100.
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3.12.2. In situ Detektion apoptotischer Zellen an Gewebeschnitten
(TUNEL)

Der Nachweis basiert auf der Extension freier 3’~-OH-Enden von DNA durch das Enzym
Terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT). Die an die DNA gefiigten Nukleotide sind
mit Digoxygenin markiert und werden mit einem an Meerrettichperoxydase konjugierten,
gegen Digoxygenin gerichteten Antikdrper nachgewiesen. Verwendet wurde das Apoptag-
Kit der Firma Appligene geméB dem Herstellerprotokoll.

Der immunhistologische Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte an Paraformaldehyd-
fixierten Paraffinschnitten (sieche 3.10.2.). Diese wurden zunichst durch zweimalige
Inkubation fiir je 5 min in Xylol deparaffiniert. Nach zweimaligem Waschen fiir je 5 min in
Ethanol wurden die Gewebeschnitte liber eine absteigende Ethanolreihe stufenweise
rehydriert (je 3 min in 95 %, 70 %, 50 % Ethanol, 2 mal je 5 min in PBS (137 mM NaCl,
2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO4, 1,5 mM KH,PO,). Um
eine bessere Zuginglichkeit des Enzyms TdT im Gewebe zu erreichen, wurden die
deparaffinierten Schnitte zundchst fir 15 min bei Raumtemperatur in Proteinase K
(20 pg/ml in PBS) inkubiert. Nach viermaligem Waschen in ddH,O fiir je 2 min wurden
endogene Peroxidasen durch eine 5-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur in 3 % H,0;
in PBS inaktiviert. AnschlieBend wurden nach zweimaligem Waschen fiir je S min in PBS
die einzelnen Schnitte mit einem Wachsstift (Dakopen) umrandet, in 30 pl
Aquilibrierungspuffer (Appligene) pro 2 cm* Gewebe #quilibriert und schlieBlich in 27 ul
Enzym-Mix pro 2 cm? Gewebe fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Enzym-Mix
bestand pro Schnitt aus 2,5 pl ddH,0, 5,5 pl TdT-Enzym sowie 19 pl Reaktionspuffer
(Appligene), der u.a. die markierten Nukleotide enthélt. Als Positiv-Kontrolle wurden
jeweils Leberschnitte mitgefiihrt, da in der Leber jederzeit Apoptose stattfindet. Als
Negativ-Kontrolle wurden parallel hierzu Schnitte mit H,O in Reaktionspuffer (3:10)
versehen. Die Reaktion wurde durch dreimaliges Waschen mit Stop/Wasch-Puffer
(Appligene) bei 37 °C beendet. Anschliefend wurden die Schnitte dreimal fiir je 5 min in
PBS gewaschen und fiir 30 min mit 27 pl an Peroxidase konjugierten anti-Digoxigenin
Antikérper pro 2 cm? Gewebe in einer Feuchtkammer bei RT inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in PBS wurden die Schnitte fir 3-6 min mit dem Farbreagenz DAB
(Diaminobenzidin, Anti-Digoxigenin Peroxidase Konjugat) inkubiert. Durch mehrmaliges
Waschen in ddH,O wurde die Reaktion abgestoppt. Nach Gegenfiirbung der Gewebe mit
Methylgriin wurden die Gewebe stufenweise dehydriert und dreimal mit Xylol gewaschen.
Anschlieend wurden Deckglidschen mit dem Schnelleindeckmittel Entellan montiert. -

Zur Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen (braune Féarbung) an der Gesamtzellzahl
wurden bei 400-facher Vergroflerung 10 Gesichtsfelder pro Schnitt ausgezihit.
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3.13. Radioaktive In situ Hybridisierung an Gewebschnitten (nach
Wilkinson und Green, 1990)

3.13.1. Behandlung von Objekttrigern, Deckglisern, Glaskisten und
Férbegestellen

Die Objekttriger wurden durch aufeinanderfolgendes Eintauchen in 10 % HC1/70 %
Ethanol, ddH,O und 96 % Ethanol gereinigt und 10 min bei 150 °C getrocknet. Die
Beschichtung der Objekttridger erfolgte durch Eintauchen fiir 10s in eine 2%
TESPA/Aceton-Lésung. Nach zweimaligem Waschen in 100 % Aceton und einmal
Waschen in ddH,0 wurden die Objekttrager tiber Nacht bei 42 °C im Ofen getrocknet.

Die Deckgldschen wurden in eine Silikon-Losung (Serva, Heidelberg) getaucht und bei
Raumtemperatur getrocknet. Anschliefend wurden sie in 100 % Ethanol durch kurzes
Eintauchen gewaschen und ebenfalls bei Raumtemperatur getrocknet. Die Deckgldschen
wurden in einem Becherglas gesammelt und im Ofen bei 160 °C fiir 2 h gebacken. Zur
Beseitigung von Spuren von RNase wurden die Glaskésten und Glasfirbegestelle im Ofen
bei 250 °C fiir mindestens vier Stunden gebacken.

3.13.2. Radioaktive Markierung von Bag-1 RNA durch in vitro
Transkription

Die in vitro Transkription (siehe unten) zur Herstellung von antisense und sense RNA-
Sequenzen wurde mit einem Transkriptionsvektor (Bluescript pBSIIKS", Stratagene)
durchgeflihrt.

Ein carboxyterminales (C-terminales) Fragment der mBag-1 ¢cDNA (659 bp, EcoRI und
Notl) wurde zwischen die im Transkriptionsvektor enthaltenen Promotorsequenzen fiir
zwei Phagen-RNA-Polymerasen (T3 und T7) kloniert (siehe 2.3.2.). Durch Linearisierung
der Transkriptionsplasmide wurde der nicht fiir die Transkription benétigte Promotor von
der cDNA-Sequenz abgetrennt. Dadurch konnten durch zwei Linearisierungsansitze von
einem Transkriptionsvektor zwei Matrizen hergestellt werden, die jeweils fiir die Sense-
oder Antisense-Transkription benutzt wurden. Der mit EcoRI linearisierte Vektor bildete
die Matrize fiir die T7-RNA-Polymerase, es wurden Antisense-Transkripte gewonnen.
Linearisierung des Vektors mit Notl fithrte zur Matrize fiir die T3-RNA-Polymerase, es
wurden Sense-Transkripte zur Kontrolle erzeugt.

Zur radioaktiven Markierung des Transkriptes wurde [0**S]-UTP als Nukleotid
verwendet. In einem 20 pl Transkriptionsansatz wurden 200 ng der entsprechenden
DNA-Matrize in 1xTSC-Puffer (40 mM Tris pH 8,0, 10 mM MgCl,, 20 mM DTT,
10 mM NaCl, 4 mM Spermidin, 50 pg/ml BSA) mit 20 mM DTT, 2 U RNAsin, 625 uM
tNTPs (ohne UTP), 50 uCi [0*>S]-UTP und 30 U Phagenpolymerase (T7 bzw. T3) fiir
120 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 7,5 ug tRNA und 3 U RNase-freier
DNase-I wurde die Plasmid-DNA fiir 15 min bei 37 °C verdaut. Es folgte eine
Phenol/Chloroform-Extraktion, um die Proteine zu extrahieren. Das RNA-Transkript
wurde zur Entfernung nicht inkorporierter Nukleotide zweimal mit 2 M NH;OAc und
2,5 Volumina Ethanol gefillt. Nach der letzten Zentrifugation (10 min bei 10000 g) wurde
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das Pellet getrocknet und in 50 pl 100 mM DTT aufgenommen. Davon wurde 1 pl in 3 ml
Szintillationslésung in einem Szintillationsz#hler (Kontron Analytical, Schweiz) gemessen;
2 pl wurden auf einem denaturierenden Acrylamid-Harnstoffgel aufgetrennt. Die restliche
Probe wurde in 2 M NH40Ac und 2,5 Volumina Ethanol aufgenommen und bis zum
Gebrauch bei -80 °C aufbewahrt.

3.13.3. Vorbehandlung der Gewebeschnitte (''Prihybridisierung')

Bei dieser Behandlung wurden die Gewebeschnitte (siehe 3.11.2.) fiir die Hybridisierung
mit der RNA-Probe so vorbereitet, da3 die aufgetragene Probe in das Gewebe eindringen
konnte, unspezifische Bindungen vermieden wurden und das RNA:RNA-Hybrid nicht aus
dem Gewebe diffundieren konnte.

Die Objekttriager mit Gewebeschnitten, die zur Hybridisierung vorgesehen waren, wurden
in ein Glasfirbegestell transferiert. Die Préhybridisierung der Schnitte erfolgte durch
Eintauchen der Gestelle in die mit 250 ml der folgenden Lésungen vorbereiteten Glaskisten:
Um die Schnitte zu entwachsen, wurden die Férbegestelle je 2 x 10 min in Xylol inkubiert.
Durch die folgende absteigende Alkoholreihe wurden die Schnitte rehydriert (100 %, 95 %,
90 %, 80 %, 70 %, 50 %, 30 % Ethanol, je 2 min). Nach zwei Waschschritten in PBS
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM
KH,PO4) und 0.83 % NaCl fir je Smin wurden die Schnitte 20min in 4 %
Paraformaldehyd in PBS (Ca*'- und Mg?*-frei) fixiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS
fiir je 5 min erfolgte ein partieller Verdau der Gewebe mit Proteinase K (10 mg/ml,
Endkonzentration: 500 pl /250 ml) in 20 mM Tris pH 4,7, | mM EDTA fiir 10 min. Nach
erneutem Waschen fiir 5 min in PBS erfolgte eine weitere Fixierung in 4 % Paraformaldehyd
in PBS (Ca?*- und Mg**-frei) fiir 5 min und nochmaliges Waschen in PBS (5 min). Die
darauffolgende 10 mintitige Inkubation in einer Triethanolamin / Essigsdureanhydridlésung
(3,125 ml / 0,625 ml pro 250 ml Wasser) diente zur Neutralisierung positiver Ladungen und
damit zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. Nach jeweils 5 min Waschen in PBS
und 0,83 % NaCl wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwissert und danach bei Raumtemperatur getrocknet.

3.13.4. Hybridisierungsreaktion

Die in Ethanol aufbewahrte radioaktiv markierte RNA Probe (siehe 3.13.2.) wurde 10 min
bei 10000 g abzentrifugiert und einmal mit 70 % Ethanol gewaschen. Das Prizipitat wurde
bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 mM DTT (1/10 des Hybridisierungsvolumens)
aufgenommen. Dabei wurde die spezifische Aktivitit der RNA-DTT-Losung auf
1,5x10° cpm/ul eingestellt. Nach Zugabe von 9/10 Volumina Hybridisierungspuffer
(1xHybridisierungs-Salz (10xHybridisierungs-Salz: 0,2 % PVP, 0,2 % Ficoll, 0,38 %
NaH,PO, pH 6,8, 50 mM EDTA, 3 M NaCl, 0,1 M Tris pH 8,0), 50 % Formamid, 10 %
Dextransulfat, 10 mM DTT, 10 pg tRNA) betrug die Aktivitit 1,5x10° cpm/pul. Um die
Probe vollstindig zu denaturieren, wurde die Hybridisierungslésung vor dem Auftragen auf
die Gewebeschnitte 5 min bei 95 °C inkubiert und auf Eis abgeschreckt. Vierzig pl
Hybridisierungslésung wurden auf einem vorhybridisierten Schnitt gleichm#Big verteilt und
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mit einem silikonisierten Deckgldschen (siehe 3.13.1.) abgedeckt. Zur Inkubation der
Objekttriager wurde eine Styrolwanne mit Benchcoat und drei Lagen 3MM Whatman-
Filterpapier ausgelegt. Das Filterpapier wurde mit 40 ml 2xSSC/ 50 % Formamid getrinkt.
Die Objekttriger wurden in diese Hybridisierungswanne gelegt, diese mit einem Deckel
abgedichtet und tiber Nacht bei 58 °C im Wasserbad inkubiert.

3.13.5. Waschen der hybridisierten Gewebeschnitte

Nach der Inkubation wurden die Objekttréger aus der feuchten Kammer genommen und in
Glasfiirbegestelle transferiert. Das Waschen der Schnitte erfolgt unter stringenten und
3S-stabilisierenden  Bedingungen. Dieses  wird  erreicht durch die  hohe
Formamidkonzentration von 50 %, die den Schmelzpunkt der RNA:RNA-Hybride
herabsetzt, durch die relativ hohe Temperatur von 65 °C und durch die Anwesenheit von
B-Mercaptoethanol, welches vor Oxidation des Schwefels schiitzt.

Die Firbegestelle mit den Objekttrdgern wurden in die mit 250 ml der folgenden Losungen
vorbereiteten Glaskisten eingetaucht:

e 2xSSC, 50 % Formamid, 20 mM B-Mercaptoethanol bei 37 °C 15 min
e 2xSSC, 50 % Formamid, 20 mM B-Mercaptoethanol bei 65 °C 30 min
e 2xSSC, 50 % Formamid, 20 mM [-Mercaptoethanol bei 37 °C 2,5h

e NTE (0,5 M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 5 mM EDTA) bei 37 °C 15 min
¢ NTE mit RNase A (Endkonzentration: 20 (g/ml) bei 37 °C 15 min
e NTE bei 37 °C 15 min
e 2xSSC, 50 % Formamid, 20 mM B-Mercaptoethanol bei 65 °C 30 min
e 2xSSC bei Raumtemperatur 15 min
e 0,1xSSC bei Raumtemperatur 15 min

Eine Dehydrierung der Schnitte erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe:

e 30 % Ethanol, 0.25 M NH;0Ac 2 min
e 50 % Ethanol, 0.25 M NH;OAc 2 min
¢ 70 % Ethanol, 0.25 M NH,OAc 2 min
¢ 80 % Ethanol 2 min
e 90 % Ethanol 2 min
e 95 % Ethanol 2 min
¢ 100 % Ethanol 2 min

Anschliefend wurden die Objekttriger bei Raumtemperatur getrocknet, mit einem
Klebeband in einer Expositionskassette befestigt, und iiber Nacht ein Rontgenfilm
(HyperMP, Amersham Pharmacia) aufgelegt.
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3.16.6. Beschichten der Objekttriger mit Photoemulsion

Die Photoemulsion (LM-1, Amersham Pharmacia) wurde in der Dunkelkammer in einem
Wasserbad bei 43 °C geschmolzen und mit ddH,0 1:1 verdiinnt. Das Gemisch wurde dann
luftblasenfrei in ein Gefd gefiillt, das speziell zur Beschichtung der Objekttriger
angefertigt wurde. Diese Vorrichtung wurde in das Wasserbad (43 °C) gestellt, um die
Photoemulsion fliissig zu halten. Die Objekttrdger wurden nacheinander durch Eintauchen
in die Photoemulsion beschichtet. Nach der zweimaligen Beschichtung sollte die
Photoemulsion so gleichméifig wie moglich auf den Objekttrdgern verteilt sein. Die
beschichteten Objekttriiger wurden in waagerechter Position im Dunkeln 2h bei
Raumtemperatur getrocknet. Danach wurden sie in Polyoxymethylen-Firbegestelle
iiberfiihrt, in die entsprechenden Férbetroge eingepackt und mit Aluminiumfolie umwickelt.
Die Objekttriger wurden fiir sechs bis acht Tage bei 4 °C exponiert.

3.13.7. Entwickeln, Firben und Auswerten der Schnitte

Nach Ablauf der Expositionsdauer wurden die Objekttriger in folgenden Losungen
entwickelt:

e 16 % (w/v) Kodak D-19 Entwickler in Leitungswasser 3 min
e 1 % Eisessig 1 min
® 30 % (w/v) Natriumthiosulfat 5 min
e Leitungswasser 2 x 10 min
e Leitungswasser 1 x30 min

Die Schnitte wurden getrocknet und mit Himatoxylin-Eosin gegengefirbt (Mayer's
Himatoxylin 4 min, bewegtes Leitungswasser 15 min, ddH,O 2min, Eosin in 1%
Essigsdure 1 min, 70 % Ethanol 15 s, 100 % Ethanol 15 s). Die iiber Nacht getrockneten
Objekttrager wurden mit dem Eindeckmittel Entellan eingedeckelt. Die Préparate wurden
anschliefend im Zeiss Axioskop-Mikroskop (Zeiss, Jena) im Hell- und Dunkelfeld
analysiert und photographiert. Fiir die Analyse von kleinen Vergréflerungen wurde das
Binokular Leica Wild M 10 verwendet. Zur Photographie wurden Farbfilme fiir Kunstlicht
(Kodak Extrachrome 160T oder 320T und Fuji 64T oder 160T) verwendet oder alternativ
eine Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena).

3.14. In situ Hybridisierung im Ganzpriparat (nach Belo et al., 1997)

3.14.1. Markierung von Bag-1 RNA und RAR[2 RNA mit Digoxygenin
durch in vitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde zur Herstellung von antisense und sense RNA-Sequenzen

von Transkriptionsvektoren (Bluescript pBSIIKS™ bzw. pBSIISKII" Stratagene, siehe
2.3.2.) durchgefiihrt.
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Ein C-terminales Fragment der mBag-1-cDNA (659 bp, EcoRI und Notl) wurde zwischen
die im Transkriptionsvektor enthaltenen Promotorsequenzen fiir zwei Phagen-RNA-
Polymerasen (T3 und T7) kloniert (siche 2.3.2.). Durch Linearisierung der
Transkriptionsplasmide wurde der nicht fiir die Transkription benétigte Promotor von der
c¢DNA-Sequenz abgetrennt. Dadurch konnten durch zwei Linearisierungsansitze von einem
Transkriptionsvektor zwei Matrizen hergestellt werden, die jeweils fiir die Sense- oder
Antisense-Transkription benutzt wurden. Der mit EcoRI linearisierte Vektor bildete die
Matrize fiir die T3-RNA-Polymerase, es wurden Antisense-Transkripte gewonnen.
Linearisierung des Vektors mit Notl flihrte zur Matrize fiir die T7-RNA-Polymerase, es
wurden Sense-Transkripte zur Kontrolle erzeugt.

Transkripte von RARB2 (siehe 2.3.2.) wurden von einer 374 bp Matrize aus, die zwischen
die im Transkriptionsvektor enthaltenen Promotorsequenzen fiir zwei Phagen-RNA-
Polymerasen (T7 und T3) kloniert war, generiert. Der mit Notl linearisierte Vektor bildete
die Matrize fiir die T7-RNA-Polymerase, es wurden Antisense-Transkripte gewonnen.
Linearisierung des Vektors mit Kpnl fithrte zur Matrize fiir die T3-RNA-Polymerase, es
wurden Sense-Transkripte erzeugt.

Zur Erzeugung Digoxygenin-markierter Transkripte wurde folgender in vitro
Transkriptionsansatz gewdhlt: Ein pg DNA-Matrize wurde mit 4 pl SxTranskriptions-
puffer (200 mM Tris pH 8,0, 50 mM MgCl,, 100 mM DTT, 50 mM NaCl, 20 mM
Spermidin, 250 pg/ml BSA), 2 pl 10xDigoxigenin ANTP-Mix (10 mM ATP, 10 mM CTP,
10 mM GTP, 6,5 mM UTP, 3,5 mM DIG-11-UTP, pH 7,5), 1 ul RNAse Inhibitor, 2 pl
RNA-Polymerase in einem Volumen von 20 ul fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5 pl 4 M LiCl, 75 pl EtOH und
30 min Inkubation auf Eis prézipitiert. Nach Zentrifugation fiir 30 min mit 14000 g bei
4 °C wurde die RNA mit 500 pl 75 % EtOH gewaschen und in 50 pl ddH,O gel6st.
Qualit4t und Menge der RNA wurden gélelektrophoretisch durch Vergleich vor und nach
Prézipitation bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei —80 °C
aufbewahrt.

3.14.2. Vorbehandlung der Embryonen bzw. Gewebe
("Priahybridisierung')

Vorbemerkungen:

Sémtliche nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte bis zur eigentlichen Prihybridisierung
wurden auf Eis durchgefiihrt, mit Ausnahme des Proteinase K-Verdaus, der bei
Raumtemperatur erfolgte. Als Reaktionsgefiéfie dienten 5 ml Glasréhrchen, in die zu Beginn
des Experiments die entsprechenden Embryonen bzw. Organe oder Gewebe (im folgenden
zusammenfassend als Embryonen bezeichnet) iiberfiihrt wurden. Da Luftkontakt mit den
Embryonen zu unspezifischer Hintergrundfirbung fiihrt, erfolgte das Wechseln von
Losungen stets so, dal die Embryonen in einem minimalen Restvolumen der zu
entfernenden Lésung verblieben, bevor eine neue Lésung hinzugegeben wurde.

Die in 100 % Methanol aufbewahrten Embryonen (siehe 3.11.1.) wurden zunichst tiber

eine absteigende Methanolreihe stufenweise rehydriert. Dies erfolgte durch eine Inkubation
fiir je 5 min in 75 %, 50 % und 25 % Methanol in PBSw (137 mM NaCl, 2,7 mM KClI,

43




0,7 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 5 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, 0,1 % Tween-20).
AnschlieBend wurde 3 mal fiir je 5 min in PBSw gewaschen. Um eine bessere
Zuginglichkeit der Probe ins Gewebe zu ermdglichen erfolgte ein partieller Verdau mit
Proteinase K. Die Proteinase K Konzentration betrug 4,5ug / ml PBSw; die Verdauzeiten
hingen von der GréBe des Untersuchungsgegenstandes ab und wurden empirisch ermittelt.
Der Verdau wurde durch Zugabe frischer Glycinldsung (2 mg / ml PBSw) und dreimaligem
Waschen mit PBSw fiir je 5 min gestoppt. AnschlieBend wurden die Gewebe durch
Inkubation in 4 % Paraformaldehyd / 0,2 % Glutaraldehyd in PBSw nachfixiert. Nach
viermaligem Waschen in PBSw fiir je 5 min erfolgten Inkubationen fiir je 5 min zunéchst in
50 % Hybridisierungslésung in PBSw (50 ml 100 % Hybridisierungslosung: 0,5 g
Boehringer Block, 25 ml Formamid, 12,5 ml 20xSSC pH 7,0, 6 ml H,O, 5 ml 10 mg/ml
Torula RNA, 100 p 50 mg/ml Heparin, 250 pl 20 % Tween-20, 500 pl 10 % CHAPS,
500 ul 0,5 M EDTA) gefolgt von 100 % Hybridisierungslésung. Anschlieend erfolgte eine
"Prihybridisierung" in 900 pl Hybridisierungsldsung fiir drei Stunden bei 65 °C.

3.14.3. Hybridisierung und Waschen

Zu den 900 pl Volumina-Ansétzen wurden 200 ng digoxygeninmarkierter RNA in 100 pl
Hybridisierungslésung gegeben, die zuvor fiir 5 min bei 95 °C denaturiert wurde. Die
Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 70 °C. Das Waschen zur Entfernung freier, nicht
hybridisierter Probe erfolgte zundchst in 800 pl Hybridisierungslosung fiir 5 min bei 70 °C.
Nach dreimaliger Zugabe von je 400 ul 2 x SSC pH 4,5 erfolgte eine zweimalige Inkubation
von je 30 min bei 70 °C in 2 x SSC pH 7,0. Darauthin wurde zweimal in Maleinséurepuffer
(100 mM Maleinséiure, 150 mM NaCl, pH 7,5) fiir je 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, anschliefend zweimal in Maleinsdurepuffer fiir je 30 min bei 70 °C. Nach
zweimaligem Waschen in PBS fiir je 10 min bei Raumtemperatur und einmaligem Waschen
in PBSw fir 5 min erfolgte eine Inkubation in einem ml Antikorperpuffer
(10 % Ziegenserum, 1 % Boehringer Block, in PBSy) fiir mindestens zwei Stunden bei
4 °C.

3.14.4. Visualisierung und Auswertung

SchlieBlich erfolgte die Inkubation in 1,5 ml Antik6rperpuffer mit Alkalischer Phosphatase
konjugiertem Anti-Digoxygenin Antikérper (Roche Diagnostics, Mannheim) in einer
Verdiinnung von 1:10000 tiber Nacht bei 4 °C. Nach einmal Spiilen in 0,1 % BSA in PBSw
erfolgten fiinf Waschschritte in 0,1 % BSA in PBSw fiir je 45 min bei Raumtemperatur.
Nach zweimaligem Waschen fiir je 30 min in PBSw erfolgte eine zweimalige Inkubation fiir
je 10 min in AP1-Puffer (100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,). Die
Farbreaktion erfolgte nach Uberfilhren der Priparate in BM-Purple (prizipitierendes
Alkalische Phosphatase Substrat, Roche Diagnostics, Mannheim) im Dunkeln. Nach
Eintritt einer zufriedenstellenden Farbreaktion wurde diese durch mehrmaliges Waschen in
PBS gestoppt. Die Préparate wurden anschlieend stufenweise in MeOH iiberfiihrt und so
aufbewahrt. Die Analyse erfolgte nach stufenweiser Rehydrierung in PBS unter dem
Binokular Leica Wild M 10 mit Hilfe einer Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena).
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4. Ergebnisse

Bag-1 war in Zellkultursystemen als antiapoptotisches Protein charakterisiert worden, das
vor, durch verschiedenste Stimuli induzierter, Apoptose schiitzt. Bislang ist allerdings nicht
geklirt, ob Bag-1 auch in vivo Apoptose zu inhibieren vermag. Da Apoptose insbesondere
wihrend der Embryonalentwicklung eine bedeutsame Rolle spielt, wurde als erster Schritt zu
einem besseren Verstindnis der Wirkungen von Bag-1 in vivo das Expressionsmuster von

Bag-1 wihrend der Embryonalentwicklung der Maus untersucht.

4.1. Bestimmung des riumlichen und zeitlichen Expressionsmusters der
Bag-1 mRNA wihrend der Embryonalentwicklung der Maus

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst die transkriptionelle Expression von Bag-1
wihrend der Embryonalentwicklung der Maus untersucht. Die Technik der In situ
Hybridisierung (ISH) erméglichte den Nachweis endogener Bag-1 mRNA in fixiertem
Gewebe isolierter Embryonen und Organe verschiedener Entwicklungsstadien. Dadurch
konnte die differentielle Genexpression im Organismus rdumlich und zeitlich bestimmt

werden.

Zwei Arten von In situ Hybridisierungen wurden durchgefiihrt: radioaktive ISH an
histologischen Schnitten isolierter Embryonen und ISH am Ganzpriparat (engl.: whole
mount). Die Methode der Ganzpriparat-ISH bietet den Vorteil mit Totalpriparaten arbeiten
zu konnen, ist jedoch nur mit Préparaten begrenzter Grofle durchfiihrbar. Mit dieser Technik
lassen sich vollstindige Embryonen bis zum Tag 12,5 der Embryonalentwicklung oder
isolierte Organe bzw. Gewebe auch spiterer Embryonalstadien analysieren. Die Methode der
radioaktiven ISH bietet den Vorteil groferer Sensitivitét, ist jedoch nur an histologischen
Schnitten durchfiihrbar.

Beide Methoden beruhen auf dem Nachweis endogener mRNA und basieren auf der
Hybridisierung der endogenen Bag-1 mRNA mit spezifisch markierter antisense-Bag-1
RNA in fixiertem Gewebe. Die antisense-RNA wurde durch in vitro Transkription der
murinen Bag-1 cDNA mittels Phagen-RNA-Polymerase in Gegenwart spezifisch markierter
Nukleotide generiert. Bei der radioaktiven ISH erfolgte die Markierung durch [a**S]-UTP,
bei der ISH am Ganzpriparat durch an Digoxygenin gekoppeltes UTP.

Der Nachweis der radioaktiv markierten Hybride erfolgte durch Exposition eines
Roéntgenfilmes, der in fliissiger Form auf die Gewebeschnitte aufgebracht wurde. Nach der
Entwicklung und Fixierung dieses Filmes liegt elementares Silber in Form kleiner Kérnchen
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auf dem Gewebe, genau an den Stellen der Expression der Bag-1 Transkripte. Bei
Hellfeldmikroskopie erscheint das elementare Silber als schwarze Kérnchen auf den Zellen
liegend; bei der sog. Dunkelfeldbetrachtung wird das schridg einfallende Licht vom
elementaren Silber reflektiert und Signale erscheinen daher weifl leuchtend gegeniiber einem
schwarzen Hintergrund. Der Nachweis der mit Digoxygenin markierten Hybride erfolgte
tiber einen mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Anti-Digoxygenin Antikorper. Signale
erscheinen iiber eine enzymatische Farbreaktion der alkalischen Phosphatase mit dem
prézipitierenden Substrat "BM-Purple" in blau.

Mit diesen beiden Methoden wurden Embryonen ab Tag 7,0 post coitum (p.c.) untersucht.
Zwischen Tag 7,0 und 8,5 der Embryogenese konnten keine Bag-1 Transkripte nachgewiesen
werden. Die friiheste Expression von Bag-1 mRNA erschien am Tag 8,5 p.c. und 9,5 p.c.
ausschlieSlich im Myocard, allerdings auf einem &uflerst geringen Expressionsniveau. Die
ersten deutlichen Signale einer Expression von Bag-1 konnten am Tag 10,5 p.c. detektiert
werden.

Vom Embryonalstadium E10,5 an wurde eine annéhernd ubiquitire Expression der Bag-1
mRNA nachgewiesen (Abb. 3 A, B, B’). Dabei zeigte sich, daB bestimmte Organe und
Gewebe ein hoheres Expressionsniveau erreichten, das iiber das allgemeine ubiquitire
Expressionsniveau hinausging. Am Tag 10,5 p.c. und 11,5 p.c. zeigten das Vorderhirn, die
Kiemenbogen, die Vorder- und Hinterextremititen, der Schwanz und der sich in beiden
Geschlechtern zunédchst zum Phallus entwickelnde Geschlechtshocker eine besonders
hervortretende Expression (siche Abb. 3 A als Beispiel fiir E11,5). Zum Embryonalstadium
E14,5 erstreckten sich die Orte mit prominenter Bag-1 RNA Expression auch auf die Rippen,
die lateralen Nasenwiinde, die Neuralbogen, das Sphenoid der Schidelbasis, Leber, Lunge,
cervikale dorsale (posteriore) Wurzelganglien (Abb. 3 K-K’, B-E’), Hoden und
Meckelschen Knorpel (siehe Pfeil in Abb. 3 B’). Weitere Expressionsorte zwischen E14,5
und E16,5 umfassten das Rectum, die Speicheldriisen, den Thymus, die Knorpelringe der
Trachea (Abb. 3 F-H’) und die Niere (hier nicht gezeigt).

In bestimmten Geweben verinderten sich die Expressionsniveaus der Bag-1 mRNA im
Verlauf der Embryonalentwicklung. So wurde die Expression in den Knorpelprimordien der
Rippen, die in E12,5 und E14,5 nachgewiesen werden konnte (Abb. 3 I-K’), mit Beginn der
Ossifikation dieser Strukturen (E16,5) herunterreguliert (Abb. 3 L-L’). Dariiberhinaus
konnte die Bag-1 Expression, die in den sich zu Hodenkanilchen entwickelnden
Hodenstringen zwischen E13,5 und E16,5 vorhanden ist (Abb. 3 M-N’), zum Zeitpunkt der
Geburt nicht mehr nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Auch die Expression, die im
Meckelschen Knorpel im Embryonalstadium E14,5 detektiert wurde (siehe Pfeil in Abb. 3
B’), konnte in spateren Stadien wihrend der Mineralisation zu den Mandibularknochen nicht
mehr nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abb. 3: Expressionsmuster der Bag-1 mRNA wihrend der Embryonalentwicklung der
Maus. Die transkriptionelle Expression von Bag-1 wurde durch In situ Hybridisierungen ermittelt. Die
beiden Ubersichten veranschaulichen, daB Bag-1 wihrend der gesamten Embryogenese annihernd ubiquitir
exprimiert ist. Aus den Detailaufnahmen geht hervor, daB einige Organe bzw. Gewebe eine besonders starke
Expression der Bag-1 mRNA aufweisen. Am Beispiel der sich entwickelnden Rippen ist gezeigt, daB es in
bestimmten Geweben im Verlauf der Entwicklung zu einem Verlust der Bag-1 Expression kommt. A, M:
Ganzpraparat-Hybridisierungen eines Embryonen und eines isolierten Hodens mit darunterliegendem
Mesonephros. B-L’, N, N’: radioaktive In situ Hybridisierungen an Sagittalschnitten. B-L, N:
Hellfeldaufnahmen; B’-L’, N’ entsprechende Dunkelfeldaufnahmen. ba = branchiocephale Arterie; ¢ =
Knorpelprimordien der Rippen; cc = Cricoidknorpel; ct = Knorpelprimordien der lateralen Nasenwinde; dr =
cervikales dorsales (posteriores) Wurzelganglion; E = Embryonalstadium in Tagen post coitum; el = Eingang
zum Larynx (Kehlkopf); eo = Eingang zum Osophagus; fb = Vorderhirn; fl = mesenchymale Zellen der
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In anderen Strukturen wie den sich entwickelnden Brustdriisen konnte zu keinem Zeitpunkt
eine Expression von Bag-1 mRNA nachgewiesen werden (siche Abb.3 K und K’ als

Beispiel einer degenerierten Brustdriise des ménnlichen Geschlechts).

Das komplexe, annihernd ubiquitidre Expressionsmuster der Bag-1 Transkripte 148t zundchst
keine schliissige Interpretation hinsichtlich moglicher in vivo Funktionen von Bag-1 zu.
Dennoch konnte Bag-1 als antiapoptotisches Protein verschiedene Gewebe, bei denen im
Verlauf der Entwicklung Apoptose auftritt, in bestimmten Entwicklungsstadien vor Apoptose
schiitzen. So ist Bag-1 mRNA beispielsweise im Meckelschen Knorpel und in der Region
des Rektums, die sich zum Anus entwickelt, zundchst exprimiert. In spiteren Stadien, in
denen in diesen Geweben Apoptose auftritt (Trichilis und Wroblewski, 1997) konnte jedoch

keine Bag-1 Expression mehr nachgewiesen werden.

Eine alternative Interpretation dieses annéhernd ubiquitiren Expressionsmusters konnte darin
begriindet liegen, daB verschiedene Bag-1 Isoformen mit verschiedenen Funktionen
gewebespezifisch exprimiert werden;, durch die In Siru Hybridisierungen wurden
mdéglicherweise mehrere, verschiedene Isoformen detektiert. Dafiir spricht, da3 das humane
Bag-1 Protein (Rap46) im Vergleich zum murinen eine aminoterminale Extension von
55 Aminosduren aufweist (Takayama et al, 1995; Zeiner und Gehring, 1995). Ein
Sequenzvergleich der 5’-untranslatierten Region der murinen cDNA mit dem entsprechenden
Sequenzbereich der humanen cDNA (hier jedoch kodierender Bereich) ergab eine hohe
Homologie. Bei den Proteinen in Mensch und Maus handelt es sich vermutlich nicht um
Homologe im eigentlichen Sinne, sondern eher um zwei verschiedene Isoformen.
Grundsitzlich konnte ein zweites Proteinprodukt von Bag-1 existieren. Isoformen konnten
entweder von der gleichen mRNA durch Nutzung alternativer Translationsstartstellen oder
durch alternatives SpleiBen gebildet werden. Im zweiten Falle wire die Wahl der Sonde fiir
In situ Hybridisierungen wichtig, um zu bestimmen in welchen Organen die verschiedenen
Isoformen exprimiert werden. Daher wurde zunichst, ausgehend von der urspriinglich
publizierten murinen Bag-1 cDNA (Takayama et al, 1995) mittels 5’-RACE-PCR eine
vollstandige cDNA in der Maus kloniert, um zu klidren, ob eine oder mehrere mRNAs

existieren.

Vorderextremititenknospe; hl = mesenchymale Zellen der Hinterextremitéitenknospe; i = interstitielle Zellen
(zu diesem Zeitpunkt ist es nicht moéglich, morphologisch zwischen mesenchymalen Zellen und Leydigzelien
zu unterscheiden); I = Leber; m = Mesonephros; md = Wolffscher Gang (das obere Signal markiert den
Epididymis, das untere den Vas deferens); mg = ménnliche Brustdriise; ms = Knorpelprimordium des
Manubrium sterni; na = Knorpelprimordien der Neuralbdgen; o = Ossifikation innerhalb der
Knorpelprimordien der Rippen; on = Sehnerv; r = Rektum; s = aus den Hodenstringen (E13,5 in M)
hervorgehende Samenkanilchen (E16,5 in N, N’); sm = Speicheldriise; sp = Knorpelprimordium des
Sphenoids; t = Schwanz; tb = Knorpelprimordium des Os temporale; tc = Thyroidknorpel; th = Thymus; tr =
Trachea mit sog. Knorpelringen; tt = Recessus tubo-tympanicus; * = Abwesenheit von Signalen in 0. Der
Pfeil in A markiert unspezifisches Signal (engl. "probe trapping"), der in B* den Meckelschen Knorpel.
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4.2. 5’-Extension der Bag-1 cDNA der Maus

Die Verlingerung der Sequenz des 5’-Endes der murinen Bag-1 cDNA erfolgte mittels
5’-RACE-PCR (engl.: RACE = rapid amplification of cDNA ends). Als DNA Matrize
wurde eine kommerzielle, aus mRNA von E15,5 Embryonen hergestellte cDNA Bibliothek
("Marathon-Ready cDNA", Clontech) verwendet. Dieses System enthielt einen Pool
embryonaler cDNAs, deren Enden mit speziellen Adaptoren versehen sind. Als Primer
wurden ein Oligonukleotid aus dem 5’-Ende der publizierten murinen Bag-1 cDNA

Mensch 1 TAGTCGGGC 16 GCCGOGCTCAGCTTCCATC 41 Maus 549 GTGAGCCAGTTGTCCAAGACTTGGCTCAGCTTGTTGAAGAGGCCACAGGA 598
d
3 . LEC PP EERE LR T T TEEEEEEEEEE
m‘?:’z;lb Mensch 562 GTGAACCAGTTGTCCAAGACCTGGCCCAGGTTGTTGAAGAGGTCATAGGG 611
)
c
N e . Maus 599  GTTCCACTACCTTTTCAGAAGCTCATATTTAAGGGAAAATCTCTGAAAGA 648
— PEPEEE T LR PP E LR 1l
Maus 1 GCTECGCTGTGAACAAACSC . G3CCTGGCGGGTCECAGCGCCECGIGE . & 48 Mensch 612 GTTCCACAGTCTTTTCAGAAACTCATATTTAAGGGAAAATCTCTGAAGGA 661
VELE LT TE FEEEE T P L T
Mensch 42 GC GGTCAACAAGTGCGGGCCTGGCTCAGCGE 'GCGGAG 91 Maus 649  ARTGGAAACACCGTTGTCAGCACTTGGAATGCAAAATGGTTGCCGAGTCA 698

C1 hBag-1L(p50} PEECELTRLREESEE LR L ERE TEE T T

Mensch 662 AATGGAAACACCGTTGTCAGCACTTGGAATACAAGATGGTTGCCGGGTCA 711

Maus 49 ACOGCGAGGCGACCGG3AICCGCTGGEACCCAGGCTGCGCECTCCTCGGE 98 Maus 699 TGTTAATTGGTGAAAAGAGCAATCCAGAAGAAGAGGTTGAGTTAAACAAG 748
PECCEUECEEEELEELL L VR L T PELECLEEELFreer L LEEE TR 1
Mensch 92 ACCGCGAGGCGACCGGRAGCGECTECCTTCCCGECTRCECGCCCTTCGGE 141 Mensch 712 TGTTAAT AAARGAACAGTCCAC TGAACTAAAGAAG 761
Maus 99 CTGCCCGGGAGCIGCGCCAGTCIGAGTCCCGGACTGAGCGGEECTTGCCT 148 Maus 749 CTGAA TTT - GAGA. TAGCTAACCACCTGCAAGA 798
l I CUCEEEEEELE LT EEERL LT E FEE T e 1 L AN Ry
Mensch 142 GGCCGGGAGCCECGCCAGTCCUAGCCCCCGGCCCAGCATGGTCTGCCT 191 Mensch 762 TTGAAACATTTGGAGAAGTCTGTGGAGAAGATAGCTGACCAGCTGGAAGA 811
Maus 149 CCCTCTCAGCGTTCCTCTSTSCICAGTGCAGCCAGCGGGCATGA 198 Maus 799 ATTGAATAAAGAGCTTTCTGECATCCAGCAGGGTTTTCTGGCTAA 848
l HII[ LEEE LT TILLLLLLLL L ] IIIII[IIIIIIIIIIH l II!I! I
Mensch 192 CTCTCCGCCTCCACCTRCCL ATGACCGACC 241 Mensch 812 GTTGAATAAAGAGCTTACTGGAATCCAGCAGGATTTTCTG 861
Maus 199 CACCAGGGGCGCIGCCECOG3CICCTGCAAGCCGCGEGTGAAGAAGRAAG 248 Maus 842 TGCAAGCGAAGGCTCTCTGCAAACTTGATAGGAAAGTAAAAGCAACAATT 898
I|IIII|II|I|I|I|I|IIIIII A LECEEL T PR FEEEEEEL D T
Mensch 242 CACCAGGGGCGCCGCCGCCGECGCTCGCAGGCCGCGGATGAAGAAGAAAA 291 Menach 862 TGCAAGCTGAAGCTCTCTGCAAAC AARGCCACAATA 911
L
Al hzagq:l" Maus 899 GAGCAATT! ACCAGA 948
(R IIIIIIIII I | IIIIIIIIIIIII
Maus 249 TCCOGGCCCCGTTCTTCTCAGAGCGAGARGGTAGGGAGCAGCAG! 238 Mensch 912 GAGCAG' : “HI”II IIIHIIIAlACTGA CAGA 961
LLLLE LT IIIIIIIHIII |||| | |
Mensch 292 CCCGGCGCCGCTCGACC( .GACCCGGAGCGAGGAG 338 Maus 9492 ACAATTTAAAGACAGCAGGCTAAAAAGGAAGAATTTGGTGAARAAGGTT 998
(A lIIIIIllIIIIIII
Maus 299 TTGACTACAAGTAAGAAASTSACCCGTAGCAAGAACGTGACCGGGACCCA 348 Mensch 962 'I'LPCAAA ! AR ([}” TTGGTAAAAA 1011
111 P TT L]
Mensch 339 TTGACC NIROCPROAE: ;. ;o o5 wéivapavaciie 367 Maus 999 AGGTGTTCTTAGC CAC CAATACATCTGCCAAGAG 1048
PUL T L TEEEEEE R R EEE  FEREEEEETE LT
Maus 349 GGT 0 “”"'T ’I‘“"T’I‘T‘-“”I GACCCAAACC TAA 398 Mensch 1012 AGGCATTCCTAGCCGAGTGTGACACAGTGGAGCAGAACATCTGCCAGGAG 1061
| PLELEEELE 11|
Mensch 368 ...TGA “GACCCAGAG' GACCCAGGGCGA 414 Maus 1049 ACAGAGCGGCTGCAGTCTACAAACTTGGCCCTGGCTGAATGAAGTGCAGT 1098
s I| PECCCUEE FEEELCLE LR FEEERE) TF EEE 11
hBag-1(p36) Mensch 1062 IGCGGCTGCAGTCTACAAACT TTGCCCTGGCC! 1111
.«\aaggl.‘.mz) Maus 1099 TGTACTGGCC AGAGCAGCTTTA . CAGCCCTGCCCTCT 1147
4 [ II IIIIIIIIIIIIl
= sagsiev Mensch 1112 AGAAAA TGTGCTGCCC GCTCTGCCGTCT 1161
Maus 399 CTGTGGCAGAAGAGGTGACCCAGACCGACAACATGGCCAAGACCGAGGAG 448
[ RN T e e Maus 1146 CTGGAACAGAAGTCGCCTG . TTTCTCCATGGCTGCCAGGGGCAACTAGCE 1196
Mensch 415 ATCGGAGCC ORI s o s s LI LT !lll IIIII II IIIHI LLEEELELL T
———— Mensch 1162 CTGGAGCGGAATTT! CTGGEGGCAACTGGCC 1211
Maus 448 ATGGTCCAGACGGAGGAAATGGAAACACCCAGACTCAGCGTGATCGTCAC 498

I IIIII]IIIIII IR Maus 1197 AARTGTCAATTTCCCTGCTCCTCCGTCGGTTCTCAATGRARAAGTCCTGT 1246
Mensch 465 GTGACC...AGGGAGGAAATGGCGGCAGCTGGGCTCACCGTGACTGTCAC 511 [ || H[||| 111 ||| | ||||“|||||[|”| | [”

S - Mensch 1212 ATTTGCCAATTTTCCTACTCTCACACTGGTTCTCAATGARAAA . TAGTGT 1260
A3 hBag-1 (p23)

3. Bac-Not /
Maus 499  CCACAGC CTTCTTGTTACCCCACAGCAAGGTAACA 548 Maus 1247 CTTTGCAA. t.vvuvreeeennnnnnnnennns CCTGARARAAAAMARAR 1271
IIIlI[IIIIIIII EE TR TR T e L] I [
Mensch 512 CCACAGCAATGAGAAGCACGACCTTCATGTTACCTCCCAGCAGGGCAGCA 561 Mensch 1261 CTTTGTGATTTTGAGTARAGCTCCTATCTGTTTTCTAAAARARARAAAAA 1310
Maus 549  GTGAGCCAGTTGTCCAAGACTTGGCTCAG 598 Maus 1272 AR 1273
HII IllIII!IIIIIIIIIlIIIlIIIIIIlIIlI[ 11 111 Il
Mensch 562 GTGAACC 611 Mensch 1311 AA 1312

Abb. 4: Nukleinsduresequenzvergleich der Bag-1 cDNAs von Mauos und Mensch.
Dargestellt ist ein Nukleinsiduresequenzvergleich der cDNAs von Maus (jeweils oben) und Mensch (jeweils
unten). Der rot unterlegte Sequenzbereich bei der Maus wurde in dieser Arbeit durch 5’-RACE-PCR erhalten.
Die blauen Pfeile symbolisieren die verwendeten Primer. In griin dargestellt und durch Pfeile markiert sind die
unterschiedlichen Startstellen fiir die Transkription zur Generierung der unterschiedlichen Bag-1 Isoformen.
A = Adenosin, C = Cytidin, G = Guanosin, T = Thymidin, | = identische Nukleotide. 80 % der Nukleotide
sind in beiden Spezies identisch. Zahlen geben die Linge der Sequenzen in Nukleotiden an. Dieser
Nukleinsiduresequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm GAP (Wilconson computer package
software) erstellt.
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(Takayama et al., 1995) und ein Adapter-Primer, der im kommerziellen System enthalten war,
verwendet. PCR Amplifikationen mit Hilfe dieser Primer und der cDNA-Bibliothek als
Matrize lieferten verschiedene Fragmente. Sequenzierungen ergaben, dal das lingste dieser
Fragmente mit der murinen Bag-1 cDNA iiberlappte (rot unterlegte Sequenz in Abb. 4).

Zu diesem Zeitpunkt der Arbeit wurden diese Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen
bestitigt und vervollstdndigt. Diese zeigten ebenfalls, daB in der murinen Bag-1 cDNA
zusétzlich zur bis dahin publizierten Sequenz 5’-gelegene Sequenzen vorhanden sind, und
daBl zwei murine Isoformen von Bag-1 existieren, Bag-1L (50 kDa) und Bag-1 (32 kDa;
Packham et al., 1997; Takayama et al., 1998).

Dariiberhinaus wurden vier Translationsstartstellen in der humanen cDNA verifiziert, die zur
Generation von vier humanen Isoformen fiihren: Bag-1L (50 kDa), Bag-1M (46 kDa), Bag-1
(33 kDa) und p29 (29 kDa; siche Abb. 4; Packham et al., 1997; Takayama et al., 1998; Yang
et al.,, 1998). Sequenzvergleiche zwischen Mensch und Maus legen nahe, dafl die murine
Isoform Bag-1L von einer entsprechenden Translationsstartstelle der murinen Bag-1 cDNA
gebildet wird (Abb. 4). Somit existiert bei Mensch und Maus jeweils nur eine mRNA, die fiir
die Synthese mehrerer Bag-1 Proteine durch alternative Translationsstartstellen benutzt wird
(Packham et al., 1997; Yang et al., 1998).

Da nur eine mRNA vom Bag-1 Gen exprimiert wird, ist es unmoglich spezifische Sonden fiir
In Situ Hybridisierungen zu generieren, mit denen die Bag-1 Produkte unterschieden werden
konnten. Das isoformspezifische Expressionsmuster der verschiedenen, von einer mRNA
gebildeten, Bag-1 Isoformen konnte daher nicht ausschlieBlich durch In  situ
Hybridisierungen bestimmt werden. Daher wurden die RNA Expressionsdaten durch
immunchemische Nachweise erginzt, um zu bestimmen welche Bag-1 Proteine in welchen
Geweben in bestimmten Entwicklungsstadien vorhanden sind. Hierfiir waren jedoch
spezifische Antikorper erforderlich. Ein Antikorper war verfiigbar (C16, Santa Cruz), der
jedoch gegen ein C-terminales Epitop gerichtet ist und somit alle zwei Isoformen der Maus
erkennen sollte. Um neben Western blot Analysen mit Hilfe der Immunhistochemie auch
in situ zwischen den beiden Isoformen unterscheiden zu konnen, wurde ein fiir das grofie

Proteinprodukt spezifischer Antikdrper benotigt.

4.3. Bestimmung des raumlichen und zeitlichen Expressionsmusters der
Bag-1 Proteine wihrend der Embryonalentwicklung der Maus

Sdmtliche kommerziell erhéltlichen Bag-1 Antikorper sind entweder gegen eine C-terminale

Region des Proteins gerichtet oder gegen andere Bereiche, die ebenfalls in allen
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Familienmitgliedern vorhanden sind. Um spezifische Bag-1 Proteine detektieren zu konnen,
muBten spezifische Antikorper generiert werden. In der N-terminalen Region des groBten
Bag-1 Proteins wurde ein Peptid von 15 Aminosduren ausgewihlt, das in Mensch und Maus
gut konserviert ist (Abb. 5). Da diese Sequenz nicht in den anderen Bag-1 Proteinen
vorhanden ist, sollten Antikorper, die hiergegen gerichtet sind, ausschlieBlich das groBSte
Bag-1 Proteinprodukt (Bag-1L) erkennen. Gegen dieses Peptid (RPGREPRQSEPPAQR)
wurden in Kaninchen Antikorper erzeugt und diese spiter aufgereinigt (Eurogentech,

Belgien).
mBag-1L
(P50)
4.
i
Maus 1 LRCEQTRPGGSQRRAG 16
Mensch 1 VGRGCETPRSASIAGRSTSAGLAQRGGARR 30
e

C1 hBag-1L

(p50)
Maus 17 PRGDREPLGPRLRAPRPAREPRQSESRAERGLPPSQRSSVRSAASGHDRS 66

I I N e T e
Mensch 31 PRGDRERLGSRLRALRPGREPRQSEPPAQRGPPPSRRPPARSTASGHDRE BO
Maus 67 TRGAAAGACKPRVKKKVRPRSSQSEKVGSSSRELTRSKKVTRSKNVTGTQ 116

FELVERED < F el 1111 LIV e ]
Mensch 81 TRGAAAGARRPRMKKKTRRRSTRSE....... ELTRSEELTLSEEATWS . 122

L
Al hBag-1M
(Rap46) mBag-1(P32)
Al
L

Maus 117 VEEVTKIEEATQTEEVTVAEEVTQTDNMAKTEEMVQTEEMETPRLSVIVT 166

IR e A s A -1 11
Mensch 123 EEATQSEEATQGEEMNRSQEVTRDEESTRSEE . VTREEMAAAGLTVTVT 170
B e

A2 A3 hBag-1(p29)
hBag-1(p36)
Maus 167 HSNERYDLLVTPQQGNSEPVVQDLAQLVEEATGVPLPFQKLIFKGKSLKE 216

NI R R R R R L

Mensch 171 HSNEKHDLHVTSQQGSSEPVVQDLAQVVEEVIGVPQSFQKLIFKGKSLKE 220

Maus 217 METPLSALGMONGCRVMLIGEKSNPEEEVELKKLKDLEVSAEKIANHLQE 266

R R R A s s R A A A e

Mensch 221 METPLSALGIQDGCRVMLIGKKNSPQEEVELKKLKHLEKSVEKIADQLEE 270

Maus 267 LNKELSGIQQGFLAKELQAEALCKLDRKVKATIEQFMKILEEIDTMVLPE 316

FEVEE DT T FERREET TR« EETEEEEEETET e T
Mensch 271 LNKELTGTQQUFLPKDLOAEALCKLDRRVKATIEQFMKILEEIDTLILPE 320

Maug 317 QFKDSRLKRKNLVKKVQVFLARCDTVEQYICQETERLQSTNLALAE 362

LECULEEEE TR PP DR e T
Mensch 321 NFKDSRLKRKGLVKKVQAFLAECDTVEQNICQETERLQSTNFALAE 366

Abb. 5: Epitop des Bag-l1L monospezifischen Antikdorpers im Aminosiuresequenzver-
gleich von Bag-1 bei Maus und Mensch. Dargestellt ist ein Vergleich der Aminoséduren von Bag-1
bei Maus und Mensch. In griin hervorgehoben und durch Pfeile markiert sind die ersten Aminoséduren der
unterschiedlichen Proteinprodukte. Die rot unterlegte Aminosduresequenz markiert das Peptid, gegen das
Antikorper generiert wurden. Dieser Aminosduresequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm MAP
(Wilconson computer package software) unter Verwendung folgender Symbole erstellt: | = identische
Aminosduren, : = gleiche chemische Eigenschaften von zwei Aminosduren, . = ahnliche chemische
Eigenschaften zweier Aminosiuren.
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Die Spezifitit dieser Antikorper wurde in Western blot Experimenten mit Extrakten von
Bag-1 transfizierten Cos-7 Zellen iiberpriift. Bag-1 negative Cos-7 Zellen waren mit leerem
Expressionsvektor transfiziert worden bzw. mit Expressionsvektoren, die die humane
Bag-IM cDNA (hBag-1M) oder Bag-1L cDNA (hBag-1L) enthielten (siche Abb. 6).
Proteinextrakte dieser transfizierten Zellen wurden zusammen mit Extrakten von
Mausembryonen verschiedener Embryonalstadien (E10,5 - E18,5) fiir eine Western blot
Analyse verwendet. Die Proteinextrakte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Membran iibertragen. Als primére Antikorper wurden der Bag-1L spezifische Antikérper,
N15, (Abb. 6 A) sowie ein carboxyterminaler C16 Antikorper (Santa Cruz), der beide Bag-1
Isoformen erkennen sollte (Abb. 6 B), verwendet. Die Visualisierung erfolgte iiber einen

Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikorper mittels Chemolumineszenz.

A Cos-7 Zellen

5 6 6 6 5 & N N

N15
Antikorper

B

C16
Antikorper

Abb. 6: Expression spezifischer Bag-1 Isoformen wihrend der Embryonalentwicklung
der Maus. Western blot Analyse mit Extrakten von Embryonen verschiedener Embryonalstadien. Gleiche
Proteinmengen von Extrakten der angegebenen Entwicklungsstadien wurden neben Extrakten von mit leerem
Expressionsvektor bzw. mit Expressionsvektoren fiir humanes Bag-1M oder Bag-1L transfizierten Cos-7
Zellen zur Immunoblotanalyse eingesetzt. Als primire Antikorper wurden der Bag-1L spezifische N15
Antikorper (A) und der C16 Antikorper (B) eingesetzt. Die Visualisierung erfolgte iiber einen Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantik6rper mittels Chemolumineszenz.

Die Untersuchung der Antikorper ergab, dafl die Spezifitit beider Antikorper den
Erwartungen entsprach. Der Bag-1L spezifische N15 Antikorper (Abb. 6 A) lieferte
ausschlieBlich in den mit hBag-1L transfizierten Cos-7 Zellen ein Signal (Abb. 6 A, Spalte 8),
nicht jedoch in den mit Leervektor oder mit hBag-1M transfizierten Zellen (Abb. 6 A, Spalten
6 und 7). Der C16 Antikorper lieferte in den mit Leervektor transfizierten Zellen kein Signal
(Abb. 6B, Spalte 6), detektierte jedoch Proteine von 46 kDa und 29 kDa, die die humanen
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Isoformen Bag-1M und p29 repréasentieren (Abb. 6 B, Spalten 7 und 8). Dariiberhinaus
erkannte dieser Antikorper das humane 50 kDa Protein Bag-1L (Abb. 6 B, Spalte 8) und ein
weiteres Protein von 44 kDa, das bisher nicht beschrieben wurde (Abb. 6 B, Spalten 7 und
8). Eine potentielle, im Leseraster liegende Transkriptionsstartstelle fiir ein Protein
entsprechender Grofle ist jedoch in der humanen Bag-1 cDNA vorhanden.

Die Isoform von 33 kDa war weder in den hBag-1M noch in den hBag-1L transfizierten
Zellen nachzuweisen, die Isoform von 29 kDa ausschlielich in den hBag-1M transfizierten
Zellen. Dies entspricht den Angaben der Literatur, nach denen kleine Isoformen bevorzugt
bei Abwesenheit der groBeren gebildet werden (Packham et al., 1997; Yang et al., 1998).

In den Embryoextrakten erkannte der N15 Antikorper klar das murine Protein Bag-1L
(Abb. 6 A). Der C16 Antikorper hingegen erkannte mehrere Bag-1 Proteine jedoch nur sehr
schwach das Bag-1L Proteinprodukt von 50 kDa (Abb. 6 B, Spalten 1-5) obwohl dieses
Protein in den transfizierten Cos-7 Zellen erkannt wurde. Der Grund hierfiir ist nicht
bekannt. Der C16 Antikorper wurde daher in murinen Geweben als spezifisch fiir die
anderen Bag-1 Proteine angesehen. Das am deutlichsten hervortretende Bag-1 Protein, das
wihrend der untersuchten Embryonalstadien der Maus detektiert werden konnte, war ein
46 kDa Proteinprodukt, das in seiner Grofie dem humanen Bag-1M entsprach (Abb. 6 B,
Spalten 1-5). Ein weiteres Proteinprodukt von ungefihr 44 kDa wurde ebenfalls wahrend der
Embryogenese nachgewiesen (Abb. 6 B, Spalten 1-4). Diese beiden Proteine wurden in allen
untersuchten Embryonalstadien nachgewiesen mit Ausnahme des 44 kDa Proteins, das in
E18,5 nicht nachweisbar war. Die Translationsstartstellen fiir diese Proteinprodukte konnten
jedoch bisher nicht in der cDNA der Maus verifiziert werden. Es bleibt deshalb unklar, ob
diese von der Bag-1 mRNA aus generiert werden oder ob sie zur kiirzlich beschriebenen
Familie der Bag-1 verwandten Proteine gehdren (Takayama et al., 1999), die wie auch die
Bag-1 Proteine das Epitop besitzen, welches vom C16 Antikorper erkannt wird.
Dartiberhinaus erkannte der C16 Antikorper das 32 kDa Bag-1 Protein, das von der murinen
Bag-1 cDNA translatiert wird.

Mit Hilfe dieser beiden Antikorper wurde gezeigt, daB Bag-1L (50 kDa) und Bag-1 (32 kDa)
im Embryonalstadium E10,5 translatiert werden, nicht jedoch in spiteren
Entwicklungsstadien (Abb. 6 A, B, vergleiche Linie 1 mit Linien 2-4). Ein sehr schwaches
Signal fiir Bag-1L konnte im Embryonalstadium E18,5 wieder detektiert werden (Abb. 6 A,
Linie 5).

Obwohl spezifische Bag-1 Proteine in bestimmten Entwicklungsstadien nachgewiesen

wurden, geht aus der Western blot Analyse nicht hervor, in welchen Organen und Geweben
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die entsprechende Isoform translatiert wird. Um dies zu kldren, muBite die Methode der
Immunhistochemie verwendet werden.

Diese Technik ermoglichte den Nachweis spezifischer Bag-1 Proteine in fixiertem Gewebe.
Dadurch konnte die isoformspezifische Expression von Bag-1 im Organismus rdumlich und
zeitlich bestimmt werden. Von Embryonen verschiedener Embryonalstadien wurden
histologische Schnitte von 7 um angefertigt und der Antikorperfarbung zugefiihrt. Als
primére Antikorper wurden der C16 Antikorper oder der Bag-1L-spezifische N15 Antikorper
verwendet. Ein an die Primérantikorper gebundener, biotinylierter Sekundérantikorper wurde

Abb. 7: Gewebe- und stadienspezifische Verteilung der Bag-1 Isoformen. Immunhisto-
chemische Analyse an Gewebeschnitten von Mausembryonen der angegebenen Entwicklungsstadien. Als
primdre Antikorper wurden der Bag-1L spezifische N15 Antikorper (A-C) und der C16 Antikorper (D-F)
eingesetzt. Schnittebenen: D ist transversal, alle iibrigen sagittal. a = Amnion; b = mandibulidre Komponente
des ersten Kiemenbogens; fl = Vorderextremititenknospe; fv = vierter Ventrikel; gb = Gallenblase; h = Herz;
hl = Hinterextremitdtenknospe; m = mesencephalisches Vesikel; nt = Neuralrohr; o = Otocyst . Die Pfeile in
C und F markieren Unterschiede in der Farbung durch die N15 und C16 Antikorper.
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nach Blockierung endogener Peroxidasen mit Streptavidin-Peroxidase komplexiert. Die
Visualisierung erfolgte durch eine Farbreaktion mit AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol) als
Substrat und lieferte rotliche bis braune Signale.

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden Bag-1 Proteine auch in Entwicklungsstadien
nachgewiesen, in denen im Western blot keine Signale detektiert wurden. Dies erklirt sich
aus der groferen Sensitivitdt der Immunhistochemie und der Tatsache, daB8 bestimmte im
Embryo lokal begrenzte Syntheseorte eines bestimmten Proteins im Gesamtproteinextrakt fiir
die Western blot Analysen unterreprésentiert sind.

Mittels Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dal die mit dem NI15 Antikorper
detektierte Isoform Bag-1L am Tag 10,5 p.c. ubiquitér auftrat (Abb. 7 A). In nachfolgenden
Entwicklungsstadien wurde dieses ubiquitire Signal auf spezifische Gewebe begrenzt
(Abb. 7 B und C). Im Embryonalstadium E12,5 lie sich das Bag-1L Protein hauptséchlich
in der Kopfregion, der Hypophyse, im Vorder- und Mittelhirn aber auch in der Leber, den
lateralen Nasenwinden, im Duodenum und im Thymus nachweisen (Abb. 7 B). Im Stadium
E14,5 wurden die Signale der Kopfregion ausschlieBlich auf das Vorderhirn begrenzt; die
Signale im Thymus, den lateralen Nasenwénden, Duodenum und der Leber wurden stérker.
Zusitzlich konnte in diesem Stadium Bag-1L auch in der Nebenniere, der Niere, der Lunge
sowie in Skelettmuskeln nachgewiesen werden (Abb. 7 C). In spiteren Embryonalstadien
konnten keine positiven Signale von Bag-1L durch den N15 Antikérper nachgewiesen
werden (nicht gezeigt).

Mit Hilfe des C16 Antikorpers lieBen sich Bag-1 Proteinprodukte bereits ab Tag 8,5 der
Embryonalentwicklung nachweisen, einem Stadium der Entwicklung, in dem Bag-1L noch
nicht nachgewiesen wurde. Am Tag 8,5 p.c. waren Bag-1 Proteinprodukte ausschlielich im
Myocard exprimiert (Abb. 7 D). Dieses herzspezifische Expressionsmuster blieb bis zum
Tag 10,5 p.c. bestehen (nicht gezeigt). Am Tag 12,5 p.c. wurden dann weitere Syntheseorte
der kleineren Bag-1 Proteinprodukte nachgewiesen, wie die Gallenblase und das
Riickenmark (Abb. 7 E) und der Sphenoidknochen der Schidelbasis (nicht gezeigt). In
nachfolgenden Entwicklungsstadien ab Tag 16,5 p.c. konnte dann in weiteren Organen, die
schon bei den In situ Hybridisierungen Signale zeigten (Abb. 3), Bag-1 Proteinprodukte
nachgewiesen werden (Abb. 7 F).

Die Reaktivitit des N15 und des C16 Antikorpers zeigte ein sich ausschlieBendes Muster der
Expression von Bag-1 Isoformen im Herz und im Thymus von Tag 12,5 p.c. an (siehe Pfeile
in Abb. 7 C und F). Im Herz konnten vom Tag 12,5 p.c. an Bag-1 Proteinprodukte nur noch
mit Hilfe des C16 Antikorpers nachgewiesen werden (Abb. 7, vergleiche E und F mit B und
C). Der Thymus hingegen reagierte vom Tag 12,5 an ausschlieflich mit dem Bag-1L
spezifischen N15 Antikorper positiv (Abb. 7 B, C). Dariiberhinaus zeigte z.B. der
Meckelsche Knorpel am Tag 14,5 kein Signal mit dem N15 Antikorper; in den In situ
Hybridisierungen hingegen war dieses Gewebe eindeutig positiv (Abb. 3 B und B’). Daraus
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148t sich schlieBen, daB im Meckelschen Knorpel andere Bag-1 Isoformen und nicht Bag-1L

vorhanden sind.

Diese immunhistochemischen Analysen verdeutlichen, daf} zusitzlich zur stadienspezifischen
Expression von Bag-1 Isoformen auch gewisse Organe distinkte Formen von Bag-1

Proteinen exprimieren.

4.4. Expression spezifischer Bag-1 Isoformen in adultem Gewebe

Um zu kliren, ob die Bag-1 Proteine in bestimmten Organen im adulten Tier
isoformspezifisch auftreten, wurden exemplarisch einige wenige Gewebe immunochemisch
mit den C16 und N15 Antikorpern untersucht.

Proteinextrakte von Leber, Niere, Gehirn, Lunge und Herz der adulten Maus wurden mittels
Western blot analysiert (Abb. 8, Spalten 1-5). Als Kontrollen dienten die Extrakte von Cos-7
Zellen, die mit Expressionsvektoren fiir humanes Bag-1M bzw. Bag-1L transfiziert worden
waren (Abb. 8, Spalten 6 und 7).

A - Cos-7
Zellen

C16
Antikorper

N15

Abb. 8: Expression spezifischer Bag-1 Isoformen in verschiedenen adulten Geweben der
Maus, Western blot Analyse mit Extrakten verschiedener adulter Gewebe der Maus. Gleiche Proteinmengen
von Extrakten von Leber, Niere, Gehirn, Lunge und Herz wurden neben Extrakten von transfizierten Cos-7
Zellen zur Immunoblotanalyse eingesetzt. Die Cos-7 Zellen waren mit Expressionsvektoren transfiziert
worden, die die humane Bag-1M c¢DNA oder Bag-1L ¢cDNA enthielten. Als primire Antikdrper wurden der
C16 Antikorper (A) und der Bag-1L spezifische N15 Antikorper (B) eingesetzt. Die Pfeile eins bis drei
markieren gehirnspezifische Proteinprodukte unbekannter Identitit.
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In allen analysierten Geweben war das 46 kDa Proteinprodukt, das in seiner Grofle dem
humanen Bag-1M entspricht und auch schon wéhrend der Embryonalentwicklung auftrat
(siehe 4.3. und Abb. 6 B), nachzuweisen (Abb. 8 A, Spuren 1-5). Das stirkste Signal ergab
sich in der Niere. Das 44 kDa Proteinprodukt Bag-1 war in Leber, Niere, Gehirn und Herz,
nicht jedoch in der Lunge nachzuweisen (Abb. 8 A, vergleiche Spuren 1,2,3 und 5 mit 4). Das
32 kDa Bag-1 Proteinprodukt, das ebenfalls von dem C16 Antikorper erkannt wird, war in
keinem der Gewebe detektierbar (nicht gezeigt). Die groBle Isoform Bag-1L war in keinem
der untersuchten Gewebe detektierbar (Abb. 8 B).

Von allen untersuchten Organen unterschied sich das Gehirn in der Zusammensetzung der
Bag-1 Isoformen (Abb. 8 A, B, Spur 3). Zusitzlich zu den 46 kDa und 44 kDa Proteinen, die
vom C16 Antikorper detektiert wurden, wurden im Gehirn zwei weitere Proteinprodukte von
55 kDa und 58 kDa detektiert, die keiner bekannten Isoform zuzuordnen waren (Pfeile 1 und
2 in Abb. 8 A). Der Bag-1L spezifische N15 Antikorper detektierte im Gehirn (Spur 3 mn
Abb. 8 B) ausschlieBlich das 55 kDa Protein (Pfeil 3 in Abb. 8 B), das auch vom C16
Antikorper, jedoch ungleich schwicher, erkannt wurde (Pfeil 2 in Abb. 8 A).

AusschlieBlich der Ursprung der murinen Isoformen Bag-1 (32 kDa) und Bag-1L (50 kDa)
ist bekannt (siehe 1.6.2., 4.2. und Abb. 4 und 5). Die Translationsstartstellen fiir die weiteren
detektierten Proteinprodukte konnten bisher nicht in der Maus verifiziert werden. Es bleibt
somit unklar, ob diese von der Bag-1 mRNA aus generiert werden oder ob sie zur kiirzlich
beschriebenen Familie der Bag-1 verwandten Proteine gehoren (Takayama et al., 1999), die
wie auch die Bag-1 Proteine das Epitop besitzen, welches vom C16 Antikorper erkannt wird.

4.5. Immunhistochemische Analyse des adulten Mausgehirns mit dem
N15 Antikérper

Da im adulten Mausgehirn ein unbekanntes Proteinprodukt von 55 kDa auftritt, war die
Bestimmung der rdumlichen Verteilung dieses Proteins mit Hilfe der Immunhistochemie
notwendig.

Das Gehimn einer 12 Wochen alten Maus wurde isoliert, fixiert und es wurden histologische
Schnitte von 7 pm in sagittaler Orientierung angefertigt. Diese Schnitte wurden mit dem N15
Antikorper, der im Gehirn ausschlieBlich das 55 kDa Protein erkennt, einer

immunhistochemischen Analyse unterworfen.

Das 55 kDa Protein konnte ausschlieSlich im Himstamm, Mittelhim und Kleinhirn
nachgewiesen werden (Abb. 9 A). Das Vorhandensein dieses Proteins im Kleinhirn war auf
Purkinje-Zellen begrenzt (Abb. 9 B). Die Synthese dieses Proteins ist folglich nicht nur
spezifisch fiir das Gehirn sondern auch spezifisch fiir bestimmte Gehirnbereiche. Das
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55 kDa Protein ist immunologisch mit Bag-1 verwandt; iiber seine tatsédchliche Identitédt oder

tiber seine Funktion kann aber zum gegenwirtigen Zeitpunkt keine Aussage gemacht werden.

Abb. 9: Immunhistochemische Analyse des adulten Mausgehirns mit dem N15
Antikorper. An Gewebeschnitten des adulten Mausgehirns wurde als primdrer Antikorper der Bag-1L
spezifische N15 Antikorper eingesetzt. Schnittebene: sagittal. B ist eine Ausschnittsvergroferung von A. Ce
= Cerebellum; Co = Cortex; Mo = Medulla oblongata.

Um Anhaltspunkte fiir eine mogliche Funktion in vivo zu erhalten, wurde das
Expressionsmuster von Bag-1 bestimmt. Diese Untersuchungen lassen auf unterschiedliche
Funktionen von Bag-1 in vivo schlieBen, was die verschiedenen in vitro Bag-1
zugeschriebenen Funktionen widerspiegeln konnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
mogliche antiapoptotische Funktion von Bag-1 in vivo ndher untersucht. Bag-1 war in
Uberexpressionsanalysen als Inhibitor von durch verschiedene Stimuli ausgeldster Apoptose
charakterisiert worden (Takayama et al., 1995; Bardelli et al., 1996; Clevenger et al., 1997;
Liu et al, 1998; Kullmann et al, 1998; Yang et al, 1999b). Aus der vorgelegten
Expressionsanalyse geht hervor, da Bag-1 in einigen Geweben wie dem Meckelschen
Knorpel und dem zukiinftigen Anus zunéchst exprimiert ist; in spateren Entwicklungsstadien,
in denen Apoptose auftritt, ist Bag-1 nicht mehr nachweisbar. In diesen Geweben konnte
Bag-1 zu bestimmten Zeiten der Entwicklung eine antiapoptotische Funktion innehaben.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden zwei ausgewihlte Organe bzw. Gewebe durch
spezifischere Studien analysiert. Sowohl bei der Entwicklung der Niere als auch bei der
Ausformung der Finger wihrend der Extremitéitenentwicklung spielt Apoptose eine kritische
Rolle (Zakeri und Ahuja, 1994; Mori et al.,, 1995; Hurle et al.,, 1996; Moser et al., 1997a;
Chen und Zhao, 1998). Dariiberhinaus stehen in beiden Fillen Systeme mit verdnderter
Apoptoserate zur Verfiigung.
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4.6. Bag-1 und Nierenentwicklung

4.6.1. Expression von Bag-1 wiahrend der Nierenentwicklung

Embryonal entsteht die Niere aus dem intermedidren Mesoderm, das zwischen den Somiten
und der Seitenplatte liegt. In craniocaudaler Sequenz entstehen drei Nierensysteme, der
Pronephros (Vorniere, E9,0), der Mesonephros (Urniere, E10,0) und der Metanephros, die
eigentliche Niere (E12,5). Bei der Entwicklung dieser drei Nierensysteme spielt Apoptose
eine entscheidende Rolle. Da die "Nierenvorldufer" Bag-1 nicht exprimieren (siche Abb. 3 M
als Beispiel fiir den Bag-1-negativen Mesonephros), beschrankten sich die Untersuchungen
von Bag-1 wihrend der Nierenentwicklung auf den Metanephros. Bei dessen Entwicklung
spielt Apoptose eine kritische Rolle, insbesondere bei der Ausbildung der Sammelkanile und
im Epithel der distalen Tubuli (Moser et al., 1997a).

Um die Hypothese der inversen Korrelation der Expression von Bag-1 mit Apoptose zu
Uberpriifen, wurde zunachst die Expression von Bag-1 wiéhrend der Entwicklung der Niere
im Detail untersucht.

Die Expression von Bag-1 wiahrend der Entwicklung des Metanephros wurde auf
transkriptioneller Ebene durch Ganzpriparat-ISH an isolierten Nieren und durch radioaktive
ISH an Gewebeschnitten durchgefiihrt.

Die Expression von Bag-1 mRNA in der Niere konnte nicht vor Tag 13,5 der Embryogenese
nachgewiesen werden. Am Tag 13,5 p.c. waren Bag-1 Transkripte ubiquitdr in der gesamten
Niere nachweisbar, sowohl im induzierten Mesenchym als auch in den sich entwickelnden
tubuldren Strukturen (Abb. 10 A, E, E’). Zwischen E13,5 und E17,5 wurde Bag-1 in allen
Nierenzelltypen mit Ausnahme der Glomeruli stark exprimiert (Abb. 10 B, C, F-G’). Im
Verlauf der Entwicklung erfolgte eine fortschreitende Restriktion der Expression, so da§ an
den Tagen 16,5 p.c. und 17,5 p.c. Bag-1 Transkripte nurmehr in tubuldren Strukturen
nachweisbar waren, mit Ausnahme der Sammelrohre (Abb. 10 C, G, G’). Um den Zeitpunkt
der Geburt lie§ sich keine Bag-1 Expression nachweisen (Abb. 10 D); diese trat erst im
adulten Tier wieder auf (Abb. 10 H und H’). In der adulten Niere wurden besonders starke
Signale in der Medulla nachgewiesen, weniger starke Signale im Cortex und in der Papille
(Abb. 10 H und H’). Glomeruli und Sammelrohre erwiesen sich wie auch in der
embryonalen Niere als Bag-1 negativ.
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Abb. 10: Expression der Bag-1 mRNA wihrend der Nierenentwicklung. Das rdumliche und
zeitliche Expressionsmuster der Bag-1 mRNA wihrend der Entwicklung der Niere ist durch In situ
Hybridisierungen dargestellt. A-D: Ganzpréiparat-Hybridisierungen von isolierten Nieren verschiedener
Embryonalstadien. E-H’: Radioaktive Hybridisierungen an Sagittalschnitten von Nieren verschiedener
Entwicklungsstadien. E-H: Hellfeldaufnahmen; E’-H’: entsprechende Dunkelfeldaufnahmen. ¢ = Cortex; E =
Embryonalstadium in Tagen post coitum; m = Medulla; nb = neugeboren; p = Papille; pp = 12 Wochen post
partum.

Um zu bestimmen, welche Bag-1 Proteine die Signale der In situ Hybridisierungen ergaben,
wurde eine immunhistochemische Analyse mit den Antikérpern C16 und N15 an
histologischen Schnitten von Nieren verschiedener Entwicklungsstadien vorgenommen.
AusschlieBlich mit dem C16 Antkoérper konnten Bag-1 Proteine in der Niere detektiert
werden (Abb. 11 als Beispiel fiir E16,5). Daraus 148t sich, zusammen mit den Ergebnissen
der Western blot Analyse adulter Organe (siche Abb. 8, Spur 2), schlieen, daB in der Niere
ausschlieBlich Proteine von 44 kDa und 46 kDa gebildet werden, jedoch nicht die Bag-1
Isoformen von 50 kDa und 32 kDa.

Abb. 11: Immunhistochemische Analyse an Gewebeschnitten der embryonalen Niere. Als
primérer Antikorper wurde der C16 Antikorper eingesetzt. Schnittebene: sagittal. E = Embryonalstadium in
Tagen post coitum.
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Wihrend der Nierenentwicklung tritt Apoptose in der nephrogenen Zone, der medulldren
Papille und besonders in den Sammelkanilen und im Epithel der distalen Tubuli auf. Im
zeitlichen Verlauf zeigt sich eine erhohte Apoptoserate in den Embryonalstadien E14,5 bis
E16,5. Von E16,5 bis zur Geburt hin sinkt die Apoptoserate stetig (Moser et al., 1997a).

Aus den vorgelegten Daten zur Expression von Bag-1 wihrend der Entwicklung der Niere
geht hervor, daB das Expressionsmuster von Bag-1 nicht mit dem bekannten Muster der
Apoptose zu korrelieren scheint. Sollte Bag-1 bei der Entwicklung der Niere eine
antiapoptotische Funktion ausiiben, wiirde man eine erhShte Expression in spéteren
Embryonalstadien und um den Zeitpunkt der Geburt erwarten. Tatséchlich wurde jedoch im
Gegenteil eine Abnahme der Expression in den spiteren Entwicklungsstadien nachgewiesen.

Der Schutz vor Apoptose konnte allerdings in einem sehr engen Zeitfenster erfolgen. So
sinkt die Apoptoserate in der Niere ab Tag 16 der Embryonalentwicklung drastisch. Da der
Verlust der Bag-1 Expression erst circa 1,5 Tage spéter, d.h. nach Tag 17,5 p.c. einsetzt, kann
eine antiapoptotische Funktion von Bag-1 in der Niere nicht ausgeschlossen werden.

Mit AP-2p-defizienten Miusen steht ein System zur Verfiigung, bei dem die Apoptoserate in
der Niere drastisch erhoht und auch zeitlich verlingert ist. Deshalb wurde dieses System

hinsichtlich einer inversen Korrelation der Expression von Bag-1 mit Apoptose untersucht.

4.6.2. Bag-1 Expression in der Niere AP-283-defizienter Tiere

AP-2 ist eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die aus drei Mitgliedern besteht: AP-2
(AP-20)), AP-23 und AP-2y (AP-2.2; Williams et al., 1988; Moser et al., 1995; QOulad-
Abdelghani et al, 1996). Die Proteine dieser Familie spielen insbesondere bei der
Gehirnentwicklung eine Rolle (Mitchell et al.,, 1991; Chazaud et al, 1996; Moser et al,
1997b). AP-2B-defiziente Tiere zeigen jedoch ausschlieBlich einen Nierenphinotyp. Die
Nieren der AP-2f" Tiere haben im Vergleich zum Wildtyp eine etwas geringere GroBe und
sind polycystisch (Moser et al., 1997a). Um den Zeitpunkt der Geburt ist die Apoptoserate in
den Sammelrohren und im Epithel der distalen Tubuli drastisch erhoht (Moser et al., 1997a).

An Gewebeschnitten von Nieren 9 Tage alter AP-28-defizienter Tiere wurde die Expression

von Bag-1 mRNA im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Nieren von Tieren
desselben Wurfes durch radioaktive In situ Hybridisierung untersucht.
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Abb. 12: Verlust der Bag-1 mRNA Expression in der Niere AP-2p defizienter Tiere.
Dargestellt ist die Expression der Bag-1 mRNA mittels radioaktiver In situ Hybridisierung an
Sagittalschnitten der Niere. A, A’ zeigt die Expression der Bag-1 Transkripte in der Niere eines 10 Tage alten
Tieres (Wildtyp Wurfkontrolle); B, B’ zeigt den Verlust der Bag-1 Expression in der Niere eines 10 Tage alten
AP-2[ defizienten Tieres. A und B Hellfeldaufnahmen, A’ und B’ korrespondierende Dunkelfeldaufnahmen.
¢ = Cortex; m = Medulla; p = Papilla.

Im Vergleich zu den bisherigen Ergebnissen zeigen die Nieren der Wildtyp-Tiere ein etwas
verdndertes Expressionsmuster fiir Bag-1 fiir den Zeitpunkt nach der Geburt (Abb. 12 A, A’;
siche auch 4.6.1.). Bag-1 ist besonders stark in der Medulla exprimiert, etwas schwiécher in
der Papille. Der Cortex zeigt im Vergleich zu den Ergebnissen aus 4.6.1. stirkere Signale.
Der Grund hierfiir ist nicht bekannt; jedoch konnten die beobachteten Unterschiede in der
Expression von Bag-1 auf die unterschiedlichen genetischen Hintergriinde der verwendeten
Mausstdmme zuriickzufiihren sein. In den Glomeruli und den Sammelrohren konnte keine
Bag-1 mRNA nachgewiesen werden. In den AP-2[B-defizienten Tieren hingegen war keine
Expression von Bag-1 in der Niere nachweisbar (Abb. 12 B, B’). Diese eindeutige
Verdnderung im Vergleich zu Nieren von Wildtyp-Tieren ist mit der Hypothese einer
antiapoptotischen Wirkung von Bag-1 in vivo vereinbar.

AP-28 ist offensichtlich fiir die Expression von Bag-1 erforderlich. Eine direkte Kontrolle
der Bag-1 Expression durch AP-2f ist unwahrscheinlich, da die Expressionsorte von Bag-1
und AP-28 in der Niere nicht identisch sind. Bag-1 ist mit Ausnahme der Sammelrohre und
Glomeruli ubiquitir in tubuliren Strukturen exprimiert, AP-2p hingegen ausschlieBlich im
Epithel der distalen Tubuli (Moser et al., 1997a, 1997b). Die Verminderung der Expression
von Bag-1 in der Niere AP-2f3-defizienter Tiere ist daher eine indirekte Wirkung von AP-2p.
Dennoch konnte die erhohte Apoptoserate in den Nieren der AP-2f-defizienten Mause durch

ein Fehlen der Bag-1 Expression vermittelt werden.
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4.7. Bag-1 und Extremitiitenentwicklung

4.7.1. Expression von Bag-1 mRNA wihrend der Entwicklung der

Extremititen

Bei der Entwicklung der Extremititen spielt Apoptose eine besonders prominente und
kritische Rolle. Hierbei fiihrt die Kontrolle iiber die Menge mesodermalen Gewebes zur
allgemeinen Formgebung und zur Ausbildung der Finger bzw. Zehen (Saunders und
Gasseling, 1962; Hinchliffe und Ede, 1973; Lee et al., 1993; Garcia-Martinez et al.,, 1993;
Zakeri und Ahuja, 1994; Zakeri et al., 1994; Hurle et al., 1996; Chen und Zhao, 1998; Ferrari
etal., 1998).

Um die Frage einer méglichen antiapoptotischen Funktion von Bag-1 in vivo zu untersuchen
wurde daher, wie im Falle der Niere, zundchst die Expression der Bag-1 mRNA wihrend der
Extremititenentwicklung bestimmt, um zu kldren ob die Expression von Bag-1 invers mit
Apoptose korreliert. Ganzpréiparat-Hybridisierungen an isolierten Extremititen der
Embryonalstadien E10,5, E11,5, E12,5, E13,5, E14,5, E15,5, E16,5, E17,5 und E18,5 sowie

von Neugeborenen wurden durchgefiihrt.

In den undifferenzierten Extremititenknospen der Stadien E10,5 und El11,5 war eine
gleichmiBige Expression von Bag-1 Transkripten im gesamten mesenchymalen Gewebe
nachzuweisen (Abb. 13 A und B); im Epithel hingegen konnte keine Bag-1 Expression
detektiert werden (siche Pfeil in Abb. 13 B). Am Tag 12,5 p.c. war die Bag-1 Expression auf
das interdigitale Gewebe beschrinkt, die Knorpelblasteme, wie auch das Epithel zeigten
hingegen keine Expression (Abb. 13 C). Am Tag 13,5 p.c. wurde die Expression auf die
peridigitalen Bereiche begrenzt; im ibrigen interdigitalen Gewebe war keine Bag-1
Expression nachweisbar (Abb. 13 D). Im Stadium E14,5 sind die Finger bereits ausgebildet,
und die Ossifikation der Knorpelprimordien setzt ein. Der ProzeB der Apoptose des
interdigitalen Gewebes ist anndhernd vollstindig abgeschlossen, d.h. der Grofteil des
mterdigitalen Gewebes wurde durch Apoptose bereits eliminiert. In diesem
Entwicklungsstadium konnten Bag-1 Transkripte ausschlieSlich in dem die Finger bzw.
Zehen umgebenden Gewebe nachgewiesen werden (Abb. 13 E). Im Embryonalstadium E15,5
ist der Prozef} der Separation der Finger bzw. Zehen abgeschlossen. Die grundlegende Form
der Hand bzw. des Fufles ist gebildet; es erfolgt nurmehr Wachstum der Strukturen. In
diesem und allen untersuchten spéteren Entwicklungsstadien konnte keine Bag-1 Expression
mehr nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Im Verlauf der Extremititenentwicklung erfolgte
demnach ein schrittweiser, gewebespezifischer Verlust der Expression von Bag-1 mRNA.
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Abb. 13: Expression von Bag-1 mRNA wihrend der Entwicklung der Extremititen. Das
rdumliche und zeitliche Expressionsmuster der Bag-1 mRNA wihrend der Entwicklung der Extremitéten ist
durch In situ Hybridisierungen dargestellt. In den undifferenzierten Extremitédtenknospen der Embryonalstadien
E10,5 (A) und E11,5 (B) ist die Bag-1 mRNA uniform im gesamten mesenchymalen Gewebe exprimiert; das
Epithel zeigt keine Expression von Bag-1 Transkripten (Pfeil in B). Am Tag 12,5 post coitum (C) ist die
Bag-1 Expression auf das interdigitale Gewebe beschrénkt. In den Stadien E13,5 (D) und E14,5 (E) sind Bag-1
Transkripte ausschlieBlich in den peridigitalen Bereichen nachweisbar. A und B: Ganzpréparat-
Hybridisierungen isolierter Embryonen der Embryonalstadien E10,5 und E11,5. C-E: Ganzpréparat-
Hybridisierungen isolierter Extremititen der Stadien E12,5 bis E14,5. E = Embryonalstadium in Tagen post
coitum.

Im Vergleich zu den Ergebnissen bei der sich entwickelnden Niere scheint bei der
Extremitdtenentwicklung eine eindeutigere inverse Korrelation der Bag-1 Expression mit
Apoptose vorzuliegen. Um diese Korrelation eindeutig zu bestitigen, war es erforderlich zu
zeigen, daB8 zum Zeitpunkt der Verminderung der Bag-1 Expression im Interdigitalgewebe
Apoptose in diesem Gewebe auftritt. Daher wurden apoptotische Zellen in dieser Region der
sich entwickelnden Extremitéten mit der TUNEL-Methode nachgewiesen (TUNEL, engl. fiir
terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nick end labelling).

4.7.2. Apoptose wihrend der Extremititenentwicklung

Der Nachweis apoptotischer Zellen im Interdigitalgewebe erfolgte an Gewebeschnitten
isolierter Extremititen durch das Verfahren der "Terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase-
vermittelten dUTP-Biotin Markierung freier 3’OH-Enden" (TUNEL). Diese Methode beruht
auf dem spezifischen Nachweis der bei der Apoptose durch internukleosomale Restriktion
entstandenen DNA-Fragmente bzw. deren freier 3’OH-Enden. Bei Inkubation der Schnitte
mit Terminaler Desoxynukleotidyl-Transferase werden Digoxigenin-markierte Nukleotide an
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freie 3’OH-Enden gehingt und konnen durch Bindung eines mit Peroxidase gekoppelten
Antikorpers gegen Digoxigenin nachgewiesen werden. Die Visualisierung erfolgte durch
eine Farbreaktion mit dem Substrat DAB (Diaminobenzidin, anti-Digoxigenin Peroxidase
Konjugat) und lieferte braune Signale.

Abb. 14: Nachweis apoptotischer Zellen im Interdigitaigewebe der Extremitiiten mittels
In situ Markierung freier 3’-Enden. Apoptotische Zellen wurden mittels "Terminaler
Desoxynukleotidyl-Transferase-vermittelter JUTP-Biotin Markierung freier 3’OH-Enden fragmentierter DNA"
(TUNEL) nachgewiesen. Apoptotische Zellen sind durch eine spezifische rotbraune Farbung im Vergleich zu
blaugefarbten nicht-apoptotischen Zellen bzw. Zellkernen zu erkennen. Dargestellt sind exemplarisch die
Extremitéiten zweier Embryonalstadien. Am Tag 10,5 der Embryonalentwicklung (A) tritt noch keine
Apoptose in der GliedmaBe auf. Im Embryonalstadium E14,5 (B und C) hingegen konnte massive Apoptose
im Interdigitalgewebe nachgewiesen werden. C ist eine AusschnittsvergroBerung von interdigitalem Gewebe
aus B. E = Embryonalstadium in Tagen post coitum.

Am Tag 10,5 p.c. ist Bag-1 in der gesamten Extremititenknospe gleichmiBig stark exprimiert
(Abb. 13 A). In diesem Stadium konnten keine apoptotischen Zellen in der
Extremititenknospe nachgewiesen werden (Abb. 14 A), wohl aber in anderen Geweben wie
z.B. der ventralen Gabelung des Vorderdarms, dem zukiinftigen Divertikulum der Luftrohre
(Laryngotracheale Furche, Ergebnisse nicht gezeigt). An den Tagen 13,5 p.c. und 14, S p.c.
ist die Expression von Bag-1 im interdigitalen Gewebe nicht mehr vorhanden (Abb. 13 D
und E). In diesem Embryonalstadium war nunmehr massive Apoptose im interdigitalen
Gewebe nachzuweisen (Abb. 14 B und C). Abb. 14 C zeigt eine hohere VergroBerung der
Apoptose im Interdigitalgewebe.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, daB Bag-1 analog zu den Ergebnissen der
Uberexpressionsanalysen (Takayama et al., 1995; Bardelli et al., 1996; Clevenger et al., 1997;
Kullmann et al., 1998) mdglicherweise auch in vivo im Autopodium vor apoptotischem
Zelltod schiitzt.

Der interdigitale Zelltod in den sich entwickelnden Extremitiitenknospen ist ein einzigartiges
System, um die Kontrolle des Zelltodes zu untersuchen, da dieser ProzeB durch Applikation
von Retinsiure reguliert werden kann. Es ist bekannt, daB Retinsdureapplikation zu erhohter
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bzw. verfrithter Apoptose im Interdigitalgewebe fiihrt (Jiang und Kochhar, 1992; Kochhar
et al., 1993; Rodriguez-Leon et al., 1999; Dupé et al., 1999). Einen komplementédren Ansatz

bieten RARPY-doppeltdefiziente Tiere mit verminderter Apoptose im Interdigitalgewebe der

Extremititen. Diese Tiere zeigen phénotypisch persistierendes interdigitales Mesenchym
("Schwimmhiute") aufgrund verminderter interdigitaler Apoptose (Ghyselinck et al., 1997,
Dupé et al., 1999). Da diese beiden Systeme eine verinderte Apoptoserate aufweisen,

wurden sie benutzt, um Verdnderungen in der Expression von Bag-1 zu bestimmen.

4.7.3. Verminderung der Bag-1 mRNA Expression im
Interdigital-gewebe der Extremititen nach Retinsdurebehandlung

schwangerer Miuse

Da Retinsdure die Apoptoserate im Interdigitalgewebe erhdht, wurde diese eingesetzt, um
ihre Wirkung auf die Expression von Bag-1 zu bestimmen.

Schwangeren Mausen wurde oral 50 mg/kg Korpergewicht all-trans Retinsdure verabreicht.
Um die Resorption der Retinsiure zu erleichtern, wurden die Tiere 12 Stunden vor oraler
Verabreichung ohne Futter gehalten. Da die Ausformung der Finger wéhrend eines sehr
engen Zeitfensters erfolgt, wurden fiir diese Versuche Embryonen verwendet, deren
Embryonalstadien auf +/- 45 min genau bestimmt wurde (engl.: timed matings). Die
Applikation der Retinsiure erfolgte am Tag 12,0 p.c.; nach sechs bzw. acht Stunden wurden
die Muttertiere getdtet, die Embryonen isoliert und deren Extremitdten prdpariert. Der
Nachweis endogener Bag-1 mRNA erfolgte durch In situ Hybridisierung am Ganzpréaparat
der isolierten Extremititen.

Nach sechsstiindiger Retinsdurebehandlung setzt die Wirkung der Retinsdure auf die
Expression der Bag-1 mRNA gerade ein. Nur eine minimale Verminderung der Expression
der Bag-1 Transkripte ist im Vergleich zu kontrollbehandelten Tieren zu erkennen (Abb. 15
A und B, beachte Pfeile in B). Nach acht Stunden Retinsdurebehandlung hingegen ist die
Expression von Bag-1 im interdigitalen Mesenchym eindeutig vermindert (Abb. 15 E, F).
Uberreste von Bag-1 Signalen waren ausschlieBlich im Bereich um die Finger herum
lokalisiert. Die Finger selbst zeigen keinerlei Bag-1 Signale. Da es sich bei den Extremitiiten
um dreidimensionale Objekte handelt, die im Gegensatz zu histologischen Schnitten nicht
liber ihren gesamten Bereich im Fokus photographiert werden konnen, kann wie z.B. in

Abb. 15 F falschlicherweise der Eindruck eines Signales im Finger entstehen.
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Abb. 15: Verminderung der Bag-1 mRNA Expression im Interdigitalgewebe der
Extremititen nach Retinsdurebehandlung schwangerer Miuse. Dargestellt ist die Verminderung
der Bag-1 Transkripte im Interdigitalgewebe retinsdurebehandelter Embryonen. Schwangeren Méausen wurde
am Tag 12,0 post coitum 50 mg all-trans Retinsédure pro kg Korpergewicht oral verabreicht. Die Embryonen
wurden nach sechs bzw. acht Stunden isoliert. Die Detektion der Transkripte von Bag-1 und RARB2 erfolgte
durch In situ Hybridisierungen an isolierten Extremititen. Hierbei war die Dauer der enzymatischen
Farbreaktion der alkalischen Phoaphatase nach Substratzugabe (BM-Purple) fiir den Nachweis der Bag-1 bzw.
RARP2 Transkripte fiir die retinsiurebehandelten und die kontrollbehandelten Ansitze exakt gleich lang. Nach
sechs Stunden Retinsdurebehandlung ist nur eine minimale Verringerung der Bag-1 mRNA Expression im
Interdigitalgewebe im Vergleich zur Kontrollbehandlung nachzuweisen (vergleiche A und B, beachte Pfeile in
B). Nach acht Stunden Behandlung mit Retinsdure hingegen konnte eine ausgepriagte Verminderung der
Expression von Bag-1 Transkripten im Vergleich zu kontrollbehandelten Tieren im interdigitalen Gewebe
nachgewiesen werden (vergleiche E und F, beachte Pfeile in F). C und D bzw. G und H zeigen Kontrollen,
die den Erfolg der Retinsdurebehandlung demonstrieren. Bereits nach sechs Stunden (C und D) und auch nach
acht Stunden (G und H) ist eine drastische Erhohung der Expression von RARP2 mRNA nach
Retinsdurebehandlung (D und H) im Vergleich zur Kontrollbehandlung (C und G) im Interdigitalgewebe
detektierbar.
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Um den Erfolg der Retinsdureverabreichung zu tiberpriifen, wurde als Kontrolle eine Sonde
fiir den Retinsdurerezeptor 2 (RAR[B2) verwendet. Der RAR[B2 ist im Interdigitalgewebe

exprimiert (Doll€ et al., 1989; Ruberte et al., 1991; Ghyselinck et al., 1997; Mollard et al.,
2000) und seine Expression wird durch Retinsdure verstdrkt (DeThé et al., 1989; Leroy et
al., 1991; Zelent et al., 1991). Wihrend die Expression von Bag-1 nur nach acht Stunden
Retinsdurebehandlung eindeutig vermindert ist, zeigt sich bei der Kontrolle der

Retinsdurebehandlung eine drastische Verstirkung der RARB2 Expression bereits nach

6 und nach 8 Stunden (Abb. 15 C, D, G, H). Daraus ldBt sich schlieBen, daB die
Behandlung der Tiere mit Retinsdure wirksam war, der Effekt auf die Expression der Bag-1
mRNA nach sechs Stunden jedoch sehr schwach ist.

Da verschiedene Isoformen von Bag-1 Proteinen von der Bag-1 mRNA kodiert werden,
wurde immunhistochemisch untersucht, welche der Isoformen auf die Behandlung mit
Retinsédure reagiert. Hierzu wurden die beiden isoformspezifischen Antikérper C16 (der in
Geweben Bag-1 Isoformen mit Ausnahme von Bag-1L erkennt) und N15 (der ausschlie8lich
Bag-1L erkennt) verwendet. Dadurch konnte die isoformspezifische Verteilung der Bag-1
Proteinprodukte in den Extremititen ermittelt werden. Dariiberhinaus konnte die
Verminderung der Bag-1 Expression nach Retinsdurebehandlung auf Proteinebene bestitigt

werden.

Mit dem C16 Antikorper konnten in den immunhistochemischen Experimenten nur duferst
schwache Signale detektiert werden, die nach Gegenfdarbung des Gewebes mit Hdmatoxylin
nicht mehr zu erkennen waren. Proteinprodukte, die vom C16 Antikorper erkannt werden,

sind in der gesamten GliedmaBe uniform, jedoch auf extrem niedrigem Niveau exprimiert.

Mit dem Bag-1L spezifischen N15 Antikorper konnte Bag-1 Proteinprodukt auf hohem
Expressionsniveau in den Extremititen detektiert werden (rote Zellen in Abb. 16 A, B).
Bag-1L ist im Interdigitalgewebe nachweisbar. Die achtstiindige Retinsdurebehandlung fiihrt
zu einer Verminderung der Bag-1 Expression im Interdigitalgewebe (Abb. 16 A und C).
Deutich st die Zahl der eindeutig Bag-1L-negativen (blauen) Zellen nach
Retinsdurebehandlung im Vergleich zur Kontrollbehandlung erhoht (Abb. 16, vergleiche A
mit B).

Somit wurde in den sich entwickelnden Extremititen so gut wie ausschlieBlich Bag-1L

nachgewiesen. Dariiberhinaus konnte bestitigt werden, da8 Retinsdurebehandlung die Bag-1

Expression sowoh! auf der Ebene der mRNA als auch auf Proteinebene vermindert.
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Bei der Verminderung der Bag-1 Expression wurde eine zeitliche Verzdgerung von etwa zwei
Stunden im Vergleich zur durch Retinsdure vermittelten Transaktivierung des RARP2
beobachtet. Wenn die erniedrigte Expression von Bag-1 der Grund fiir die auftretende
Apoptose ist, miifite diese mit der gleichen Verzogerung auftreten. Daher wurde die
Apoptoserate im interdigitalen Mesenchym nach Retinsdurebehandlung untersucht.

4.7.4. Erhohte Apoptose im Interdigitalgewebe der Extremititen nach
Retinsdurebehandlung schwangerer Miuse

An histologischen Schnitten isolierter Extremitiiten von retinsdure- und kontrollbehandelten
Tieren wurden apoptotische Zellen mittels TUNEL-Methode nachgewiesen.

Nach sechs Stunden Retinsdurebehandlung war kein Unterschied in der Anzahl
apoptotischer Zellen im Interdigitalgewebe im Vergleich zur Kontrollbehandlung
nachzuweisen.

Die Behandlung mit Retinsdure fiir acht Stunden hingegen fiihrte zu einer drastischen
Erhohung der Apoptoserate im Interdigitalgewebe im Vergleich zur Kontrollbehandlung
(Abb. 16, vergleiche B mit C). Die Quantifizierung der apoptotischen (braunen) Zellen im
interdigitalen Mesenchym von Kontrollbehandlung und Retinsdurebehandlung erfolgte bei
400-facher VergroBerung durch Auszihlen identischer Flicheneinheiten (Abb. 16 E). Fiir die
Kontrollbehandlung ergaben sich 34 % apoptotische Zellen pro Flicheneinheit, fiir die
Retinsdurebehandlung hingegen 54 % apoptotische Zellen pro Flacheneinheit (Abb. 16 F).
Die Retinsdurebehandlung fiihrte demnach zu einer Erhéhung der Apoptoserate um 20 % im
Vergleich zur Kontrollbehandlung.

Retinsdure induziert somit eine Verminderung der Bag-1 Expression und eine Erhéhung der
Apoptoserate im Interdigitalgewebe und zwar mit gleichem Zeitverlauf. Dies unterstiitzt die
Hypothese einer antiapoptotischen Funktion von Bag-1 in vivo.
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Abb. 16: Verminderung von Bag-1L Protein und Erhohung der Apoptoserate im
Interdigitalgewebe nach Retinsdurebehandlung schwangerer Maiause. Am Tag 12,0 der
Embryonalentwicklung wurden jeweils zwei schwangere Méuse retinsaure- bzw. kontrollbehandelt. Nach acht
Stunden wurden die Embryonen isoliert und die Extremitéten prapariert. Dargestellt ist die Verminderung von
Bag-1L Protein im Interdigitalgewebe nach Retinsdurebehandlung (B) im Vergleich zur Kontrollbehandlung
(A). In D dargestellt ist die Erhohung der Anzahl apoptotischer Zellen nach Retinsdurebehandlung im
Vergleich zur Kontrollbehandlung (C). Die in F dargestellte Quantifizierung erfolgte wie nachfolgend
beschrieben. Von Gewebeschnitten mit vergleichbarer Schnittebene wurde bei 400-facher VergroBerung der in
Abb. 16 C angegebene Ausschnitt mit einer Digitalkamera (ProgRes 3012, Jenoptik, Jena) photographiert.
Auf diese Aufnahmen wurde jeweils eine identische Fldcheneinheit an den jeweils entsprechenden Stellen
projiziert. Innerhalb dieser Fliacheneinheit wurden jeweils eindeutig apoptotische (braune) Zellen und die
Gesamtzahl der Zellen ausgezahlt. Fiir die Kontrollbehandlung wurden jeweils 2 histologische Schnitte von 4
Extremitéten untersucht (n = 8); fiir die Retinsdurebehandlung wurden jeweils 2 histologische Schnitte von 6
isolierten Extremititen untersucht (n = 12). Fiir die graphische Darstellung in Abb. 16 D wurden die Werte
fir die apoptotischen Zellen in Prozent der entsprechenden Gesamtzahl umgerechnet, der arithmetische
Mittelwert errechnet und die Standardabweichung ermittelt. Der Mittelwert und die Standardabweichung fiir die
Kontrollbehandlung betrugen 33,7 und 4,4 fiir die Retinsidurebehandlung 54,1 und 6,8. Es ergibt sich eine
20%ige Erhohung der Apoptoserate nach Retinséurebehandlung im Vergleich zur Kontrollbehandlung.
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4.7.5. Expression von Bag-1 mRNA in RARpy-doppeltdefizienten

Mausen

Wenn der zur Apoptose fithrende Signalweg durch eine Verminderung der Bag-1
Expression vermittelt wird, dann sollte in einem System mit verminderter Apoptoserate die

Expression von Bag-1 erhoht sein.

Die Generierung von Maiusen, die eine verminderte interdigitale Apoptoserate aufweisen
wurde durch Mausmutanten ermoglicht, bei denen durch homologe Rekombination die Gene
fiir die Retinsdurerezeptoren f und ¥ (RARP und RARY) deletiert wurden. Miuse der
Genotypen RARB” /RARY" und RARB* / RARY" zeigen phinotypisch "Schwimmbhiute"
aufgrund persistierenden interdigitalen Mesenchyms (Ghyselinck et al., 1997; Dupé et al,
1999). In diesem Tiermodell wurde iberpriift, ob die interdigitale Expression von Bag-1
erhalten bleibt wenn Apoptose inhibiert ist.

Tiere des RARB™ / RARY"-Genotyps sind perinatal letal (Ghyselinck et al., 1997). Die
Generierung der RARPy-doppeldefizienten Embryonen erfolgte daher in drei Schritten
(Tab. 1). Die von Pierre Chambon (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et
Cellulaire, Hlkirch, Frankreich) zur Verfiigung gestellten Tiere (zwei adulte minnliche,
homozygot RARP-defiziente und zwei adulte weibliche, heterozygot RARY-defiziente
Miuse) dienten zum Aufbau einer Zuchtpopulation RARB* bzw. RARY" heterozygot
defizienter Tiere (Schritt 1). Diese wurden untereinander gekreuzt, so daB u.a. RARB"
/ RARY" -heterozygot doppeltdefiziente Tiere geboren wurden (Schritt 2). Diese wurden
dann im dritten Schritt untereinander gekreuzt, so dafl uv.a. die zur Analyse erforderlichen
Embryonen der Genotypen RARB* /RARY" und RARP”/RARY" gewonnen werden

konnten.

Zusammen wurden in allen drei Schritten insgesamt 800 Tiere generiert. Die notwendigen
Genotypisierungen erfolgten mittels PCR aus genomischer Schwanz-DNA der Tiere
(Abb. 17). Die Untersuchung des RARB-Genotyps erfolgte unter Verwendung von Wildtyp-
Allel-spezifischen Primern und solchen Primern, die sequenzspezifisch fiir das mutierte Allel
sind. Auf Agarosegelen wurden die amplifizierten 275 bp-Fragmente des Wildtyp-Allels und
300 bp-Fragmente des mutierten Allels nachgewiesen (Abb. 17 A). Die Untersuchung des
RARY Genotyps erfolgte durch Amplifikation von 1195 bp-Fragmenten des Wiltyp-Allels
und 1238 bp-Fragmenten des mutierten Allels, die auf Agarosegelen nachgewiesen wurden
(Abb. 17 B).

71



Schritt 1:

RARB™ X C57BL/6 =  RARB* (1)

RARy*-X CS7BL/6 =  RARy" (1/2)
RARy™ (1/2)

Schritt 2:

RARB"" X RARy" =  RARP*/RARy"* (1/4)
RARB*/RARy"  (1/4)
RARB*/RARy"  (1/4)
RARB*/RARy"  (1/4)

Schritt 3:

RARP"/ RARy" X RARB"/ RARy*" =  RARB"/RARy"  (1/16)
RARP"*/RARy”  (2/16)
RARB*/ RARY"™ (1/16)
RARB*/RARy™  (2/16)
RARB"/RARy"  (4/16)
RARB*/RARy"  (2/16)
RARS" /RARY™  (1/16)
RARB"/RARY"  (2/16)
RARB”/RARy"  (1/16)

Tab. 1: Kreuzungsschema. Dargestellt sind Verpaarungen und die hieraus resultierenden Genotypen.
Die in Klammern angegebenen Zahlen geben die Anzahl eines bestimmten Genotyps in Relation zur
Gesamtzahl der verschiedenen Genotypen an.

1 2 3 4 5 6 7 8 91011

_~300bp RARP mt
“N\275 bp RARP wt

o[- A=t H=- H- HEF o[- [+ -

—1195 bp RARy wt

— 1238 bp RARy mt

o/ At A A= =f= - H[=- A~ [+ 4]

Abb. 17: Genotypisierung von RARPy-doppeltdefizienten Mausembryonen mittels PCR.
Dargestellt ist die beispielhafte Genotypisierung von 11 Embryonen. In A ist die Amplifikation der Wildtyp-
Allele bzw. mutierten Allele des RARB-Locus dargestellt, in B die des RARy-Locus.
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In nachfolgender Tabelle ist die Anzahl der aus Schritt drei der Verpaarungen erhaltenen
Embryonen verschiedener Embryonalstadien und deren Genotypen aufgelistet. Diese Tiere

bzw. deren Vorderextremititen wurden dem Experiment zugefiihrt.

RARR” TRARY" RARP” TRARY" RARP™ /RARY"
Ei23 5 7 5
EI13,5 3 11 3
E145 5 7 7

Tab. 2: Auflistung von Embryonen, deren Embryonalstadien und Phinotypen. Die Zahlen
geben die Anzahl der Embryonen eines bestimmten Embryonalstadiums und Genotyps an.

An den Vorderextremititen der in Tabelle 2 aufgefiihrten Embryonen der entsprechenden
Embryonalstadien und Genotypen wurden Ganzpridparat In situ Hybridisierungen
durchgefiihrt, um die Expression endogener Bag-1 mRNA nachzuweisen. Die Ergebnisse fiir
die Extremitéiten des Genotyps RARB” / RARY" unterschieden sich nicht von denen des
Genotyps RARB* /RARY”". Simtliche untersuchten Extremititen mit Ausnahme des
Wildtyps zeigten identische Ergebnisse. Eine reprisentative Auswahl ist in Abb. 17
dargestellt.

Die Ergebnisse dieses Experiments (Abb. 18) zeigten, daB am Tag 12,5 p.c. Bag-1 im
Interdigitalgewebe der Extremititen nachzuweisen war. In diesem Embryonalstadium war
noch kein Unterschied zwischen Extremititen vom Wildtyp und RARPy-doppeldefizienten
Embryonen festzustellen (Abb. 18 A und B). Im Embryonalstadium E13,5 war die Bag-1
Expression im Interdigitalgewebe beim Wildtyp vermindert. Die Expression erstreckte sich
hauptsichlich auf die peridigitalen Bereiche (Abb. 18 C). Beim Genotyp RARB”/RARY"
hingegen war keine Verminderung der Bag-1 Expression im Interdigitalgewebe
nachzuweisen (Abb. 18 D). Am Tag 14,5 p.c. waren beim Wildtyp die Finger ausgebildet
und Bag-1 Transkripte wurden ausschlieBlich in den die Finger umgebenden Bereichen
nachgewiesen (Abb. 18 E). Beim Genotyp RARB" / RARY" waren keine fertig ausgebildeten
Finger zu erkennen, obwohl durch das Wachstum der ossifizierenden Knorpelprimordien
Finger angedeutet waren. Eine starke Expression von Bag-1 mRNA wurde interdigital und
peridigital nachgewiesen; die stirkste Expression erschien distal (Abb. 18 F).

Im experimentellen System mit verminderter Apoptoserate konnte somit gezeigt werden, dafl
im persistierenden Mesenchym die Expression von Bag-1 erhalten bleibt.

Sowohl in Systemen mit verminderter Apoptoserate wie auch in Systemen mit erhshter
Apoptoserate 148t sich wihrend der Extremititenentwicklung eindeutig eine inverse
Korrelation der Bag-1 Expression mit Apoptose feststellen.
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Wildtyp RARB”-/ RARY--

Abb. 18: Erhalt der Bag-1 mRNA Expression im Interdigitalgewebe der Extremititen
von RARpy-doppeltdefizienten Embryonen. An isolierten Extremititen von Embryonen der ange-
gebenen Genotypen und Entwicklungsstadien wurden Ganzpréaparat-In situ Hybridisierungen zum Nachweis
der endogenen Bag-1 mRNA durchgefiihrt. Deutlich ist in den Embryonalstadien E13,5 und E14,5 der Erhalt
der Expression der Bag-1 mRNA im Interdigitalgewebe der Extremititen von RARPy-doppeltdefizienten
Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren zu erkennen.
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5. Diskussion

Bag-1 ist eine Familie von Proteinen, die beim Menschen aus mindestens vier, bei der Maus
aus mindestens zwei Polypeptiden besteht, die jeweils von einer mRNA translatiert werden
(Takayama et al., 1995; Zeiner und Gehring, 1995; Bardelli et al., 1996; Packham et al., 1997,
Yang et al., 1998; Takayama et al., 1998). Weitere mit Bag-1 verwandte Proteine entstehen
vermutlich durch alternatives Spleifen (Takayama et al., 1999). Die Bag-1 Isoformen sind
multifunktionelle Proteine, die durch eine gemeinsame carboxyterminale Aminosiduresequenz
charakterisiert werden. Uber diesen Carboxyterminus binden Bag-1 Proteine an
Hsp70/Hsc70 und modulieren dessen Wirkung als molekulares Chaperon (Hohfeld et al.,
1995; Wang et al., 1996b; Hohfeld und Jentsch, 1997; Takayama et al., 1997; Zeiner et al.,
1997; Gebauer et al., 1997, 1998; Matsuzawa et al., 1998; Bimston et al,, 1998; Kanelakis
et al.,, 1999; Hohfeld, 1998; Stuart et al., 1998; Nollen et al., 2000; Liiders et al., 2000).
Urspriinglich identifiziert aufgrund seiner Fahigkeit das antiapoptotische Protein
Bcl-2 zu binden (Takayama et al., 1995), vermag Bag-1 mit einer ganzen Reihe zellulédrer
Faktoren zu interagieren, einschlielich des Oncoproteins Raf-1 (Wang et al., 1996b, 1998)
und einer Reihe nukledrer Rezeptoren (Zeiner und Gehring, 1995; Liu et al., 1998; Froesch
et al.,, 1998). Verschiedene in vitro Funktionen von Bag-1 wurden mittlerweile beschrieben,
wie Hemmung des programmierten Zelltods (Takayama et al., 1995; Bardelli et al., 1996;
Clevenger et al,, 1997; Liu et al,, 1998; Kullmann et al., 1998; Yang et al, 1999b) und
Modulation der Wirkung von Steroidhormonrezeptoren (Liu et al., 1998; Froesch et al.,
1998; Kullmann et al., 1998; Schneikert et al., 1999).

Ziel dieser Arbeit war es, durch Bestimmung des isoformspezifischen Expressionsmusters
von Bag-1 wihrend der Embryonalentwicklung der Maus, Hinweise auf eine mogliche
antiapoptotische Funktion von Bag-1 in vivo zu erhalten. Insbesondere bei den sich
entwickelnden Extremititen wurde die Rolle von Bag-1 bei der Kontrolle des interdigitalen
Zelltods néher untersucht.

5.1. Expressionsmuster von Bag-1

In der vorliegenden Arbeit wurde die isoformspezifische Expression von Bag-1 in der Maus
wihrend der Embryonalentwicklung und in einigen ausgewéhlten Geweben im adulten Tier
untersucht. Im groBen und ganzen wurde eine annéhernd ubiquitdre Expression von Bag-1
nachgewiesen, besonders in den adulten Geweben. Bislang wurden von nur zwei weiteren
Arbeitsgruppen Daten zur Expression von Bag-1 publiziert, allerdings ausschlieBlich auf
adulte Gewebe bzw. Organe beschrinkt (Zeiner und Gehring, 1995; Takayama et al., 1998).
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Beide Arbeitsgruppen zeigten mittels Northern blot Analyse eine ubiquitire Expression von
Bag-1 in einigen wenigen adulten Geweben der Maus (Zeiner und Gehring, 1995; Takayama
et al., 1998). Mittels Immunhistochemie untersuchten Takayama et al. (1998) auch eine ganze
Reihe muriner wie humaner Gewebe und wiesen ebenfalls eine ubiquitidre Expression von
Bag-1 nach. Allerdings wurden in der von Takayama et al. (1998) durchgefiihrten
immunhistochemischen Analyse auschlielich Antikorper verwendet, die alle Bag-1
Isoformen detektieren. Die in dieser Arbeit nachgewiesene anndhernd ubiquitdre Expression
von Bag-1 befindet sich somit im Wesentlichen in Ubereinstimmung mit von anderen
Arbeitsgruppen publizierten Daten. Dies trifft zumindest fiir den adulten Organismus zu.
Wihrend der Embryonalentwicklung gilt dies mit Einschridnkung, da die durchgefiihrte
Expressionsanalyse fiir den zeitlichen Verlauf wihrend der Embryogenese leicht
abweichende Ergebnisse erbrachte. Hieraus ergab sich, dal Bag-1 zwar annédhernd ubiquitér
exprimiert ist, daB8 allerdings in einigen Geweben bzw. Organen die anfingliche Expression
von Bag-1 im Verlauf der embryonalen Entwicklung verlorengeht. Der Verlust der
anfinglichen Expression wurde beispielsweise in folgenden Organen nachgewiesen: Hoden,
Niere, Meckelscher Knorpel, Anus und Extremitéiten. Da Bag-1 in vitro als antiapoptotisches
Protein beschrieben wurde, ergab sich hieraus ein erster Hinweis auf eine mogliche
antiapoptotische Funktion von Bag-1 in vivo. In diesen Organen spielt Apoptose wahrend der
Embryonalentwicklung eine bedeutende Rolle und die Expression eines antiapoptotischen
Proteins wie Bag-1 sollte daher zum Zeitpunkt des Auftretens von Apoptose vermindert sein.
In allen untersuchten spiteren embryonalen Entwicklungsstadien dieser Gewebe bzw.
Organe konnte keine Expression von Bag-1 nachgewiesen werden. Moglicherweise tritt in
einigen dieser Gewebe bzw. Organe im adulten Organismus erneut eine Expression von

Bag-1 auf, wie es zum Beispiel fiir die Niere gezeigt wurde.

5.2. Bag-1 Isoformen

Da von Bag-1 mehrere Isoformen existieren stellt sich die Frage, wie die Synthese der
unterschiedlichen Proteine in verschiedenen Geweben und Organen reguliert wird. In dieser
Arbeit wurde unter Verwendung isoformspezifischer Antikorper gezeigt, dal sowohl
wihrend der Embryogenese als auch im adulten Organismus vorwiegend zwei Proteine von
44 kDa und 46 kDa auftreten, deren Entstehung bei der Maus bislang nicht geklért ist. Die
bislang beschriebenen murinen Bag-1 Isoformen von 50 kDa und 32 kDa werden von einer
mRNA translatiert. Da fiir die Proteine von 44 kDa und 46 kDa in der murinen Bag-1 cDNA
keine potentiellen Translationsstartstellen vorhanden sind, bleibt unklar, ob es sich bei diesen
Proteinen um Mitglieder der Bag-1 Familie handelt oder um Mitglieder der Familie der mit
Bag-1 verwandten Proteine. Moglicherweise existieren doch mehrere Bag-1 mRNAs, die mit
den bisherigen Methoden jedoch nicht entdeckt wurden. Es konnten durchaus auch
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Isoformen existieren, die durch alternatives Spleilen gebildet werden. Dafiir konnte das
Ergebnis der Western blot Analyse verschiedener adulter Gewebe sprechen. Im adulten
Gehirn wurden zwei weitere Bag-1 Proteinprodukte von 55 kDa und 58 kDa nachgewiesen,
deren Identitat nicht geklirt ist. Da8 5° von der Translationsstartstelle fiir das 50 kDa Protein
Bag-1L kein Stopcodon des 5° vom Bag-1 Locus gelegenen Gens vorhanden ist, spricht
dafiir, daB die Bag-1 cDNA im 5’-Bereich noch immer unvollstindig ist und moglicherweise
ein offenes Leseraster enthilt. Die beiden 55 kDa und 58 kDa Proteine des adulten Gehirns
konnten somit einerseits von der Bag-1 mRNA durch alternativen Translationsstart generiert
werden oder durch alternatives Spleiflen. Fiir einen alternativen Translationsstart spricht vor
allem die Existenz des 55 kDa Proteins, das von beiden Antikérpern, C16 und N15, erkannt
wurde und somit einerseits den Carboxyterminus der Bag-1 Proteine aber auch N-terminale
Sequenzen von Bag-1L besitzt. Da beide Proteine vom C16 Antikorper detektiert werden,
konnten diese auch zur Familie der verwandten Proteine gehoren, die ebenfalls das Epitop
besitzen, welches vom C16 Antikorper erkannt wird (Takayama et al., 1999).

Mindestens zwei Bag-1 Isoformen von 32 kDa (Bag-1) und 50 kDa (Bag-1L)) entstehen bei
der Maus von einer mRNA durch Nutzung alternativer Translationsstartstellen (Packham
et al,, 1997; Takayama et al., 1998). In dieser Arbeit wurde gezeigt, da3 diese Isoformen in
unterschiedlichen Geweben gebildet werden. Unter Verwendung spezifischer Antikorper
wurde nachgewiesen, daB die Isoform Bag-1L im Vergleich zu anderen Bag-1 Proteinen
wesentlich restriktiver synthetisiert wird. So ist beispielsweise im Thymus, im Vorderhirn, in
der Leber und der Lunge ausschlieBlich die Isoform Bag-1L vorhanden, wohingegen in
anderen Geweben bzw. Organen wie Herz, Riickenmark und Meckelscher Knorpel andere
Bag-1 Proteine gebildet werden, was auf eine organspezifische Synthese schliefien 146t.

Eine sorgfiltige Sequenzanalyse ergab, dafl der Translationsstart der Isoform Bag-1L nicht
wie iiblicherweise von einem ATG-Startcodon aus erfolgt, sondern von einem CTG-Codon
aus (Packham et al., 1997; Takayama et al., 1998; Yang et al., 1998). Die Nutzung von
CTG-Tripletts als Translationsstartstelle ist ungewohnlich, und nur wenige Beispiele sind
bekannt, bei denen eine zweite Isoform durch Nutzung einer solchen alternativen
Translationsstartstelle entsteht (Griinert und Jackson, 1994). Bei den Genen int-2 und hck
werden durch Nutzung eines CTG-Startcodons groflere Isoformen gebildet (Acland
et al., 1990; Lock et al., 1991). Weitere Beispiele fiir das Vorhandensein solcher alternativer
Startstellen fiir die Generierung einer zweiten Isoform sind c-myc und FGF (Hann et al,
1988; Vagner et al., 1996). Im Falle von FGF wird die Nutzung des CTG-Codons als
alternative Translationsstartstelle durch Hitzeschock oder oxidativen Stref induziert (Vagner
et al., 1996). |

Bei Bag-1 ist vollkommen ungeklirt wie die Generierung der verschiedenen Isoformen
reguliert wird. Allerdings wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal Bag-1L ausschlieBlich
embryonal gebildet wird und im adulten Organismus nicht auftritt. Vorversuche haben
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ergeben, dal Bag-1L in Metastasen von Prostatacarcinomen gebildet wird (Ergebnisse nicht
gezeigt). Weitere Experimente sind erforderlich um zu bestimmen, wie die Regulation der
Synthese der verschiedenen Bag-1 Isoformen erfolgt.

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten die subzelluldre Verteilung der Bag-1 Isoformen
und zeigten, daf} ausschlieBlich die Isoform Bag-1L im Zellkern lokalisiert ist, wohingegen
die anderen Bag-1 Isoformen im Cytoplasma auftreten (Packham et al, 1997, Takayama
et al, 1998; Yang et al, 1998). Die Sequenzanalyse von Bag-1 ergab, dafl im grofiten
Proteinprodukt Bag-1L ein Kernlokalisationssignal vorhanden ist. Die von Takayama et al.
(1998) durchgefiihrte immunhistochemische Analyse mit Antikorpern, die alle Bag-1
Isoformen erkennen, umfaBte auch Angaben {iiber die subzelluldre Lokalisation. Da
ausschlieBlich Bag-1L im Zellkern auftritt, lassen sich hieraus indirekt Riickschliisse auf die
Isoformen ziehen. Die publizierten Daten iiber die nukledre Lokalisation von Bag-1
(Takayama et al., 1998) stimmen im groBien und ganzen mit den in dieser Arbeit unter
Verwendung des Bag-1L-spezifischen N15 Antikorpers erhaltenen Ergebnissen iiberein.

In der erwihnten Studie wurde im Cerebellum ebenfalls ausschlieBlich in Purkinjezellen
Bag-1 nachgewiesen (Takayama et al., 1998). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit
zeigten eindeutig, dafl im Kleinhirn die Isoform Bag-1L nicht synthetisiert wird. Mittels des
N15 Antikorpers, der gegen ein Epitop im N-Terminus von Bag-lL: gerichtet ist, wurde
hingegen ein Protein von 58 kDa nachgewiesen, in dem vermutlich das
Kernlokalisationssignal vorhanden ist.

Widerspriichliche Daten liegen beziiglich der folgenden Organe vor: Prostata, Thymus, Herz
und Chondrocyten. In der Prostata wurde ausschlieBlich eine nukledre Lokalisation
nachgewiesen (Takayama et al, 1998). In der Maus differenziert sich die Prostata erst
postnatal aus Epithelknospen der Harnrohre, woraus sich erkléart, dal embryonal in dieser
Region kein Bag-1L detektiert wurde. Allerdings wurde bei der vorldufigen Analyse
verschiedener Stadien von Prostatatumoren und Kontroligeweben in dieser Arbeit Bag-1L
ausschlieBlich in metastasierendem Gewebe nachgewiesen, weder in fritheren Tumorstadien
noch in Kontrollgewebe. Dieser Widerspruch bleibt ungeklirt.

Im Thymus wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich Bag-1L nachgewiesen, in der Studie von
Takayama et al. (1998) jedoch keine nukleére Lokalisation. Eine umgekehrte Situation liegt
beim Herz vor. In dieser Arbeit wurde Bag-1L lediglich im Embryonalstadium E10,5
detektiert, nicht jedoch in spateren Stadien, in denen andere Bag-1 Proteine auftraten;
Takayama et al. (1998) zeigten hingegen eine ausschlieBlich nukleédre Lokalisation.

In Chondrocyten wurde von Takayama et al. (1998) ebenfalls nur nukleir lokalisiertes Bag-1
nachgewiesen,; in dieser Arbeit hingegen wurden sowohl mit dem C16 als auch mit dem N15
Antikorper Bag-1 Proteine in Chondrocyten detektiert, was fiir eine cytoplasmatische und
eine nukledre Lokalisation spricht.

Moglicherweise ist Bag-1L doch nicht die einzige Isoform von Bag-1 die nukledr auftritt. So
wurde gezeigt, da3 der Glucocorticoidrezeptor (GR) Bag-1M in den Zellkern zu rekrutieren
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vermag (Schneikert et al., 1999). Insbesondere der Widerspruch beziiglich der Chondrocyten
lieBe sich moglicherweise durch diesen Befund auflosen, da der GR in Chondrocyten
exprimiert wird und eine Rolle bei der Osteogenese spielt (Tuckermann et al., 1999).

Alle diese Unterschiede verdeutlichen wie wichtig es ist, isoformspezifische Antikorper wie
den in dieser Arbeit verwendeten, einzusetzen, um klare Ergebnisse liber die Expression der

Bag-1 Proteine zu erhalten.

5.3. Bag-1 und Nierenentwicklung

Aus den vorgelegten Daten zur transkriptionellen Expression von Bag-1 in der Niere geht
hervor, daf} im zeitlichen Verlauf die Expression von Bag-1 nicht mit dem bekannten Muster
der Apoptose in diesem Organ zu korrelieren scheint. In der Niere tritt Apoptose zwischen
den Tagen 13 und 16 der Embryonalentwicklung auf und nimmt dann im weiteren Verlauf
der Entwicklung bis zur Geburt hin stetig ab (Moser et al., 1997a). Sollte Bag-1 hierbei eine
antiapoptotische Funktion ausiiben, wiirde man eine erhohte Expression in den spiteren
Embryonalstadien und um den Zeitpunkt der Geburt erwarten. Tatséchlich wurde jedoch im
Gegenteil eine Abnahme der Expression in den spéteren Entwicklungssstadien gezeigt.

Im Vergleich zu den sich entwickelnden Extremitidten ist Apoptose in der Niere weniger
prominent. Die Regulation der Apoptose erfolgt in der Niere vermutlich ebenso wie in den
Extremitédten innerhalb eines sehr engen Zeitfensters. So sinkt die Apoptoserate in der Niere
ab Tag 16 der Embryonalentwicklung drastisch. Da der Verlust der Bag-1 Expression erst
circa 1,5 Tage spiter, d.h. nach Tag 17,5 post coitum einsetzt, kann eine antiapoptotische
Funktion von Bag-1 in der Niere nicht ausgeschlossen werden.

Interessanterweise konnte bei der Analyse der Niere AP-2B-defizienter Tiere keine
Expression von Bag-1 nachgewiesen werden, was eine Regulation der Aktivitdt von Bag-1
durch AP-2f nahelegt. Bei der offensichtlichen Kontrolle der Bag-1 Expression durch
AP-2p muB es sich jedoch um eine indirekte Wirkung handeln, da beide Gene mit Ausnahme
der distalen Tubuli in unterschiedlichen Zellen exprimiert werden. Fiir eine indirekte
Wirkung spricht auch, daB im bislang klonierten Bag-1 Promotor keine AP-2f3-Bindestellen
liegen (Yang et al., 1999c). Moglicherweise lost AP-2f3 eine Kaskade aus, die die Expression
von Bag-1 beeinflult. Die Analyse der antiapoptotischen Gene bcl-X|, bel-w und bel-2 in
Nieren AP-2f-defizienter Tiere ergab eine drastisch verminderte Expression derselben,
wohingegen die Expression der proapoptotischen Gene fas, bad, bax und myc unverindert
war (Moser et al., 1997a). Der Verlust der Bag-1 Expression in AP-2P-defizienten Tieren
geht somit mit der generellen Verminderung der Expression antiapoptotischer Gene einher.
Ob allerdings Bag-1 in vivo in der Niere bei der Regulation von Apoptose tatsdchlich eine
Rolle spielt ist nicht geklart.
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5.4. Bag-1 und Extremitiitenentwicklung

Im Vergleich zur Niere korreliert im Interdigitalgewebe der sich entwickelnden Extremitéten
die Verminderung der Bag-1 Expression eindeutig mit dem Proze der Apoptose. Durch
zwel unabhingige Experimente wurde unter Verwendung von Systemen mit veridnderter
Apoptoserate diese Korrelation bestiitigt. Die Behandlung sich entwickelnder Extremititen
mit Retinsdure ist ein gut etabliertes System zur Erhohung der Apoptoserate im
Interdigitalgewebe (Jiang und Kochhar, 1992; Kochhar et al., 1993; Rodriguez-Leon et al.,
1999; Dupé et al., 1999). Die Applikation von Retinsdure an schwangere Mause fiihrte zur
Verminderung der Expression von Bag-1 in den sich entwickelnden Extremititen der
Embryonen. Das zur FErhohung der Apoptoserate durch Retinsdureapplikation
komplementire System stellen RARPy-doppeltdefiziente Mausembryonen dar, die
persistierendes interdigitales Mesenchym aufgrund einer erniedrigten Apoptoserate
aufweisen (Ghyselinck et al., 1997; Dupé et al., 1999). In diesem System konnte der Erhalt
der Bag-1 Expression im Interdigitalgewebe der sich entwickelnden Extremititen
nachgewiesen werden.

Auf Proteinebene wurde die Isoform Bag-1L in den sich entwickelnden Extremititen
nachgewiesen und durch Retinsdureapplikation dessen verminderte Synthese im
Interdigitalgewebe mit Apoptose korreliert. Im Verlauf der Extremititenentwicklung scheint
somit Bag-1L eine antiapoptotische Funktion innezuhaben. Die starke Korrelation von
Bag-1L und Apoptose steht in Ubereinstimmung mit Zellkulturexperimenten, in denen
gezeigt wurde, dafl Bag-1L Zelltod verhindert (Yang et al., 1999b). Bislang wurde allerdings
kein direkter Vergleich der Isoformen in Bezug auf deren Fahigkeit Apoptose zu inhibieren
durchgefiihrt. Da die Untersuchungen der Extremititen hingegen eindeutig eine inverse
Korrelation der Expression von Bag-1 mit Apoptose ergaben, und zwar fiir die Isoform
Bag-1L, legt dies die Vermutung nahe, daf} die Isoform Bag-1L in vivo eine antiapoptotische
Funktion ausiibt.

Fiir kein anderes pro- oder antiapoptotisches Protein konnte bisher eine Beteiligung an der
Extremitédtenentwicklung nachgewiesen werden. So ist beispielsweise Bcl-2 nicht im
Interdigitalgewebe sondern in den Fingern bzw. Zehen exprimiert. Dariiberhinaus zeigt die
Analyse der RARBy-doppeltdefizienten Mausembryonen keine Veridnderung der Expression
von Bcl-2 im Vergleich zum Wildtyp (Novack und Korsmeyer, 1994; Dupé et al., 1999). Das
proapoptotische Bax wiederum ist zwar komplementér zu Bcl-2 und ebenso wie Bag-1 im
Interdigitalgewebe exprimiert, doch zeigte sich bei der Analyse der RARPy-doppelt-
defizienten Mausembryonen keine Verdnderung der Expression von Bcl-2 im Vergleich zum
Wildtyp (Dupé et al., 1999).

Im Gegensatz zur Niere, bei der das Fehlen des Transkriptionsfaktors AP-28 zu einer
Verminderung der Bag-1 Expression fiihrte, hatte in den Extremititen das Fehlen der
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Transkriptionsfaktoren RAR und RARY eine vermehrte Expression von Bag-1 zur Folge.
Allerdings ist im Vergleich zur Niere einer dieser Transkriptionsfaktoren, RARP, im
Interdigitalgewebe mit Bag-1L koexprimiert. Zusammen mit den Experimenten der
Retinsiureapplikation, die zu einer Aktivierung des RARP und zur Verminderung der Bag-1
Expression fiihrte, 148t sich schlieBen, daB der RARP an der Regulation der Bag-1
Expression beteiligt ist.

Die Verminderung der Expression von Bag-1 im Interdigitalgewebe im Verlauf der
Extremitdtenentwicklung konnte auf transkriptioneller Ebene erfolgen. Hierfiir sprechen
verschiedene, eigene Vorversuche. Eine Northern blot Analyse mit P19 Zellen ergab eine
Verminderung der Bag-1 Expression nach Retinsdurebehandlung im Vergleich zur
Kontrollbehandlung (Ergebnisse nicht gezeigt). Dariiberhinaus ergab eine vorldufige
Promotoranalyse des Bag-1 Promotors (Yang et al, 1999c) sowohl in den beiden
transfizierten Brustkrebszellinien MCE-7 und T47D als auch in transfizierten P19 Zellen
eine Hemmung von etwa 40 % durch Retinséiurebehandlung im Vergleich zur
Kontrollbehandlung. Umgekehrt wurde gezeigt, daB Bag-1 an den RAR bindet und die
DNA-Bindung von RAR:RXR-Heterodimeren inhibiert und somit die durch Retinsdure
induzierte Transaktivierungsfunktion von RARs durch verschiedene Retinsdureantwort-
elemente (RAREsS; engl.: retinoic acid response elements) supprimiert (Liu et al., 1998).
Moglicherweise wird hierdurch ein Riickkoppelungsmechanismus etabliert, durch den die
transkriptionelle Regulation von Bag-1 gesteuert wird.

Obwohl Retinsdure die Expression von Bag-1 vermindert, ist der Mechanismus dieser
Regulation nicht bekannt. Im humanen Bag-1 Promotorfragment von ca. 1kb (Position
-893 bis +1) wurden bislang keine RAREs bestimmt (Yang et al., 1999c).

Im Bag-1 Promotor liegt jedoch eine Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor AP-1 (Yang
et al., 1999c). Da AP-1 und RAR iiber Proteininteraktion eine negative Interferenz in der
Transaktivierungskontrolle zeigen (Schiile et al., 1990; Nicholson et al., 1990; Pfahl, 1993),
konnte die Verminderung der transkriptionellen Bag-1 Expression durch die AP-1
Bindestelle vermittelt werden.

In der Promotorregion von Bag-1 sind weitere Elemente vorhanden, darunter eine Bindestelle
fiir p53. Allerdings ist die Expression von p53 in RARPBy-doppeltdefizienten Tieren nicht
verdndert (Dupé et al., 1999) und p53 fiihrt zu einer Erhohung der Bag-1 Trankription (Yang
et al., 1999c¢). Da p53 und homologe Proteine wie p63 in der apikalen ektodermalen Leiste
sich entwickelnder Extremitdtenknospen exprimiert werden und bei Epithel-Mesenchym
Interaktionen eine Rolle spielen und dariiberhinaus p63 Deletionsmutanten durch ein Fehlen
der Extremititen gekennzeichnet sind (Millis et al., 1999; Yang et al., 1999d), spielen p53 und
Homologe eher beim Auswachsen der Extremititenknospe eine Rolle und nicht bei der
Regulation von Bag-1 im Interdigitalgewebe.
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Dagegen sind an der Ausbildung der Zonen interdigitalen Zelltods die Mitglieder der
TGF-Familie Bmp-2, Bmp-4 und Bmp-7 beteiligt. Alle drei dieser sekretierten Faktoren
werden im Interdigitalgewebe vor und wihrend des Auftretens von Apoptose exprimiert
(Chen und Zhao, 1998; Merino et al., 1999; Dupé et al., 1999). Im Bag-1 Promotor befindet
sich ein TGF-sensitives Regulationselement (Yang et al., 1999c); allerdings ist nicht geklrt,
ob dieses an der Regulation der Bag-1 Expression beteiligt ist. Kulturversuche mit in das
Interdigitalgewebe implantierten Depots von Bmp-2, Bmp-4 und Bmp-7 ergaben, daf} alle
drei Apoptose im Interdigitalgewebe verstirken (Ganan et al.,, 1996; Yokouchi et al., 1996;
Zou und Niswander, 1996; Macias et al, 1997). Kulturversuche mit implantierten
Retinsduredepots im Interdigitalgewebe von Extremitdtenknospen ergaben eine verstirkte
Expression von Bmp-7 und Bmp-4 (Rodriguez-Leon et al, 1999). Die kombinierte
Applikation von Retinsidure und den Bmp-Antagonisten Noggin und Gremlin inhibierte die
durch Retinsdure induzierte Apoptose (Rodriguez-Leon et al, 1999). Dariiberhinaus
verhindern Retinséureinhibitoren zwar das Auftreten des physiologischen Zelltods jedoch
nicht die durch Bmp-Applikation induzierte Apoptose (Capdevila und Johnson, 1998;
Rodriguez-Leon et al., 1999). Aus diesen Experimenten 148t sich schlieBen, da3 Retinsdure
Apoptose stromaufwirts der Bmp-Familie reguliert. Im Widerspruch hierzu ergab allerdings
die Analyse der RARB”/RARY"-Mutanten eine unverinderte Expression von Bmp-2,
Bmp-4 und Bmp-7 (Dupé et al,, 1999). Durch zukiinftige Experimente muf3 geklirt werden,
inwieweit das TGF-B-Regulationselement im Bag-1 Promotor von Relevanz ist, und ob
Bmps die Expression von Bag-1 modulieren.

Die Homeoboxgene Msx-1 und Msx-2 sind ebenfalls im Interdigitalgewebe exprimiert und
spielen eine Rolle bei der Kontrolle des Zelltods in diesem Gewebe (Chen und Zhao, 1998;
Ferrari et al., 1998). Doch auch hier liegen in der Literatur ungekldrte Widerspriiche vor, daf3
namlich einerseits implantierte Retinsduredepots zu einer Verstirkung der Expression dieser
Gene fiihren, andererseits die Analyse der RARPy-doppeltdefizienten Mausmutanten eine
unverinderte Expression ergab (Dupé et al., 1999).

Ahnliche Widerspriiche liegen fiir weitere an der Ausbildung des interdigitalen Zelltods
beteiligter Gene vor, wie zum Beispiel die Hox-Gene Hoxa-13, Hoxd-13 und Hoxd-11
(Tabin, 1991; Dollé et al., 1993; Morgan und Tabin, 1993; Fromental-Ramain et al., 1996;
Dupé et al., 1999).

Der Mechanismus der negativen Regulation der Bag-1 Expression durch Retinsdure ist zum
jetzigen Zeitpunkt nicht gekldrt. Retinsdure konnte Apoptose iiber Mitglieder der
Bmp Familie regulieren, die wiederum auf unbekanntem Weg die Expression von Bag-1
vermindern. Alternativ hierzu konnten RARs durch die Interaktion mit AP-1 direkt die Bag-1
Expression vermindern. Zur Kldrung dieser Regulation sind weitere Untersuchungn

notwendig.
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5.5. Ausblick

Obwohl die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente eine starke Korrelation
von Bag-1 mit einer antiapoptotischen Funktion im Interdigitalgewebe der sich entwickelnden
Extremititen ergaben, wire der definitive Beweis die gewebespezifische Uberexpression von
Bag-1 in der Maus. Mit Hilfe des RARP-Promotors lieBe sich Bag-1 gezielt im
Interdigitalgewebe iiberexprimieren und dariiberhinaus die Expression durch all-trans
Retinséure induzieren. Wenn Bag-1 die durch Retinsdure induzierte Apoptose hemmt, dann
sollte die Analyse solcherart generierter Mausembryonen, analog zu den
RARBy-doppeltdefizienten Mausembryonen, persistierendes interdigitales Mesenchym
aufgrund einer verminderten Apoptoserate in diesem Gewebe ergeben.

Eine Alternative wire die Generierung von Mausmutanten, bei denen Bag-1 durch homologe
Rekombination deletiert ist. Da allerdings Bag-1 ein multifunktionelles Protein ist, konnte es
durchaus sein, dafl die erhaltenen Méuse embryonal letal sind. Moglicherweise trite die
Letalitit so friih in der Embryogenese auf, dal keine Extremititenanomalien zu untersuchen
wiren.

Die vorgelegten Ergebnisse sprechen jedoch auch dafiir, da8 zumindest in den Extremitéten
die Isoform Bag-1L eine antiapoptotische Funktion ausiibt. Da Bag-1L in der Embryogenese
im Vergleich zu den kleineren Isoformen wesentlich restriktiver exprimiert wird, bietet sich
auch die Moglichkeit, ausschlieBlich Bag-1L in der Maus zu deletieren. Moglicherweise
konnten in diesen Mausen eventuell auftretende Letalitdtsprobleme vermieden werden und ein

Extremitdtenphénotyp analysiert werden.
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