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Abstract

Basement membranes are highly specific sheets of the extracellular matrix that play essential
roles during development and later tissue maintenance. Nidogens are ubiquitous basement
membrane glycoproteins consisting of two isoforms. They have been suggested to play a
crucial role in the assembly of basement membranes, in particular in building up ternary
complexes between the main components, the network forming laminins and collagen type IV
as well as perlecan. Since mice lacking both nidogen isoforms synthesize basement
membranes and undergo complete embryonic development this model needs to be modified.

The aim of this study was to investigate the role of nidogens in diverse developmental
mechanisms. Nidogen 1/2-deficient mice develop a fully penetrant soft tissue syndactyly in
fore- as well as hindlimbs. The data presented here show that the basement membrane
underneath the distal ectoderm gets disrupted during the establishment of the apical
ectodermal ridge (AER), a specialised signalling centre. Although the basement membrane is
restored as the limb buds grow out, mesenchymal cells protrude through the defect barrier and
establish an ectopic cell layer on the distal surface of the autopod. This rupture of
compartmentalisation is accompanied by a decrease in expression of the apoptotic signaling
molecules Bmp2 and Bmp7 and subsequent syndactyly. Beside this structural defect a
minority of nidogen 1/2-deficient mice show hypoplasia of anterior skeletal elements along
the entire proximodistal axis, a phenocopy of AER-specific Fgf8-disruption. Deficiency of
both nidogen isoforms results in anterior truncation, less compaction and splitting of the Fgf8-
expression domain, the AER. Furthermore, the loss of basement membrane integrity leads to a
diffusion of FGF8-protein into the underlying mesenchyme and likely alters its signalling
capabilities.

In order to verify the via blocking experiments predicted role of nidogens during
epithelial morphogenesis, development of the submandibular gland was investigated. While
newborn nidogen 1/2-deficient mice show only a slight reduction in epithelial branches, the
culture of embryonic explants revealed a strong defect in branching morphogenesis.
Consistent with this defect Nidogen 1/2-deficient explants do not assemble any subepithelial
basement membrane. Transgenic mice secreting the nidogen-binding-site in mammary gland
epithelial cells have been generated to investigate the importance of the interaction between
nidogen and laminin during epithelial morphogenesis. Low expression of the transgene

hampered the attempts to answer this question.



The new findings presented in this thesis demonstrate the tissue-specific necessity of
nidogens during organogenesis. This still leaves the possibility that nidogens do not
exclusively act by maintaining structural stability but also by establishing an environment for

proper signalling.



Zusammenfassung

Basalmembranen sind diinne Schichten der Extrazellularen Matrix und spielen sowohl
wahrend der Embryonalentwicklung als auch im adulten Organismus eine zentrale Rolle. Das
in  Vertebraten durch zwei Isoformen représentierte Nidogen stellt eine ubiquitére
Komponente der Basalmembranen dar. Aufgrund der in vitro nachgewiesenen Interaktionen
mit den beiden Netzwerke-ausbildenden Molekilen Laminin und Kollagen 1V, sowie dem
Heparansulfat-Proteoglycan Perlecan wurde Nidogen eine integrative Funktion bei der
Assemblierung von Basalmembranen zugesprochen. Die Etablierung von Nidogen-
defizienten Mauslinien demonstrierte jedoch, dass Nidogen in vivo nicht generell fur die
Assemblierung von Basalmembranen notwendig ist. Trotz dieser Uberraschenden Tatsache
sind Nidogen 1/2-defiziente Mause nicht lebensféhig und bilden gewebespezifische Defekte
aus, wie z.B. Syndaktylie der VVorder- als auch Hinterextremitaten.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Funktion von Nidogen in spezifischen
Entwicklungsmechanismen. Es konnte gezeigt werden, dass in Nidogen 1/2-defizienten
GliedmalRen die Basalmembran mit Ausbildung der Apikalen Ektodermalen Randleiste
(AER) im distalen Bereich der Extremitatenknospe ihre Integritét verliert. Trotz Aufbau einer
morphologisch intakten Basalmembran in spéteren Entwicklungsstadien fihrt die lokale
Auflosung der epitheliomesenchymalen Kompartimentgrenze zur Ausbildung einer
ektopischen mesenchymalen Zellschicht im distalen Bereich der Autopodien. Diese
strukturellen Veranderungen gehen mit einer reduzierten Expression der Apoptose-
vermittelnden Molekile Bmp2 und Bmp?7 einher, der vermuteten Ursache der Syndaktylie.
Nidogen 1/2-defiziente Extremitdten zeigen aulRerdem mit geringer Penetranz einen Verlust
anteriorer Skelettelemente entlang der gesamten proximodistalen Achse, eine Phédnokopie der
AER-spezifischen Fgf8-Defizienz. Tatséchlich konnten in den Nidogen 1/2-defizienten
Extremitatenknospen sowohl morphologische als auch funktionelle Veranderungen in der
AER, der Expressionsdomédne von Fgf8, nachgewiesen werden. Neben einer anterior
verkirzten, weniger kompakt ausgebildeten und medial unterbrochenen AER, fuhrt die
defekte Barriere zu einer erleichterten Diffusion des FGF8-Proteins in das Mesenchym und
mutmaBlich zu einer Veranderung der Signaltransduktion.

Anhand der Entwicklung der Unterkieferspeicheldriise wurde die Auswirkung der
Nidogen 1/2-Defizienz auf die epitheliale Verzweigungsmorphogenese untersucht. Wahrend

der Phénotyp in vivo begrenzt ist, konnte in einem ex vivo-System die anhand von



Blockierungsexperimenten vermutete Funktion von Nidogen bei der
Speicheldrisenmorphogenese bestatigt werden. Dabei korelliert die Reduktion epithelialer
Verzweigung mit dem Verlust der Assemblierung von subepithelialen Basalmembranen in
Nidogen 1/2-defizienten Explantaten. Inwiefern die hochaffine Interaktion von Nidogen und
Laminin bei der epithelialen Morphogenese essentiell ist, sollte mit Hilfe eines Mausmodells
untersucht werden. Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten transgenen Linien, die ein mit
der Bindung von Nidogen an Laminin konkurrierendes Peptid spezifisch in den sich ebenfalls
uber Verzweigungsmorphogenese entwicklenden Milchdriisenepithelien sezernieren, konnten
aufgrund von zu schwacher Expression nicht zur Kl&rung dieser Frage beitragen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Basalmembranen in Nidogen 1/2-
defizienten Mausen nicht alle gewebespezifischen Anspriiche wéhrend der Organogenese
erfillen. Dabei vermittelt Nidogen nicht nur die mechanische Stabilitdt der Basalmembran

sondern nimmt auch Einfluss auf die Signalwirkung im angrenzenden Gewebe.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Basalmembran

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist ein Geflecht sekretierter Makromolekiile, dessen
Zusammensetzung stark zwischen unterschiedlichen Geweben variiert. Basalmembranen
stellen eine spezialisierte Form der Extrazelluldaren Matrix dar. Sie grenzen als diinne Schicht
(20-300 nm) Epithel- und Endothelzellen vom benachbarten Bindegewebe ab, umgeben glatte
und quergestreifte Muskelzellen, die Schwannzellen des peripheren Nervensystems sowie
Fettzellen. Durch die konventionelle Fixierung fir die Elektronenmikroskopie gliedern sich
Basalmembranen in zwei strukturell unterscheidbare Schichten, die Lamina lucida, welche
dem Parenchym anliegt, und benachbart zum Stroma die Lamina densa.

Ubiquitare Bestandteile aller Basalmembranen sind die vier Hauptkomponenten
Laminin, Kollagen 1V, Nidogen und Perlecan. Diese vier Makromolekile bilden das
Grundgerust, in das weitere spezifische ECM-Molekiile eingelagert werden. Sowohl durch
unterschiedliche Anteile der Komponenten als auch durch die gewebespezifische Expression
unterschiedlicher Isoformen wird eine erhebliche Variabilitat erreicht.

1.2 Die vier Hauptkomponenten der Basalmembran

1.2.1 Kollagen IV

Kollagen 1V ist ein nicht-fibrillares Kollagen, das ausschlieBlich in Basalmembranen
gefunden wird. Sechs unterschiedliche Polypeptide, ol bis a6 bilden Heterotrimere. Die al-
und a2-Ketten werden ubiquitdr exprimiert, wahrend die tbrigen Untereinheiten in zeitlich
und rdumlich begrenzten Expressionsmustern auftreten (Miner and Sanes, 1994; Kuhn, 1995).
Jede a-Kette ist aus drei Doméanen aufgebaut; eine Cystein-reiche N-terminale 7S-Domane,

eine zentrale tripel-helikale Domane und eine C-terminale nicht-kollagene NC1-Doméne.



2 Einleitung

Uber die NC1-Domine assemblieren die o-Ketten zunachst in Heterotrimere, welche sich
anschlieBend paarweise aneinanderlagern, wéhrend die 7S-Doméne an der kovalenten
Zusammenlagerung von jeweils vier Heterotrimeren in eine spinnenartige Struktur beteiligt ist
(Dolz et al., 1988; Boutaud et al., 2000). Zusatzlich zu diesen Verkniipfungen assoziieren
Kollagen-Molekiile auch lateral und bilden so ein komplex verzweigtes Netzwerk (Yurchenco
and Ruben, 1987).

Monomer | - Q
7S Tripelhelikale Doméne NC1

Netzwerk

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Kollagen 1V-Netzwerks. Drei o-Ketten bilden eine Tripelhelix
mit aminoterminalen 7S- und carboxyterminalen NC1-Doménen. Je vier Molekiile bilden tiber ihre 7S-Doménen
spinnenartige Strukturen aus, auBerdem binden je zwei Trimere Uber die NC1-Domaénen in Kopf-an-Kopf-
Orientierung aneinander. Die lateralen Wechselwirkungen der Kollagen 1V-Fibrillen ist hier nicht dargestellt
(Ortega and Werb, 2002).

1.2.2 Perlecan

Perlecan ist ein Heparansufat-Proteoglycan (HSPG), das sowohl in allen Basalmembranen als
auch in der ECM des Gelenkknorpels und in der Wachstumszone des Knochens gefunden
wird. Das ~400 kDa groRBe Kernprotein ist aus finf Doménen aufgebaut, von denen vier
Homologien zu weiteren sekretierten Proteinmodulen aufweisen. Die N-terminale Doméne ist
einzigartig unter den Basalmembranmolekilen und besitzt drei Konsensussequenzen fir die
Anlagerung von Heparansulfat-Seitenketten (Paulsson et al., 1987a). Eine weitere
Glucosaminoglycan (GAG)-Kette kann an die Domane V binden. Der Aufbau der GAG-



Einleitung 3

Ketten sowie deren GrofRe ist gewebespezifisch und bestimmt einen Grof3teil der
Eigenschaften von Perlecan (Knox et al., 2002). So bewirkt der groRBe Anteil negativ
geladener Gruppen im Heparansulfat Interaktionen mit Kationen und bedingt den hydrophilen
Charakter des Proteoglycans.

In der Basalmembran geht Perlecan Interaktionen mit Laminin, Kollagen IV und
Nidogen ein (Hopf et al., 1999). Fir die Doméne V sind Interaktionen mit
Zelloberflachenrezeptoren wie Bl-Integrin und a-Dystroglycan beschrieben (Brown et al.,
1997; Talts et al., 1999). Perlecan bindet und stabilisiert iber seine HS-Ketten sowie den
Proteinkern z.B. FGF2 (fibroblast growth factor 2), VEGF (vascular endothelial growth
factor) oder PDGF (platelet-derived growth factor) und tUbernimmt so die Funktion eines
Reservoirs fir Wachstumsfaktoren (lozzo, 1998; Mongiat et al., 2000; Knox et al., 2002). Im
Extrazellularraum treten neben den sezernierten, Basalmembran-assoziierten HSPGs
Perlecan, Agrin und Kollagen XVIII noch weitere, an die Zelloberflache gebundene
(Glypican) oder die Membran durchspannende (Syndecan) HSPGs auf. Mutationen in am
Aufbau der HS-Ketten beteiligten Enzymen deckten die Funktion von HSPGs in der
Signaltransduktion unterschiedlicher Wachstumsfaktoren auf (Esko and Selleck, 2002; Lin,
2004).

00 Q--Q-Q-

A
}_.““0‘.‘”.“‘."4-\/”;’

LDLR ‘IG ®LE .L4 ‘LG .EGF

I

* HS-Bindestelle .SEA

Abbildung 1.2: Struktureller Aufbau des murinen Perlecans. Die flinf Doménen sind mit rémischen Zahlen
markiert. Der Proteinanteil besteht aus Modulen die auch in anderen ECM-Proteinen gefunden werden.
Domane | tragt drei Ser-Gly-Asp Tripletts, die als Bindestellen fir Heparansulfat dienen. Eine weitere
konditionale Heparansulfat-Anlagerungsstelle befindet sich in Doméne V (modifiziert nach lozzo, 2005).



4 Einleitung

1.2.3 Laminin

Die Laminine bilden die grote Familie unter den Basalmembranmolekdilen. Jedes Laminin
ist ein Heterotrimer aus einer a-, - und y-Untereinheit. Die drei Ketten assemblieren Uber
ihre lange coiled-coil-Domane und bilden so ein Molekil bestehend aus einem langen sowie
drei kurzen Armen. Die Untereinheiten sind in aufeinander folgende globulédre und
stabférmige Doménen strukturiert, die a-Untereinheit erstreckt sich carboxyterminal tiber den
coiled-coil Bereich hinaus und bildet die G-Domane (Timpl et al., 2000). In Sdugern sind flnf
a, drei B und drei y-Ketten beschrieben. Von den 45 theoretisch mdglichen Heterotrimeren
wurden bis heute nur 15 identifiziert. Neben der gleichzeitigen Expression der Untereinheiten
spielt moglicherweise auch die von ionischen Wechselwirkungen abhangige Stabilitat der
unterschiedlichen Trimere hierbei eine Rolle (Beck et al.,, 1993). Eine zuséatzliche
Untereinheit entsteht durch differentielles RNA-SpleiBen der o3-Kette, aulBerdem werden
einige der Ketten alternativ prozessiert, was zu einem weiteren Anstieg an Variabilitat fuhrt
(Aumailley et al., 2003). In Abbildung 1.3 sind die Laminin-lsoformen schematisch
dargestellt. Entsprechend der Nomenklatur von Burgeson et al. (1994) wurden die Laminine
in der Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung mit arabischen Zahlen nummeriert. Kirzlich wurde
eine neue Nomenklatur fur die Laminine vorgestellt, in der alle Heterotrimere entsprechend
ihrer Untereinheiten bezeichnet werden und die in dieser Arbeit verwendet wird (Aumailley et
al., 2005).

Die Anzahl der Doménen in den kurzen Armen variiert zwischen den einzelnen
Ketten, dadurch entstehen Heterotrimere mit einem oder mehreren trunkierten Armen. Die
N-terminalen (LN) Doménen vermitteln (ber Ca’*-abhangige Interaktionen die
Polymerisation der Laminine in ein Netzwerk (Yurchenco and Cheng, 1993). In
Polymerisationsassays konnte gezeigt werden, dass die trunkierten Laminine 332 und 311
nicht zu Netzwerken assoziieren und nicht mit Laminin 111 kopolymerisieren (Cheng et al.,
1997). Trotzdem werden diese Isoformen in Basalmembranen gefunden. Sie kdnnen uber
kovalente Interaktionen mit anderen Laminin-Isoformen, die Bindung an Nidogen oder an
Laminin-Rezeptoren in der Basalmembran verankert werden. In vitro-Studien konnten zeigen,
dass auch homologe LN-Doménen unterschiedlicher Trimere miteinander interagieren und
somit auch die Ausbildung von Netzwerken mit trunkierten Laminin-lsoformen mdglich ist
(Odenthal et al., 2004).
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Die G-Domane der unterschiedlichen Laminine, die unprozessiert aus finf LG-
Modulen besteht, vermittelt Interaktionen mit der Zelloberflache (Yurchenco et al., 2004).
Viele G-Domanen interagieren mit Heparin und Sulfatiden, auRerdem binden die meisten an

a6B1 und a3B1-Integrin sowie einige an a-Dystroglycan.

as

Laminin 1/111 Laminin 10/511 Laminin 6/3A11  Laminin 5/3A32  Laminin 5B/3B32
Laminin 2/211 Laminin 11/521 Laminin 7/3A21

Laminin 3/121 Laminin 15/523 Laminin 8/411

Laminin 4/221 Laminin 9/421

Laminin 12/213 Laminin 14/423

Abbildung 1.3: schematische Darstellung der Laminin-lsoformen. Die Nomenklatur nach Burgeson et al.
(1994) ist in blau dargestellt, die neue Nomenklatur (Aumailley et al., 2005) ist rot hervorgehoben. Durch
Kombination unterschiedlicher o, f und y-Ketten entstehen Laminine mit klassischem Aufbau, einer N-terminal
verldngerten a-Untereinheit bzw. mit einem oder mehreren trunkierten kurzen Armen (modifiziert nach
Colognato und Yurchenco, 2000).

1.2.4 Nidogen

Nidogen 1 wurde zuerst aufgrund seiner hohen Affinitdt zu Laminin aus Gewebekulturen
koimmunoprazipitiert (Hogan et al., 1980) und spéter aus Teratokarzinomazellen (Carlin et
al., 1981) und dem EHS-Tumor (Timpl et al., 1983) isoliert. Das Protein ist aus drei
globuldaren Doménen aufgebaut, die durch eine flexible Protease-sensitive Domane sowie eine
starre stabformige Struktur miteinander verbunden sind (Fox et al., 1991) (Abb. 1.4). Mit
Hilfe von rotary shadowing Elektronenmikroskopie konnte die Komplexbildung zwischen

Nidogen 1 und Laminin 111 bestétigt werden (Paulsson et al., 1987b). Des Weiteren bindet
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rekombinantes Nidogen 1 die anderen Hauptkomponenten der Basalmembran und kann
terndre Komplexe ausbilden (Fox et al., 1991). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde
postuliert, dass Nidogen als Schliusselkomponente beim Aufbau von Basalmembranen
fungiert, indem es die beiden unabhédngig assemblierenden Laminin- und Kollagen IV-
Netzwerke miteinander verbindet sowie andere Komponenten integriert (Timpl, 1996).

Nidogen 1 O

@ =cr [ Thyroglobulin . LDLR-YWTD

Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau der beiden Nidogen-Isoformen. Obwohl murines Nidogen 1 und
Nidogen 2 nur 27% Sequenzhomologie untereinander aufweisen, ist der strukturelle Aufbau in drei globulére
Doménen (G1-G3), die durch eine flexible und eine stabahnliche Struktur miteinander verbunden sind,
konserviert (Kimura et al., 1998). Die Doméane G2 vermittelt Interaktionen an Kollagen IV, Perlecan und
Fibulin-1, wahrend Laminin und Fibulin-2 an die Doméne G3 binden. Die beiden Isoformen unterscheiden sich
geringfiigig in der Anzahl ihrer Module. (Erickson and Couchman, 2000).

Die best charaktierisierte Interaktion von Nidogen ist die zu Laminin. Die hochaffine
Nidogen-Bindestelle wurde im LE-Modul 4 der Doméne Ill in der Laminin yl-Kette
lokalisiert (y1l114) (Mayer et al., 1993; Poschl et al., 1994). Entsprechend der jlingst
veroffentlichten Nomenklatur der Laminine wird diese Doméne als yl1LEb3 bezeichnet
(Aumailley et al., 2005). Ubereinstimmend mit den in dieser Arbeit zitierten Publikationen
und verwendeten Konstrukten wird hier jedoch die Bezeichnung y1l114 beibehalten. Die
dreidimensionale Struktur der entsprechenden 56 Aminoséuren grofen Region wurde
kristallographisch und mittels NMR analysiert (Baumgartner et al., 1996; Stetefeld et al.,
1996). LE-Module bilden eine starre Struktur aus vier Schleifen, welche durch

Disulfidbriickenbindungen zwischen acht Cysteinen und antiparallele B-Faltblatter stabilisiert
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wird. Entscheidend fur die Bindung an Nidogen sind drei Aminosduren in Laminin y11114
(Abb. 1.5), von denen zwei in der Laminin y2-Kette verandert vorliegen (V804S und N802S)
(Mayer et al., 1995). Die LDL-Rezeptor YWTD-Module in der Nidogen G3-Domane bilden
einen sechsbléattrigen B-Propeller und damit die komplementare Bindestelle aus (Mann et al.,
1988; Takagi et al., 2003).

Abbildung 1.5: Bindung von Nidogen an Laminin. Die beiden Proteine sind schematisch dargestellt. Der
Detailausschnitt zeigt die dreidimensionale Struktur der komplementdren Bindungsstellen. Fir die Interaktion
essentielle Aminoséuren in Laminin y11114 sind eingezeichnet (modifiziert nach Stetefeld et al., 1996 und Takagi
etal., 2003).

In Saugern existiert eine zweite Isoform mit gleicher Domanenstruktur, Nidogen 2
(Kohfeldt et al., 1998). Beide Nidogene weisen in vitro ein breites, Uberlappendes Spektrum
an Bindungsaffinitdten zu anderen Komponenten der Basalmembran wie Fibulin, Perlecan
und Kollagen 1V auf (Hopf et al., 2001; Salmivirta et al., 2002; Schymeinsky et al., 2002).
Die Affinitat von Nidogen 2 zu dem Lamyll114-Modul variiert zwischen den humanen und
murinen Homologen. Wahrend humanes Nidogen 2 mit etwa 1000fach geringerer Affinitat
als Nidogen 1 bindet (Kohfeldt et al., 1998), ist beim murinen Nidogen 2 die Bindung nur um
das ~8fache reduziert (Miosge et al., 2002; Salmivirta et al., 2002). Nidogen 2 wird wahrend

der Embryonalentwicklung gemeinsam mit Nidogen 1 ubiquitdr in allen Basalmembranen
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exprimiert (Miosge et al., 2002; Gersdorff et al., 2005). Mit der Spezifizierung im adulten
Organismus wird Nidogen 2 besonders in endothelialen Basalmembranen angereichert,
wahrend Nidogen 1 weiterhin in deutlich molarem UberschuB ubiquitirer Bestandteil aller
Basalmembranen ist (Kohfeldt et al., 1998; Murshed et al., 2000).

1.3 Konservierung der Basalemembran-Genprodukte

Die Proteine der extrazellularen Matrix sind Mosaike aus etwa 65 unterschiedlichen Doménen
(Ponting et al., 1999). Es wird vermutet, dass sie durch Gen-Duplikation und Exon-shuffling
evolutionér entstanden (Patthy, 1996). Basalmembranen kommen in den Geweben fast aller
multizelluldrer Metazoen vor. lhre Komponenten und Rezeptoren sind hochkonserviert und
gehodren zu den altesten Genprodukten der ECM (Hynes and Zhao, 2000; Rubin et al., 2000).
Interstitielle ECM-Komponenten hingegen, wie Elastin, fibrillare Kollagene und Fibronektin,
scheinen sich nur in Saugern entwickelt zu haben. Sequenzvergleiche der Genome von
C. elegans, Drosophila und Mensch zeigen starke Homologien von Laminin, Kollagen 1V,
Perlecan und Nidogen (Li et al., 2003b), wobei die Anzahl der Isoformen in den S&ugern
zunimmt. Dies wird bei der Familie der Laminine besonders deutlich. Drosophila und
C. elegans exprimieren je vier Laminin-Ketten, zwei a- sowie eine - und eine y-Kette, und
damit zwei Heterotrimere. Eine der a-Untereinheiten hat starke Ahnlichkeit zu Laminin o5
der S&uger, wéhrend die andere die grolite Homologie zu Laminin al aufweist. Wéhrend der
Séuger-Embryogenese sind die Laminin ol und ab-Ketten die frihesten exprimierten o.-
Untereinheiten, die vermutlich evolutiondr jungeren Ketten werden erst in spéteren

Entwicklungsstadien in begrenzten Mustern exprimiert.
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1.4 Bedeutung der Basalmembrankomponenten in der

Embryonalentwicklung

In der Sdugerentwicklung erscheint die erste Basalmembran kurz nach der Differenzierung
der Morula in die Blastozyste. Die ersten Komponenten werden vom primitiven Endoderm
synthetisiert und assemblieren an der Grenzschicht zur inneren Zellmasse. Nach der
Implantation der Blastozyste in das Endometrium am Embryonaltag (E) 4,5 differenzieren
sich die der Basalmembran anliegenden Zellen zum Epithel des Epiblasten und eine zentrale
proamniotische Hohle bildet sich aus. Es entsteht die embryonale Basalmembran, die das
viscerale Endoderm vom Epiblasten trennt, sowie Reicherts Membran, die zwischen
parietalem Endoderm und dem Trophoblasten liegt.

Die Relevanz von Laminin wird durch die frihe embryonale Letalitdt am E 5.5 bei
Verlust der Laminin y1 oder B1-Kette deutlich (Smyth et al., 1999; Miner et al., 2004). Beide
von der Blastozyste sekretierten Basalmembranen bilden sich in Abwesenheit dieser Laminin-
Ketten nicht aus und die Differenzierung der Blastozyste stoppt. In Lamal-defizienten
Embryonen kann die a5-Kette den Verlust partiell kompensieren und das parietale Endoderm
sowie das embryonale Ektoderm differenzieren sich. Allerdings wird Reicherts Membran
trotz Sekretion eines polymerisationsfahigen Laminin-Trimers auch in diesen Embryonen
nicht gebildet und sie sterben am E 7 (Miner et al., 2004).

Im Unterschied zur Laminin-Defizienz assembliert die Blastozyste andere
Basalmembrankomponenten in Abwesenheit von Kollagen 1VV. Mutationen im bidirektionalen
Promoter der Col4al und a2-Gene fiihrt zum Verlust aller Kollagen 1V-Isoformen wéhrend
der periimplantéren Entwicklung. Trotzdem bilden solche Embryonen Basalmembranen aus
und entwickeln sich bis zu E10. Erst unter stdrkeren mechanischen Belastungen fiihren
Defekte in diesen rudimentéren Basalmembranen zum Tod (Poschl et al., 2004). Kollagen IV
ist demnach fir die Stabilitit und Integritit der Basalmembranen notwenig. In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen in Mauseembryonen werden in Nematoden die
beiden Laminin-lIsoformen friher als Kollagen IV exprimiert und assemblieren auch in
Kollagen IV-Mutanten (Gupta et al., 1997; Huang et al., 2003). Die frihen Basalmembranen
enthalten demnach kein Kollagen. Ebenso ist die Funktion von Perlecan und Nidogen
wahrend der friihen Embyrogenese nicht essentiell. Perlecan-defiziente Embryonen zeigen die

ersten Defekte in mechanisch stark belasteten Basalmembranen am Tag 10,5pc (Costell et al.,
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1999), wahrend der Verlust der Nidogen-Isoformen mit der vollstdndigen

Embryonalentwicklung vereinbar ist (Bader et al., 2005).

1.5 Verankerung in der Zellmembran

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Ausbildung von Basalmembranen ist die Adhésion von
strukturellen Komponenten an der Zelloberfliche. Die Aggregation von Netzwerken
geschieht vorzugsweise wenn Laminin an Zelloberflachenrezeptoren gebunden vorliegt,
wobei die Bindung seiner LG-Doménen an die Rezeptoren fir die Differenzierung des
Epiblasten notwendig sind (Colognato et al., 1999; Li et al., 2002). Bindungsstudien zeigten
Interaktionen von Basalmembrankomponenten mit multiplen Zelloberflachenrezeptoren wie
Integrinen, a-Dystroglycan, Syndecanen und Lipid-Sulfatiden (Talts et al., 1999; Yurchenco
et al.,, 2004). Wéhrend einige dieser Interaktionen zur Zelladhdsion und damit zur
Verankerung der Basalmembran beitragen, vermitteln die Bindungen an Integrine und
a-Dystroglycan Signale in die Zelle und sind die einzigen bekannten Rezeptoren, die
extrazellulare Liganden mit Aktin bzw. Intermediarfilamenten des Zytoskeletts verbinden
(Brakebusch and Fassler, 2003).

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine aus zwei nicht-kovalent
assoziierten a- und B-Untereinheiten. Der Bindung an einen Liganden folgt die Rekrutierung
von Signalmolekilen und die Initiierung einer Signalkaskade. Auf diese Weise tbermitteln
Integrine Signale zur Zellmotilitat, Vitaliat, Proliferation und Genexpression (Hynes, 2002).
Die vermutlich biologisch relevanten Interaktionen werden zwischen den LG-Domanen der
Laminine und unterschiedlichen B1-Intgrinen sowie a.6p4-Integrin vermittelt (Colognato and
Yurchenco, 2000; Salmivirta et al., 2002). Auch fur die anderen ubiquitdren
Basalmembrankomponenten wie Kollagen 1V, Nidogen und Perlecan sind Interaktionen mit
B1-Integrinen beschrieben (Dedhar et al., 1992; Brown et al., 1997; Salmivirta et al., 2002).
Ein weiterer Hauptrezeptor von Basalmembrankomponenten ist a—Dystroglycan, das an die

LG-Module von Perlecan, Agrin und mehreren Lamininen bindet (Hohenester et al., 1999).
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Abbildung 1.6: Modell der molekularen Zusammensetzung von Basalmembranen. Das Kollagen V-
Netzwerk und das Laminin-Netzwerk werden Uber Nidogen verknupft. Perlecan bindet an Kollagen 1V,
Laminin, Nidogen und an sich selbst (Yurchenco and Schittny, 1990).

1.6 Invitro Modell zur Basalmembran-Assemblierung

Wenn pluripotente Embryonale Stammzellen unter definierten Bedingungen Kkultiviert
werden, bilden sie embryoide Korperchen aus, die den frihen Stadien muriner
Embryonalentwicklung ahneln. Embryoide Korperchen bilden eine duRRere endodermale
Zellschicht, eine subendodermale Basalmembran und differenzieren ein Epithelium mit einem
zentralen, der proamniotischen HoOhle &hnlichen Lumen. Die Differenzierung mutanter
embryoider Korperchen in Gegenwart unterschiedlicher ECM-Komponenten und Fragmenten
ermoglichte eine detaillierte Analyse der Basalmembran-Assemblierung und damit
assoziierten Differenzierungsschritten (Li et al., 2003b). Diese Untersuchungen zeigten, dass
sowohl die Interaktionen zwischen den LN-Domadnen als auch die Verankerung an der
Zelloberflache essentiell fir die Laminin-Polymerisation, den Aufbau einer Basalmembran

und die Differenzierung der Inneren Zellmasse sind. Die Assemblierung einer Basalmembran
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ist flr die Hohlraumbildung und die Polarisierung des Epiblasten notwendig (Murray and
Edgar, 2000; Li et al., 2001; Li et al., 2002).

Ahnlich der Laminin-Defizienz fiihren Verlust-Mutationen von B1-Integrin oder
o—Dystroglycan zu friher embryonaler Letalitdt am E 5.5 (Fassler and Meyer, 1995; Stephens
et al., 1995; Williamson et al., 1997). Die Analyse mutanter embryoider Korperchen konnte
zeigen, dass P1l-Integrin fir die Expression von Laminin essentiell ist und exogen
zugegebenes Laminin assembliert wird. Weder B1-Integrin, noch a-Dystroglycan oder
Heparansulfate werden fir die Assemblierung einer Basalmembran und der frihen
Epiblasten-Differenzierung benétigt (Lin et al., 2000; Li et al., 2002).

1.7 Funktion von Basalmembranen wahrend der Organogenese

Zahlreiche heterotypische Zell-Zell-Interaktionen, die essentiell fir die Organogenese sind,
finden zwischen durch eine Basalmembran voneinander getrennten Zellen statt. Die
Verlustphénotypen einzelner Basalmembrankomponenten spiegeln die Spezifitat und
Heterogenitat der die unterschiedlichen Gewebe umgebenden Basalmembranen wieder. In der
Haut werden die basalen Keratinozyten der Epidermis Uber eine spezielle adhasive Struktur,
die Hemidesmosomen, mir der unterliegenden Basalmembran verbunden. Mutationen in
Genen, die am Aufbau der epidermalen-dermalen Basalmembran beteiligt sind, fihren zu
einer Trennung der beiden Hautschichten und Blasenbildung (Epidermolysis bullosa
junctionalis) (Nakano et al., 2002). Mutationen oder Verlust der Laminin a2-Kette schwacht
die Basalmembran der Skelettmuskulatur, was zu einer Zerstérung von Muskelfibrillen durch
die mechanische Beanspruchung wéhrend der Kontraktion flhrt. Hingegen resultieren
Defekte in der das Gehirn vom benachbarten Mesenchym abgrenzenden Basalmembran in
einer Auflésung der Kompartimentgrenzen und Invasion von neuronalem Gewebe in das
dartiberliegende Ektoderm (Georges-Labouesse et al., 1998; Arikawa-Hirasawa et al., 1999;
Costell et al., 1999; Graus-Porta et al., 2001; Poschl et al., 2004). Am Beispiel der
Schwannzellen des peripheren Nervensystems kann der Einflu} von Basalmembranen auf das
Differenzierungspotential der angrenzenden Zellen dargestellt werden. Der Verlust von
Basalmembrankomponenten flhrt hier zu Myeliniserungsdefekten der Axone (Patton et al.,
1999; Chen and Strickland, 2003). Auch die Differenzierung von Zellen, die nicht direkt an
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eine Basalmembran angrenzen, wird durch sie beeinflusst. In Laminin-defizienten
embryoiden Korperchen konnte gezeigt werden, dass erst die Assemblierung einer
subendodermalen Basalmembran Apoptose in den weiter innen liegenden Zellen und so die
Ausbildung der proamniotischen Hohle induziert (Murray and Edgar, 2000).

In Tabelle 1.1 sind exemplarisch einige reprasentative Mutanten der Maus dargestellt.
Mutationen in allen Laminin-Genen, aufler lamb4 und lamc3 sind publiziert. Die mutanten
Phanotypen zeigen, dass die beiden urspriinglichen Laminin-Trimere, repréasentiert durch
Laminin 111 und Laminin 511, essentiell fiir eine Vielzahl von Entwicklungsvorgangen wie
Gastrulation, Schluf? des Neuralrohres und Plazentabildung sind. Die anderen, spater
evolvierten Isoformen zeigen Gewebe- und Zelltyp-spezifische Funktionen. Im Folgenden
wird die Funktion von Basalmembranen in einigen spezifischen Entwicklungsvorgangen

detaillierter beschrieben.
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Tabelle 1.1: Verlust-Phé&notypen ausgewahlter Basalmembrankomponenten und ihrer Rezeptoren

mutierter Lokus

Phanotyp

Referenz

Laminin a1
Laminin a2
Laminin a3
Laminin o4
Laminin a5
Laminin y1 oder B1
Laminin B2
Kollagen IV al+a?2
Kollagen IV a3
Nidogen 1
Nidogen 2
Perlecan
B1-Integrin
B4-Integrin
o2-Integrin
a6-Integrin
a3-Integrin

a3 + ab-Integrin

a-Dystroglycan

Embryonal letal (E7), embryonale Basalmembran
wird gebildet, Reicherts Membran fehlt

Adult letal, Muskeldystrophie und periphere
Neuropathie

Neonatal letal, junktionale Epidermolysis bullosa

Vital, transiente Defekte in den kleinen
Blutgefalien

Embryonal letal (E14-17), Defekte in Plazenta,
Neuralrohr, Extremitaten, Lunge und Niere

Embryonal letal (E5,5), keine Basalmembran
wird gebildet

Postnatal letal, Defekte in der Neuromuskularen
Verbindung und den Nierenglomeruli

Embryonal letal (E10), Defekte in Reicherts
Membran

Adult letal, Nierendefekte

Lebensfahig und fertil, Epilepsie

Lebensfahig und fertil

Embryonal (E10,5) oder neonatal letal,
Chondrodysplasie, Defekte im Gehirn und Herz

Embryonal letal (E5,5)

Perinatal letal, Epidermolysis bullosa

Reduzierte Verzweigungen in der Milchdriise

Neonatal letal, Epidermolysis bullosa, neuronale
Ektopia

Neonatal letal, reduzierte Verzweigungen in
Niere und Lunge

Perinatal letal, Syndaktylie, hypoplastische
Lunge, Defekte im Neuralrohr

Embryonal letal (E6,5)

(Miner et al., 2004)

(Miyagoe et al., 1997,
Patton et al., 1999)

(Ryan et al., 1999)

(Patton et al., 1999; Thyboll
etal., 2002)

(Miner et al., 1998; Miner
and Li, 2000)

(Smyth et al., 1998; Miner
et al., 2004)

(Noakes et al., 1995)

(Poschl et al., 2004)

(Cosgrove et al., 1996;
Miner and Sanes, 1996)

(Murshed et al., 2000)

(Schymeinsky et al., 2002)

(Arikawa-Hirasawa et al.,
1999; Costell et al., 1999)

(Fassler and Meyer, 1995;
Stephens et al., 1995)

(Dowling et al., 1996)

(Chen et al., 2002)

(Georges-Labouesse et al.,
1996)

(Kreidberg et al., 1996;
DiPersio et al., 1997)

(De Arcangelis et al., 1999)

(Williamson et al., 1997)
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1.7.1 Extremitatenentwicklung

Wéhrend der Entwicklung des Embryos entstehen eine Reihe von Organisationszentren, die
positionelle Informationen an die umliegenden Zellen weiterleiten und so die Musterbildung
steuern. Die Extremitdtenentwicklung des Huhns und der Maus ist ein gut untersuchter
Prozess der embryonalen Musterbildung. Sie beginnt mit der Bildung der
Extremitatenknospe, einem Kern aus mesenchymalem Mesoderm, der von einem zunachst
einschichtigen, epithelialen Ektoderm umgeben ist. Die Extremitdaten weisen drei
Entwicklungsachsen auf: die anterioposteriore, die proximodistale und die dorsoventrale
Achse. Die Musterbildung entlang dieser Achsen wird von spezifischen transienten
Signalzentren reguliert. Die beiden Haupt-Organisationzentren der Extremitatenknospe
wurden 1948 von Saunders entdeckt, die Zone polarisierender Aktivitat (ZPA) und die apikale
Ektodermleiste (apical ectodermal ridge, AER) (Saunders, 1998). Zur Wirkungsweise der
ZPA stellte Wolpert das klassische Morphogen-Gradienten-Modell vor, das die Existenz eines
Kleinen diffusiblen Molekils impliziert, welches einen Diffusionsgradienten (ber der
Extremitatenknospe bildet und so ein konzentrationsabhéngiges Muster determiniert
(Wolpert, 1969; Tickle, 1999). Dieses Modell lieferte eine Erklarung fur die meisten
experimentellen Manipulationen an den Extremitdten des Huhns und die theoretische
Grundlage um nach diesem Morphogen zu suchen. Das erste gefundene Molekiil, das die
Funktion der ZPA nachahmen kann, war Retinsdure (Tickle et al., 1982). Spater konnte
gezeigt werden, dass Retinsdure die Expression von Sonic hedgehog (Shh) induziert, welches
die wichtigsten Attribute eines Morphogens, Dosis-abhangige Wirkung und Ldslichkeit,
besitzt (Riddle et al., 1993; Chang et al., 1994). Allerdings wird zumindest ein Teil der
organisierenden Aktivitdt von SHH durch sekundére Signale wie z.B. BMP2 (bermittelt
(Yang et al., 1997; Drossopoulou et al., 2000). Ein kompliziertes Netzwerk genetischer
Interaktionen induziert und beschrankt die Expression von Shh auf den posterioren distalen
Rand der Extremitatenknospe.

SHH interagiert mit den Signalmolekilen des zweiten Organisationszentrums, der
AER, Uber eine positive Rickkopplung (Capdevila and Izpisua Belmonte, 2001). Die AER
erstreckt sich distal entlang der anterioposterioren Achse. Sie sekretiert Wachstumsfaktoren,
die das darunter liegende Mesenchym, die Wachstumszone, in einem proliferierenden
Zustand halten. Das 1974 aufgestellte Wachstumszonen-Modell beschreibt die proximodistale
Musterbildung in der Extremitétenknospe (Summerbell, 1974). Dabei wird die Dauer, die eine

Zelle unter dem EinfluR eines Morphogens steht, in einen Gradienten positioneller
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Information umgewandelt. Sobald die Zellen die Wachstumszone verlassen, differenzieren sie
entsprechend ihres zuvor determinierten Schicksals. Jiingere Beobachtungen stellen dieses
Modell in Frage (Sun et al., 2002; Barna et al., 2005) und postulieren einen Mechanismus, in
dem die Segmente schon vor dem Auswachsen der Extremitdtenknospe determiniert sind
(Dudley et al., 2002).

Rekombinantes FGF-Protein ist in der Lage die Funktion der AER zu substituieren
(Niswander et al., 1993; Fallon et al., 1994), allerdings ist die Rolle der spezifisch in der AER
exprimierten FGFs aufgrund von partieller Redundanz schwer zu bestimmen. Der Verlust von
FGF4, FGF9 oder FGF17 hat keine Auswirkungen auf die Extremitatenentwicklung (Moon et
al., 2000; Sun et al., 2000; Xu et al., 2000; Colvin et al., 2001). Hingegen fihrt die
extremitatenspezifische Inaktivierung von FGF8 zu hypoplastischen Elementen entlang der
gesamten proximodistalen Achse wodurch die auflerordentliche Funktion dieses Proteins
deutlich wird (Lewandoski et al., 2000; Moon and Capecchi, 2000). Die Basalmembran, die
die AER von den mesenchymalen Zellen trennt, behindert die Passage von grolRen Molekilen
wie FGFs. Diese regulieren Uber einen konzentrationsabhangigen Mechanismus die
Proliferation und Differenzierung in den mesenchymalen Zellen (Sanz-Ezquerro and Tickle,
2003; Garcia-Maya et al., 2005). Fir die hochaffine Bindung und Aktivierung der Rezeptoren
ist eine Assoziation mit HSPGs notwendig, die FGF-Aktivitat kann demnach durch mehrere
extrazellulare Modulatoren beeinflusst werden (Ornitz, 2000; Pellegrini, 2001). Mutationen in
Enzymen, die an der Modifikation der Glukosaminoglykanketten in HSPGs beteiligt sind,
zeigten sowohl in Vertebraten als auch Invertebraten die Interaktion von Wachstumsfaktoren
mit HSPGs (Lin, 2004). So bilden z.B. Méuse, denen die HS-2-O-Sulfotransferase oder
Glucoronyl-C5-Epimerase fehlt, postaxiale Polydaktylie aus, ein Phanotyp, der auch nach
Modifikation von Signalmolekdilen auftritt (Bullock et al., 1998; Li et al., 2003a).

Die Aufrechterhaltung der AER héngt von anderen Faktoren als ihre Induktion und
Differenzierung ab. BMPs wurden als Apoptose-induzierende Signale sowohl im Ektoderm
der AER als auch im Mesoderm identifiziert (Ganan et al., 1996; Zou and Niswander, 1996;
Macias et al., 1997). Sie sind auBerdem an der Regulation chondrogener Differenzierung
beteiligt, wobei die unterschiedlichen Funktionen der BMPs Uber differentiell exprimierte
Rezeptoren vermittelt werden (Macias et al., 1997; Zou et al., 1997). Auch BMPs wirken im
Zusammenspiel mit HSPGs. So interagiert die Defizienz von Glypican 3 genetisch mit einem
reduzierten BMP4-Level (Paine-Saunders et al., 2000), mdglicherweise indem Glypican 3 die
Verteilung des BMP4-Antagonisten Noggin reguliert (Paine-Saunders et al., 2002).
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Fur die normale Extremitdtenentwicklung ist die Stabilitdt der Basalmembran
notwendig. Laminin o5-defiziente Mduse weisen Unregelmél3igkeiten in der subektodermalen
Basalmembran auf, die Integritat des Oberflachenektoderms ist gestort und schlie3lich bilden
sich fusionierte Finger und Zehen aus (Miner et al., 1998). Ahnliche Defekte zeigen Méause,
denen die Integrin a3- und a6-Untereinheiten und somit ein Grofteil der Laminin-Rezeptoren
fehlt. Hier konnten morphologische Veranderungen der AER gezeigt werden (De Arcangelis
etal., 1999).

1.7.2 Epitheliale Morphogenese

Die epitheliale Verzweigung ist ein fundamentaler Prozess in vielen sich entwickelnden
Organen wie den Speicheldrisen, Milchdriisen, der Lunge, Pankreas und Niere. Das Muster
der Verzweigungsmorphogenese weist dabei sowohl gewebespezifische Charakteristika als
auch einige grundlegende Gemeinsamkeiten auf. Es entstehen komplexe Wechselwirkungen
zwischen dem sich verzweigenden Epithelium und dem benachbarten Mesenchym, was
schliellich zu Wachstum und Verzweigung des Epithels sowie Differenzierung des
Mesenchyms fiihrt. Mutationen, die zu Defekten in einem dieser Organe fuhren, zeigen haufig
auch Storungen in &hnlich entstehenden Geweben. So fuhrt die Defizienz des a3B1-Integrins
sowohl zu reduzierten Verzweigungen in den Sammelgéngen der Niere als auch in den
Bronchien der Lunge (Kreidberg et al., 1996).

Um den Mechanismus der Verzweigungsmorphogenese genauer zu untersuchen
eignen sich ex vivo Experimente mit frihen Explantaten. Das Blockieren der Laminin-
Polymerisation in Lungen-Explantaten fuhrt zu Zerstérung der Basalmembran und einem
Verlust der epithelialen Zellpolaritat (Schuger et al., 1998). Das am besten analysierte System
zur epithelialen Verzweigungsmorphogenese sind die Primordien der
Unterkieferspeicheldriise (Glandula submandibularis). Im Unterschied zu den Lungen sind
hier die Epithelien zu Beginn der Verzweigungen noch nicht tubuldr angelegt, sondern bilden
erst spater durch Apoptose Lumen aus. Wéhrend die Laminin-lIsoformen in der friihen
Organogenese einen dynamischen Umsatz zeigen, werden die meisten der bisher untersuchten
Laminin-Rezeptoren stabil im gesamten Epithelium exprimiert. Um die Funktion
unterschiedlicher Laminin-Doménen zu untersuchen wurden eine Vielzahl blockierender

Antikorper und Peptide gegen Laminine und ihre Rezeptoren in Organkulturen eingesetzt. Die
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Anzahl der Endknospen wird drastisch reduziert, wenn das Laminin a1 bzw. a5 LG4-Modul
(Kadoya et al., 2003; Suzuki et al., 2003), die Integrin a6-Untereinheit oder a-Dystroglycan
(Kadoya et al., 1995; Durbeej et al., 2001) blockiert wird. Die differentiellen Auswirkungen
dieser Peptide auf die Assemblierung von Basalmembranen und die Morphologie der
Endknospen  deuten  auf  unterschiedliche = Mechanismen  mit  denen  die
Verzweigungsmorphogenese inhibiert wird hin. Eine essentielle Funktion in der epithelialen
Morphogenese scheint die Bindung von Laminin an Nidogen zu tbernehmen. So konnte
gezeigt werden, dass Antikorper, die die Interaktion von Laminin und Nidogen blockieren,
mit der Basalmembranassemblierung interferieren und die Entwicklung von Lungen, Nieren
und Speicheldrusen in vitro inhibieren (Ekblom et al., 1994; Kadoya et al., 1997).

In der Maus beginnt die Entwicklung des Metanephros am Tag 11 post conceptum
(pc) wenn das metanephrogene Blastem, welches spater die Nephrone bildet, das Auswachsen
der Ureterknospe vom Wolffschen Gang induziert. Die von einer Basalmembran umgebene
Ureterknospe wachst in das Mesenchym und induziert dessen Kondensation zum Epithel.
Dieses Epithel bildet das Nephron und seine distalen Enden fusionieren mit der Ureterknospe,
welche sich verzweigt und so das Sammelsystem ausbildet. Insgesamt werden Uber repetitive
reziproke Induktionen ~10.000 Nephrone gebildet. Die Transition von Mesenchym zum
Epithel wird von der Assemblierung einer benachbarten Basalmembran begleitet. Blockierung
der Laminin-Polymerisation in Organkulturen verhindert die Transition zum Epithel (Klein et
al., 1988; Sorokin et al., 1990). Wéhrend der Entwicklung der Glomeruli wird Laminin 111
durch die Laminine 511 und 523 ersetzt. Wenn diese Umstellung der Laminin-lsoformen
durch eine Mutation der lama5-Kette inhibiert wird, fuhrt dies zu einer Desorganisation
glomerulérer Zellen. 20% der lama5-defizienten Embryonen entwickeln nur eine oder gar
keine Niere (Miner and Li, 2000). Inhibierung der Interaktion zwischen Laminin und Nidogen
fihrt in 80 % der Félle zu einer renalen Agenesie (Willem et al., 2002). Auch Mause in denen
die Sulfatierung von HS-Ketten gestort ist leiden unter renaler Agensie (Bullock et al., 1998).
Das bekannteste HSPG der Basalmembran ist Perlecan. Es wurde vermutet, dass die HS-
Ketten des Perlecan unerlésslich fir die Filtrationsfunktion der glomerularen Basalmembran
sind. Die Deletion der drei N-terminalen HS-Bindestellen im Perlecan fuhrt allerdings zur
kompensatorischen HS- sowie CS (Chondroitinsulfat)-Anlagerungen an anderen Doménen
und interferiert nicht mit der Entwicklung und Funktion der Niere unter physiologischen
Bedingungen (Rossi et al., 2003; Morita et al., 2005).
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Die Milchdriisen unterlaufen wéhrend der Schwangerschaft eine intensive lobulo-
alveolare Entwicklung, so dass zum Zeitpunkt der Laktation die Driise beinahe vollstandig
aus sekretorischem Epithelium besteht. Nach dem Abstillen entwickelt sich dieses Epithelium
zuriick, ein Vorgang der als Involution bezeichnet wird und durch apoptotischen Zellverlust
charakterisiert ist. Wéahrend dieses Stadiums werden Molekile der ECM proteolytisch
gespalten. Die Uberexpression der Matrixmetalloproteinase Stromelysin-1 lést in friihen
Stadien der Milchdrisenentwicklung verstarkte Verzweigungen und wéhrend der spaten
Schwangerschaft eine mit der Proteolyse von Nidogen korrelierende Apoptose in epithelialen
Zellen aus (Sympson et al., 1994; Alexander et al., 1996).

1.8 Invitro und in vivo Modelle zur Analyse der Rolle von Nidogen

Die hochaffine Bindung sowie die unterschiedlichen Expressionsorte deuten auf eine
Schlisselfunktion der Interaktion wvon Laminin und Nidogen beim Aufbau von
Basalmembranen an der epitheliomesenchymalen Grenze hin (Ekblom et al., 1994; Dziadek,
1995; Pujuguet et al., 2000). Die exogene Zugabe eines die Nidogen-Bindestelle enthaltenden
Peptides (Lamy11113-5) fuhrt zu Desorganisation von Basalmembranen sowohl in embryoiden
Kaorperchen (Tunggal et al., 2003) als auch in Haut-&hnlichen Kokulturen (Breitkreutz et al.,
2004). Um die biologische Signifikanz der Laminin-Nidogen-Interaktion zu untersuchen
wurde das Nidogen-bindende Modul Lamyllll4 in einer transgenen Mauslinie deletiert.
Uberraschenderweise fiihrt die Deletion der Nidogen-Bindestelle weder zur Zerstérung der
Basalmembran in embryoiden Koérperchen noch in transgenen Mausen (Mayer et al., 1998;
Willem et al., 2002). Die Grundzige der Embryonalentwicklung sind nicht inhibiert,
allerdings ist die frihe Morphogenese der Nieren gestort. Die lamj11114-defizienten Mduse
sterben direkt nach der Geburt aufgrund von Defekten in der Lungenentwicklung (Willem et
al., 2002).

Die Etablierung von Nidogen-defizienten Mauslinien ermdglichte die Analyse aller
Funktionen von Nidogen. Die Deletion des Exons 3 im Nidl-Lokus fiihrte zu einem
amorphen Nidogen 1-Allel (Murshed et al., 2000). Die lebensfahigen und fertilen Mause
bildeten in den meisten Organen ultrastrukturell unaufféllige Basalmembranen aus und
zeigten nur schwache neurologische Defekte (Dong et al., 2002). In adulten Geweben wie der

Herz- und Skelettmuskulatur ist Nidogen 2 im Wildtyp nur schwach exprimiert. In
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Nidogen 1-defizienten Kardiomyozyten und Sarkomeren wird Nidogen 2 umverteilt und
deutlich starker exprimiert, was auf einen kompensatorischen Mechanismus deutet (Murshed
et al., 2000; Miosge et al., 2002). Die Nidogen 2-defiziente Mauslinie wurde im Rahmen
eines screenings nach frih exprimierten und sekretierten Genen (secretory gene trap)
generiert (Skarnes et al.,, 1995) und zeigt keinerlei phanotypischen Verénderungen
(Schymeinsky et al., 2002). Mit der Analyse des Nidogen 1/2-Doppelknockouts konnte die
vermutete Kompensation der beiden Nidogen-lsoformen bestatigt werden (Bader et al., 2005).
Die in Nidogen 1-defizienten Mdusen beobachteten neurologischen Defekte verstarken sich
im Nidogen 2-heterozygoten Hintergrund deutlich. Nidogen 1/2-defiziente M&use sind nicht
uberlebensfahig und sterben innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Geburt mit Defekten im
Herzen und nicht vollstandig differenziertem Lungenepithel. Der Vergleich mit dem Laminin
v1l114-defizienten Mausmodell zeigte, neben einigen spezifischen Gewebedefekten, einen
Grolteil  Uberlappender Phanotypen (Bader et al.,, 2005). Die Grundziige der
Embryonalentwicklung sind ahnlich der Perlecan und Kollagen 1V-Defizienzen nicht
beeintrachtigt (Arikawa-Hirasawa et al., 1999; Costell et al., 1999; Poschl et al., 2004). Eine
einfache elementare Basalmembran ist demnach ausreichend fur die Funktionen wahrend der

Embryogenese wie Migration, Proliferation, Differenzierung und Zellviabilitat.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Funktionen von Nidogen bei der Entwicklung
spezifischer Organe. Nidogen galt lange Zeit als eine Schlisselkomponente in der
Assemblierung von Basalmembranen. In vitro Analysen deuteten darauf hin, dass Nidogen
und speziell seine Interaktion mit Laminin eine notwendige Voraussetzung fir die korrekte
Bildung von Basalmembranen und damit auch fir die epitheliale Morphogenese darstellt
(Ekblom et al., 1994; Kadoya et al., 1997). Die Generierung sowohl Nidogen 1- als auch
Nidogen 2-defizienter M&use zeigt nun, dass dieses Modell Gberdacht werden muf3. VVon allen
Defizienzen in ubiquitaren Basalmembrankomponenten fuhrt der Verlust von Nidogen zu den
am wenigsten drastischen Phanotypen (Bader et al., 2005). Die meisten Basalmembranen
assemblieren und erfillen ihre Funktion wahrend der Embryogenese. Dadurch ergibt sich die
Madglichkeit, die Rolle von Nidogen wahrend spéter Entwicklungsvorgénge zu untersuchen.
Die Nidogen 1/2-defizienten Mause weisen fusionierte Finger und Zehen (Syndaktylie) sowie
mit geringere Penetranz Verluste anteriorer Skelettelemente auf. Im Rahmen dieser Arbeit
sollten die entwicklungsbiologischen Ursachen dieser Extremitatenmif3bildungen untersucht
werden.

Die Erkenntnisse zur Funktion spezifischer Basalmembrankomponenten wahrend der
epithelialen  Verzweigungsmorphogense wurden hauptsachlich durch den Einsatz
blockierender Antikorpern in Organkulturmodellen gewonnen (Kadoya and Yamashina,
2005). In den Nidogen 1/2-defizienten Tieren sollte untersucht werden, ob hier tatséchlich die
Verzweigungsmorphogenese in den Speicheldrisen inhibiert ist und inwiefern eventuelle
Defekte in vivo kompensiert werden kénnen.

Besonders interessant ist der Vergleich der Defizienz beider Nidogen-lsoformen mit
der Inhibition der Interaktion zwischen Nidogen und Laminin. Er kann AufschluR dartiber
geben, ob Nidogen neben der Verknupfung anderer Molekdle in das Laminin-Netzwerk noch
weitere Funktionen ausubt. Vorhergehende Arbeiten von Judith Tunggal hatten gezeigt, dass
das die Nidogen-Bindestelle der Laminin yl-Kette tragende Peptid die Interaktion von
Laminin und Nidogen in embryoiden Kdorperchen inhibieren kann (Tunggal et al., 2003).
Dieses Modell sollte nun auf die Entwicklung und Differenzierung der Milchdrise tbertragen
werden. Dazu sollten transgene Mauslinien etabliert werden, die wéhrend spezifischer
Entwicklungsstadien einen UberschuR an Lamy11114 exprimieren und dessen EinfluR auf die

epitheliale Differenzierung untersucht werden.
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2 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle von Nidogen wéhrend entwicklungsbiologischer
Vorgéange analysiert werden. Die Ergebnisse gliedern sich in drei Teile. Fir beide Nidogen-
Isoformen lagen bereits charakterisierte amorphe Mauslinien vor (Murshed et al., 2000;
Schymeinsky et al., 2002). Nidogen 1/2-doppelmutante Mause sind bei der Geburt bis zu 30%
Kleiner als ihre Geschwister und sterben innerhalb der ersten 24h aufgrund von Defekten in
der Lunge und im Herzen (Bader et al., 2005). Neben diesen bereits beschriebenen
Phanotypen weisen Nidogen 1/2-defiziente Individuen fusionierte Finger und Zehen auf
(Syndaktylie). Im ersten Teil dieser Arbeit wurde dieser Defekt in den Extremitdten
analysiert. Im zweiten Teil wurde die Auswirkung der Nidogen-Defizienz auf die
Verzweigungsmorphogenese in den Speicheldriisen untersucht. Nidogen bindet mit hoher
Affinitat an Laminin und ist in der Lage in vitro terndre Komplexe der Hauptkomponenten
von Basalmembranen zu bilden (Fox et al., 1991; Aumailley et al., 1993). Die Generierung
transgener Mauslinien, welche im differenzierenden Milchdriisenepithel die Nidogen-
Bindestelle der Laminin y1-Kette (Lamy11113-5) sezernieren und so kompetitiv die Interaktion

von Laminin und Nidogen inhibieren sollten, ist im dritten Teil beschrieben.

2.1 Nidogenl/2-defiziente Mause leiden unter Syndaktylie

Wahrend Maduse, die mindestens ein WT Nidogen 1 oder Nidogen 2-Allel besitzen, bei der
Geburt normal ausgebildete Extremitaten zeigen, weisen Nidogen 1/2-defiziente Mause
Syndaktylie der Vorder- als auch Hinterextremitaten mit vollstdndiger Penetranz auf. Die
Anzahl der von den Fusionen betroffenen Glieder variiert zwischen den Individuen. In
Abbildung 2.1.1, | sind die vorderen Autopodien einer Nidogen-doppelmutanten Maus am
Tag P1 (postnatal) mit stark ausgeprégter sowie mit schwach ausgepragter Syndaktylie
dargestellt. Die Vorderextremitaten sind starker fusioniert als die Hinterextremitaten, wahrend
die beiden Korperhélften gleich stark betroffen sind. Die Extremitaten Nidogen 1-
heterozygoter, Nidogen 2-mutanter (Nid1+-; Nid2--) Mause zeigen keine Auffélligkeiten und

wurden in der weiteren Analyse als Kontrollen verwendet.
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Um die von der Fusion betroffenen Elemente genauer zu charakterisieren wurden die
Knochen und Knorpelgewebe mit Alizarin-Rot und Alcian-Blau angeféarbt (Abb. 2.1.1, I1).
Betroffen von den Verwachsungen ist die Haut entlang der Finger bzw. Zehen | bis 1V, wobei
entweder zwei, drei oder vier benachbarte Glieder von der Basis bis zur Spitze miteinander
verbunden sind. Das Glied V verbleibt immer getrennt. Die Skelettelemente liegen
weitgehend separiert und entsprechend ihrer Position differenziert vor. Missbildungen der
Knochen sind nur an den distalen Phalangen ersichtlich. Bei Individuen mit stark
ausgepragtem Phanotyp sind diese miteinander assoziiert. In der Maus sollten zum Zeitpunkt
der Geburt die Ossifikationszentren der Mittelhandknochen 2-5, der proximalen Phalangen 2-
5, der mittleren Phalangen 2-4 sowie alle distalen Phalangen ausgebildet sein. Nidogen 1/2-
defiziente Méuse zeigen eine leicht verzogerte Ossifikation, die etwa einem Embryonaltag
entspricht (Abb. 2.1.1, Il B, E).
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Abbildung 2.1.1: Syndaktylie mit vollstdndiger Penetranz. |: Fotographien Nidogen 2- (A) bzw. Nidogen
1/2-defizienter vorderer linker Autopodien (B, C). Die Anzahl der fusionierten Finger variiert zwischen
unterschiedlichen Individuen. 11: Alizarin-Rot/Alcian-Blau Farbung am Tag P1. A: Nidogen 2-defiziente Hand,
Aufsicht von dorsal. Die Finger sind von anterior nach posterior durchnummeriert. Der Pfeil deutet auf das
Ossifikationszentrum im mittleren Phalanx IV. B, C: Nidogen 1/2-defiziente Hand von dorsal (B) bzw. lateral
(C). Die offene Pfeilspitze in C deutet auf miteinander verbundene distale Phalangen der Finger I-1ll. Die
Syndaktylie ist in den hinteren Extremitdten weniger stark ausgebildet. D: Nidogen 2-defizienter FuB, E:
Nidogen 1/2-defizienter FuB. In Nidogen 1/2-defizienten Autopodien hat die Ossifikation der mittleren
Phalangen noch nicht eingesetzt (Pfeilspitze in B und E).
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2.1.1 Basalmembran-Defekte wahrend der Extremitatenentwicklung

Die Entwicklung der Extremitaten beginnt in der Maus am 10. Tag nach der Befruchtung
(10dpc, E10). Bis zum E14 sind alle Elemente angelegt und die Musterbildung ist
abgeschlossen. Zur Analyse der embryonalen Grundlagen der Syndaktylie in Nidogen 1/2-
defizienten Extremitdten wurden Nidogen 1+/-; Nidogen 2-/- Mduse untereinander verpaart
und die Embryonen im entsprechenden Zeitraum analysiert. An den Stadien E9,5 bis E13,5
waren 22% (n=390) der Embryonen Nidogen 1/2-defizient. Dies entspricht nahezu dem
erwarteten Mendelschen Verhaltnis. Im Folgenden wird die Entwicklung am Beispiel der
vorderen Extremitatenknospen dargestellt. Die hier beschriebenen Beobachtungen treffen mit
etwas geringer ausgepragten Defekten auch auf die hinteren Extremitéten zu.

Wahrend der Entwicklung der Gliedmalien bilden sich mehrere Signalzentren in der
Extremitatenknospe aus. Distal erstreckt sich entlang der anterioposterioren Achse die apikale
ektodermale Randleiste (AER), welche durch eine Basalmembran vom Mesoderm getrennt
ist. Zur Analyse dieser Struktur wurden transversale Schnitte von in Paraffin eingebetteten,
E10,5 datierten Extremitatenknospen angefertigt und mittels indirekter Immunfluoreszenz die
Verteilung der ubiquitaren Basalmembran-Komponenten Laminin, Kollagen 1V und Perlecan
untersucht (Abb. 2.1.2). Das hier verwendete polyklonale Antiserum ist gegen Laminin 111
gerichtet und erkennt die meisten Laminin-Isoformen. In Schnitten von Embryonen, welche
mindestens ein Wildtyp (WT) Nidogen 1-Allel tragen, erstreckt sich unter dem gesamten, die
Extremitatenknospe abdeckenden Ektoderm, eine kontinuierliche Deposition von
Basalmembran-Markern. In Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen hingegen zeigen
Laminin, Perlecan und Kollagen 1V ein weniger klar definiertes Farbemuster. Wé&hrend
insbesondere fur Laminin eine verstiarkte Immunreaktivitat in der AER festgestellt werden
kann (Abb. 2.1.2, A, J), und Perlecan sowie Kollagen IV aulRerdem eine breite Verteilung im
Mesenchym aufweisen, fehlt die typische lineare Lokalisation unterhalb des Ektoderms.
Hiervon ist neben dem distalen (unterhalb der AER) auch der ventrale Bereich der
Extremitatenknospe betroffen. In anderen Regionen des Embryos ist trotz einer etwas
diffuseren Verteilung die Basalmembran-typische Lokalisation unterhalb von Epithelien
jedoch nicht aufgehoben.

Die AER der Maus ist ein stratifiziertes Epithel, das sich vom ubrigen einschichtigen,
die Extremitatenknospe umschlieBenden Ektoderm abhebt. Diese epitheliale Struktur bildet
sich erst nachdem die Extremitatenknospe als lateraler Auswuchs erscheint. In transversalen

Schnitten Nidogen 1/2-defizienter Embryonen am Tag 9,5pc ist die Lokalsation von
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Basalmembran-Markern unterhalb des gesamten Ektoderms noch intakt (Daten nicht gezeigt).
Erst die stark proliferierende AER fihrt demnach zu einer Zerstérung der Laminin-
Organisation. Die AER selbst erscheint in vielen Schnitten durch E10,5 Nidogen 1/2-
defiziente Extremitatenanlagen hypertroph und entlang der dorsoventral-Achse verbreitert
(Abb. 2.1.2, H, 1,). Allerdings finden sich in denselben Extremitatenknospen lateral auch
Bereiche, in denen die AER extrem abgeflacht ist (Abb. 2.1.2, J).

Diese Beobachtungen konnten anhand wvon ultrastrukurellen Daten des gleichen
Entwicklungsstadiums ~ bestatigt  werden.  Wahrend  in  transmissionselektronen-
mikroskopischen Aufnahmen von Kontrollschnitten die typische Gliederung der
Basalmembran in Lamina lucida und Lamina densa dargestellt ist, konnen in Nidogen 1/2-
defizienten Extremitdtenknospen diese Strukturen kaum ausgemacht werden (Abb. 2.1.3,
D, E). Lichtmikroskopisch ist die Region der Basalmembran leicht zu erkennen, da sie eine
Trennschicht zwischen Epithel und Mesenchym bildet. Die angrenzenden Epithelzellen haben
alle basal Kontakt zur Basalmembran und sind somit polarisiert. In den doppelmutanten
Extremitatenknospen hingegen verschwimmt diese optische Grenze (Abb. 2.1.3, A’, B’). Die
Zellen der AER zeigen morphologische Verénderungen wie Chromatinverdichtungen und

Zellschrumpfung.
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Nid1+/+; Nid2-/- Nid1+/-; Nid2-/- Nid1-/-; Nid2-/- Nid1-/-; Nid2-/-

Perlecan Laminin

Collagen IV

Abbildung 2.1.2: In Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen ist die Lokalisation von
Basalmembran-Markern veréndert. Immunfluoreszenzen auf transversalen Schnitten durch E10,5
Embryonen. In Nidl+/+; Nid2-- sowie Nidl+/-, Nid2—Knospen (A-F) sind die Basalmembrankomponenten
Laminin, Perlecan und Kollagen IV unterhalb des Epithels (Pfeilspitze) und um die Endothelzellen junger
Blutgefalle (Asterisk) lokalisiert. In Nidogen-doppelmutanten Extremitatenknospen (G-L) findet sich keine
kontinuierliche Deposition unterhalb der AER (Pfeilspitze in G). Die AER ist in einigen Schnitten hypertroph
(Pfeil in G), wahrend sie sich in anderen Schnittebenen kaum vom (brigen Ektoderm abhebt (Pfeil in J). Die
AER zeigt in Nidogen 1/2-defizienten Schnitten eine verstarkte Immunreaktivitdt der drei Marker. Im
Mesenchym sind Perlecan und Kollagen IV diffus verteilt und nicht an den Endothelien konzentriert.
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Abbildung 2.1.3: In Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen ist apikal keine Basalmembran
ausgebildet. Mit Toluidinblau geférbte Semidiinnschnitte Nidogen 2-defizienter Kontroll- (A) sowie
Nidogen 1/2-defizienter (B,C) Extremitdtenknospen. Die Detailansichten A’ und B’ zeigen den Grenzbereich
zwischen Mesenchym und Epithel. Der Pfeil in C deutet auf morphologisch verénderte Zellen. In der unteren
Reihe (D-F) sind transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der entsprechenden Bereiche gezeigt. D:
Kontrolle; E,F: Nidogen 1/2-defizient. Der Pfeil in D deutet auf die elektronenmikroskopisch sichtbare Lamina
lucida und Lamina densa. In den Doppelmutanten ist die Lamina densa pords (dunkle Pfeilspitze) bzw. es ist
keine organisierte Extrazelluldre Matrix sichtbar (offene Pfeilspitze in E).
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2.1.2 Die Expression von Laminin-Rezeptoren ist reduziert

Der Verlust einer intakten Basalmembran im apikalen Bereich Nidogen 1/2-defizienter
Extremitatenknospen flihrte zu der Frage, ob die Expression und Lokalisation von
Rezeptoren, welche das Laminin-Netzwerk mit den Zellen verbinden, auch veréndert sind.
Die Integrine stellen eine Vielzahl von Oberflachenrezeptoren, die u.a. an Komponenten der
ECM binden. Zu den Laminin-Rezeptoren gehdren Integrine der PBl-Familie sowie das
Integrin a6B4. Um eine eventuell verénderte Integrin-Lokalisation zu Gberprufen, wurden
Doppelfarbungen von Laminin und B1-Integrin angefertigt (Abb. 2.1.4, 1). Wahrend in
Kontrollschnitten B1-Integrin mit Laminin an der subektodermalen Basalmembran
kolokalisiert, konnte in Nidogen 1/2-defizienten Tieren nur eine Kolokalisation in den
epithelialen Zellen der AER detektiert werden (Abb. 2.1.4, I, C, F). Die Aufnahmen mit
einem konfokalen Lasermikroskop ermdglichten die Analyse einzelner Ebenen des Praparates
und zeigen deutlich, dass in der Nidogen 1/2-defizienten AER weniger 31-Integrin vorhanden
ist (Abb. 2.1.4, 1, G, H).

Ein weiterer prominenter Laminin-Rezeptor ist a6B4-Integrin. Immunfluoreszenzen
mit einem AntikOrper, der gegen die a6—Untereinheit von Integrin-Heterodimeren gerichtet
ist, ergeben ein dhnliches Farbemuster. Auch hier ist das Integrin nicht an der basalen Seite
der ektodermalen Randleistenzellen in Nidogen 1/2-defizienten Embryonen lokalisiert (Daten
nicht gezeigt). Aufgrund dieser Verdnderungen im Expressionsprofil der Randleistenzellen
und den beobachteten morphologischen Veranderungen (siehe Abb. 2.1.3) wurde Uberprift,
ob die ektodermalen Zellen auch ohne den Kontakt zur BM ihren epithelialen Charakter
aufrecht erhalten. Das epitheliale Adhéasionsmolekil E-Cadherin ist in Nidogen 1/2-
defizienten Extremitatenknospen weiterhin im gesamten Ektoderm exprimiert (Abb. 2.1.4, 11).
Der Verlust einer intakten Basalmembran fiihrt demnach nicht zu einer mesenchymalen

Transition der angrenzenden epithelialen Gewebe.
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B1-Integrin Laminin Uberlagerung Detailansicht
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Abbildung 2.1.4: Immunlokalisation von epithelialem und endothelialem p1-Integrin in der
Extremitatenknospe am E10.5. I: A-F: konventionelle Fluoreszenzmikroskopie. Anti-B1-Intergrin farbt sowohl
die epithelialen Zellen als auch Wande mesenchymaler Blutgefale (Asterisk). Diese Verteilung wird auch in
Nidogen 1/2-defizienten Knospen aufrechterhalten (D). Die in der Kontrolle beobachtete Kolokalisation von
Laminin und B1-Integrin unterhalb des Epithels sowie des Endothels (Pfeile in C und G) ist im Nidogen 1/2-
defizienten Gewebe zerstort. G,H: konfokale Aufnahmen derselben Praparate. 11: A,C: konfokale Aufnahmen
der Immunlokalisation von E-Cadherin in der AER. B, D: Markierung der Blutgefale mit dem endothelialen
Zellmarker PECAM-1. Die Skalierungsbalken représentieren jeweils 100 pm.
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2.1.3 Die endothelialen Zellen der friihen Blutgefafe sezernieren keine Basalmembran

Wie in Abbildung 2.1.2 dargestellt ist die Deposition der Basalmembran-Komponenten
Laminin, Perlecan und Kollagen IV unter den Endothelien sich bildender Blutgefal3en am Tag
10,5pc stark reduziert, was die Frage aufwirft, ob in Nidogen 1/2-defizienten Embryonen die
Angiogenese beeintrachtigt ist. Eine Immunfarbung mit dem endothelialen Marker PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1, CD31) zeigte keine auffalligen Unterschiede in
der Dichte junger Kapillaren im Vergleich zu Kontrollembryonen. Wie aus Abbildung 2.1.4
hervorgeht, exprimieren in den Nidogen 1/2-defizienten Extremitdtenknospen die jungen
Blutgeféalie B1-Integrine ohne deren Liganden Laminin. Erst in spateren Entwicklungsstadien
organisiert sich auch in Nidogen-doppelmutanten Embryonen eine endotheliale
Basalmembran. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch das vaskuldre System nicht genauer

untersucht.

2.1.4 Der Verlust beider Nidogen-Isoformen fuihrt zu verstarkter Apoptose in der

Extremitatenknospe

Wie bereits unter 2.1.1 beschrieben treten die Randleistenzellen in Nidogen 1/2-defizienten
Embryonen nicht in Kontakt mit einer Basalmembran und weisen morphologische
Veranderungen auf, die charakteristisch flr sterbende Zellen sind (Abb. 2.1.3, C). Mittels in
vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Verlust einer Basalmembran zum
Programmierten Zelltod (PCD) epithelialer Zellen fiihren kann (Pullan et al., 1996). Um diese
Madglichkeit zu Uberprifen wurden apoptotische Zellen mit dem TUNEL-Assay detektiert.

In der AER unterlaufen regelméRig Zellen den PCD. Abbildung 2.1.5 zeigt reprasentative
Schnitte durch E10,5 Extremitatenknospen Nidogen 1/2-defizienter und Kontroll-Embryonen.
Wéhrend im WT-Ektoderm nur vereinzelt apoptotische Zellen auftraten, bildeten sich in den
Randleisten doppelmutanter Knospen Cluster von sterbenden Zellen aus. Eine im Vergleich
zur AER weniger drastische, aber dennoch prominente Apoptose-positive Zellpopulation

konnte im proximalen Mesenchym ausgemacht werden (Abb. 2.1.5, C).



Ergebnisse 33

Kontrolle

200 pum

Nid1--; Nid2--

Abbildung 2.1.5: In Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen treten vermehrt apoptotische Zellen
auf. Apoptotische Zellen wurden mit dem TUNEL-System detektiert. Im Kontrollgewebe (A, B) sind vereinzelt
Apoptose-positive Zellen in der AER sowie einem begrenzten Bereich des proximalen Mesoderms zu finden.
Bei Verlust von Nidogen 1 und 2 (C, D) unterlaufen deutlich mehr Zellen der AER den Programmierten Zelltod.
Zusatzlich konnte eine verstarkte apoptotische Aktivitat im proximalen Mesoderm detektiert werden (Pfeil in C).

2.1.5 Die AER ist ungleichméRig entlang der anterioposterior-Achse ausgebildet

Da die AER sich aufgrund ihres stratifizierten Aufbaus deutlich vom restlichen Ektoderm
unterscheidet, kann sie auch rasterelektronenmikroskopisch sichtbar gemacht werden (Abb.
2.1.6). In Kontrollindividuen ist die AER zum Zeitpunkt E10,5 als gleichmaRige Erhebung
entlang der anterioposterior-Achse in den vorderen Extremitdtenknospen zu erkennen. In
Nidogen 1/2-defizienten Embryonen hingegen erscheint die Oberflache eben. Nur am
distalsten Ende der Knospe ist die AER deutlich ausgebildet, wodurch der Eindruck eines
Zellhaufens an der Spitze der Extremitdtenknospe erzeugt wird. Die gesamte
Extremitatenknospe ist kleiner und verschmalert sich entlang der anterioposterior-Achse nach
distal hin. Dies ermdglicht die visuelle Genotypisierung schon in diesem frihen
Embyronalstadium. Detailaufnahmen aus dem distalen Bereich zeigen, dass sich die
abgeflachte, der AER entsprechende Region in Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen
breiter als im WT entlang der dorsoventral-Achse erstreckt (Abb. 2.1.6, C, F; siehe auch Abb.
2.1.2).
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Abbildung 2.1.6: Die AER ist in weiten Bereichen der Nidogen 1/2-defizienten Knospen abgeflacht.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von vorderen E10,5 Extremititenknospen.. A, D: Aufsicht von
dorsal, anterior zeigt nach links. Die Extremitatenknospe des Nidogen-doppelmutanten Embryos ist deutlich
kleiner und besonders im anterioren Bereich deformiert. B, E: Aufsicht von anterior, ventral zeigt nach links.
Der Pfeil deutet auf die Randleiste. Im Nidogen 1/2-defizienten Embryo ist diese Erhebung nur distal ausgepréagt.
Die Pfeilspitze markiert den dorsoventralen Grenzbereich, entlang dessen die AER verlauft. C, F: Die
Detailaufnahmen zeigen den distalen Bereich der AER. Die Balken représentieren die Breite der AER, diese
entspricht in der Kontrolle ~50pum und in der Nidogen-doppelmutanten Knospe ~70um.

2.1.6 Signalleistung der AER

Die beschriebenen morphologischen Verénderungen in der AER und der Verlust einer
unterliegenden BM flihrten zu der Frage, ob diese epithelialen Zellen ihre Signalwirkung
aufrechterhalten kénnen. Das vermutlich wichtigste sezernierte Molekil der AER ist FGF8.
Es wird wéhrend des Auswachsens der Extremitatenknospe von allen epithelialen Zellen der
AER exprimiert und unterstutzt die Proliferation in dem darunter liegenden Mesenchym.
Mittels in situ Hybridisierungen wurde die Expression von Fgf8 an dem zuvor
beschriebenem Embryonalstadium 10,5 untesrucht. Die Zellen der AER exprimieren sowohl
in den Kontrollen als auch in Nidogen 1/2-defizienten Knospen vergleichbare Mengen an
Fgf8-mRNA (Abb. 2.1.7, A-D). Allerdings verlauft die Schicht Fgf8-exprimierender Zellen in
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den doppelmutanten Embryonen nicht gleichméfRig ber die gesamte Extremitatenknospe.
Distal verbreitert sich diese Doméane, wahrend sie in den anterioren als auch posterioren
Bereichen unregelméBig wird und schlieBlich abbricht. Am Tag 11,5pc kdnnen héufig
Bereiche beobachtet werden, an denen die Expressionsdomdne von nicht exprimierenden
Zellen durchbrochen wird (Abb. 2.1.7, E-J). Die AER erscheint dann medial unterbrochen
und deutlich geweitet. Die hinteren Extremitatenknospen, die sich im Vergleich zu den
vorderen Anlagen mit einer Verzégerung von ~0,5 Tagen entwickeln, zeigen zu diesem
Zeitpunkt auch am Apex ein hypotroph ausgebildetes Ektoderm, welches keine Fgf8-mRNA
exprimiert (Abb. 2.1.7, 1, J).

In Abbildung 2.1.7, E und H wird deutlich, dass bereits am Tag 11,5 pc die
Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen insbesondere entlang der anterioposterioren
Achse verkurzt sind. Dieser GroRenunterschied konnte haufig beobachtet werden, ohne dass
die betreffenden Embryonen einen allgemeinen Entwicklungsriickstand aufwiesen (Anzahl
der Somiten mit Kontrollen vergleichbar). Eine mogliche Ursache kdnnte die verstéarkte
apoptotische Region im proximalen Mesoderm sein, die am Tag 10,5pc gefunden wurde
(Abb. 2.1.5, C). Da FGF8 aulierdem die mesodermalen Zellen der Extremitatenprimordien in
einem undifferenzierten, proliferierenden Zustand halt, ware auch eine verringerte Anzahl
mitotisch aktiver Zellen im Mesoderm denkbar. Die Markierung proliferierender Zellen mit
einem Antikdérper gegen das in den aktiven Phasen des Zellzyklus gebildete Ki67-Antigen
ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zum WT (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.1.7: In situ-Hybridisierung mit einer Fgf8-spezifischen Sonde. A-D: Vorderextremititen am
Tag 10,5pc; E,H: Vorderextremitdten am Tag 11,5pc; F,G,l1,J: Hinterextremitaten am Tag 11,5pc. Die Pfeile
deuten auf den Beginn der Expressionsdomane. Sie ist in Nidogen 1/2-defizienten Extremitdtenknospen
proximal verkiirzt. Die Pfeilspitzen markieren Fgf8-negative Zellen innerhalb der Randleiste (H-J).

2.1.7 Die Basalmembran wird verzdgert gebildet und weist Licken auf, durch die

mesenchymale Zellen dringen

Nach der Spezifizierung der distalsten Skelettelemente wird die AER zurtickgebildet und
begrenzt damit vermutlich das Wachstum der Extremitaten (Rubin and Saunders, 1972; Rowe
and Fallon, 1982; Saunders, 1998). Dies geschieht in der Maus zwischen dem E12 und 13. Zu
diesem Zeitpunkt hat sich auch in Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen eine
kontinuierliche Deposition von Basalmembrankomponenten unterhalb des Epithels
ausgebildet. Mit zunehmenden Entwicklungsstadien wird die Basalmembran starker und am
E13,5 ist eine vergleichbare Immunreaktivitdt in Nidogen-doppelmutanten und Kontroll-
Embryonen zu beobachten (Abb. 2.1.8, A, D). Am apikalen Bereich, dem vormaligen Ort der
AER, verbleiben jedoch groRe Licken in der Basalmembran. Die Gegenfarbung mit dem
epithelialen Zell-Marker E-Cadherin zeigt, dass mesenchymale Zellen durch diese Liicken

dringen und dabei epitheliale Zellen verdréngen.



Ergebnisse 37

Detailansicht
Uberlagerung
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Abbildung 2.1.8: Die subektodermale BM regeneriert gro3tenteils bis zum Tag 13pc. Immunfluoreszenzen
auf transversalen Schnitten durch E13,5 Handplatten. In den Nidogen 1/2-defizienten Anlagen hat sich Laminin
linear unterhalb des Epithels angelagert. Distal bestehen Liicken in der Lamininlokalisation. Die Gegenfarbung
mit E-Cadherin zeigt, dass durch diese Liicken mesenchymale Zellen dringen (Pfeile in F).
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Longitudinale Schnitte, die von dem gleichen Embryonalstadium anfertigt wurden,
zeigen, dass in den Bereichen, in denen mesenchymales Material ausgetreten ist, das Epithel
nun mehrschichtig vorliegt und sich vom exogenen Mesenchym durch eine weitere,
zusétzliche Basalmembran abtrennt (Abb. 2.1.9, C, D). Nach auf3en hin bedeckt nur noch ein
diinnes Epithel mit direktem Kontakt zu mesenchymalen Zellen die Handplatte.

Rasterelektronemikroskopische Aufnahmen in diesem Entwicklungsstadium machen
die Veranderungen im apikalen Bereich der Handplatte deutlich. Das mesenchymale Gewebe
verbindet benachbarte Glieder wie eine aufgesetzte Kappe. Das abschlieBende Gewebe in
diesen Bereichen ist unregelméfig (Abb. 2.1.9, A, B).

200pum

Abbildung 2.1.9: Nidogen 1/2-defiziente Handplatten werden distal von mesenchymalem Material
bedeckt. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Vorderextremitdten eines Kontroll- (A) bzw.
Nidogen 1/2-defizienten (B) E13,5 Embryos. Aufsicht von ventral, anterior ist links. Die Pfeilspitze in B deutet
auf zusatzliches Gewebe, welches benachbarte Fingerstrahlen miteinander verbindet. C, D: Immunfluoreszenzen
auf Longitudinalschnitten durch Nidogen 1/2-defiziente Handplatten am Tag 13,5pc. Anterior ist oben. Die
Féarbung erfolgte mit einem Antikérper gegen Perlecan (C) bzw. E-Cadherin (D). Die in C* und D’ vergréRerten
Ausschnitte sind als rote Boxen markiert. Distal der sich bildenden Finger liegt zusétzliches mesenchymales
Gewebe dem Epithel auf. In diesen Bereichen liegt das Epithel mehrschichtig vor (D’) und ist durch eine zweite
BM vom ektopischen Mesenchym abgetrennt (C’).
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2.1.8 Die interdigitale Apoptose am Tag 13,5pc kann nur durch externe apoptotische

Signale ausgeldst werden

Die Separation der Phalangen entsteht durch Degeneration des interdigitalen Gewebes sowie
Wachstum der Fingerglieder (Salas-Vidal et al., 2001). Eine mdgliche Ursache fir
Syndaktylie ist eine Storung des Programmierten Zelltodes (PCD) im interdigitalen
Mesenchym der betroffenen Glieder. Um dies zu untersuchen wurden apoptotische Zellen in
longitudinalen Schnitten durch E13,5 Handplatten mit dem TUNEL-assay detektiert (Abb.
2.1.10, A, B). Zu diesem Zeitpunkt sind die spateren Phalangen schon als verdichtetes
Mesenchym angelegt und breiten sich radial in der Handplatte aus. Die interdigitalen Bereiche
sind im Wildtyp aufgrund des bereits eingesetzten PCD, welcher sich entlang eines distal-
proximalen Gradienten ausbreitet, ausgedlnnt. Im interdigitalen Mesenchym koénnen entlang
der gesamten Finger-Primordien Apoptose-positive Zellen detektiert werden. In Nidogen 1/2-
defizienten Handplatten hingegen sind in diesem Entwicklungsstadium nahezu keine

apoptotischen Zellen vorhanden.

Der Verlust apoptotischer Aktivitat im interdigitalen Mesenchym der Nidogen 1/2-
defizienten Embryonen kann auf ein fehlendes apoptotisches Signal oder auf die Inkompetenz
der betroffenen Zellen auf ein solches Signal zu reagieren zuriickzufiihren sein. Mindestens
drei BMPs (bone morphogenetic proteins) sind an der Spezifizierung des chondrogenen bzw.
apoptotischen Schicksals beteiligt (Hogan, 1996; Dahn and Fallon, 2000) und in der Lage
Zelltod in kompetenten Geweben auszuldsen (Macias et al., 1997).

Um die Reaktion Nidogen 1/2-defizienter Gewebe auf Apoptose-induzierende Signale
zu untersuchen, wurden mit BMP4-getrankte Agarose-Kugelchen zwischen die Fingerstrahlen
von E13,5 Handplatten inseriert und nach 20 h deren apoptotische Wirkung getestet (Abb.
2.1.10, C, D). Wahrend die Implantation einer BSA-Quelle kaum Einfluss auf die Vitalitat des
umgebenden Gewebes hatte, unterlief das interdigitale Mesenchym nach Freisetzung von
BMP4 den PCD. Dabei reagierte die Region proximal der Morphogen-Quelle deutlich stérker
als der distale Bereich. Weitere Experimente konnten zeigen, dass in allen vier interdigitalen
Strahlen der Nidogen 1/2-defizienten Handplatten Apoptose durch BMP4 induziert werden

kann.
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Abbildung 2.1.10: Die interdigitalen Apoptose ist in Nidogen 1/2 defizienten Handplatten stark reduziert,
jedoch exogen induzierbar. Apoptotischer Zellen sind in griin dargestellt, Zellkerne sind mit Bisbenzimid
H33258 (blau) gegengefarbt. E13,5 Handplatte einer Kontrolle (A) sowie einer Nidogen 1/2-defizienten Maus
(B). Die beiden Fluoreszenzen sind Uberlagert dargestellt. Anterior ist oben, distal links. Wahrend im
interdigitalen Mesenchym (Pfeil) der Kontrolle viele apoptotische Zellen auftreten, kann in Nidogen 1/2-
defizienten Handplatten nahezu kein apoptotisches Signal detektiert werden. C, D: In das interdigitale
Mesenchym eines 13,5dpc Nidogen 1/2-defizienten Embryos wurden mit BSA (Asterisk) bzw. mit BMP4
(Stern) getrénkte Agarose-Kigelchen implantiert und die Handplatten 20h kultiviert. Anterior ist links, distal
oben. Dargestellt sind apoptotische Zellen in der Ebene der Cytokin-Quelle (C) sowie ventral davon (D). In C’
und D’ sind die Kernfarbungen derselben Schnitte gezeigt. Proximal (Pfeil in C) als auch ventral (Pfeil in D) der
inserierten BMP4-Quelle treten stark apoptotische Regionen auf. Die Implantation der BSA-Quelle hingegen
wirkt sich nicht auf die Vitalitat des umgebenden Gewebes aus.
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2.1.9 Expressionsmuster von Bmp2, 4 und 7

Die Erkenntnis dass BMP4 den PCD in Nidogen-doppelmutanten Extremitdten induzieren
kann, fihrt zu der Vermutung, dass bei Verlust der beiden Nidogen-lsoformen Bmp4 nicht
exprimiert oder das Protein nicht an den richtigen Stellen lokalisiert wird. Bmp4 wird
wéhrend der Extremitatenentwicklung in dem distalen Mesoderm unterhalb der AER und in
der ektodermalen AER selbst exprimiert (Dunn et al., 1997; Dupe et al., 1999; Wang et al.,
2004). Nach der Regression der AER beschrankt sich die Expression von Bmp4 hauptséchlich
auf die distalen Enden der enstehenden Phalangen.

In situ-Hybridisierungen mit einer Bmp4-spezifischen Sonde zeigten keinen
Unterschied in der Signalintensitat bzw. Lokalisation zwischen Kontrollen und Nidogen 1/2-
defizienten Extremitatenknospen in den Stadien E10,5 bis E13,5 (E10,5 und E12,5 in Abb.
2.1.11, A-D dargestellt). Aufgrund mangelnder immunhistochemisch einsetzbarer Antikorper
gegen BMP4 konnte das Protein nicht lokalisiert werden.

Zwei weitere Mitglieder der TGFp-Superfamilie, BMP2 und BMP7, kdnnen ebenso
wie BMP4 Apoptose in kompetenten Geweben induzieren (Macias et al., 1997). Beide zeigen
dynamische Expressionsmuster wahrend der Extremitatenentwicklung (Yang et al., 1998;
Dupe et al., 1999). Wahrend Bmp4 am Tag 13,5pc hauptséchlich im distalsten Bereich der
Handplatte nachgewiesen werden kann, werden Bmp2 und Bmp7 zu diesem Zeitpunkt in
weiten Regionen des interdigitalen Mesenchyms exprimiert (Abb. 2.1.11, E, G). In Nidogen
1/2-defizienten E13,5 Autopodien ist die Expression von Bmp2 und Bmp7 im interdigitalen
Mesenchym reduziert. Die Expressionsdoménen sind auf die proximalen Bereiche beschrankt
(Abb. 2.1.11, F, H).
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Abbildung 2.1.11: Im interdigitalen Mesodern ist die Expression von Bmp2 und Bmp4 reduziert. In situ
Hybridisierungen an Extremitatenprimordien unterschiedlicher Entwicklungsstadien. Anterior ist oben, distal
rechts. A-D: Bmp4-spezifische Sonde. Sowohl in Nidogen 1/2-defizienten als auch in Kontroll-Embryonen wird
Bmp4 in der AER und dem Mesoderm unterhalb der AER exprimiert. E-H: In situ-Hybridisierungen an E13,5
FuBplatten mit einer Bmp2- (E,F) bzw. Bmp7- (G,H) spezifischen Sonde. In Nidogen 1/2-defizienten Autopodien
werden Bmp2 und Bmp7 weniger stark im distalen Mesenchym exprimiert. Pfeilspitzen kennzeichnen die
distalen Grenzen der Expressionsdomanen.

2.1.10 Vergleich der Nidogen-Doppelmutanten mit der Laminin y1All14-Maus

Biochemische und strukturelle Untersuchungen an Nidogen 1 haben die Interaktion mit vielen
anderen Basalmembran-assoziierten Proteinen nachgewiesen. Das aktuelle Modell zum
Aufbau von Basalmembranen postuliert, dass Nidogen die beiden Laminin- und Kollagen IV-
Netzwerke miteinander verbindet (Fox et al., 1991; Aumailley et al., 1993) sowie weitere
Basalmembran-Komponenten integriert (Reinhardt et al., 1993; Hopf et al., 1999).

Laminine binden Uber eine LE (laminin-type epidermal growth factor-like)-Domane
in der yl1-Kette, y11114, mit hoher Affinitat an Nidogen 1(Mayer et al., 1993; Poschl et al.,
1994) und mit ~10fach geringerer Affinitdt an Nidogen 2 (Salmivirta et al., 2002). Mause,
denen das Laminin y1I114-Modul fehlt, zeigen starke Stérungen der frihen Nierenentwicklung
und Veranderungen in der Morphogenese der Lunge (Willem et al., 2002). Wahrend der
Lungenphéanotyp dem in Nidogen 1/2-defizienten Mausen beobachteten Defekt dhnelt, ist die
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Nierenentwicklung nur in Laminin y1All14-Mdusen inhibiert. Die Unterschiede der beiden
Linien werden auf freies Nidogen im Laminin y1Alll4-knockout oder eine weitere, bisher
nicht identifizierte Funktion der ylll14-Doméne zuriickgefiihrt (Bader et al., 2005). Der
Vergleich dieser beiden Mausmodelle ermdglicht demnach eine detaillierte Analyse der Rolle

von Nidogen als Interaktionspartner von Basalmembran-Komponenten.

Bisher ist fur die Laminin vy1ll14-defizienten Mause kein Phénotyp in der
Extremitatenentwicklung beschrieben worden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb auch
dieser Mausstamm auf Syndaktylie hin untersucht. Abbildung 2.1.12 zeigt Autopodien von
Laminin y1I114-defizienten 19dpc Embryonen im Vergleich zu gleichaltrigen Kontrollen. Wie
schon unter 2.1.1 fur Nidogen-doppelmutante M&use beschrieben, variiert auch hier die
Stérke des Phéanotyps zwischen einzelnen Individuen, wobei die vorderen Extremitaten starker
betroffen sind als die hinteren. Die Alizarin-Rot/Alcian-Blau Farbung zeigt eine Verwachsung
im proximalen Bereich von zwei oder mehreren Gliedern, wobei analog zur Nidogen 1/2-
Defizienz die Finger I-1V betroffen sind. Die Phalangen sind weder miteinander fusioniert
noch unregelmélRig ausgebildet. Es handelt sich um eine im Vergleich zur Nidogen 1/2-
Defizienz deutlich schwachere, partielle Syndaktylie.

Die Analyse der ektodermalen Basalmembran am Tag 10,5pc zeigt einen mit den
Nidogen 1/2-defizienten Tieren vergleichbaren Phanotyp (Abb. 2.1.13). Auch hier sind die
Basalmembran-Marker Laminin und Kollagen 1V nicht durchgéngig unterhalb der AER
organisiert. Die Immunreaktivitdit im Ektoderm ist erheblich starker als in
Extremitatenknospen des Wildtyps. Die neugebildeten BlutgefaRe sind mit anti-Laminin 111
nicht nachzuweisen. Wie bereits an 18,5dpc Nieren gezeigt (Willem et al., 2002) kann
Nidogen 1 nicht immunhistologisch im Gewebe detektiert werden, wéhrend Nidogen 2

weiterhin in Assoziation mit Basalmembran-Komponenten wie Kollagen 1V vorliegt.
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Abbildung 2.1.12: Laminin y11114-defiziente Mduse weisen nur schwache Phanotypen in den Autopodien
auf. Ubersicht (A,B) und Alizarin-Alcian-Farbungen (C, D). Die Lamc14l114 Pfoten sind gekriimmt (B). Die
mittleren Finger sind fusioniert, verbleiben jedoch im distalen Bereich frei (D). Die Pfeile deuten auf die
mittleren Phalangen IV. In den mutanten Autopodien hat sich dort noch kein Ossifikationszentrum ausgebildet.

Laminin Kollagen IV Nidogen 1 Nidogen 2

Lamcl1Dlli4 Kontrolle

Nid1--; Nid2--

Abbildung 2.1.13: Der Verlust der Laminin yll114-Doméne fuhrt zu einem der Nidogen 1/2-Defizienz
ahnlichen Phéanotyp. Immunfluoreszenzen auf transversalen Schnitten durch E10,5 Extremititenknospen. Die
Pfeile zeigen auf die AER, die offenen Pfeilspitzen deuten auf den Bereich, an dem die subektodermale
Basalmembran lokalisiert sein sollte. In Laminin y1ll14-defizienten Embryonen sind, wie in den Nidogen-
Doppelmutanten, Laminin und Kollagen 1V nicht linear unterhalb des Ektoderms lokalisiert, sondern weisen
verstarkte Immunreaktivitdt im Ektoderm auf. In Laminin y1ll14-defizienten Schnitten kann kein Nidogen 1
nachgewiesen werden, wéhrend Nidogen 2 weiterhin mit Kollagen 1V an den BlutgefaRen sowie im Bereich des
Ektoderms lokalisiert ist.
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2.1.11 In den rechten Vorderbeinen von Nidogen 1/2-defizienten Mausen treten
Skelettfehlbildungen mit geringer Penetranz auf

In einigen der neugeborenen Nidogen 1/2-defizienten Mé&usen war eine Fehlstellung der
rechten Vorderextremitaten aufféllig. Die Anfarbung von Knorpel und Knochen in diesen
Tieren zeigte fehlende oder hypoplastische Skelettelemente in allen drei Bereichen entlang
der proximodistalen Achse, dem Stylopodium, Zeugopodium und Autopodium (Abb. 2.1.14).
Betroffen sind jeweils die anterioren Elemente, der Tuberositas deltoidea, ein knécherner
Vorsprung des Humerus mit separatem Ossifikationszentrum, der Radius, der Karpus sowie
einige Finger. Die Auspragung dieser Defekte variiert von Extremitaten, in denen nur der
Tuberositas deltoidea fehlt, bis hin zum vollstandigen Verlust des Radius sowie mehrerer
Handwurzelknochen und Finger. Eine anschlieBende statistische Auswertung ergab, dass
diese Defekte in 18% (n=17) der doppelmutanten Méuse auftreten. In keiner der untersuchten
Individuen konnten vergleichbare Missbildungen im linken VVorderbein oder in den hinteren

Extremitaten gefunden werden.

A B C D

Abbildung 2.1.14: Variable Skelettfehlbildungen in den rechten Vorderextremitdten Nidogen 1/2-
defizienter M&use. In A ist die rechte Vorderextremitat einer Konrolle dargestellt, B-C zeigt eine Reihe
zunehmender Fehlbildungen in Nidogen-doppelmutanten Extremitéten. Der Tuberositas deltoidea ist mit einem
Pfeil gekennzeichnet. B zeigt einen leicht hypoplastischen Radius. In C fehlt zusatzlich der Tuberositas deltoidea
sowie der Phalanx I. D zeigt den Verlust des Tuberositas deltoidea, des Radius, sowie mehrerer Karpalen,
Metakarpalen und Phalangen.
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2.1.12 Das anteriore proximale Mesenchym weist am Tag 10,5pc eine starke
apoptotische Aktivitat auf

Bereits am Tag 12pc kdnnen Embryonen mit anterioren Deformationen in den rechten
Vorderextremitédten identifiziert werden. Die Verdichtung des Mesenchyms zum Knorpel
beginnt am Tag E11,5 bis 12, wobei die posterioren Elemente zuerst angelegt werden (Wanek
et al., 1989). Der Verlust anteriorer Elemente ist demnach schon wahrend der Determination
chondrogener Bereiche angelegt und moglicherweise auf eine reduzierte Zellzahl
zuruckzufthren.

Da in den untersuchten Embryonalstadien keine Verénderung in der Anzahl
proliferierender Zellen festgestellt werden konnte, wurden Extremitatenknospen Nidogen 1/2-
defizienter Embryonen auf Apoptose hin untersucht. Wéhrend der Extremitétenentwicklung
werden Zellen durch PCD eliminiert. Im Huhn treten zu unterschiedlichen Stadien mehrere
Zonen mit verstarktem Zelltod auf, die ANZ (anterior necrotic zone), PNZ (posterior nerotic
zone) sowie der opaque patch. In der Maus sind diese Regionen deutlich geringer ausgepragt
und entstehen am Tag 11,5 bis 12,5pc (Martin, 1990). Damit Ubereinstimmend konnten in
unterschiedlichen Ebenen durch 10,5dpc Kontrollextremitaten keine stark apoptotischen
Bereiche detektiert werden. Wie bereits in Abbildung 2.1.5 dargestellt, weisen einige Schnitte
der doppelmutanten Extremitatenknospen vermehrt apoptotische Zellen im proximalen
Mesoderm auf. Genauere Untersuchung entlang der anteroposterioren Achse zeigte einen
stark apoptotischen Bereich im anterioren Mesoderm (Abb. 2.1.15). Ein leicht verstarkter
PCD scheint in allen Nidogen 1/2-defizienten Embryonen zu entstehen, wobei der starke,

anterior lokalisierte Bereich nur in zwei der analysierten Embryonen gefunden wurde.
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Abbildung 2.1.15: Vertérkter PCD im anterioren proximalen Mesoderm. Transversale Schnitte durch den
anterioren (A,B) bzw posterioren (C,D) Bereich rechter vorderer Extremitdtenknopsen am E10,5. Apoptotische
Zellen wurden mit dem TUNEL-Assay detektiert. In Kontrollprimordien treten vereinzelt apoptotische Zellen
gleichméRig entlang der anteroposterior Achse auf. In der Nidogen 1/2-defizienten Knospe ist der PCD verstarkt
mit einer auffalligen Haufung im anterioren Mesoderm.

2.1.13 Die Lokalisation von FGF8 ist in den Extremitatenknospen verandert

Die oben beschriebenen Skelettfehlbildungen weisen eine starke Ahnlichkeit zu den
beobachteten Phanotypen nach konditionalem Verlust von FGF8 in den Extremititen auf.
Moon und Capecchi (2000) haben die Expression von Fgf8 mit Beginn der Ausbildung der
vorderen Extremitatenanlagen ausgeschaltet. Diese Mause entwickelten Vorderextremitéten
mit fehlendem oder hypoplastischem Humerus, sowie Verlust des Radius und Finger I. Die
transiente Expression von Fgf8 bis zum E10 fiihrt ebenfalls zu Hypoplasien in den anterioren
Bereichen des Zeugopodiums, Stylopodiums und Autopodiums (Lewandoski et al., 2000).
Wie bereits unter 2.1.6 dargestellt, hat der Verlust beider Nidogen-Isoformen keine
drastischen Auswirkungen auf das Expressionslevel von Fgf8, die Expressionsdomane
hingegen weist Verénderungen auf und ist anterior verkirzt (Abb. 2.1.7). Im Folgenden
wurde die Lokalisation des FGF8-Proteins genauer untersucht (Abb. 2.1.16). In WT-
Extremitatenknospen ist FGF8 in der AER und an der gesamten ektodermalen Basalmembran

der Extremitatenknospe verteilt, wo es mit deren Komponenten wie Laminin und Perlecan
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kolokalisiert. Bei Verlust von Nidogen 1 und 2 und der damit assoziierten Zerstérung der
Basalmembran lokalisieren FGF8 und Laminin hauptséachlich in der AER, andere Bereiche
des Ektoderms zeigen keine Immunreaktivitdt (Abb. 2.1.16, A-C, G-I). Im Grofiteil der
untersuchten Extremitatenknospen war die Lokalisation des FGF8-Proteins auf das Ektoderm
begrenzt. Allerdings konnte in zwei der Nidogen-doppelmutanten Embryonen eine etwas
tiefer ins Mesoderm eindringende Diffusion von FGF8 beobachtet werden.

HSPGs (Heparansulfat-Proteoglycane) modulieren die Aktivitat von FGFs, indem sie
die Bindung an ihre Rezeptoren, bzw. deren Aktivierung beeinflussen (Ornitz, 2000; Esko and
Selleck, 2002). Mutationen im HSPG Perlecan fuhren zu Misregulationen von FGF-
induzierten Signalwegen in C. elegans (Merz et al., 2003) und Drosophila (Park et al., 2003).
Da Perlecan in Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen nicht mit FGF8 an der
subektodermalen Basalmembran kolokalisiert, sollte die Signaltransduktion von FGF8
analysiert werden. Die intrazelludre Antwort auf FGF-Signale wird zelltypspezifisch tber
mehrere Signalkaskaden vermittelt, wobei universell der MAPK (mitogen-activated protein
kinase)-Weg aktiviert wird. Als read-out flr die Signalleistung von FGF8 in den
Extremitatenknospen wurde die Verteilung der phosphorylierten p44/42 MAPK untersucht.
Abbildung 2.1.16, G-L zeigt benachbarte Schnitte durch Extremitatenknospen von Kontroll-
und Nidogen 1/2-defizienten Tieren. Die Signaltransduktion von FGF8 scheint in Nidogen
1/2-defizienten Extremitatenprimordien nicht erheblich beeintrachtigt zu sein, da in den
meisten Schnitten p44/42 MAPK im gesamten Mesenchym vergleichbar zu den Kontrollen
phosphoryliert vorlag (Abb. 2.1.16, J, K). Hingegen traten im demselben Individuum, in dem
FGF8 tiefer in das Mesoderm diffundierte, Veranderungen im Phosphorylierungsmuster auf.
Phosphorylierte p44/42 MAPK konnte hier nur im marginalen Bereich der Knospe detektiert
werden, das zentrale Mesenchym zeigte kein Signal (Abb. 2.1.16, L).
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Abbildung 2.1.16: Immunlokalisation und Signalweiterleitung von FGF8 in der Extremitatenknospe.
Immunfluoreszenzen auf transversalen Schnitten durch E10,5 Extremitatenknospen. Dorsal ist oben, distal
rechts. A-F und G-L sind jeweils mit dem gleichen VergréRerungsfaktor dargestellt. In den Kontrollschnitten
(A, G) ist FGF8 in der AER exprimiert. Es kolokalisiert mit Laminin an der subektodermalen Basalmembran. In
dem darunterliegenden Mesenchym ist nahezu kein FGF8-Protein detektierbar. Durch die untypische Verteilung
von Laminin in den epithelialen Zellen der Doppelmutante kommt es zu einer Kolokalisation mit FGF8 in der
AER (E, F). In einigen Féllen kann FGF8 auch in einem nach proximal hin abfallenden Gradienten
nachgewiesen werden (C, F). P44/42 MAPK liegt im FGF8-negativen Gewebe phosphoryliert vor (G-K). L zeigt
die Extremitatenknospe eines doppelmutanten Embryos, in dem keine phosphorylierte p44/42 MAPK im
zentralen Mesenchym detektiert wird.
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2.2 Nidogen 1/2-defiziente Mause entwickeln leicht hypoplastische

Speicheldrisen

Ein  hdufig  verwendeter = Mechanismus in  der  Gestaltbildung ist die
Verzweigungsmorphogenese. Hierbei entstehen komplexe Wechselwirkungen zwischen dem
sich verzweigenden Epithel und dem benachbarten Mesenchym. Es ist bekannt, dass
Basalmembran-Komponenten und insbesondere die Interaktion von Nidogen und Laminin
essentiell fur diese Morphogenese sind. Antikorper, die die Interaktion von Laminin und
Nidogen blockieren, inhibieren die epitheliale Entwicklung von Niere, Lunge und
Speicheldrisen in vitro (Ekblom et al., 1994; Kadoya et al., 1997). Wie in vielen anderen
embryonalen Geweben wird Nidogen vom Mesenchym und Endothelium exprimiert, wahrend
das Protein ausschlie3lich in den Basalmembranen des Epithels und Endothels gefunden wird
(Kadoya et al., 1997). Die epithelialen Verzweigungen der Unterkieferspeicheldriise beginnen
mit dem Embryonaltag 13 und sind am Tag E17 bereits abgeschlossen. Zu diesem Zeitpunkt
hat die Zytodifferenzierung eingesetzt und die epithelialen Génge und Endknospen haben
Lumen ausgebildet. Die funktionelle Differenzierung der Acini setzt jedoch erst kurz vor der
Geburt ein und dauert bis zum Tag 5 an.

Waihrend die Defizienz anderer ubiquitarer Basalmembrankomponenten wie Laminin,
Perlecan und Kollagen IV zu embryonaler Lethalitdt fihrt, ermoglicht die vollstandige
Embryonalentwicklung in  Nidogen-doppelmutanten  M&usen eine  Analyse der
Speicheldrisenmorphogenese (Costell et al., 1999; Smyth et al., 1999; Miner et al., 2004;
Poschl et al., 2004).

Die Speicheldriisen wurden aus neugeborenen Mausen prapariert, gewogen und auf
Milimeterpapier fotografiert. Abbildung 2.2.1 zeigt die Morphologie der Speicheldriisen einer
Nidogen 1/2-defizienten Maus und ihres Nidogen 2-defizienten Geschwisters am Tag P1. Die
Unterkieferspeicheldriise (Glandula submandibularis) und die Unterzungenspeicheldriise
(Glandula sublingualis) sind von einer gemeinsamen Kapsel eingeschlossen. Die beiden
Driisen lassen sich in der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung leicht unterscheiden, da die
Glandula submandibularis gréer und serds aufgebaut ist, wahrend die Glandula sublingualis
vorwiegend mukose Anteile besitzt. Das ,,spaten Endknospen-Stadium* ist durch ein
polarisiertes Gangsystem, welches zahlreiche Endknospen miteinander verbindet,
gekennzeichnet. Die Génge und Endknospen weisen deutlich ausgepragte Lumen auf. Die

Speicheldrisen Nidogen 1/2-defizienter Individuen sind bei der Geburt ~40% Kkleiner und
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leichter. Sie unterscheiden sich in ihrem Aufbau und Entwicklungsgrad kaum von den
Kontrolldrisen. In der Glandula submandibularis ist jedoch der parenchymatische Anteil im
Verhaltnis zum Stroma geringer und die einzelnen Lappchen weisen eine reduzierte Zahl an
Endknospen auf.

Immunfluoreszenzen mit Antikorpern, die gegen Komponenten der Basalmembranen
gerichtet sind, zeigen, dass die epithelialen Endknospen sowie Gangsysteme durchgangig von
einer Basalmembran umgeben sind. Auch in Nidogen 1/2-doppelmutanten Driisen sind
ubiquitdre Basalmembrankomponenten an der basalen Oberflache der Epithelien organisiert.
Allerdings ist die Verteilung in den doppelmutanten Unterkieferspeicheldriisen weniger
distinkt als in den Kontrollen. Wéhrend die Gange starke Immunfluoreszenz aufweisen, ist
Laminin an den Endstiicken eher schwach lokalisiert. Auch die interstitiellen mesenchymalen
Anteile zeigen Immunreaktivitat (Abb. 2.2.1,111).
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Abbildung 2.2.1: Das epitheliale Gewebe Nidogen 1/2-defizienter Glandulae submandibularis ist
hypoplastisch. I: Ubersicht der Speicheldriisen aus einer Nidogen 2 (A) bzw. Nidogen 1/2-defizienten Maus am
Tag P1. Il: HE-Farbung auf Paraffinschnitten. Die Glandula submandibularis ist mit einem Asterisk
gekennzeichnet und in C bzw. F vergroBert dargestellt. B und E zeigen Detailaufnahmen der Glandula
sublingualis. E: Epithel; M: Mesenchym. I11: Immunfluoreszenzen auf Paraffinschnitten durch die Glandula
submandibularis. Die Basalmembrankomponenten Laminin, Kollagen 1V und Perlecan umgeben alle epithelialen
Strukturen. Im Nidogen 1/2-doppelmutanten Gewebe zeigt auferdem das Mesenchym eine verstérkte
Immunreaktivitat von Laminin und Kollagen IV (Pfeile in D und E).
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2.2.1 Invitro-Verzweigungsmorphogenese unter serumfreien Bedingungen

Um den Mechanismus der Verzweigungsmorphogenese genauer zu untersuchen wurden die
Speicheldrisenprimordien aus 13,5dpc Embryonen prapariert und in Kultur gebracht. Zu
diesem Zeitpunkt besteht das Epithelium aus einigen undifferenzierten terminalen Clustern,
welche mit dem distalen Ende des epithelialen Stammes verbunden sind. Diese Primordien
sind in der Lage sich ex vivo begrenzt weiterzuentwickeln. Als Ergebnis repetitiver
Verzweigung bildet sich nach drei Tagen unter serumfreien Kulturbedingungen ein
Gangsystem mit ca. 100 Endknospen, die jeweils Kkleiner als 100 pm im Durchmesser sind.
Die Anzahl der Endknospen wurde bestimmt und statistisch ausgewertet. Die
Entwicklungsstadien der Embryonen zwischen unterschiedlichen Wurfen als auch innerhalb
eines Wurfes unterscheiden sich leicht, weshalb die Speicheldriisenprimordien zu Beginn der
Organkultur eine unterschiedliche Anzahl von terminalen Clustern aufweisen. Diese Zahl
variiert von einer bis vier Knospen und ist schwer zu bestimmen da sich die Explantate noch
nicht auf dem Filter ausgebreitet haben. Um solche fehlerhaften Einflusse auf die Auswertung
der Verzweigungsmorphogenese auszuschlieBen, wurde aulerdem der Quotient aus der
Anzahl der Endknospen nach 72 h und 24 h in Kultur gebildet.

In Abbildung 2.2.2, | ist die Morphologie der explantierten Speicheldriisenanlagen
nach dreitdgiger Kultur dargestellt. Die Organe wurden gemaR ihres Genotyps in drei
Gruppen eingeteilt. Den starksten Verzweigungsgrad weisen die Nidogen 1+/+; Nidogen 2-/-
Explantate auf. Die durchschnittliche Endknospenzahl in Nidogen 1+/-; Nidogen 2-/-
Primordien ist jedoch nicht signifikant reduziert, weshalb diese beiden Genotypen in den
weiteren Analysen als eine Kontrollgruppe zusammengefasst wurden. Nidogen 1/2-defiziente
Primordien bilden in vitro im Durchschnitt nur etwa halb so viele Endknospen aus wie
Kontrollexplantate. Innerhalb von 48 h in Kultur vermehrt sich die Anzahl der Endknospen in
den Kontrollen um das 6fache, wéhrend in den Nidogen-Doppelmutanten nur eine 3-4fache
Zunahme zu beobachten ist (Abb. 2.2.2; 1I, 1ll). Die reduzierte Anzahl an epithelialen
Endknospen in Nidogen 1/2-defizienten Speicheldriisenexplantaten ist demnach nicht allein
auf eine leicht verzégerte Embryonalentwicklung zurtickzufihren.

Wahrend die Varianz in der gemessenen Verzweigungsgeschwindigkeit relativ hoch
ist, zeigen alle Nidogen-doppelmutanten Primordien in den Randbereichen deutlich
vergroRerte, fusionierte Endknospen, die in ihrer Form an die terminalen Cluster am E13

erinnern. Die zentralen Endknospen hingegen erscheinen klein und rund.



54 Ergebnisse

Nid1++; Nid2-- Nid1--; Nid2-- Nid1--; Nid2--

E13,5+1Tag

E13,5+3Tage

160 1 -
1 14 P<0,001 11
1401 P<0,001 5 : !
1 Q12 ©
e
S 1201 N °
o — -
S . Y &
S 100 5 o
2 Z 87 0 ©
L 80 - D
5 P I 3
N 6 - 2 02000 O %o
< 2 00‘0‘
| N, 000 © 0,00
40 < 0 090 °
o0
20 1 2 o
0- 0-
Nid1++; Nid2-- Nid1+-; Nid2--  Nid1--; Nid2-- Kontrolle Doppelmutante

Abbildung 2.2.2: Verzweigungsmorphogenese von Speicheldrisenprimordien in vitro. |: Fotografien von
Speicheldriisenprimordien nach 24 h (A-C) bzw. 72 h (D-F) in Kultur unter serumfreien Bedingungen. In den
Nidogen 2-defizienten Anlagen ist das Epithel nach drei Tagen reich verzweigt und alle Endknospen sind
gleichméaRig geformt (Pfeilspitze in D). In Nidogen 1/2-doppelmutanten Primordien haben sich deutlich weniger
Endknospen ausgebildet. Diese sind vergroBert und im Randbereich fusioniert (Pfeil in E und F). II:
Balkendiagramm: Dargestellt sind die Durchschnittswerte der Endknospenzahlen am Tag 3. Die Fehlerbalken
stellen die Standardabweichungen dar. Die Signifikanzniveaus, mit denen sich die Gruppen unterscheiden , sind
eingezeichnet (U-Test nach Mann und Whitney); n.s.: nicht signifikant. 111: Streuungsdiagramm. Dargestellt ist
der Quotient aus der Anzahl der Endknospen nach 72 h und 24 h in Kultur. Explantate der Genotypen
Nid1+/+; Nid2-/- und Nid1+/-; Nid2-/- wurden als Kontrollgruppe zusammengefasst. Die Messwerte weichen nur
geringfligig von normalverteilten Daten ab.
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2.2.2 EinfluB von Serum auf die ex vivo-Kulturen

Die verringerte bzw. verlangsamte Verzweigungsmorphogenese der Speicheldriisen-
Explantate in Kultur bestatigt die Beobachtung einer hypoplastischen Glandula
submandibularis bei Entwicklung in vivo. Dieser Phanotyp scheint in vitro deutlicher
ausgepragt zu sein. Hierfur spricht auch die Beobachtung, dass die hier als Kontrollgruppe
verwendeten Nidogen 2-defizienten Speicheldriisenprimordien in vitro weniger Endknospen
ausbilden als WT-Primordien, wéhrend in histologischen Praparaten am Tag P1 kein
offensichtlicher Unterschied auftritt (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren erscheinen die
Morphologie und die GroRe der Endstiicke in den Nidogen 1/2-defizienten neugeborenen
Mausen normal ausgebildet, wé&hrend unter Kulturbedingungen recht drastische
Veranderungen in Form und GrolRe auftreten. Diese Beobachtungen lassen auf einen
Mechanismus schliel3en, der in vivo einen solchen Defekt kompensiert.

Um dies zu untersuchen wurde dass Kulturmedium mit 10% fétalem Kalberserum
(FCS) erganzt. Unter diesen Bedingungen kultivierte Speicheldriisen bildeten eine um 30-
40% vermehrte Anzahl an Endknospen aus. Die Varianz innerhalb der Nidogen-
doppelmutanten Gruppe war bei diesem Versuchsansatz besonders grof3. Wéhrend in einigen
Nidogen 1/2-defizienten Drisenprimordien kaum  Anzeichen fir eine verbesserte
Morphogenese gefunden werden konnte, zeigten andere Explantate eine mit den Kontrollen
vergleichbare Morphologie. Alle Endknospen dieser Anlagen waren gleichméaiig und rund
ausgebildet (siehe Abb. 2.2.3, B, C). Die Anzahl der Endknospen in den Nidogen 1/2-
defizienten Primordien ist weiterhin signifikant reduziert.

Als mogliche Inhaltsstoffe des FCS, die diesen Effekt auf die Speicheldrisenkultur
ausuben, kommen Wachstumsfaktoren in Frage. Die Zugabe von EGF (epidermal growth
factor) flhrt zu einer Verstarkung der Verzweigungsmorphogenese (Nogawa and Takahashi,
1991), vermutlich indem es die Expression der Integrin a6-Untereinheit (Kashimata and
Gresik, 1997) sowie Nidogen (Kadoya et al., 1997) induziert. Um den Effekt von EGF auf
das Verzweigungsverhalten zu testen, wurde jeweils eine Drise in mit 20 ng/ml EGF
supplementiertem Medium inkubiert, wahrend die zweite Driise aus demselben Embryo ohne
Wachstumsfaktoren kultiviert wurde. Der in der Literatur beschriebene Effekt auf die
Verzweigungsmorphogenese konnte nicht in allen Experimentansétzen gemessen werden. Fir
die Auswertung wurden nur die Experimente, in denen die Kontroll-Explantate eine deutliche

Zunahme an Endknospen zeigten, beriicksichtigt. Die in Gegenwart von EGF wachsenden
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Primordien zeigten eine um 35% (n=6) vermehrte Anzahl an Endknospen. Nidogen 1/2-
defiziente Explantate verhielten sich dhnlich, auch hier konnte ein Anstieg in der Anzahl der
Verzweigungen festgestellt werden (46%, n=3). Eine Auswirkung auf die Morphologie der

epithelialen Endknospen wurde allerdings nicht beobachtet.
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Abbildung 2.2.3: Verzweigungsmorphogenese in ergdnztem Medium. I: Fotografien einer Kontrolle (A)
sowie Nidogen 1/2-defizienten Speicheldriisen (B, C) nach dreitdgiger Kultur in mit 10% FCS supplementiertem
Medium. In einigen Nidogen 1/2-defizienten Explantaten sind die Endkospen klein und rund (Pfeilspitze in A
und B), wéhrend in anderen Primordien die Knospen fusionieren (Pfeil in C). II: Darstellung der Auswirkung
von 10% FCS (A) bzw. 20 ng/ml EGF (B) im Balkendiagramm. Aufgetragen sind die Durchschnittswerte der
Endknospenanzahl nach drei Tagen in Kultur. A: Die Zugabe von FCS erhoht die Anzahl der Endknospen.
Signifikant unterschiedliche Gruppen sind gekennzeichnet. B: EGF verstarkt die Anzahl der Endknospen sowohl
in Kontroll- als auch in Nidogen 1/2-defizienten Explantaten. Der Stichprobenumfang ist hier zu gering fiir eine
aussagekraftige statistische Auswertung.
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2.2.3 Deposition von Basalmembrankomponenten in kultivierten

Speicheldrisenprimordien

Fur die Verzweigungsmorphogenese von Speicheldriisen sind Reorganisationen der
Basalmembran von entscheidender Bedeutung. Mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz
mit gegen Laminin gerichteten Antikorpern wurde die Basalmembran in den kultivierten
Speicheldrisenanlagen untersucht (Abb. 2.2.4). Dazu wurden sowohl Primordien, die drei
Tage in serumfreiem Medium kultiviert wurden, als auch Primordien, die in Gegenwart von
10% FCS inkubiert wurden, ausgewertet. Ubereinstimmend mit publizierten Daten zur
Laminin-Lokalisation detektiert das polyklonale Serum Laminin an der epithelio-
mesenchymalen Grenze aller gebildeten Génge und Endstticke in den Kontrollen. Sowohl in
dem Nidogen 1/2-defizienten Drisengewebe, welches sich im definierten Medium kaum
verzweigt hatte, als auch in Nidogen-doppelmutanten Primordien, die sich in Gegenwart von
FCS &hnlich den Kontrollen entwickelten, ist Laminin ausschlieBlich an der basalen Seite der
epithelialen Gangsysteme angereichert. Die distalen Endstiicke hingegen sind nicht von einer
Basalmembran umgeben. In den schlecht ausgebildeten und stark vergréfRerten Endknospen
der Nidogen 1/2-defizienten Organen ist Laminin gleichméaRig in allen epithelialen Zellen
verteilt, wahrend es sich in gut entwickelten Knospen auf die basale Zellschicht beschrankt.
Die ultrastrukturelle Analyse zeigt im Kontrollgewebe eine durchgangige, das gesamte
Epithel unterliegende Basalmembran, wobei das Gangsystem von einer dichter organisierten
ECM als das Endknospenepithel umgeben ist. In den Nidogen 1/2-defizienten Explantaten
findet sich trotz der immunhistologisch gezeigten Lokalisation von Laminin an den
epithelialen Verbindungsstucken ultrastrukturell keine Basalmembran. Lediglich vereinzelt
sind Ablagerungen von extrazellularem Material auszumachen.

Die Blockierung der Interaktion von Laminin und Nidogen mittels spezifischer
Antikorper fuhrt zu Nekrose in den behandelten Organen (Ekblom et al., 1994). In den hier
untersuchten Nidogen 1/2-defizienten Explantaten wurden zwar im Vergleich zu den
Kontrollen weniger mitotisch aktive Zellen in den Endknospen gefunden, die deutliche
GroRenzunahme der Endknospen deutet jedoch darauf hin, dass nicht eine reduzierte Zellzahl
die Ursache fur die morphogenetische Storung darstellt. Hiermit Ubereinstimmend wurde

keine Zunahme apoptotischer Zellen detektiert (Daten nicht gezeigt).
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Kontrolle Nid1--; Nid2-- Nid1--; Nid2-- + FCS

Abbildung 2.2.4: Organisation von Laminin in Drisenepithelien nach dreitdgiger Entwicklung in vitro.
A-C: Morphologische Ubersicht der Speicheldriisenprimordien vor der Einbettung. D-F: HE-Farbung auf
Gefrierschnitten. Die Pfeile deuten auf epitheliale Endknospen. Die Sterne kennzeichnen epitheliale Génge. G-I:
Immunfluoreszenzen mit einem gegen Laminin 111 gerichteten polyklonalen Antiserum auf zu D-E
benachbarten Schnitten. Im Kontrollgewebe (G) sind sowohl das Gangsystem als auch die Endknospen von einer
kontinuierlichen Laminin-Deposition umgeben. In dem schwach verzweigten Nidogen 1/2-defizienten
Primordium hat sich ein Gangsystem mit zentralem Lumen gebildet, dessen Zellen sich durch Laminin vom
Mesenchym abgrenzen (H). Die wenigen in der HE-Farbung identifizierbaren Endknospen weisen keine basale
Immunreaktivitat auf. Stattdessen zeigt sich eine gleichmaRig starke Laminin-Verteilung im Endknospenepithel
und Mesenchym. Die nach Inkubation in Gegenwart von FCS starker verzweigten Nidogen 1/2-defizienten
Anlagen weisen regelméfig angeordenete, runde Endknospen auf (C). Die Laminin-Deposition unterhalb des
Gangsystems endet auch hier im Ubergangsbereich zu den Endstlicken. Die
transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen in der Kontrolle eine durchgéngige Basalmembran
an den epithelialen Zellen des Gangsystems (Pfeil in J). In Nidogen-doppelmutanten Explantaten findet sich
nicht organisiertes (offene Pfeilspitze in K) oder gar kein extrazellulares Material (Pfeilspitze in L).



Ergebnisse 59

2.3 Modell zur in vivo-Analyse der Interaktion von Laminin und Nidogen

Mehrere in vitro Untersuchungen unterstitzen die Hypothese, dass die Interaktion von
Nidogen und Laminin essentiell fur die epitheliale Differenzierung ist (Ekblom et al., 1994;
Kadoya et al., 1997). Die hochaffine Bindung von Nidogen an Laminin wird Uber ein
einzelnes LE-Modul in der Laminin yl-Kette, Lamy1lll4, vermittelt. Der singulare
Aminosdureaustausch N802S reduziert die Bindungsaffinitdit zu Nidogen 1 um das
46.000fache (Poschl et al., 1996). In vorhergehenden Arbeiten in diesem Labor wurde das die
Nidogen-Bindungsstelle tragende Fragment Lamyl1ll113-5 rekombinant in Saugerzellen
exprimiert. In einem Modellsystem zur Nachahmung friiher embryonaler Entwicklung konnte
gezeigt werden, dass dieses Peptid den Aufbau einer Basalmembran inhibiert (Tunggal et al.,
2003). Um die Relevanz dieser Ergebnisse in vivo nachzuweisen sollten im Rahmen dieser
Arbeit transgene Mauslinien etabliert werden, in welchen Lamy11113-5 in den epithelialen
Zellen der Milchdriisen exprimiert wird. Das transgene Peptid, welches aufgrund fehlender
LN-Module nicht in das Laminin-Netzwerk integriert werden kann, sollte an Nidogen binden
und dieses so aus dem Basalmembran-aufbauenden System entfernen. Die Moglichkeit durch
unterschiedliche Kopienzahl des Transgens unterschiedliche Mengen an Nidogen zu binden,
ermoglicht eine Analyse hypomorpher Funktionsverluste. Als interne Kontrolle der Spezifitét
der beobachteten Phanotypen sollte das transgen exprimierte Konstrukt Lamy11113-5 N802S
dienen.

Im Unterschied zu den meisten Organen durchlauft die Milchdriise einen Groliteil
ihrer Entwicklung im erwachsenen Organismus. Wahrend die Sammelgénge schon in der
Pubertat gebildet werden, entstehen die Milch-sekretierenden Alveoli erst wahrend der
Schwangerschaft und werden wahrend der Involution wieder abgebaut. Dies hat den Vorteil,
dass selbst starke Entwicklungsdefekte nicht zur Letalitdt fuhren und die Méannchen das
Transgen an die ndchste Generation tbertragen koénnen, falls die Weibchen ihre Jungen nicht
sdugen konnen. Das whey acidic protein (Wap) Gen wird nahezu ausschlielich in
Milchdrisengewebe exprimiert. Die regulatorischen Elemente des Wap sind bereits gut
untersucht und auf ihnen basierende Expressionsvektoren sind eine beliebte Methode um
transgene Elemente in den epithelialen Zellen der Milchdriise wéhrend der spéten
Schwangerschaft und Laktogenese zu exprimieren (Rosen et al., 1996; Hutchinson and
Muller, 2000). Dieses Entwicklungsstadium ist durch starke Proliferation gekenzeichnet, die

terminalen Endknospen differenzieren sich zu den Milch-sekretierenden Alveoli. Der hier
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verwendete WAP-Expressionsvektor #1 enthélt 2,4 kb der 5’-UTR (untranslated region)
sowie 1,8 kb der 3’'UTR des endogenen Wap-Gens, der Bereich zwischen diesen
regulatorischen Regionen wurde durch multiple Restriktionsschnittstellen ersetzt (Burdon et
al., 1991). Der Vektor enthélt auBerdem eine loxP-Insertionsstelle in der 3’-UTR mit deren
Hilfe mehrfach in Kopf-an-Schwanz-Orientierung integrierte Transgene ausgeschnitten

werden kdnnen.

2.3.1 Generierung transgener Mauslinien

Die Konstrukte y11113-5 und y11113-5 N802S lagen zu Beginn dieser Arbeit bereits mit einem
N-terminalen BM40-Signalpeptid und FLAG-Epitop fusioniert im Vektor pCEP-Pu vor
(Tunggal et al., 2003). Die Inserts wurden tber Hindlll und Notl Verdau aus dem Vektor
geschnitten und die Uberhdngenden Enden aufgefillt. Die Ligation der Fragmente erfolgte in
den direkt downstream der 5’-UTR linearisierten WAP-Expressionsvektor. Die DNA-
Sequenz wurde uberprift und ein 6 kb groRes lineares Fragment, welches die regulatorischen
Elemente des Wap-Gens sowie das zu exprimierende Peptid tragt, durch Mikroinjektion in
den Pronukleus von befruchteten Eizellen injiziert. DNA-Fragmente inserieren zufallig im
Genom, wobei hdufig mehrere aneinander gereihte Konstrukte an derselben Stelle integrieren
(Tandemintegration). Die aus den injizierten Zygoten hervorgehende Generation wurde
mittels PCR auf die Insertion des Transgens hin tberprift. Die Primer fir die PCR wurden so
gewadhlt, dass sie die Schnittstelle zwischen den regulatorischen Elementen des Wap-Gens
und der Lamc1-Sequenz Uberspannen (Abb. 2.3.1, I). Die endogenen Sequenzen liegen auf
unterschiedlichen Chromosomen und koénnen nicht amplifiziert werden. Unter diesen
Bedingungen wird nur in genomischer DNA transgener Mé&use ein Fragment von 630 bp
amplifiziert. Zur Uberpriifung der Qualitat der isolierten DNA wurde eine Test-PCR mit fur
das Lamcl-Gen spezifischen Primern durchgefihrt. Fur beide Konstrukte wurden jeweils
zwei founder-Méuse erhalten, aus denen insgesamt vier unabhdngige Linien etabliert werden
konnten (Tabelle 2.1).
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Abbildung 2.3.1: Generierung transgener Mause. I: Schematische Darstellung des Expressionsvektors. Die
fur die Nidogen-Bindestelle des Lamcl-Gens kodierende Seguenz (y11113-5) wurde zwischen die
regulatorischen, nicht translatierten Regionen des Wap-Gens (Burdon et al., 1991) inseriert. Die Konstrukte
tragen N-terminal ein BM40-Signalpeptid, um die Sekretion in der extrazellularen Raum zu gewahrleisten, sowie
ein FLAG-Epitop zur spateren Identifizierung des transgenen Peptids. I1: schematische Darstellung der mittels
Southernblot-Analyse detektierbaren Integrationsformen. Die Tandemintegration mehrerer Konstrukte in ,,Kopf-
an-Schwanz“-Orientierung fiihrt nach Restriktion mit Kpnl und Detektion mit einer y11113-5 spezifischen Sonde
zu einer Bande auf Hohe von 5,9 kb (A). ,,Kopf-an-Kopf“-Orientierung liefert ein 7 kb grofRes Fragment (B).
Das endogene Lamc1-Gen wird durch eine Bande bei 2 kb reprasentiert und kann als Ladekontrolle sowie zur
Abschatzung der Integrationshaufigkeit dienen (C). I111: Southernblot-Analyse zur Genotypisierungen der FO-
Generation (A) sowie der etablierten Linien (B). Die beiden Transgen-positiven Linien (74 und 77) zeigen
unterschiedlich intensive Banden bei ~6 kb. Die schwache Bande oberhalb von 3 kb in Linie 74 reprasentiert
eine singulére Integration oder das terminale Fragment einer Tandemintegration, Uber deren GroRen keine
Vorhersage getroffen werden kann. Beide Linien weisen multiple Integrationen auf.
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Tabelle 2.1: Generierung transgener Mauslinien. Fir beide Konstrukte konnten je zwei unabhangige
Mauslinien etabliert werden.

Anteil transgen-positiver an Gesamtzahl

Konstrukt der geborenen Mause etablierte Mauslinien

74 WAP-y11113-5
y113-5 2140 (5%)

77 WAP- y11113-5

25 WAP- y11113-5mut
v11113-5N802S 2/55 (3,6%)

40 WAP- y11113-5mut

Zur genaueren Analyse der Insertionen wurde das Southern Blot-Verfahren
verwendet. Durch Wahl einer geeigneten Sonde und Restriktionsverdaus konnen Aussagen
uber die Art und H&ufigkeit der Integration gemacht werden (fur lamy11113-5 in Abb. 2.3.1
dargestellt). Als Sonde wurde ein Bereich aus den Laminin y11113-5-Modulen verwendet. Alle
DNA-Proben zeigen ein Fragment auf Hohe von 2 kb, welches das endogene Lamcl darstellt.
Beide Linien, 74 WAP-y11113-5 und 77 WAP-y1I113-5 weisen zusétzlich ein Fragment von
~6 kb auf, hier sind mehrere Konstrukte in Kopf-an-Schwanz-Orientierung integriert. Die
Bandenintensititen wurden mit ImageQuant™ 5.2 (Molecular Dynamics) ausgewertet und so
die Integrationshaufigkeit des Transgens bestimmt. In Linie 74 WAP-y1l113-5 liegt das
Transgen in 16facher Kopienzahl vor, in Linie 77 WAP-y11113-5 in 4facher. Das schwach
hybridisierende Fragment bei ~3 kb reprasentiert entweder ein flankierendes Element oder

eine singuldre Integration.

2.3.2 Nachweis der Expression des Transgens

Die Expression eines Transgens wird von den regulatorischen Sequenzen in seiner Umgebung
kontrolliert. Neben den im Konstrukt enthaltenen Elementen nehmen h&ufig regulatorische
Regionen des Integrationsortes Einflul} auf die Expressionsstarke. Die 2,4 kb der Wap-5’-
UTR sollten zu einer starken Induktion im Milchdrisenepithel wéhrend der spaten
Schwangerschaft fihren. Um das Transkript in diesem Stadium nachzuweisen wurden die
Milchdrisen aus Mé&usen am Tag 18 der Schwangerschaft sowie am Tag 5 der Laktation

prapariert und ihre RNA isoliert. In beiden untersuchten Linien, 74 WAP- y11113-5 und
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77 WAP- y11113-5, konnte zu diesen Zeitpunkten das Transgen auf RNA-Ebene mittels RT-
PCR nachgewiesen werden (Abb. 2.3.2). Da die RT-PCR keine quantitative Nachweis-
Methode ist, kann aufgrund der Bandenintensitat keine Aussage Uber das Expressionslevel

getroffen werden.
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Abbildung 2.3.2: Nachweis des exprimierten Transgens mittels RT-PCR. I: Organisation der Primer fiir die
RT-PCR. Die reverse Transkription erfolgte mit einem oligo-d(T)Primer. Die Primer fur die anschliefende PCR
(griine Pfeilspitzen) iberspannen jeweils ein Intron (Exons sind in blau hervorgehoben) um eine Differenzierung
von DNA und RNA-template zu ermdglichen. Im transgenen Konstrukt (A) amplifizieren die verwendeten
Primer 240 bp gespleilte RNA. Der Primer RT-PCRII_fw bindet nur im endogenen Wap-Gen in Exon 3 (B) und
dient zur Kontrolle der RNA-Qualitat. RT-PCR mit diesem Primer-Paar sollte in einem 230 bp groBem Fragment
resultieren. I11: Als template fur die RT-PCR diente aus laktierenden Milchdrisen der Linie 77 WAP- y11113-5
(Spur 1,6), Linie 74 WAP-y1I113-5 (Spur 3,8) bzw eines WT Tieres (Spur 5,10) isolierte RNA. Als
Kontaminationskontrollen wurden in Spur 2,4,7 und 9 kein template eingesetzt. Spur 1-5 weisen transgene RNA
nach (RT-PCR_fw; RT-PCR_rev). Spur 6-10 weisen das endogene Wap nach (RT-PCR_fwll; RT-PCR_rev).
Sowohl in der Linie 77 WAP-LE3-5 (Spur 1) als auch in der Linie 74 WAP-LE3-5 (Spur 3) konnten Fragmente
in der erwarteten GroRe amplifiziert werden. Die Spezifitat der Banden wurde mittels Southernblot-Analyse
gezeigt (B).
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Die Weibchen beider WAP y11113-5 transgenen Linien waren alle in der Lage Wirfe
von durchschnittlicher GréRe (8-10 Junge) zu sdugen. Die Milchdriisen dieser Tiere zeigten
auch nach mehreren Schwangerschaften keine Auffélligkeiten gegentber ihren transgen-
negativen Geschwistern.

Zum  Nachweis des transgenen Peptids wurden Proteinextrakte von
Milchdriisengeweben hergestellt und im Westernblot analysiert. Die Umsetzung mit einem
polyklonalen Antiserum gegen Laminin 111 bzw. Nidogen 1 zeigt, dass mit dem verwendeten
Protokoll die Basalmembrankomponenten extrahiert wurden (Abb. 2.3.3, I A). Die Detektion
des Transgens erfolgte tber sein FLAG-Epitop. Weder am Tag 16 der Schwangerschaft noch
am Tag 5 der Laktation konnte das transgene Peptid nachgewiesen werden. Um die
Sensitivitat des Proteinnachweises zu erhéhen sollte das Transgen mit einem gegen die
Nidogen-Bindestelle generierten Antikorper (anti-Lamyl11113-5) immunprézipitiert werden.
Als Kontrolle wurde das rekombinant in 293 EBNA-Zellen exprimierte und aufgereinigte
Peptid FLAG-Laminin y11113-5 prazipitiert. Der Antikdrper ist in der Lage das zugesetzte
Peptid bis zu einer Konzentration von 5 ng/ul zu prézipitieren (Daten nicht gezeigt). In
Abbildung 2.3.3, I, B sind die Proteinextrakte der beiden transgenen Linien und einer
Kontrolle sowie die entsprechenden Imunprézipitationen dargestellt. Die schwache Bande
oberhalb der erwarteten HOhe représentiert die kleine Untereinheit der Maus-1gGs
(Immunglobulin G) und kann durch ein intensives preclearing der Proteinextrakte entfernt
werden. In beiden transgenen Linien war das Transgen nicht nachweisbar.

Als weitere Mdoglichkeit zum Nachweis des Peptids wurden indirekte
Immunfluoreszenzen auf Gefrier- als auch Paraffinschnitten der Milchdriisengewebe
angefertigt. Ein gegen das FLAG-Epitop gerichteter monoklonaler Antikdrper (M2, Sigma)
konnte das Transgen nicht detektieren. Experimente von Judith Tunggal hatten gezeigt, dass
das rekombinante Protein die Interaktion von Nidogen und Laminin inhibiert (Tunggal et al.,
2003). In den beiden WAP-y11113-5 Linien lokalisieren jedoch Nidogen und Laminin
weiterhin gemeinsam an der alveolaren Basalmembran (Abb. 2.3.3, I1).

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass beide Linien das transgene Peptid nicht
in mit den hier durchgefiihrten Methoden detektierbaren Mengen exprimieren. Aufgrund der
groRen Mengen von endogenem Nidogen kann nur ein stark exprimiertes Transgen eine
wirkungsvolle kompetitive Hemmung der Laminin-Nidogen-Interaktion erzielen. Die im

Rahmen dieser Arbeit erzeugten Linien sind fiir die weitere Analyse nicht geeignet.
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Abbildung 2.3.3: Das Transgen wird auf Proteinebene nicht in nachweisbaren Mengen exprimiert.
I: Westernblot-Analysen zum Nachweis von Basalmembrankomponenten bzw. des transgenen Peptids in
Proteinextrakten aus laktierenden Milchdrisen. A: Detektion von Laminin und Nidogen 1 in Extrakten der Linie
74 WAP- y1I113-5 (Spur 1), Linie 77 WAP- y11113-5 (Spur 2) bzw. einer nicht-transgenen Maus (Spur 3). B:
Immunprézipitation mit anti-Lamy11113-5. Die Umsetzung des Blots erfolgte mit einem monoklonalen gegen das
FLAG-Epitop gerichteten Antikorper (M2, Sigma). In Spur 1 ist 0,4 pg rekombinates FLAG-Lamyll113-5
aufgetragen. Die Spuren 2-4 zeigen die Proteinextrakte der Linie 77-WAP-y1113-5, der Linie 74-WAP-y1I1113-5
sowie einer nicht transgenen Maus. Daneben folgen die Immunprazipitationen der entsprechenden beiden
transgenen Linien 74 und 77. In Spur 7 ist als Positivkontrolle fur die Prazipitation dem nicht transgenen Extrakt
0,6 pg rekombinates FLAG-Lamyll113-5 zusetzt worden. Spur 8 zeigt das Prézipitat des nicht-transgenen
Extrakts. Il: Immunfluoreszenzen auf Schnitten laktierender Milchdriisen. Sowohl im Kontrollgewebe, als auch
in der Linie 74-WAP- y11113-5 sind Laminin und Nidogen 1 an der die Alveolen umgebenden Basalmembran
lokalisiert.
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3 Diskussion

3.1 Auswirkungen der Nidogen 1/2-Defizienz auf die

Extremitatenentwicklung

3.1.1 Nidogen ist fur die Integritat der die AER unterliegenden Basalmembran

notwendig

Laminin, Kollagen 1V, Perlecan und Nidogen stellen ubiquitire Komponenten der
Basalmembranen dar. Die unterschiedlichen Anforderungen an diese Molekle werden durch
die Betrachtung der betreffenden Defizienz-Ph&notypen deutlich. Wahrend Laminin essentiell
fir die Assemblierung jeder Basalmembran ist, werden bei Verlust von Kollagen IV oder
Perlecan Basalmembranen noch so weit ausgebildet, dass sie zumindest den frihen
Anforderungen wéhrend der Embryonalentwicklung gerecht werden (Smyth et al., 1998;
Arikawa-Hirasawa et al., 1999; Costell et al., 1999; Poschl et al., 2004). Erst bei einer
starkeren mechanischen Belastung, wie der Kontraktion von Kardiomyozyten oder der
Expansion der Hirnventrikel, verlieren diese Basalmembranen ihre Integritét, was schlieflich
zum Tod fihrt (Costell et al., 1999; Poschl et al., 2004). Die jeweils singulére Defizienz einer
der beiden Nidogen-lsoformen hingegen hat keinerlei Auswirkungen auf die Lebensféhigkeit
und Fertiltat, was auf eine gegenseitige Kompensation der beiden Nidogene deutet (Murshed
et al., 2000; Schymeinsky et al., 2002). Tatsachlich zeigen die Nidogen 1/2-defizienten Tiere
Defekte in den Basalmembranen, diese sind jedoch begrenzt und beeintréchtigen die Funktion
der betreffenden Gewebe, wie z.B. das Herz, in geringerem Ausmaf als der Verlust von
Kollagen IV oder Perlecan (Bader et al., 2005). Die unter 2.1.1 beschriebenen Defekte in der
die AER (apikale ektodermale Randleiste) unterliegenden Basalmembran sind die einzigen zu
diesem Entwicklungszeitpunkt beobachteten Basalmembranstérungen. Neben den in dieser
Arbeit analysierten Nidogen 1/2-defizienten Mausen sind zwei weitere Defizienzen von
Basalmembrankomponenten bzw. —Rezeptoren beschrieben, die zu Syndaktylie fihren (Miner
et al., 1998; De Arcangelis et al., 1999). Sowohl der Verlust der Laminin a5-Untereinheit als

auch der a3/ab-Integrine resultiert aulerdem in Exencephalie, ein Defekt, der auf den
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unvollistandigen Schluf? des Neuralrohrs zurlickzufiihren ist. In den Nidogen 1/2-defizienten
Embryonen treten diese Stérungen nicht auf, die Basalmembran des Neuralrohres erscheint
am E10,5 intakt, obgleich es sich hier auch um ein stark proliferierendes Gewebe handelt. Die
Integritdt der Basalmembran in den Extremitdtenknospen zwischen E9,5 und E13,5 stellt
demnach eine gewebespezifische Anforderung an Nidogen dar.

3.1.2 Die Ausbildung der AER ist von einer intakten Basalmembran abhéngig

Die murine AER wird kurz nach dem Auswachsen der Extremitadtenknospe ausgebildet,
indem ihre ektodermalen Vorlauferzellen morphogenetische Bewegungen und
Komprimierung unterlaufen (Loomis et al., 1998). Zu Beginn der Extremitatenentwicklung
(9,5dpc) ist die subektodermale Basalmembran immunhistologisch noch intakt. Erst am Tag
10,5pc, wenn die AER als distale ektodermale Erhebung deutlich wird, treten Stérungen in
der Lokalisation von Basalmembrankomponenten auf. Diese Defekte sind auf den distalen
und ventralen Bereich der Extremitatenknospe begrenzt. Gleichzeitig ist in Nidogen 1/2-
defizienten Extremitatenknospen eine abgeflachte und hypermorphe AER zu beobachten. Da
die Vorléauferzellen der AER aus der ventralen Ektodermpopulation rekrutiert werden und von
dort nach distal wandern, ist dieser Bereich der Basalmembran stérkerer Belastung ausgesetzt.
Analysen, wie z.B. die Kondensation des ventralen Nervenstrangs im Drosophila-Embryo
deuten darauf hin, dass die Ausbildung einer intakten Basalmembran flr solche
morphogenetischen Bewegungen notwendig ist (Olofsson and Page, 2005).

B1-Integrine stellen die Hauptrezeptoren der Basalmembranen dar. In der
Extremitatenknopse wird B1-Integrin im gesamten Oberflachen-Ektoderm an der basalen
Zellseite exprimiert, wéhrend es in der AER zusétzlich um die gesamten Zellen herum verteilt
vorliegt. Die Defizienz beider Nidogen-lsoformen fiihrt neben der Disruption der
Basalmembran zu einer deutlichen Reduktion von Integrinen sowohl unterhalb der AER, wo
es normalerweise mit Laminin kolokalisiert, als auch innerhalb der apikalen Randleiste (Abb.
2.1.4). Experimente mit embryoiden Korperchen haben gezeigt, dass die Defizienz von B1-
Integrin zu einer reduzierten Expression der Laminin al-Kette fuhrt (Aumailley et al., 2000).
Ebenso resultiert der Verlust der a3 und a6-Integrine in einer reduzierten Immunreaktivitét
von Laminin ol unterhalb der AER sowie einer weniger kompakt organisierten Randleiste

(De Arcangelis et al., 1999). Hier konnte nun gezeigt werden, dass auch umgekehrt
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Komponenten der Basalmembran EinfluR auf die Lokalisation und Expression von Integrinen
ausuben. Neben der Verknipfung von Zellen und extrazellularer Matrix vermitteln Integrine
auch Zell-Zell-Adhéasion. Die dichte Zellanordnung in der AER verleiht mechanische
Festigkeit und tragt dazu bei, dass sie in dorsoventral-Richtung flach bleibt (Critchlow and
Hinchliffe, 1994). Die schwachere Immunreaktion von Integrinen in der AER konnte

demnach auch eine Ursache fur die weniger dicht organisierten epithelialen Zellen darstellen.

3.1.3 Reduzierte interdigitale Apoptose als Ursache flir Syndaktylie

Die voll penetrante Syndaktylie in Nidogen 1/2-defizienten Extremititen wird durch eine
drastisch reduzierte interdigitale Apoptose hervorgerufen. Die exogene Applikation des
Apoptose-induzierenden Zytokins BMP4 16st allerdings den Programmierte Zelltod in dem
mutanten Gewebe aus (siehe 2.1.8). Das interdigitale Mesenchym hat demnach nicht die
Kompetenz verloren auf apoptotische Signale zu reagieren. Ahnliche Untersuchungen an
Fibrillin 2-defizienten Autopodien, deren interstitielle Matrix strukturell veréndert ist, haben
gezeigt, dass hier die betreffenden Bereiche bereits auf das chondrogene Schicksal
determiniert sind bevor der interdigitale Zelltod induziert wird (Arteaga-Solis et al., 2001,
Chaudhry et al., 2001). Im Unterschied zu den Fibrillin 2-mutanten Autopodien, in denen
einige Phalangen fusioniert sind, liegt in Nidogen 1/2-defizienten Extremitaten das
Stlitzgewebe weitestgehend separiert vor. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe,
dass bei Verlust von Nidogen eine reduzierte Menge an apoptotischen Induktoren zu der
Syndaktylie fiihrt. Tatsachlich konnte hier gezeigt werden, dass sowohl die Expressionsstarke
als auch die Expressionsdoménen der beiden Apoptose-induzierenden Faktoren Bmp2 und
Bmp7 in den interdigitalen Bereichen reduziert bzw. distal verkirzt sind. Diese Beobachtung
stellt eine hinreichende Ursache fir die fehlende Separation der Finger und Zehen dar. Bereits
in anderen Syndaktylie-Mausmodellen wurden reduzierte Bmp2- und Bmp7-Level in den von
der Fusion betroffenen Bereichen beobachtet (Jiang et al., 1998; Heymer and Ruther, 1999).
Die molekulare Ursache fur die Verdnderungen im Expressionslevel dieser BMPs konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Allerdings gibt es Hinweise auf eine reziproke
Abhangigkeit der Expressionen von BMPs und FGFs (Francis et al., 1994; Laufer et al.,
1994; Heymer and Ruther, 1999).
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Bei genauerer Betrachtung féllt auf, dass das Mesenchym proximal der Zytokin-
Quelle starker apoptotisch reagiert als distal davon. Tatsachlich liegen bei stark ausgeprégter
Syndaktylie in den Nidogen 1/2-defizienten Tieren die distalen Phalangen fusioniert vor. Der
distale Bereich der Handplatten wird in Nidogen 1/2-defizienten Embryonen von einer
ektopischen Mesodermschicht Gberlagert (Abb. 2.1.9). Das Ektoderm ist in diesen Regionen
ebenfalls verandert, es wurde vermutlich durch das ausdringende Mesenchym verdrangt und
zurlickgefaltet. Die Auflésungen von Kompartimentgrenzen und das Eindringen von Zellen in
benachbartes Gewebe ist ein typisches Resultat defekter Basalmembranen (Huang et al.,
2003). Entsprechende Beobachtungen sind auch in der Laminin a5 und o3/a6-Integrin-
Defizienz beschrieben und wurden als physische Behinderung der interdigitalen Apoptose
diskutiert, ohne dass eine Verdnderung in der Lokalisation oder Expression von

Signalmolekdlen gezeigt wurde (Miner et al., 1998).

3.1.4 Auswirkungen einer defekten AER

Die AER ist flr das kontrollierte Auswachsen der Extremitatenknospen verantwortlich, eine
chirurgische Entfernung wahrend der Entwicklung flhrt zu distal trunkierten Extremitaten.
Die Anzahl der Zellen in der AER sowie ihre AusmaRe werden strikt reguliert. Entscheidend
sind hierbei negative Regulatoren wie BMPs und sogenannte AERMFs (AER maintenance
factor). Bmp7-defiziente Mduse bilden eine verlangerte AER und postaxiale Polydaktylie aus
(Luo et al., 1995; Hofmann et al., 1996). Ein &hnlicher Phanotyp wird in Bmp4-
haploinssuffizienten Tiere beobachtet (Dunn et al., 1997). Die Inhibierung mehrerer BMPs
durch die ektopische Expression des BMP-Antagonisten Noggin fihrt zu einer sowohl
raumlichen als auch zeitlichen Expansion der AER und resultiert in Poly- als auch
Syndaktylie (Guha et al., 2002; Wang et al., 2004).

Fur die Etablierung und Aufrechterhaltung der AER ist Wnt3/B-Catenin essentiell
(Barrow et al., 2003). Mutationen von dickkopf, einem Wnt-Antagonisten, fihren ahnlich der
Inhibierung von BMPs zu einer verbreiterten AER und Polysyndaktylie (Mukhopadhyay et
al., 2001; Adamska et al., 2003; MacDonald et al., 2004). Die in dem hypomorphen
dickkopf-Allel doubleridge beschriebene Morphologie der AER &hnelt den in Nidogen 1/2-

defizienten Embryonen beobachteten Verdnderungen, allerdings fuhrt der Verlust von
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Nidogen zu einer anterioren Verkirzung der AER und ist nicht von einer Polydaktylie
begleitet.

Die Beteiligung eines weiteren Signaltransduktionswegs an der Aufrechterhaltung der
AER wurde durch Mutationen im Notch-Liganden Serrate 2/Jagged 2 aufgedeckt. Das hypo-
und amorphe Allel zeigen eine unterschiedlich starke Beteiligung der Knochen an der
Syndaktylie (Sidow et al., 1997; Jiang et al., 1998). Dies spricht daflr, dass der gleiche
Mechanismus beide Auspragungen hervorruft und unterstltzt die Annahme, dass die
Extremitatendefekte in den Lama5-Mutanten, in denen auch das Stltzgewebe fusioniert ist,
ebenso wie in Nidl/2-mutanten M&usen auf einer instabilen Basalmembran beruhen.
Hinweise flr eine funktionelle Beziehung zwischen der Integritat der Basalmembran und dem
ECM-Rezeptor Notch kommen von einer humanen Krankeit. In der durch Mutationen in
Notch 3 hervorgerufen CADASIL (cerebral autosomla dominant arteriopathy with
subcortical infarcts and leukoencephalopathy) bilden sich ektopische Aggregate von

Basalmembran-Komponenten in den Blutgeféalien (Rafalowska et al., 2004).

3.1.5 Der Verlust anteriorer Skelettelemente ahnelt Defekten in Wachstumsfaktoren

Wie bereits oben diskutiert, fiihren die Defizienzen weiterer Basalmembran-assoziierter
Molekiile ebenfalls zu Syndaktylie. Sowohl in Laminin a5 als auch Integrin a3/a6-Mutanten
sind von der Fusion sowohl alle Glieder als auch teilweise das Stiitzgewebe betroffen und
somit starker ausgepragt als in den hier analysierten Nidogen-Doppelmutanten. Trotz dieser
starken Defekte sind keine Verluste von mehreren Skelettelementen entlang der
proximodistalen Achse beschrieben. Ebenso weisen die unter 3.1.4 beschriebenen Mutanten
mit einer weniger kompakten und verbreiterten AER zwar Syndaktylie, jedoch keine der fur
die Nidogen 1/2-Defizienz gezeigten Aplasien &hnlichen Phé&notypen auf. Dies deutet auf
zwei voneinander getrennte Funktionen von Nidogen, wobei der Verlust anteriorer
Skelettelemente nicht allein auf eine reduzierte mechanische Stabilitat der Basalmembran
oder Expansion der AER zurlckzufuhren ist.

Ahnliche Hypo- und Aplasien von anterioren Extremitatenelementen treten nach der
Eliminierung von Fgf8 auf. So fuhrt die Defizienz des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Sp8
zu einer nicht ausgebildeten AER und nur kurzzeitiger Fgf8-Expression. Die resultierenden
Extremitaten dieser Tiere weisen fehlende Elemente besonders in distal-anterioren Strukturen
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auf (Bell et al., 2003). Ebenso zeigt der gewebespezifische Verlust von Fgf8 in der AER
auffallende Homologien zu den Nidogen 1/2-defizienten Extremitaten. Embryonen, die Fgf8
in den Extremitatenknospen nur transient exprimieren (~E9 bis E10,25) bilden hypo- oder
aplastische anteriore Elemente entlang der gesamten proximodistalen Achse aus (Lewandoski
et al., 2000). Die vollstandige Eliminierung von Fgf8 in den vorderen Extremititenknospen
fuhrt zur Aplasie des Radius und Finger I mit 100%iger Penetranz (Moon and Capecchi,
2000).

In den Extremitdtenknospen am Tag 10,5pc konnte gezeigt werden, dass FGF8 in der
AER und an der subektodermalen Basalmembran lokalisiert, wo es vermutlich auf das die
Basalmembran kontaktierende, marginale Mesenchym wirkt. In den Nidogen 1/2-defizienten
Knospen ist diese Verteilung aufgehoben, FGF8 wird nicht an der Basalmembran
konzentriert. Stattdessen kolokalisiert es mit der ektopisch deponierten ECM in der AER. In
einigen Individuen fiihrte die Zerstoérung der Basalmembran zu einer tieferen Diffusion von
FGF8 ins Mesenchym (Abb. 2.1.16). Dadurch reduziert sich die Konzentration von FGF8 im
distalen Mesenchym, dem Bereich der starksten Proliferation, und gleichzeitig gelangt FGF8
in zentrale Bereiche des Mesoderms, wo es im WT nicht auftritt. Aufgrund der durch den
Verlust der beiden Nidogen-Isoformen verursachten Defekte in der Basalmembran ist auch
die Lokalisation von Heparansulfat-Proteoglycanen (HSPGs) betroffen. HSPGs bilden
zusammen mit FGFs und FGFRs Komplexe, die die Signaltransduktion erleichtern (Ornitz,
2000). Durch die diffuse Verteilung von Basalmembran-assoziierten HSPGs konnten in
Nidogen 1/2-defizienten Extremitatenknospen Kofaktoren fir die Aktivierung der FGFRs
fehlen und so einen Verlustphénotyp auslésen. VVon Perlecan ist bekannt, dass es Uber seine
HS-Ketten sowie den Proteinanteil mit FGF2 (Knox et al., 2002), FGF7 (Mongiat et al.,
2000) und FGF-BP (Mongiat et al., 2001) in vitro interagiert. Perlecan-defiziente Embryonen,
die die frihe letale Phase uberstehen, bilden starke Chondrodysplasien aus, die
maoglicherweise eine Syndaktylie iberdecken (Arikawa-Hirasawa et al., 1999; Costell et al.,
1999). Neben Perlecan konnten jedoch auch weitere in der Basalmembran lokalisierte HSPGs,
wie z.B. Agrin oder Kollagen XVIIl, diese Funktion austben.

Ebenso denkbar ist, dass die verbreiterte Fgf8-Expressionsdoméane oder die zerstorte
Diffusionsbarriere des Proteins zu einem ektopischen anti-apoptotischen Signal flihrt. FGFs
und ihre Rezeptoren sind haufig reziprok in mesenchymalem bzw. epithelialem Gewebe
lokalisiert. FGFR-Spleivarianten vom b-Typ werden in Epithelien exprimiert und binden
FGFs mesenchymaler Herkunft, wahrend die vom c-Typ im Mesenchym lokalisiert sind und
analog FGFs aus dem Epithel binden (Ornitz et al., 1996). Verschiedene FGFs kdnnen den
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gleichen Rezeptor aktivieren, wobei ein Teil der Spezifitat des FGF-Signals vermutlich durch
die rdumlich getrennte Verteilung sichergestellt wird. Tiefer in das Mesenchym
diffundierende FGF8-Molekiile konnten demzufolge ektopische Signale auslésen. Tatsachlich
inhibiert die lokale Applikation von FGF2 den durch BMPs induzierten interdigitalen Zelltod
(Macias et al., 1996; Buckland et al., 1998).

Unterstitzt wird die Theorie, dass in Nidogen 1/2-defizienten Mdausen die Syndaktylie
durch ein ektopisches FGF-Signal verursacht wird, durch humane kongenitale Krankheiten.
Beim Apert-Syndrom tritt neben Missbildungen im Schéadel- und Gesichtsbereich eine
ausgepragte Syndaktylie an Handen und Fussen auf, die durch Mutationen im Fgfr2-Gen
verursacht wird. Einige der krankheitsauslésenden Mutationen fiihren zur ektopischen
Expression der SpleiBvarianten FGFR2I1Ib in Fibroblasten, andere Mutationen bewirken eine
unspezifische Bindung von FGF10 an FGFR2Illc. In beiden Féllen wird eine autokrine
Wirkung von FGF10 ermdglicht (Wilkie et al., 2002; Ibrahimi et al., 2004).

3.1.6 Uber FGFs vermittelte Signale

Rekombinantes FGF kann die wesentlichen Funktionen der AER uUbernehmen und das
Auswachsen der Extremitatenknospe regulieren. Nach der chirurgischen Entfernung der AER
unterlaufen die ~200 um unterhalb der AER lokalisierten mesenchymalen Zellen den
Programmierten Zelltod (Rowe et al., 1982; Dudley et al., 2002). Eine inhibierte FGF-
Signaltransduktion sollte demnach erwartungsgemaR in einer Verdnderung der Zellvitalitat im
distalen Mesenchym unterhalb der AER resultieren. Ein solcher Effekt konnte in den Nidogen
1/2-defizienten Extremitatenknospen nicht beobachtet werden. Stattdessen wurde am E10,5
eine Region mit verstarkter apoptotischer Aktivitat im anterioren proximalen Mesenchym
detektiert (Abb. 2.1.15). Zu diesem Zeitpunkt ist keine verstarkte apoptotische Region in der
Extremitatenknospe bekannt, die anteriore und posteriore nekrotische Zone sowie der opaque
patch werden erst spater in der Extremitatenentwicklung ausgebildet. Ahnliche Auswirkungen
sind in Mutanten, die zu einer Eliminierung der Fgf-Expression in der AER fihren,
beschrieben. Bei Defizienz von Fgf8 und Fgf4 in den Extremitatenknospen tritt im
proximalen Mesenchym eine deutlich apoptotische Region auf (Sun et al., 2002). Ebenso
resultiert die Defizienz von Fgf8, Fgfr2lllb oder Sp8 in einer proximal lokalisierten
verstarkten Apoptose (Moon and Capecchi, 2000; Revest et al., 2001; Bell et al., 2003). Alle
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hier beschriebenen Mutationen fiihren zu Hypo- und Aplasien entlang der proximodistalen
Achse. Es erscheint demnach wahrscheinlich, dass am E10,5 die Vorlauferzellen der spéater

fehlenden Elemente sterben.

FGFs losen abhdangig vom jeweiligen Zelltyp so unterschiedliche Reaktionen wie
Proliferation, Differenzierung oder Apoptose aus. Die Aktivierung der MAP-Kinasen p44/42
und p38 wird in allen Zelltypen beobachtet, wahrend die Aktivierung der anderen
Signalkaskaden (P1(3)K/Akt-Weg, PLCy-Weg) zelltypspezifisch auftritt. Determinanten flr
die differentielle FGF-Reaktionen sind die unterschiedlichen Rezeptoren, das Vorhandensein
von Effektoren, sowie Zelltyp-abhangige Regulation der Gen-Transkription. Durch den
gegenseitigen Einfluss unterschiedlicher Signalwege wird die Reaktion der Zelle auf den
gleichen Liganden zusétzlich beeinflusst (Dailey et al., 2005).

Ubereinstimmend mit einem UGber die epithelio-mesenchymalen Grenze hinweg
erfolgenden FGF-Signal wurde nicht im Ektoderm, sondern im Mesenchym der
Extremitatenknospen phosphorylierte p44/42 MAPK detektiert. Ein ahnliches Bild ergibt sich
bei der Betrachtung der Nidogen 1/2-defizienten Embryonen, unterstitzt durch die
Beobachtung, dass im Allgemeinen das Auswachsen der Extremitdtenknospe entlang der
proximodistalen Achse nicht gestort ist. Nur in einem der analysierten Nidogen 1/2-
defizienten Embryonen wurde ein verandertes Phosphorylierungsmuster beobachtet. In den
dem Ektoderm benachbarten Zellen liegt p44/42 MAPK weiterhin phosphoryliert vor.
Lediglich der zentrale Bereich der Extremitdtenknospe zeigt hier kein Signal (Abb. 2.1.16).
Da in dem betreffenden Embryo auch eine starke apoptotische Reaktion im proximalen
Mesenchym sowie eine Diffusion von FGF8 in das Mesenchym beobachtet wurden, ist ein
funktionaler Zusammenhang zwischen der FGF-Signaltransduktion und dem Programmierten
Zelltod wahrscheinlich.

Widerspriichliche Ergebnisse zu den im Rahmen dieser Arbeit gemachten
Beobachtungen lieferte die Analyse der FGF8-Signaltransduktion im Huhn. Zu einem dem
Entwicklungsstadium E11 der Maus entsprechenden Zeitpunkt wurde die durch den
P1(3)K/Akt-Weg induzierte Mkp3 (MAPK Phosphatase 3) im Mesenchym lokalisiert. Mkp3
dephosphoryliert p44/42 MAPK und dementsprechend wurde die phosphorylierte Form der
p44/42 MAPK hauptsachlich in der AER detektiert (Kawakami et al., 2003). Die Autoren
interpretieren ihre Ergebnisse dahingehend, dass Aktivierung des MAPK-Wegs zum Zelltod
fihren kann, wahrend die Aktivierung des PI(3)K/Akt-Weges dies verhindert. Die Analyse
der Phosphorlierung von p44/42 MAPK in der Maus hingegen unterstitzt die in der
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vorliegenden Arbeit dargestellte exklusive Lokalisation im Mesenchym. Am Expressionsort
von FGF8, der AER, liegt p44/42 MAPK nicht phosphoryliert vor (Corson et al., 2003).
Diese unabhangigen Untersuchungen deuten auf Unterschiede in der FGF-Signaltransduktion
zwischen Huhn und Maus, bzw. zeigen eine strikte zeitliche Regulation wéhrend der

Extremitatenentwicklung.

3.1.7 Verstarkt anteriore Auspragung der Fehlbildungen

Der Verlust von Knochen in Nidogen 1/2-defizienten Extremitaten betrifft alle Bereiche
entlang der proximodistalen Achse, zeigt jedoch eine Praferenz fur anteriore Elemente.
Ebenso ist der einzige nie von der Fusion betroffene Finger der posterior gelegene
Nummer V. Die Hypoplasien gehen, wie oben diskutiert, vermutlich auf die verstarkte
Apoptose am E10,5 zuriick. Diese apoptotisch aktive Region wurde im anterioren Bereich
lokalisiert und konnte so spezifisch anteriore Vorlaufer dezimieren. Da die posterioren
Strukturen sowohl im Zeugopodium als auch Stylopodium zeitlich vor den anterioren
Strukturen angelegt werden (Wanek et al., 1989) fiihrt eine Dezimierung der Zellpopulation
maoglicherweise immer zum Verlust anteriorer Elemente.

In den Autopodien hingegen werden zunéchst die medialen und anschlieBend die
lateralen Elemente angelegt. Von den Extremitatenknospen des Huhns ist bekannt, dass die
posteriore AER deutlicher ausgepragt ist als die anteriore (Todt and Fallon, 1984). Hier
werden neben Fgf8 und Fgf9 auch Fgf4 exprimiert. Moglicherweise ist also die posteriore
AER weniger anfallig gegenuber partiellen Funktionsverlusten, da sie diese durch redundante

Genfunktionen ausgleichen kann.

3.1.8 Extremitatendefekte betreffen ausschlieRlich die rechte vordere Seite

Differenzen in der Auspragung von Defekten zwischen Vorder- und Hinterextremitaten sind
in der Literatur haufig beschrieben und reflektieren z.T. die differentiell exprimierten Hox-
Gene entlang der cephal-caudalen Achse (Yamaguchi et al., 2004). In den Nidogen 1/2-

defizienten Mé&usen ist, ebenso wie in den Laminin a5-defizienten Tieren, die Syndaktylie
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stérker in den vorderen als in den hinteren Extremitdten ausgebildet (Miner et al., 1998).
Obwohl Nidogen nicht, wie ursprunglich angenommen, allgemein eine notwendige
Voraussetzung fiir die Assemblierung von Basalmembranen darstellt, ist die Lokalisation von
Basalmembrankomponenten in den friihen embryonalen Entwicklungsphasen diffuser als in
Kontrollembryonen (siehe 2.1.1). Dies spricht dafur, dass die einzelnen Komponenten in
Abwesenheit von Niodgen nicht so fest oder schnell in das Netzwerk integriert werden
kdnnen und Nidogen 1/2-defiziente Basalmembranen etwas mehr Zeit zum Reifen bendtigen.
Da die hinteren Extremitatenknospen etwa 0,5 Tage spéter als die vorderen auswachsen, ist
hier die Basalmembran mdglicherweise bereits widerstandsféhiger.

Alle in Niodgen 1/2-defizienten Mdausen beobachteten skeletalen Hypo- oder Aplasien
betrafen ausschlielich die vordere rechte Extremitat. Tatsachlich treten in mutanten Mé&usen
mit nicht vollstdndig penetranten Extremitatendefekten diese h&ufiger in der rechten
Korperhalfte als in der linken auf, so ist z.B. die Syn- und Polydaktylie in den doubleridge
Mausen haufiger rechts ausgepragt. Ebenso fuhrt die Haploinsuffizienz von Bmp4
ausschlieBlich in der rechten Korperhélfte zu Polydaktylie (Dunn et al., 1997; Paine-Saunders
et al.,, 2000). Die molekularen Ursachen fur diese Praferenz sind nicht bekannt. Einen
interessanten Aspekt liefert eine genauere Betrachtung der Embryonalenwicklung. Bei der
murinen Entwicklung findet typischerweise am E 8,5-9 eine Drehung des Embryos statt, bei
der das Ektoderm nach AufRen und das Endoderm nach Innen gestiilpt wird. Der Embryo dreht
sich bei Betrachtung von caudal entgegen dem Uhrzeigersinn und damit tber seine rechte
Kdorperhalfte. Dementsprechend ist die rechte Korperhélfte zu Beginn des Auswachsen der
vorderen Extremitatenknospen einer stdarkeren Belastung ausgesetzt und dadurch

mdoglicherweise anfélliger fir mechanischen Stress.

3.1.9 Vergleich der Nidogen 1/2-Defizienz mit der Laminin y11114-Defizienz

Nidogen weist seine hochste Bindungsaffinitat zu Laminin auf. Die Defizienz des LE-Moduls
in Doméne Il der Laminin vyl-Kette hebt die Interaktion zwischen diesen beiden
Basalmembran-Proteinen vollstandig auf. Transgene Mé&use, denen diese Bindestelle fehlt,
zeigen ebenso wie Niodgen 1/2-defiziente Mause nicht vollstandig ausgebildete Lungen. In
anderen Organen, treten deutliche Unterschiede zwischen den beiden Mausmodellen auf, eine

Agenesie der Nieren wird z.B. nur in LamclA4lll4-Embryonen gefunden. Als Ursache fir
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diese Effekte werden das freie Nidogen oder bislang unbekannte zusatzliche Funktionen des
Lamy11114-Moduls diskutiert. (Willem et al., 2002; Bader et al., 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden beide transgenen Linien hinsichtlich ihrer
Auspragung der Syndaktylie untersucht. Zum Zeitpunkt der ersten sichtbaren Defekte in der
distalen subektodermalen Basalmembran in Nidl/2-defizienten Embyronen weisen auch
Lamc141114 Extremitatenknospen untypische Verteilungen von Basalmembrankomponenten
auf (Abb.2.1.13). Sofern eine Zerstérung der Basalmembran immunhistologisch beurteilt
werden kann, ist dieser Defekt in den beiden Linien ahnlich stark ausgepragt. Wie bereits fir
andere Gewebe beschrieben, zeigen die Extremitatenknospen keinerlei Immunreaktivitét
gegen Nidogen 1 (Willem et al., 2002). Wéhrend Nidogen 1 nicht in der Basalmembran
gehalten wird, kolokalisiert Nidogen 2 weiterhin mit anderen Basalmembrankomponenten.
Die Affinitat von Nidogen 2 zu Lamy1l1114 ist im Vergleich zu Nidogen 1 um etwa den Faktor
8 reduziert. Interaktionsstudien mit vollstdndigem Laminin gaben Hinweise auf eine mogliche
zusétzliche Bindestelle fir humanes Nidogen 2 in Laminin (Kohfeldt et al., 1998). In anderen
Bindungsstudien wurden etwas stérkere Interaktionen von Nidogen 2 mit Kollagen 1V oder
Perlecan gemessen (Miosge et al., 2002; Salmivirta et al., 2002). Dies konnte die starkere
Integration von Nidogen 2 erklaren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die LamclAlll4-
Mauslinie nicht einer weiteren detaillierten Analyse unterzogen, aber es erscheint
wahrscheinlich, dass durch eine Restfunktion von Nidogen 2 die Struktur der Basalmembran
schneller wiederhergestellt werden kann und so die Auswirkungen begrenzt werden. Hierflr
spricht auch die Beobachtung, dass in den Lamcllll4-defizienten Extremitatenknospen bereits
am E10,5 Kollagen 1V und Nidogen 2 an den Endothelien detektiert werden kdnnen, wahrend
bei Verlust beider Nidogen-lsoformen erst in spateren Entwicklungsstadien
Basalmembranmolekile an den kleinen BlutgefaRen lokalisieren (2.1.3, 2.1.10, Abb. 2.1.13).
Mit dieser Annahme (bereinstimmend zeigen Lamcl4lll4 Mause eine nicht vollstandig
penetrante, partielle Syndaktylie ohne Beteiligung skelettaler Elemente, einen im Vergleich

zur Nidogen 1/2-Defizienz abgeschwachten Phanotyp.
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3.1.10 Weiterfuhrende Experimente

Die Analyse der Ursachen fir die Syndaktylie in Nidogen 1/2-defizienten Extremitdten hat
gezeigt, dass die Expression von Bmp2 und Bmp7 in den interdigitalen Bereichen reduziert ist.
Um eine genetische Interaktion zwischen Nidogen und BMPs zu testen, kdnnten z.B. Bmp7-
defizienten Mduse in die hier analysierte Nidl/2-defiziente Linie eingekreuzt werden. Der
Verlust von Bmp7 flhrt zu Polydaktylie in den Hinterextremitéten (Luo et al., 1995; Hofmann
et al., 1996). Bei einer unabhéngigen Funktion der beiden Komponenten, Nidogen und
BMP7, wiirde man einen rein additiven Effekt der beiden Phanotypen in den Tripel-knockouts
erwarten. Bei Interaktion der beiden Mechanismen hingegen wirde das sensitivierte System
eine Verstarkung einer der beiden Phanotypen, Syndaktylie oder Polydaktylie, auslésen. Auf
diese Art wurde bereits die funktionelle Interaktion von BMP7 und Fibrillin 2, einer
Hauptkomponente extrazellularer Fibrillen, nachgewiesen (Arteaga-Solis et al., 2001).

Bei der Frage, ob durch eine Mutation bestimmte Signaltransduktionswege gestort
sind, wie in diesem Fall FGF8, eignet sich ebenfalls die Analyse der kombinierten Mutanten.
Bei einer Interaktion wiirde der Phanotyp der downstream agierenden Komponente auftreten.
Kreuzungsschematisch ist dieser Ansatz jedoch nicht durchfiihrbar, da es sich hier um vier
Allele handelt und beide verwendeten Cre-Linien, Msx2-Cre bzw. Rarb-Cre, mit jeweils
einem der beiden Nid-Gene auf demselben Chromosom liegen. Trotzdem waére eine Analyse
der  Basalmembranassemblierung in  den  AER-spezifischen  Fgf8-defizienten
Extremitatenknospen interessant, da in embryoiden Kérperchen gezeigt wurde, dass die FGF-
Signaltransduktion fur die Expression von Basalmembranmolekilen, wie Laminin und
Kollagen 1V, unerl&sslich ist und die Etablierung einer Basalmembran Defekte in der FGF-
Signaltransduktion partiell retten kann (Li et al., 2001; Li et al., 2004).

FGFs aktivieren ihre Rezeptoren ber Interaktion mit HSPGs. Um zu Uberprifen ob die
verdnderte Lokalisation von Basalmembran-assoziierten HSPGs Auswirkungen auf die
Bindungen von FGFs an ihre Rezeptoren hat, konnten LACE (ligand and carbohydrate
engagement)-Experimente durchgefihrt werden. Dabei werden bestimmte Ligand und
Rezeptor-Paare auf Bindung an Heparansulfat in situ untersucht (Allen and Rapraeger, 2003).
Der Vergleich von Nidogen 1/2-defizienten mit Kontroll-Embryonen sollte dann eine
Aussage zur Rezeptorspezifitat von FGF8 in Nidogen-doppelmutantem Gewebe erlauben.
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3.2 Auswirkung der Nidogen 1/2-Defizienz auf die Entwicklung der

Glandula submandibularis

3.2.1 Die invitro Verzweigungsmorphogenese ist inhibiert

Wéhrend der Entwicklung der Unterkieferspeicheldriise gehen Epithelium und Mesenchym
komplexe Wechselwirkungen ein, Gber die schlieBlich ein reich verzweigtes Parenchym sowie
ein differenziertes Stroma enstehen. In Nidogen 1/2-defizienten Mdusen ist am Tag P1 die
Glandula submandibularis dem Wildtyp entsprechend ausgebildet, zeigt jedoch eine leicht
reduzierte Anzahl an epithelialen Endknospen. Der Ablauf der Entwicklung unter definierten
Bedingungen in Kultur deckte Defekte in der epithelialen Verzweigungsmorphogenese auf
(siehe 2.2.1). Allgemein stellt die Organkultur ein sensitiviertes System dar, in dem sich
schwache Defekte leichter als in vivo phénotypisch manifestieren. Die Nidogen-
doppelmutanten Explantate bildeten weniger und haufig vergrofierte Endknospen aus. Bei
Betrachtung eines Explantats zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Kultur wird
deutlich, dass die friihen Endknospen sich nicht weiter verzweigen, sondern nur an GroRe
zunehmen und manchmal miteinander verschmelzen, wéhrend in der N&he des epithelialen
Stammes in reduzierter Anzahl neue Sprossungen stattfinden. Laminin lokalisiert an der
basalen Oberflache der epithelialen Gange, nicht aber an den epithelialen Endstiicken in
Nidogen 1/2-defizienten Speicheldrisenexplantaten (Abb 2.2.4). Im Wildtyp wurde
ubereinstimmend mit publizierten Daten wahrend der Ausbildung und dem Auswachsen
neuer Verzweigungen Laminin permanent an der basalen Oberflache der Epithelien detektiert
(Hardman and Spooner, 1992). Die Akkumulation von Basalmembrankomponenten korreliert
demnach mit der Ausbildung von neuen Verzweigungen.

Die stark proliferierenden und Spalten ausbildenden Endknospen stellen ein System
mit einer hohen Umsatzrate an Basalmembrankomponenten dar (Kadoya and Yamashina,
2005). Dies spiegelt sich in dem elektronenmikroskopisch beobachteten Unterschied
zwischen den lockeren Basalmembrandepositionen an den Endknospen und den deutlicher
ausgebildeten Basalmembranen an den Verbindungsstiicken wider (siehe 2.2.3). In den
Nidogen 1/2-defizienten Explantaten hingegen wird trotz der Konzentration von Laminin an
dem sich entwickelnden Gangsystem auch hier keine ultrastrukturell definierte Basalmembran

ausgebildet.
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Die epitheliale Morphogenese der Glandula submandibularis in vitro stellt folglich ein
System dar, in dem Nidogen tatsdchlich fur die Assemblierung von Basalmembranen

notwendig ist.

3.2.2  Auswirkungen der Blockierung unterschiedlicher Basalmembrankomponenten

Organkulturen werden haufig verwendet um die Auswirkungen bestimmter blockierender
Antikorper sowie Peptide auf die Verzweigungsmorphogenese von Speicheldriisen zu
untersuchen. Die Blockierung diverser Basalmembrankomponenten oder Rezeptoren inhibiert
dabei (ber unterschiedliche Mechanismen die Verzweigungsmorphogenese, nicht immer
liegen der Inhibierung Defekte in der Basalmembran zugrunde. So fiihrt z.B. die Blockierung
der Intergin a6-Untereinheit oder Laminin al G4-Domaéne zu reduzierten Verzweigungen mit
gleichméRig ausgebildeten Endknospen, wobei nur bei Inhibierung der Laminin ol G4-
Doméne die Integritat der Basalmembran beeinflusst wird (Kadoya et al., 1995; Kadoya et al.,
1998). Auch die spezifische Inhibierung der Interaktion von Nidogen und Laminin durch
einen Antikorper reduziert die Anzahl der Verzweigungen in Speicheldrisenexplantaten
(Kadoya et al., 1997). Die gebildeten Endknospen zeigen allerdings im Unterschied zu den
Nidogen 1/2-defizienten Explantaten eine stark elongierte Morphologie mit unregelméaiiger
Oberflache. Dies deutet auf einen Mechanismus, bei dem Nidogen fiir die Ausbildung von
Spalten an den Endknospen essentiell ist, wahrend die Interaktion von Laminin und Nidogen
nicht fur die Initiierung von Verzweigungen, sondern deren Auswachsen verantwortlich ist.
Ein solches, durch die exogene Zugabe von Inhibitoren beeinflusstes System ist allerdings
anfallig fir unspezifische Effekte. Die Zugabe von Antikérpern kann z.B. neben der
erwinschten Blockierung noch weitere Interaktionen inhibieren. Das die Nidogen-Bindestelle
tragende  Peptid Lamylll13-5 interferiert Uberraschenderweise nicht mit der
Verzweigungsmorphogenese in Speicheldrisen (Kadoya et al., 1997), obwohl sein Einfluf3
auf die Laminin-Nidogen-Interaktion und die Basalmembranassemblierung in anderen
Systemen gezeigt wurde (Tunggal et al., 2003; Breitkreutz et al., 2004).

Bei den hier verwendeten Speicheldriisen-Primordien von mutanten Mausen kdnnen
solche sekundaren, unspezifischen Effekte ausgeschlossen werden. Um eine Aussage uber die
funktionelle Beteiligung der Interaktion zwischen Laminin und Nidogen treffen zu kdnnen,

sollten die Speicheldriisenprimordien Laminin y1ll14-defizienter Embryonen unter denselben
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Bedingungen wie die Nidogen-doppelmutanten Primordien kultiviert und vergleichend

analysiert werden.

3.2.3 Zusammenhang zwischen Nidogen und EGF

Die Ahnlichkeit zwischen den phanotypischen Auspragungen von defekten ECM-
Komponenten und Wachstumsfaktoren hat zu Spekulationen tber eine Verknipfung dieser
beiden Systeme bei der Speicheldriisenmorphogenese gefiihrt (Kadoya and Yamashina,
2005). EGFR (epidermal growth factor receptor)-defiziente Glandulae submandibularis
zeigen in vivo eine leicht reduzierte Anzahl von Verzweigungen (Jaskoll and Melnick, 1999)
wahrend chemische Inhibitoren der von EGFR aktivierten Signaltransduktionskaskade in
vitro die epitheliale Morphogenese inhibieren (Kashimata et al., 2000; Larsen et al., 2003). In
den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten zum Einfluss von EGF auf die
Verzweigungsmorphogenese konnte eine tendenzielle Zunahme an Endknospen sowohl in
Kontroll- als auch in den Nidogen-doppelmunten Driisen beobachtet werden, eine spezifische
Rettung des Nidogen 1/2-defizienten Phénotyps wurde jedoch nicht gezeigt. Fir eine
detaillierte Untersuchung der Wirkung von EGF auf Nidogen-defiziente Basalmembranen
muss eine umfangreichere Analyse durchgefuhrt werden.

Interessant ware die Untersuchung der Auswirkung ektopischer
Basalmembrankomponenten auf die Assemblierung und Integritdit der Nidogen 1/2-
defizienten Basalmembranen. Mdoglicherweise agiert Nidogen, indem es die Molekile der
Basalmembran in raumliche N&he bringt. Eine Erhéhung der Konzentration von z.B. Laminin

kdnnte den gleichen Effekt haben und so die VVerzweigungsmorphogenese unterstitzen.
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3.3 Etablierung einer transgenen Mauslinie

Sowohl Nidogen 1/2-defiziente als auch Laminin y1ll14-defiziente Mause sterben wéhrend
oder kurz nach der Geburt mit nicht vollstdndig ausgereiften Lungenepithelien (Willem et al.,
2002; Bader et al., 2005). Um die Funktion der Interaktion von Laminin und Nidogen
wéhrend spéterer Differenzierungsschritte in der epithelialen Morphogenese zu untersuchen,
eignet sich die Milchdrise, ein Organ das auch bei starken Entwicklungsdefiziten nicht zur
Letalitat fihrt und aufgrund seiner GroRe und zyklischen Entwicklung leicht zugéanglich ist.
Fur das die Nidogen-Bindestelle tragende Peptid Lamy1l113-5 wurde bereits gezeigt, dass es
die Interaktion von Laminin und Nidogen kompetitiv hemmt und so die Integritdt von
Basalmembranen beeinflussen kann (Tunggal et al., 2003; Bader et al., 2005).

Fur die Etablierung transgener Mé&use ist die Wahl des richtigen Promoters von
entscheidender Bedeutung. Der Wap (whey acidic protein)-Promotor ist gut charakterisiert
und wurde in der Vergangenheit haufig verwendet um die Expression in den epithelialen
Zellen der Milchdrise waéhrend der spaten Phase der Schwangerschaft und Laktation zu
dirigieren (McKnight et al., 1995). So konnte u. a. die Metalloproteinase Stromelysin mit dem
Wap-Promotor gezielt im Milchdrisenepithel exprimiert und gezeigt werden, dass der Abbau
der Basalmembran in virginellen Weibchen zu einem Anstieg an epithelialen Verzweigungen
und zu einer verfrihten Differenzierung fuhrt (Sympson et al., 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei transgene Linien generiert, die in
unterschiedlicher Kopienzahl die mit dem FLAG-Epitop markierte Lamclll13-5 Sequenz
unter der Kontrolle des Wap-Promoters tragen (WAP-y11113-5). Das Transgen konnte jedoch
auf Proteinebene nicht detektiert werden (siehe 2.2.2). Da in beiden Linien RNA des
Transgens nach Reverser Transkription mit einem oligio-dT-Primer nachgewiesen werden
konnte, kann davon ausgegangen werden, dass die 3’'UTR der Konstrukte intakt ist. Das
Peptid wurde bereits aus dem Uberstand von stabil transgenen 293-EBNA Zellen isoliert und
seine biologische Aktivitat nachgewiesen, weshalb eine fehlerhafte Faltung oder Sekretion
ausgeschlossen werden kann. Modifizierte Proteine oder Proteinfragmente degradieren in
einigen Fallen deutlich schneller als ihre endogenen Pendants (Ramalho et al., 2002).

Anhand der RT-PCR kann keine quantitative Aussage Uber die Transkript-Menge
gemacht werden. Neben der Promotorsequenz beeinflussen auch cis-agierende,
positionsabhangige Faktoren die Expression eines Transgens. Da der Grofdteil des

Sdaugergenoms als Heterochromatin vorliegt, integrieren transgene Sequenzen h&ufig in
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transkriptionell inaktive Bereiche und werden reprimiert. Fir den hier verwendeten WAP-
Expressionsvektor wurde gezeigt, dass 50% der transgenen Linien das Transgen abhéngig von
der Kopienzahl exprimieren (Burdon et al., 1991). Die starken Positionseffekte kénnen
umgangen werden, indem MARs (matrix attachment regions), strukturgebende
Doménengrenzen, in vitro an den Promotor ligiert werden (McKnight et al., 1996). Der
Mechanismus mit dem MARs auf die Transkription der flankierten Sequenzen wirken ist
nicht vollstandig verstanden, die durch sie vermittelte, vom Integrationsort unabhangige
Expression wurde jedoch fir mehrere Transgene beschrieben. Gleichzeitig wird jedoch auch
der positive EinfluB von Enhancer-Regionen unterbunden und in einigen Fallen wurde ein
Verlust der von der Kopienanzahl abhéngigen Expressionsstarke beschrieben (McKnight et
al., 1992).

Um diese Probleme zu umgehen, konnten konditionale knockout-Linien verwendet
werden. In einer kooperierenden Arbeitsgruppe wurde kirzlich eine Mauslinie mit einem von
loxP-Sequenzen flankierten Nidogen 1-Allel hergestellt (R. Nischt, unverdffentlichte Daten).
Es existieren mehrere Mauslinien, in denen die Cre-Rekombinase gezielt in den Milchdrisen
exprimiert wird (Wagner et al., 1997; Selbert et al., 1998; Wagner et al., 2001; Wintermantel
et al., 2002). Da Nidogen 2-defiziente Mause vital und fertil sind, kann ein Stamm generiert
werden, in dem Nidogen 2 ubiquitdr und Nidogen 1 gewebespezifisch im Milchdriisengewebe
deletiert ist. Bei diesem experimentellen Ansatz muss bedacht werden, dass das diffusible
Nidogen in den meisten Geweben mesenchymal exprimiert wird und somit eine Deletion im
Epithel nicht ausreichend ist.

Laminin wird im Unterschied zu Nidogen epithelial exprimiert und ist weniger
diffusibel. Fir die Analyse der Auswirkung einer inhibierten Bindung von Laminin und
Nidogen im Milchdrusenepithel eignen sich somit Transplantationsexperimente. Dabei wird
die mutante Milchdrisenanlage von Lamcllil44-Embryonen in das freigelegte Fettpolster
von WT-Mausen transplantiert. Die mutante Drise entwickelt sich in dem Stroma des Wirts
und kann wahrend aller Entwicklungsstadien analysiert werden.
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4 Material und Methoden

Alle nicht aufgefuhrten Standardmethoden, Lésungen und Puffer sind aus Sambrook et al.

(1989) entnommen.

4.1 Material

41.1 Zellkulturmedien und Zubehor

Reagenz Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12

Gibco
(D-MEM/F-12) 1:1
L-Glutamin Gibco
Penicillin-Streptomycin Gibco
Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom KG
Transferrin Gibco
Epidermal Growth Factor (EGF) Sigma
Rekombinantes humanes BMP-4 R&D Systems
Nuclepore Polycarbonate Membran (0,1 um Porengrofie) Whatman

Affi-Gel Blue Gel BioRad
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4.1.2 Antikorper

Primére AntikOrper

Antikdrper Quelle Verdiinnung'™  Referenz/Hersteller
a-Nidogen 1 Kaninchen, polyklonal  1:5000 Anju Vasudevan
a-Nidogen 2 Kaninchen, polyklonal  1:5000 Anju Vasudevan
o-Perlecan Kaninchen, polyklonal ~ 1:1000 (Schulze et al., 1995)
a-EHS Laminin Kaninchen, polyklonal  1:2000 glgggglerer-Ehret etal,
a-Typ IV Kollagen Ziege, polyklonal 1: 100 Southern Biotech
a-E-Cadherin Kaninchen, polyklonal ~ 1:1000 (Boussadia et al., 2002)
o-Laminin y1 Ratte, monoklonal 1:2000 Chemicon

a-Laminin y11113-5 Kaninchen, polyklonal ~ 1:50" (Mayer et al., 1998)
o-phospho-p44/42 Kaninchen, 160 Cell Signaling

MAPK monoklonal Technology

o-FGF8 Maus, monoklonal 1:1000 R&D Systems
o-mouse Ki-67 Ratte, monoklonal 1:50 DakoCytomation
a-CD29 (B1-Integrin)  Ratte, monoklonal 1:100 BD Biosciences
o-CD31 (PECAM-1)  Ratte, monoklonal 1:500 BD Biosciences
a-FLAG M2 Maus, monoklonal 1:2000"® Sigma-Aldrich
a-Digoxigenin-AP Schaf, Fab-Fragmente ~ 1:2000 Roche

'F- Immunfluoreszenz *: Immunprazipitation, ®: Western Blot
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Sekundére AntikOrper

Antikoper, Typ Quelle Verdinnung Hersteller
Anti-Kaninchen IgG, .
g Ziege 1:800 Jackson Ir_nmunoResearch
Cy3-gekoppelt Laboratories
Anti-Ziege IgG,
ge e Esel 1:1000 Molecular Probes
Alexa Fluor 488-gekoppelt
Anti-Maus 1gG, .
g Ziege 1800 Jackson Ir_nmunoResearch
Cy3-gekoppelt Laboratories
Anti-Ratte IgG, .
g Ziege 1:1000 Molecular Probes
Alexa Fluor 488-gekoppelt
4.1.3 Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz (5’ - 37) Verwendung
MM21 CTTCAAACTCAGAGGACACAG
Genotypisierung des
MM27 CCTCATTTGACCTACATGTAGC Nidogen 1-Allels
MM29 GAGAAAGAGTGGGACGATAG
Lamyl_fw AGATGTGAACTCTGTGATGAC Genotypisierung des
Lamyl_rev TGCAAGAAGTGGTTCACACCGCATTCT Laminin y1All14-Allels
BMP4_Kpnll ATCGGTACCTGGGTGATGCTTGGGACTA
Bmp4-Sonde
BMP4_EcoRlI ATGGAATTCCTCTTCAACCTCAGCAGCATC
oligo d(T) (T3
Insert_for AGCAACAGAGCAGCTGTAACCC RT-PCR zum
Nachweis des
Ex3_for TTGGTGTTCCGAAAGCTGGC Transgens
Ex4_rev ATAGACTTGGGTGGTCACTCCC
Ex16_fw GTCCCAAAGACAAAGGAAGTGGTG
Genotypisierung der
Ex17 rev TTTGCATTTGTCGGCTGGATTGGG transgenen Mause
Wap_fw CCAAGAAGGAAGTGTTGTAGCCC
Probe_fw ATACTCGAGATGTGAACTCTGTGATGACGGC  interne Sonde
Probe_rev ATACTCGAGGCAGACACTGGCATTGTCCG Laminin y11113-5
WapSeq_for GACAGCCATCAGTCACTTGC Sequenzierung des
WapSeq_rev GACTGCATACCTGGCACTGG Transgens
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414 EST-Klone

Bezeichnung/ID Vektor Gen
IRAKp961E2125Q pCMV-SPORTG6 Bmp4
4.1.5 Vektoren

Bezeichnung Typ Referenz

CMV-y1l113-5  Expressionsvektor mit N-terminalem FLAG

#1 WAP-Expressionsvektor

(Tunggal et al., 2003)

Wagner, Hennighausen
(Burdon et al., 1991)

4.1.6 Sonden fur in situ- Hydridisierungen

Gen GenBank Sequenz Referenz

Fgf8 NM 010205: nt 184-1124 (Crossley and Martin, 1995)
Bmp2 NM 007553 nt 53-1215 (Lyons et al., 1989)

Bmp7 BC 010771 nt 170-1033 (Furuta et al., 1997)

Bmp4 X 56848 nt: 776-1284 (Semba et al., 2000)

4.1.7 Mauslinien

Name Symbol Beschreibung

Referenz

Nidogen 1 Nidl Deletion von Exon 3, amorph

Nidogen 2 Nid2

Lamininylll14  Lamcl4l114

in Intron 4, amorph

(Murshed et al., 2000)

Insertion eines gene-trap Vektors  (Schymeinsky et al.,

2002)

Deletion der Nidogen-Bindestelle  (Willem et al., 2002)
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4.2 Methoden

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus embryonalem Gewebe oder Schwanzspitzen-
Biopsien nach Laird et al. (1991)

Zur Genotypisierung adulter Mause wurden ca. 0,5 cm lange Schwanzspitzen, zur Isolierung
von embryonaler DNA ca. 1 mm® groRe Gewebestiicke bzw die extra-embryonale Membran
(Dottersack, Amnion) mit 600 ul Lysis-Puffer (100 mM Tris pH 8,0, 5 mM EDTA, 200 mM
NaCl, 0,2% SDS, 0,4 mg/ml Proteinase K) G.N. bei 55 °C im Wasserbad inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Phenol-Chloroform Extraktion der DNA. Die gefallte DNA wurde
in 50 ul H,O aufgenommen und zur anschliefenden Genotypisierung mittels PCR oder

Southern Blot Analyse eingesetzt.

4.2.1.2 Southern Blot Analyse (Southern, 1975)

Die als Southern Blot bezeichnete Methode beschreibt den Transfer von DNA-Fragmenten
auf eine Nylonmembran. Durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde kénnen
spezifische Fragmente identifiziert werden.

Die zuvor restringierte DNA wurde in einem 0,8%igen Agaraosegel aufgetrennt. Um
die Ubertragung groBer Fragmente zu erleichtern wurden diese vor der Denaturierung
zunachst ~20 min in 0,25 M HCI depuriniert. Der Transfer auf die Nylonmembran (Roti-
Nylon Plus, Roth) erfolgte in der Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,25 M NaOH) uber
einen Zeitraum von ~16 h aufgrund von Kapillarkraften. Die Membran wurde anschlie}end

kurz in 2 x SSC-L6sung gewaschen und getrocknet.
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4.2.1.3 Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung doppelstrangiger DNA-Sonden erfolgte mit dem ,,Ready-To-Go
DNA Labelling Beads (-dCTP)“ Kit (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers. Hierbei
werden mittels ,,random priming“ Fragmente von ~100-1000 bp Lange markiert. Fir die
Reaktion wurden ca. 50 ng der zu markierenden DNA eingesetzt, welche zuvor mittels
Restriktionsenzymen aus Plasmiden geschnitten wurden.

Einzelstrangige Oligonukleotide wurden radioaktiv endmarkiert. Hierbei Ubertrégt die
T4-Polynukleotidkinase (PNK) die y-Phosphatgruppe des ATP auf die 5’-terminale
Hydroxylgruppe der DNA.

Reaktionsansatz:

Komponente Volumen
ddH,0 155 pl
DNA 10,0 pg
10 x PNK Reaktionspuffer 2,5 ul
T4-PNK (10 U/pl) 1,0
v-*P(ATP) (2MBq) 50 pl

Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 37 °C.

4.2.1.4 Hybridisierung

Die Hybridisierung der auf die Nylonmembran transferierten DNA erfolgte in Anlehnung an
die von (Church and Gilbert, 1984) beschriebene Standardmethode. Danach wurde die
Membran mit Hybridisierungslésung (500 mM NaPQOy, pH 7,15, 7% SDS, 1% BSA, 1 mM
EDTA, 500 ug/ml denaturiertes Heringssperma) ca. 4 h bei 65 °C rollend vorinkubiert.
AnschlieRend wurde die hitzedenaturierte Sonde zugegeben und .N. bei 65 °C hybridisiert.
Die Membran wurde mehrfach bei 42 — 55°C in Waschlésung (40 mM NaPOQO,, pH 7,15, 1%
SDS, 1 mM EDTA) gespllt. Bei Erreichen einer ausreichend geringen Hintergrundaktivitét
der Membran wurde diese in eine Autoradiographiekassette mit Réntgenfilm eingelegt und

bei —80°C entsprechend ihrer Restaktivitat exponiert.
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4.2.1.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Mausgewebe (Milchdriisen)

Milchdrisen weiblicher Mause unterschiedlicher Stadien der Mammogenese bzw
Laktogenese wurden kurz in DEPC-PBS gewaschen und bei -80 °C gelagert. Etwa 100 mg
Gewebe wurde in 1 ml TRIZOL (Invitrogen) homogenisiert und die RNA nach Angaben des
Herstellers extrahiert. Zur Qualitatsprifung wurden ~2 ug der in DEPC- H,O resuspendierten

RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt.

4.2.1.6 Reverse Transkription (RT)

Fur die Synthese der cDNA wurde 1-1,5 ug isolierte Gesamt-RNA zusammmen mit 25 uM
oligo-dT-Primer in 13,5 pl Gesamtvolumen zur Beseitigung von Sekundarstrukturen fir
2 min bei 70 °C inkubiert und anschliellend auf 4 °C gekuhlt. Dem Reaktionsansatz wurden
4 ul Reaktionspuffer, 1 pl dNTPs (je 25 mM), 0,5 pul RNase-Inhibitor (40 U/ul, ) sowie 1 pul
AMV-Reverse Transcriptase (20 U/ul, QBiogene) zugefugt und 1h bei 42 °C inkubiert. Durch
10minatiges Erhitzen auf 70 °C wurde die Reaktion gestoppt. Fur die anschliefende PCR
wurde 1 pl des RT-Ansatzes eingesetzt.

4.2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Standard-PCR-Reaktionen zur Genotypisierung wurden mit Tag-DNA-Polymerase (Roche)
durchgefiihrt, wahrend bei anschlielender Klonierung von PCR-Fragmenten Pfu-DNA-
Polymerase (Stratagene) nach Angaben des Herstellers verwendet wurde. Alle PCR-
Reaktionen wurden in einem Tpersonal-Thermocycler (Biometra) durchgefiihrt. Beispielhaft
ist der Reaktionsansatz und das Temperaturprofil zur Amplifizierung der Nidogen 1 Allele

angegeben.
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Reaktionsansatz (25 pl):

Komponente Volumen
genomische DNA 1,0

10 x PCR Reaktionspuffer 25 ul

MgCl; (25 uM) 2,0 ul

dNTPs (jeweils 25 mM) 05 wl

Forward primer (10 uM) (MM21 bzw. MM29) 05 ul

Reverse primer (10 uM) (MM27) 0,5

Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 ul

ddH,0 17,75 pl
Temperaturprofil

Schritt Temperatur (°C) Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 94 3 min 1x
Denaturierung 94 40 sec
Primer-Annealing 50 - 60 40 sec 35 x
PrimerExtension/ DNA-Elongation 72 1 min

Finale Elongation 72 7 min 1x

4.2.1.8 Digoxigenin (DIG)-Markierung einer RNA-Sonde

Die Herstellung einer DIG-markierten RNA-Sonde fur die in situ-Hybridisierung erfolgte
mittles in  vitro  Transkription. Dazu wurde zundchst das Plasmid mit
Restriktionsendonukleasen linearisiert und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
aufgereinigt. Die Synthese des antisense-Transkripts erfolgte je nach Orientierung des Inserts
mit T7-oder T3-RNA-Polymerase in folgendem Ansatz fiir 2 h bei 37 °C.
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Komponente Volumen
linearisierte DNA 1 ug
DIG RNA Labeling Mix (Roche) 2
10 x Transkriptionspuffer 2
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
T7- oder T3-RNA-Polymerase (20 U/ul, Roche) 2 ul
DEPC-H,0O ad 20ul

Die DNA-Matritze wurde durch Behandlung mit 2 pl DNase I, (RNase frei, Roche)
fir 10 min bei 37 °C entfernt, die Reaktion mit 2 ul 0,2 M EDTA (pH8,0) gestoppt und das
Transkript durch Zugabe von 2,5 ul 4M LiCl sowie 75 ul bei -20 °C vorgekihltem EtOH
geféllt. Das Prézipitat wurde in 100 pl DEPC-H,O resuspendiert und die Qualitat mittels
Agarose-Gelelktrophorese tberpriift. Die Ausbeute an DIG-markierter RNA wurde (iber einen

spot test gegen einen DIG-markierten Standard bestimmt.

4.2.2 Histologische Methoden

4.2.2.1 Préaparation von Gefrier- und Paraffinschnitten

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die entnommenen Gewebe kurz in PBS
gewaschen, in Tissue-Tek-Einbettlosung (Sakura) in Flissig-Stickstoff eingefroren und bei
-80 °C gelagert. Die Blocke wurden bei -20 °C in einem Kryostat (Leika, CM3050) mit einer
Schnittdicke von 7 pm geschnitten. Bis zur immunhistologischen Féarbung wurden die
Schnitte bei -20 °C aufbewahrt.

Gewebe fir die Paraffineinbettung wurden je nach Gewebestarke 30 min bis 1 h in
4% PFA fixiert und 2 h bis 0.N. in 70% EtOH uberfuhrt. Die folgenden Schritte wurden in
einem Einbettautomaten (Citadell 1000, Shandon) durchgefuhrt, wobei die Léange der
Inkubationszeiten mit den Gewebetypen und deren Durchmesser variierte. Dehydrierung in
aufsteigender EtOH-Reihe: 70%, 80%, 90%, 96%, 3 x 100% EtOH, 3 x Xylol, Infiltration mit
Paraffin Nr. 3, Paraffin Nr. 6. Die engultige orientierte Einbettung erfolgte in Paraffin Nr.6
und anschlieBender Lagerung bei 4°C. Die 6 um dicken Schnitte wurden mit einem Mikrotom
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(Microtom GmbH) angefertigt, in einem Wasserbad gestreckt, bei 37°C getrocknet und
schlielflich bei RT gelagert.

4.2.2.2 Immunfluoreszensfarbungen

Paraffinschnitte wurden zundchst wie folgt entparaffinisiert: 2 x 5 min Xylol, 2 x 5 min
Isopropanol, je 3 min 96% EtOH, 70% EtOH, H,O und in TBS (50 mM Tris, 150 mM NacCl,
pH 7,4) Gberfihrt. Je nach Spezifitat des gewahlten Antikdrpers wurden die Epitope entweder
mittels HIER (heat induced epitope retrieval: 10 min bei 95 °C in 10 mM Citratpuffer, pH
6,0) oder Trypsin-Behandlung (10 min bei 37 °C in 0,1% Trypsin/0,1% CaCl,-L6sung,
Stoppen der Reaktion mit Leitungswasser) zuganglich gemacht. Anschliefend wurden die
Schnitte in TBS berfihrt, 10 min mit 0,25% Triton X-100 (in TBS) permeabilisiert und 2 x
10 min mit TBS gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Schnitte 1 h in 5% BSA (in TBS) inkubiert. Der PrimérantikGrper wurde in
Blockierungslésung verdinnt und G.N. bei 4 °C inkubiert. Nach dem Entfernen von
uberschiussigem Antikdrper durch 4maliges Waschen fiir 10 min in TBS erfolgte der zweite
Blockierungsschritt fur 15 min in 0,8% BSA und (je nach Herkunft des Sekundarantikorpers)
3% NGS (normal goat serum) oder NRS (normal rabbit serum). Der in dieser
Blockierungslésung verdlnnte fluoreszensmarkierte Sekundarantikérper wurde 45 min bei
RT inkubuiert und anschlieBend die Schnitte 4 x 5 min in TBS gewaschen. Die Eindeckelung
efolgte mit DAKO Non fade Mountant (Dako Cytomation). Die Farbungen wurden an einem
Zeiss Axiophot 165 Mikroskop oder konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (DM IREZ2,

Leica) dokumentiert.

4.2.2.3 TUNEL-Farbung (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling)

Die Detektion apoptotischer Zellen erfolgte mit dem DeadEnd™ Fluorometric TUNEL
System (Promega) nach Angaben des Herstellers. Diese Methode beruht auf der enzymatisch
katalysierten Inkorporation von fluorescein-12-dUTP an die 3° OH-Enden der fragmentierten

DNA mittels der terminalen Deoxynukleotidyl Transferase (TdT) (Gavrieli et al., 1992).
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4.2.2.4 Whole mount in situ Hybridisierung

Die Detektion der Expression bestimmter, fir die Entwicklung der Extremitatenknospen
essentieller Gene im intakten Maus-Embryo wurde leicht modifiziert nach Jowett (1997)
durchgefiihrt. Alle bis zur Hybridisierung verwendeten Lésungen wurden mit DEPC-H,0
angesetzt und RNase-freie Arbeitsbedingungen geschaffen. 10,5 — 13,5dpc (days post
conception) Embryonen wurden in kaltem DEPC-PBS aus dem Uterus prapariert. Die den
Embryo umgebenden extraembryonalen Hullen, der Dottersack und das Amnion, wurden fiir
die Genotypisierung benutzt (siehe 4.2.1.1). Um einen besseren Zugang der Ldsungen in alle
Gewebe zu erreichen wurde der Kopf abgetrennt. Die Fixierung erfolgte 0.N. bei 4 °C in
4% PFA. Es folgte die Dehydrierung uber eine aufsteigenden MetOH-Reihe (25%, 50%,
75%, 2x 100%, je 10 min). Die endogene Peroxidase-Aktivitat wurde 2 h bei RT in 6% H,0,
(in MetOH) reduziert. Nach schrittweiser Uberfilhrung in PBT (PBS, 0,1% Tween-20)
wurden die Gewebe fir 8 min mit Proteinase K (10 pg/ml PBT) permeabilisiert. Die
Postfixierung erfolgte nach zweimaligem Waschen in PBT mit 4% PFA/0,2% Glutaraldehyd
fir 20 min. Die anschlieRend 2x in PBT gewaschenen Embryonen wurden fiir mindestens 16
h in 200 ul Hybridisierungsmix (50% Formamid, 5 mM EDTA, 1,3 x SSC, 125 pg/ml Yeast
RNA, 0,2% Tween-20, 0,5% CHAPS, 100 pg/ml Heparin, mit 1 M Citronensaure auf pH 5,0
einstellen) bei 68 °C im Wasserbad préhybridisiert. Ca. 200 ng der DIG-markierte RNA-
Sonde (siehe 4.2.2.7) wurde in 200 pl Hybridisierungmix vorgewédrmt und die Embryonen
mindestens 24 h bei 68°C im Schittelwasserbad hybridisiert. Die Embryonen wurden 2x 30
min in der Prahybridisierungslosung und 1x in Hybridisierungsmix/MABT (100 mM
Maleinsdure, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,5) (1:1) bei 68 °C gewaschen. Die
folgenden 3 Waschschritte erfolgten je 1h bei RT in 10 ml Volumen MABT. Anschlielend
wurde 1 h in MABTB (MABT + 2% Blockierungsreagenz (Roche, 1096176) und 2 h in
MABT/20% NSS (normal sheep serum) blockiert. Die Inkubation mit anti-DIG-AP (1:2000
in MABTB/20% NSS) erfolgte i.N. bei 4 °C. Die Embryonen wurden 3x kurz sowie 3 x 1 h
in je 15 ml MABT gewaschen und schlieflich 2 x 10 min in NTMT (100 mM NaCl, 50 mM
MgCl,, 100 mM Tris pH 9,5, 0,1% Tween-20, 5 mM Levamisol) &quilibriert. Die Féarbung
erfolgte in 4,5 pl NBT (75 mg/ml in 70% Dimethylformamid) und 3,5 pl BCIP (50 mg/ml in
DMF)/mI NTMT im Dunkeln bei RT. Die Nachweisreaktion wurde nach 30 min — 5 h mit
PBT abgestoppt. Durch Dehydrierung mit MetOH intensiviert sich die Farbung (dunkelblau).
Die nochmals G.N. in 4% PFA fixierten Gewebe wurden an einem Stereomikroskop (Leica
MZ FLII) fotografiert.



96 Material und Methoden

4.2.2.5 Whole mount Farbung von Knochen und Knorpel

Zur Farbung der Knochen und Knorpelgewebe wurden die Extremitaten neugeborener Mduse
mindestens 3 Tage in 95% EtOH eingelegt um anschlieBend die Haut leicht entfernen zu
kdnnen. Die Farbung mit Alcian Blue 8GX (Sigma A3157) und Alizarin Red (Sigma A5533)
sowie die anschliefende Klarung des Gewebes erfolgte nach einem Protokoll von Jegalian
und De Robertis (1992).

4.2.2.6 Transmissionselektronenmikrokopie (TEM)

Embryonales Gewebe wurde G.N. in 2,5% Glutaraldehyd fixiert und in Cacodylatpuffer
(100 mM, pH 7,2) gewaschen.Die anschlieBende Prozessierung wurde im Insitut fir
Pathologie, Universitatsklinik Koln durchgefihrt. Die Postfixierung erfolgte mit 2% OsQO, fiir
2 h bei RT. AnschlieBend wurde mehrfach mit A. bidest gespult und die Gewebe Uber eine
aufsteigenden EtOH-Reihe (50%, 70%, 90%, 2x 100%) in Propylenoxid tberfuhrt. Die
Proben wurden zundchst 1 h in einem Propylenoxid/Araldit (2:1)-Gemisch inkubiert und
anschlieBend in Araldit eingebettet. Semidinnschnitte (1-2 um) wurden mit Toluidin-Blau
gefarbt. Die Dunnschnitte (50 nm) wurden mit einem Diamantmesser angefertigt und zur
Kontrastierung mit Bleicitrat und Uranylcitrat behandelt. Die gewaschenen und getrockneten
Schnitte wurden anschlieBend in einem Transmissionselektronenmikroskop (EM 902A, Zeiss)

analysiert.

4.2.2.7 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Zur Analyse von Oberflachenstrukturen wurden Embryonen im Stadium 10,5dpc und 13,5dpc
U.N. bei 4 °C in 1% Glutaraldehyd/4% PFA fixiert und in 0,1 M Cacodylatpuffer pH 7,2
gewaschen. Die weitere Prozessierung der Proben wurde von A. Page, Biomedical Imaging
Unit, Southampton General Hospital, UK durchgefuhrt. Das Gewebe wurde Uber einen EtOH-
Gradienten dehydriert und am Kiritischen Punkt getrocknet. Die Proben wurden auf einem
Aluminiumhalter  befestigt und  unbeschichtet in einem FEI Quanta 200

Rasterelektronenmikroskop (Oregon, USA) unter varibablem Druck (VP-Modus) analysiert.
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4.2.3 Biochemische Methoden

4.2.3.1 Proteinextrakte aus murinen Gewebe

Um Proteine der extrazellularen Matrix aus murinem Milchdriisengewebe zu extrahieren
wurde ein Protokoll von Paulsson et al. (1987b) abgewandelt. Das Gewebe wurde in 0,05 M
Tris/HCI, pH 7,4, 0,1 M NaCl, 10 mM EDTA, 1x Complete-Protease-Inhibitor (Roche)
homogenisiert, 2 h bei 4°C rotierend extrahiert und der US mittels Zentrifugation (30 min,
10.000 rpm) geklart.

4.2.3.2 Immunprazipitation

Zur Detektion des Lamyl1l113-5-Peptids wurden 100 pl Proteinextrakt zunéchst fur 2 h bei
4°C mit 20 pl Protein A-Agarose (Roche) vorinkubiert um Immunglobuline (1gGs) zu
entfernen (preclearing). Nach Zentrifugation (5min, 3000rpm) wurde der US mit 1,5 pl anti-
Laminin y11113-5 und 30 pl frischer Protein A-Agarose U.N. bei 4 °C immunprazipitiert. Die
Agarose wurde 2x mit TBS gewaschen, in Probenpuffer (reduzierend) aufgenommen und im

Immunoblot analysiert.

4.2.3.3 Immunoblot-Analyse

Die zu untersuchenden Proben wurden nach Standard-Protokollen mittels diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Die
Proteine wurden auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran NC, Schleicher & Schiill)
transferiert, mit 3%igem Milchpulver in TBS blockiert und dem entsprechenden Antikorper
umgesetzt. Immunoreaktive Proteine wurden mit dem ECL (enhanced chemiluminescence)-

System detektiert.
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4.2.4 Organkulturmethoden

Alle Kulturen wurden bei 37 °C und 5% CO, in einer wassergesattigten Atmosphére
durchgefiihrt. Das Ndhrmedium (DMEM: F12) wurde standardméaiig mit 2 mM L-Glutamin
und 200 pg/ml Penicellin/Streptomycin ergénzt.

4.2.4.1 Kultur von Speicheldrusen-Primordien

Um den Prozess der epithelialen Verzweigung in der Speicheldriise zu untersuchen wurden
13,5dpc Embryonen in kaltem PBS aus dem Uterus prépariert, ein ca. 1mm breites Stiick um
die Mandibel und Zunge herausgeschnitten und in Nahrmedium Gberfiihrt. Die
Unterkieferspeicheldriise (Glandula submandibularis) besteht zu diesem Zeitpunkt aus einem
wenig verzweigten Epithel mit kondensiertem Mesenchym. Je nach Entwicklungsstadium hat
sich schon die Glandula sublingualis gebildet. Die freigelegten Drisen-Primordien wurden in
einem mdoglichst geringen Volumen Medium auf eine Polycarbonatmembran Uberfuhrt
(Nuclepore, 0,1 pum PorengréRe) und 3 Tage schwimmend kultiviert. Das mit 50 pg/ml
Transferrin und je nach Experiment zusétzlich mit 10% FCS oder 10-20ng/ml EGF
supplementierte Kulturmedium wurde taglich gewechselt.

Die Organkulturen wurden nach 24 h und 72 h fotografiert und die Endknospen
gezéhlt. Sowohl die Anzahl der Endknospen nach 72 h als auch der Quotient aus den Werten
nach 72 h und 24 h wurden mit der Software SigmaStat™, Version 3.1, Sytsat Sofware Inc.
ausgewertet. Die Werte wurden auf ihre Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und
Varianzhomogenitat (F-Test) hin Uberprift. Die anschlieBenden Stichprobenvergleiche
wurden nach Mann und Whitney (U-Test) und bei mehr als 3 unabhangigen Gruppen nach
Kruskall und Wallis (H-Test) mit anschlieendem Post hoc-Test durchgefiihrt.
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4.2.4.2 Implantation BMP4 abgebender Depots in embryonales Gewebe

Die Handplatten von 13.5dpc Nidogen 1/2-defizienten Embryonen wurden in kaltem PBS
prapariert, auf eine Polycarbonatmembran wberfihrt und schwimmend auf DMEM:F12
inkubiert. Agarose-Kigelchen (Affi-Gel Blue Gel, BioRad) wurden in PBS gewaschen,
getrocknet und 1 h bei 37°C mit 100 ng/ul rekombinantem BMP4 (R&D Systems) oder
100 ng/pul BSA inkubiert. AnschlieBend wurden die Kugelchen kurz in PBS dberfihrt und
nach Grolie sortiert. Je ein Klgelchen wurde in das interdigitale Mesenchym der Handplatten
implantiert und die Organe flr 20 h kultiviert. Anschlieend wurden die Handplatten in PBS

gewaschen und fir die Detektion apoptotischer Zellen prozessiert (siehe 4.2.2.1 und 4.2.2.3).

4.2.5 Generierung transgener Mauslinien

Die folgenden Arbeiten wurden von Wieslaw Krzyzak im ZMMK Zentrallabor der
Universitdt Koln durchgefiihrt. Als Oocytenspender dienten superovulierte Weibchen
(C57BI/6 x DBA/2, F2-Hybrid) die 2 Tage vor der Verpaarung mit 10 U Gonadotropin
(Sigma) und unmittelbar davor mit 10 U Choriongonadotropin (Sigma) stimuliert wurden. Die
befruchteten Eizellen wurden nach 24 h entnommen, anhaftende Cumulus-Zellen mit
Hyaluronidase (300 mg/ml) entfernt und die isolierte Transgen-Kassette (2 ng/pl) in den
Pronukleus der Zygote injiziert. Die manipulierten Zygoten wurden in scheinschwangere
Ammen-Miitter transferiert.

Die Nachkommen (FO-Generation) wurden tber PCR und Southern Blot-Analyse
genotypisiert und zur Etablierung transgener Maus-Linien mit C57BIl/6 verpaart. Zur
Bestimmung der Kopienzahl wurden die Intensitdten der Banden im Southern Blot mittels

ImageQuant" 5.2 (Molecular Dynamics) quantifiziert.
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4.2.6 Tierzucht

Nidogen 1 heterozygote, Nidogen 2 homozygote Tiere (Nid1+-; Nid2--) wurden untereinander
verpaart um Nidogen 1/2-homozygot mutante Embryonen (Nid1--; Nid2--) zu erhalten. Diese
Tiere werden im Folgenden als Nidogen 1/2-defizient oder Nidogen-Doppelnull bezeichnet.
Die in dieser Arbeit als Kontrollen Kklassifizierten Embryonen entstammten demselben Wurf
und waren WT oder heterozygot fur den Nidogen 1-Lokus und homozygot mutant flr
Nidogen 2 (Nid1++; Nid2--oder Nid1+-; Nid2--).

Der Tag an dem der Vaginalpfropf gefunden wurde, wurde als 0,5dpc gewertet. Fir
eine genauere Altersbestimmung wurden die Somiten posterior der hinteren
Extremitatenknospe gezahlt. Nach dieser Methode entspricht 10,5dpc etwa 8, 11,5dpc etwa 18

und 12,5dpc etwa 30 Schwanzsomiten.
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Fibroblast Growth Factor
Glucosaminoglycan

Stunden

Heparansulfat-Proteoglycan
Kilobasen

KiloDalton

Low Density Lipoprotein

Molar

Mitogen-Activated Protein Kinase
Megabequerel

messenger RNA

Mikroliter

Stichprobenumfang

Asn, Asparagin

Nanometer

Nuclear Magnetic Resonance, Kernresonanzspektroskopie
Postnataltag

Programmed Cell Death, Programmierter Zelltod



120 Abkurzungsverzeichnis
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion
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