INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwtrde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultat
der
Ruprecht-Karls-Universitat
Heidelberg

vorgelegt von
Diplom-Biologe

Jochen Claus Hartner
aus Mannheim

Tag der mundlichen Prifung:



Die RNA-abhangige Adenosin-Deaminase ADARL:
Defizienz flhrt zu hAmatopoietischen Defekten
und embryonalem Tod



Die vorliegende Arbeit wurde am Max-Planck-Institut fir medizinische Forschung
Heidelberg zwischen April 1998 und April 2002 unter der Anleitung von Dr. Miyoko Higuchi
und Prof. Dr. Peter H. Seeburg durchgefuhrt

Gutachter: Prof. Dr. Peter H. Seeburg
Max-Planck-Institut fur medizinische Forschung Heidelberg

Prof. Dr. Gunther Schiitz
Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg



Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Dissertation selbst verfasst und mich dabei keiner
anderen als der von mir ausdricklich bezeichneten Quellen und Hilfen bedient habe.
Desweiteren erklare ich hiermit, an keiner anderen Stelle ein Prifungsverfahren beantragt
beziehungsweise die Dissertation in dieser oder anderen Form anderweitig als Prifungsarbeit
verwendet oder einer anderen Fakultat als Dissertation vorgelegt zu haben.

Heidelberg, im April 2002



Gewidmet meinen Eltern



Dank

Mein herzlicher Dank gilt

Prof. Dr. Peter H. Seeburg fur die Vergabe eines sehr interssanten Themas, die
hervorragenden Arbeitsbedingungen und seine standige Diskussionsbereitschatft,

Dr. Miyoko Higuchi, fur die exzellente Betreuung, die grof3artige Unterstitzung, sowie fur
ihre wertvollen Anregungen und hilfreiche Kritik,

Dr. Rolf Sprengel fur seine Hilfe bei Problemen mit Computern und optischen Systemen,

Dr. Frank N. Single fur die kompetente Einarbeitung in die ES-Zell-Kultivierung und sein
Mitwirken an Teilen dieser Arbeit,

Christiane Brandel, Axel Erhardt, Giovanni Miucci, Tina Herforth, Marc Westermann, Rita
Pfeffer (MPI) und Sandra Fiala (ZMBH) fur die Aufzucht und Pflege zahlreicher Mause,

Frank Zimmermann und Sascha Dlugosz fir die Blastocysten-Injektionen

Prof. Dr. Andreas Kispert und Dr. Jochen Klock fur die wissenschatftliche Zusammenarbeit
und ausgezeichnete praktische Einfihrung in die Embryologie,

Prof. Dr. Albrecht Muller und Carolin Schmittwolf fiir die engagierte wissenschatftliche
Zusammenarbeit,

Prof. Dr. Hannah Monyer und Ulla Amtmann fir ihre kompetente Hilfe bei der In-Situ-
Hybridisierung,

Dominik Krilleke und Christian Faul fur ihren wertvollen Beitrag zu Teilen dieser Arbeit,
Sebastian Gornik und Stephan Konig fur ihre engagierte experimentelle Hilfe,

Annette Herold, Juliana Kern, Carmen Baust, Horst Gro3kurth und Hans Gaugler fur ihre
zuverlassige technische Hilfe,

allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des MPI fir ihre Diskussions- und Hilfsbereitschatft,

meiner Freundin Silvia Kreutzer fiir ihre unendliche Geduld, ihr grol3es Verstandnis, sowie
fur das Korrrekturlesen und

Prof. Dr. Gunther Schiitz fur die Begutachtung dieser Arbeit.

Mein ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern fir ihre immerwahrende Unterstitzung



Zusammenfassung

RNA-Editierung durch selektive Deaminierung véaenosin zu Inosin imukledren
Transkripten wird durcldsRNA-bindendeAdenosin-DeaminaserADARS) vermittelt. In
Saugern sind drei ADARs bekannt: die ubiquitar exprimierten ADAR1 und ADAR2, sowie
die gehirnspezifische ADAR3. ADAR2-defiziente Mause wurden zunehmend anfallig far
epileptische Attacken und starben drei Wochen nach der Geburt. Die molekulare Analyse
zeigte reduzierte Editierung der meisten \&m bekannterEditierungsstellen in diversen
Transkripten des ZNS. Der Phéanotyp ADAR2-defizienter Mause resultierte jedoch allein aus
der mangelhaften Editierung einer einzigen Positaer, Q/R-Stellein Pra-mRNA der
AMPA-Rezeptor-UntereinheiGluR-B, welche das physiologisch wichtigste Substrat fur
ADAR? ist. Ein geringer Teil der GluR-B-Transkripte wurde in ADAR2-defizienten M&usen
an der Q/R-Stelle noch editiert. Die Editierung von insgesamt drei Positionen, in Transkripten
der AMPA-Rezeptor-Untereinheit GIuR-B, der Kainat-Rezeptor-Untereinheit GIuR5 und des
Serotonin2C-Rezeptors, wurde durch ADAR2-Defizienz nicht beeintrachtigt. ADAR3 zeigt
an diesen Positionen keine Aktivitat, und daher kommt fur die Editierung dieser Stellen und
die verbliebene Editierung der GluR-B-Q/R-Stelle in Abwesenheit von ADAR?2 derzeit nur
ADAR1 in Betracht.

In dieser Arbeit wurde die physiologiscBedeutung von ADARMurch Inaktivierung des
ADAR1-Gens im Saugermodell Maus untersucht. Es konnte anhand von zwei ADAR1-
defizienten Mutanten mit kongruentem Phanotyp gezeigt werden, dass ADAR1-Verlust zu
embryonaler Letalitat fihrt. Tiere mit einem ADAR1-Nullallel und einem ADAR1-Wildtyp-
Allel zeigten eine normale pra- und postnatale Entwicklung. ADAR1-defiziente Embryonen
starben zwischen E11.5 und E12.5. Zum Todeszeitpunkt waren sie 0.25-0.75 Tage in ihrer
Entwicklung hinter gleichaltrigen Wildtyp-Embryonen zurtickgeblieben. Bis E11.5 waren
ADARZ1-defiziente Embryonen von Wildtypen nicht unterscheidbar. Ab E11.5 war die fotale
Leber von ADAR1-Nullmutanten aufgrund einer deutlich reduzierten Zellzahl bezogen auf
Wildtyp klein und oft blass. Der Dottersack ADAR1-defizienter Embryonen wurde nach
Manifestation des Leberphanotyps zunehmend blass. Die Bildung von primitiven
Erythrozyten und Blutgefal3en im Dottersack wurde durch ADAR1-Defizienz nicht
beeintrachtigt. Hamatopoietische Zellen in der fotalen Leber ADAR1-defizienter Embryonen
zeigten ab E11.5 eine deutlich vermindeRmoliferation und vermehrten Zelltod. Das
Potential myeloider Vorlauferzellen aus der fétalen Leber von ADAR1-Nullmutanten, in vitro
Kolonien zu bilden, war bei E11.5 drastisch reduziert. Defekte aul3erhalb der fétalen Leber
wurden in ADAR1-defizienten Embryonen nicht beobachtet. Der Tod ADAR1-defizienter
Embryonen zwischen E11.5 und E12.5 kormieeiner defektereber-Hamatopoiese nicht
hinreichend erklart werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage fur aufbauende Experimente, welche sich
mit der Rolle von ADAR1 innerhalb des komplexen hamatopoietischen Systems und der
physiologischen Bedeutung von ADAR1 im Embryo nach E12.5 und in postnatalen Stadien
befassen werden.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Das zentrale Dogma der Molekularbiologie fordert den Fluss genetischer Information von

DNA uUber mRNA zu Protein: Die im Genom eines Organismus gespeicherte exonische

Sequenzinformation sollte die Aminosaureabfolge der codierten Proteine exakt vorhersagen
(Crick, 1970). Seine uneingeschrankte Gultigkeit verlor dieses Dogma u.a. auch durch die
Entdeckung der RNA-Editierung, deren Konsequenz die Veranderung der genetischen
Information auf der Stufe der RNA miteinschliel3t.

Der Begriff der RNA-Editierung bezog sich zunachst auf Insertion und Deletion von Uridin-
Nukleotiden in mitochondrialen mRNAs der Protozoen-Gruppe Kinetoplastida (Benne et al.,
1986). Die Editierung dieser mRNAs ist notwendig, um funktionelle Proteine zu generieren.
Inzwischen sind zwei Typen von RNA-Editierung bekannt: Der eine umfasst die Insertion
bzw. Deletion von Nukleotiden, der andere die Modifikation von Nukleotiden. Letzterer ist
der am weitesten verbreitete Typ d@NA-Editierung und kommt in Pflanzenorganellen
sowie Zellkernen héherer Eukaryonten vor (Keegan et al., 2001).

Das erste Beispiel fur Editierung eines nukleéaren Transkripts war Apolipoprotein B-RNA, in
der Uber Cytidin-zu-Uracil-Deaminierung selektiv ein CAA-Kodon, das fir Glutamin codiert,
in ein Translations-Stopp-Kodon (UAA) tberfiihrt wirdofwell et al., 1987; Chen et al.,
1987). Infolge dieser Modifikation entsteht nach Translation der editierten mRNA ein
trunkiertes Apolipoprotein B (Apo-B48) mit 2152 Aminosauren, wohingegen das uneditierte
Transkript zu einem groél3eren, vom Gen spezifizierten, Apolipoprotein-B (Apo-B100) mit
4536 Aminoséauren fuhrt. Damit kdnnen durch eine mitiRMA-Editierung eingefugte
.Nonsense“-Mutation zwei Protein-Varianten von eimd demselben Gen erzeugt werden.
Beide Protein-Varianten haben distinkte Funktionen beim Lipid-Metabolismus: Apo-B100
wird in der Leberexprimiert und bildet hier die Haupt-Proteinkomponente von VLDLs
(,very low density lipoproteins®) und IDLs (,intermediate density lipoproteins®). Das infolge
von gewebespezifischdRNA-Editierung im Dunndarm der meisten S&uger gebildete Apo-
B48 wird in Chylomikronen inkorporiert. Etwa 90 Prozent der Apo-B-mRNA liegen im
Dunndarm editiert vor. Die selektive Deaminierung von Cytosin-6666 in ApoB-Transkripten
wird von der ZA*-abhangigerCytidin-Deaminase APOBEC-1 (Apo-B-mRNA-editierende
Cytidin-Deaminase, Teng et al., 1993; Navaratnarmal.e1993) im Zusammenspiel mit dem
Hilfsfaktor ACF (,APOBEC-1 complementation factor”, Lelledt al., 2000; Mehta et al.,
2000) katalysiert.

RNA-Editierung durch selektive Deaminierung von Adenosin zu Inosin in Transkripten des
Zentralnervensystems wurde von Sommer etl@91 entdeckt. DeBinnstrang vorcDNA

fur die AMPA-Rezeptor-UntereinheiGluR-B und fir die Kainat-Rezeptor-Untereinheiten
GluR5 und GIuR6 wies an einer einzigen Position, der sogenannten Q/R-Stelle, an der im
korrespondierenden Genabschnitt @&idenosin spezifiziert ist, ein Guanosin auf. Die
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beobachtete Diskrepanz zwischen Gen und Transkript an dieser Position wurde auf Adenosin-
zu-Inosin RNA-Editierung zuriickgefiihrt, wobei das resultierende Inosin wie Guanosin mit
Cytosin eine Basenpaarung eingehen kann. Inzwischen wurden in Saugern insgesamt 25
Editierungsstellen in verschiedenen Transkripten identifiziert (Tab. 1).

1.1 Adenosin-zu-Inosin RNA-Editierung

Das Vorkommen von Inosin in tRNAs wurde bereits vor mehr als dreif3ig Jahren beschrieben,
aber erst vor kurzem wurden tRNA-spezifische Adenosin-Deaminasen entdeckt, die fur die
Erzeugung von Inosin in tRNAs verantwortlich gemacht wurden (Gerber et al., 1998; Maas et
al., 1999 und 2000). Wahrend die Deaminierung Adenosin an der Wobble-Position von
tRNAs eine wichtige molekulare Determinante fur die Degenerierung des genetischen Codes
darstellt, fuhrt sie in exonischen Bereichen von Transkripten zu einer Umcodierung
genetischer Information und kann daher zu Proteinen mit veranderter Funktion fuhren.

Die Konversion von Adenosin zu Inosin wurde von zwei Gruppen voneinander unabhéngig
zunachst als Doppelstrang-RNA (dsRNA)-aufwindende Aktivitat beschrieben (Bass und
Weintraub, 1987; Rebagliati und Melton, 1987). Diese aufwindende Aktivitat resultiert aus
der Umwandlung eines Grol3teils d&denosin-Uridin-Basenpaare imosin-Uridin-
Fehlpaarungen, welche die dsRNA-Struktur destabilisieren.

Enzyme, die in RNA Adenosin zu Inosin konvertieren, bilden die Familie RNA-abhangiger
Adenosin-Deaminasen (ADARS).

1.2 RNA-abhéangige Adenosin-Deaminasen

Mitglieder der ADAR-Familie (Abb. 1)besitzen eineDeaminase-Domane mhoch-
konservierten Aminosaure-Motiven, welche auch in Cytidin-Deaminasen (z.B. APOBEC-1)
vorkommt. Die Deaminase-Doménkatalysiert die hydrolytischédeaminierung von
Adenosin zu Inosin. ADARsverden entsprechend ihrer Substrate in dsRNA-abhéngige
ADARs und tRNA-abhangige ADATs gegliedert. ADARs besitzen zwei oder drei
Doppelstrang-RNA-Bindemotive (dsRBMs), ADATs fehlen solche Motive.

In S&ugern wurden drei dsRNA-abhéangige ADARs identifiziert: ADAR1 (Kim et al., 1994;
O’Connell et al., 1995), ADAR2 (Melcher et al., 1996a) und ADAR3 (Melcher et al., 1996b).

ADARL1 wird in embryonalen StammzelleGehirn, Leber, Skelettmusketierz, Pancreas,
Lunge, Thymus und vermutlich allen tbrigen Geweben exprimiert (Kim et al., 1994,
O’Connell et al., 1995). ADAR1 nimmt innerhalb der ADAR-Familie eine Sonderstellung ein
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(Abb.1): Sie besitzt drei dsRBMs, und jedes der drei dsRBMs wird von zwei Exons codiert.
Der N-terminale Bereich von ADARL1 enthélt zwei Z-DNA-Bindemotive, welche die Bindung
an aktive Transkriptionsstellen vermitteln kénnten (Herbert et al., 1997). Das ADAR1-Gen
kann zwei Proteinvarianten hervorbringen, ein durch Interferon induzierbares Enzym voller
Lange und eine konstitutiv exprimierte, N-termimiainkierte ADAR1, mit nur einem Z-
DNA-Bindemotiv (George und Samuel, 1999). Beide ADAR1-Varianten editieren dsRNA in
vitro mit vergleichbarer Effizienz.

ADAR2 wird in embryonalen Stammzellen, Herz, Milz, Lunge, Leber, Niere, Testis und
vermutlich in allen tbrigen Gewebeaxprimiert (Melcheret al., 1996). Sie besitzt zwei
dsRNA-Bindemotive, die von einem Exon codiert werden. ADAR?2 zeigt pleiotrope Aktivitat
(Tab. 1), und das physiologisch wichtigste Substost ADAR2 wirdim Gehirnexprimiert

(Higuchi et al., 2000). Es wird angenommen, dass ADAR2 durch Editierung der eigenen Préa-
MRNA die Menge an aktivem ADARZ2-Protein regulieren kann (Rueter et al., 1999).

Z-DNA-Bindung dsRNA-Bindung Deaminase

GG BN | H N | ADARI
BN N e | ADAR2
T T R | ADAR3
B N .- | dADAR

‘oo‘ " ‘ ‘ ADAT1

Abb. 1. Schematische Darstellung von RNA-abhéngigen Adenosin-Deaminasen

Gezeigt sind ADARL (1178 AS), ADAR2 (701 AS), ADAR3 (745 AS), die tRNA-spezifische ADAT1 (499 AS)
der Maus und dieinzige dsRNA-abhangigbeaminase voiDrosophila (JADAR, 669 AS). ADAT1 besitzt

keine dsRNA-Bindemotive. Z-DNA-Bindemotive (dunkelgraue BalketigRNA-Bindemotive (schwarze
Balken) und die Deaminase-Domaéane (hellgrauer Balken) mit konservierten AS-Motiven (schwarze Kreise) sind
dargestellt.

Die gehirnspezifische ADAR3 enthalt zwei dsRBMs und eine katalytische Domé&ane mit den
fur die Deaminasefunktion essentielldBminosdure-Motiven. Dennoch, wahrend ADAR1
und ADARZ2 in vitro sowohl in perfekt gepaarten dsRNA-Duplexen als auch in spezifischen
Pra-mRNAs Adenosin zu Inosin konvertieren kdnnen, zeigt ADAR3 hier keine Aktivitat
(Melcher et al., 1996).
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Im Gegensatz zu Séaugern wurde in der Fruchtflidéymgophila melanogaster) nur eine
dsRNA-abhangige Adenosin-Deaminase, dADAR, identifiziert (Palladino et al., 2000). Sie
besitzt zwei dsRBMs und eine katalytische Doméane (Abb. 1); dADAR wird im
Zentralnervensystem vddrosophila exprimiert und editiert dort Transkripte verschiedener
lonenkanéle. Wie bei ADAR2 beobachtet, kann dADAR ihre eigene Pra-mRNA editieren
(Palladino et al., 2000).

Die Gruppe der tRNA-abh&ngigen Adenosin-Deaminasen (ADATs) umfasst die in Hefen
vorkommende Tadlp/ADAT1 (Gerber et al., 1998) und ihreSé&ugern auftretenden
Homologe hADAT (Maas et al., 1999) und mADAT1 (Maas et al., 2000). Die bisher
gefundenen ADATSs deaminieren selektiv Adenosin-37 in der Antikodon-Schleife von Alanin
transportierender tRNA zu Inosin. Die katalytische Domé&ne von ADATSs enthélt die fur die
Deaminasefunktion wichtigen Aminosaure-Motive, im Gegensatz zu dsRNA-abhangigen
ADARSs besitzen ADATSs jedoch keine dsRBMs. Die tRNA-Bindung wird vermutlich durch
die katalytische Doméane der ADATSs vermittelt. Es wird diskutiert, ob ADARs im Laufe der
Evolution durch Erwerb von dsRBMs aus ADATSs entstanden sind (Gerber et al., 1998).

Vermutlich wurden alle in S&dugern und Fruchtfliegen vorkommenden ADARs identifiziert,
aber nur wenige physiologische Substrate dieser Enzyme sind bekannt.

1.3 Expression editierter Transkripte im Zentralnervensystem

In Saugern unddrosophila werden die meisten der bisher bekannten von ADARs editierten
Transkripte im Zentralnervensystem (ZNS) exprimiert. Moglicherweise entwickelte sich die
selektive RNA-Editierung, um durch die daraus resultierende Erhohung der Protein-Diversitéat
eine Feinabstimmung bestimmter neurophysiologischer Prozesse zu ermdglichen (Seeburg,
2000). Die Feinabstimmung solcher Prozesse konnte fur die im Zuge der Evolution
zunehmende Komplexitat des Gehirns erforderlich geworden sein.

Die Haufigkeit von Inosin wurde auf eingsen 17000 Nukleotidem Rattengehirn PolyA

RNA, aber nur auf eines von 33000 Nukleotiden in anderen Geweben geschétzt (Paul und
Bass, 1998). Die Suche nach Inosin-enthaltenden mRNAs fihrte auf untranslatierte Regionen
(UTRSs) einigerC. elegansmRNAs (Morse und Bass, 1999). Durch die Modifikation von
UTRs konnte der RNA-Editierung eine Rolle bei der Modulation der Stabilitat, des Exports
oder der Translationseffizienz von mRNA zukommen.

Unter den editierten mRNAs des ZN8d solche, didur glutamatgesteuert@nenkanal-
Rezeptoren (GluRs) und den Serotonin-Rezeptor (RR)Tin SAugernspannungsgesteuerte
Calcium- und Natriumkanale sowenen glutamatgesteuerten ChloridkanaDiosophila

und einen spannungsgesteuerten Kaliumkanal im Cephalopotigo codieren. Desweiteren
werden ADAR2-Pra-mRNAs in Saugern (Rueter et al., 1999) sowie dADAR-Pra-mRNAs in
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Drosophila (Palladino et al., 2000) mittels Editierung durch das eigene Protein modifiziert
(Selbsteditierung).

Die Editierung verandert das Codierungspotential der genannten Transkripte derart, dass
verschiedene Protein-Isoformen generiert werden koénnen. In Transkripten des
spannungsgesteuerten Calcium-Kan@scophony ermdglicht die Editierung an 10
verschiedenen Positionen mehr als 1000 unterschiedliche Isoformen. Das enorme Potential
der RNA-Editierung sollte im Kontext der unerwartet niedrigen Zahl von Genen in Mensch
(Lander et al., 2001) und Drosophila (Adams et al., 2000) gesehen werden.

Der Grad der Editierung einer bestimmten Position kann innerhalb verschiedener Gehirn-
Regionen variieren, wie in Transkripten des 5;HRezeptors beobachtet wurde, bei dem 12
prinzipielle Isoformen regionsspezifische Expression zeigen (Burns et al., 1997; Niswender et
al., 1999).

1.4 Mechanismus der ADAR-vermittelten RNA-Editierung

ADAR-Proteine bengtigen fur dikydrolytische Deaminierung voAdenosin zu Inosin in

vitro keine Co-Faktoren. Die hochkonservierten Aminoséaure-Motive der Deaminase-Domane
enthalten metallbindende Aminosaure-Reste. Gezielte Mutagenese von potentiell Zink-
bindenden Resten (Lai et al., 1995) flihrt zum Verlust der Deaminase-Aktivitat.

Die Bindung von dsRNA wird durch di@gsRBMs der ADARs vermittelt. Aufgrund ihrer
Bindung an dasZucker-Phosphat-Geriust, und damit ohne Kontakt zur Base, wurde
angenommen, dass dsRBMs keine Sequenzspezifitat vermitteln kdnnten. Inzwischen wurde
gezeigt, dass die dsRBMs von ADARA@r Identifizierung vorEditierungsstellen beitragen
(Yi-Brunozzi et al., 2001). Basierend auf ihrer Homologie zu DNA-Methyltransferasen wurde
postuliert, dass ADARs ein ieiner RNA-Doppelstrang-Struktur befindlichesy Editierung
bestimmtes Adenosin vor der Deaminierung nach auf3en schnippen, ahnlidBadem
Schnipp-Mechanismus von DNA-Methyltransferasen. Inzwischen unterstiitzen experimentelle
Daten dieses ,Flip-out“-Modell (Stephens et al., 2000).

ADARSs erkennen das zu editierende Adenosin als Teil einer dsRNA-Struktur, die zwischen
der Editierungsstelle und einer zur Editierungsstelle komplementaren Sequenz (ECS) gebildet
wird (Higuchi et al., 1993). Das hinsichtlich der Strukturvoraussetzungen fur selektive RNA-
Editierung am besten untersuchte ADAR-Subsstatie Pra-mRNAder AMPA-Rezeptor-
Untereinheit GluR-BDer Sinn-Strang von GIuR-B-cDNA enthélt an einer al®-Qtelle
bezeichneten Position ein CGG-Kodon, das fur Arginin (R) codiert, wohingegen sich an
entsprechender Stelle im GluR-B-Gen ein CAG-Kodwmiindet, das fur Glutamin (Q)
codiert. Die Transfektion von GIluR-B-Minigenen imeuroendokrine PC12-Zellen
demonstrierte, dass nur Pra-mRNA, nicht albb&NA editiert werderkann. DieEditierung
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von GluR-B-Transkripten findet im Zellkern statt und geht dem Splei3en voraus. Die
Editierung der exonischen Q/R-Stelle in GluR-B-Pra-mRNA erfordert den proximalen Tell
des stromabwarts folgenden Introns. Er enthalt ein imperfektes, invertiertes ,Repeat”, dem die
aus 10 Nukleotiden bestehende ECS folgt. Die ECS ist exakt komplementar zu der
exonischen Sequenz, die das uneditierte CAG-Kodon enthalt (Abb. 2). Die Substitution
einzelnerNukleotide in der ECS odeihrem exonischen Komplement reduzierte oder
eliminierte die Editierung der Q/R-Positiddurch Wiedereinfihrungler Komplementaritat

im jeweiligen Partnerstrang konnte die Editierung wieder erreicht werdensel&ktive
Editierung von Adenosin wird somit von der dsRNA-Struktur und nicht von der
Nukleotidabfolge bestimmt. Die ECS ist als cis-agierendes Element an der Bildung einer
dsRNA-Struktur zwischen intronischen und exonischen Sequenzen beteiligt.

Im Fall der Editierung der Arginin/GlycifR/G)-Stelle in Transkripten der AMPA-
Rezeptoren GluR-B, -C und -D liegt dr@ronische ECS in unmittelbar&dhe zum Exon,
grenzend an eine 24-Bp-selbstkomplementére intronische Sequenz, die den Spleif3-Donor
enthalt. Die vorhergesagte dsRNA-Struktur umfasst etwa 30 Bp. Im Gegensatz zur Editierung
der GluR-B-Q/R-Stelle ist das zur Editierung bestimmte Adenosin in der Exon-Intron-dsRNA
fehlgepaart und nackrfolgter Editierung basengepaaiebenexonischen Adenosinen
werden auch intronische Adenosine GluR-B-Pra-mRNA editiert, die als Hotspots
bezeichnet werden (Abb. 2). Die funktioneBedeutung deHotspot-Editierung ist nicht
bekannt.

Nukledre Extrakte aus HelLa- uhkuroblastom-Zellen konnten in-vitro-transkribierte RNA
eines GluR-B-Minigens sowohl an der Q/R- als auch an der R/G-Stelle effizient editieren
(Melcher et al., 1995; Yang et al995). Durch Einfigen voMutationen indasGIluR-B-
Substrat konnte gezeigt werden, dass die Editierung der GIuR-B-Pra-mRNA in vitro die
gleichen Strukturvoraussetzungen benotigt wie die Editierung in vivo (Higuchi et al., 1993).
Mit Hilfe des In-vitro-Systems wurde d&lachweis erbracht, dasiee RNA-Editierung aus

der Konversion von Adenosin zu Inosin mittels enzymatischer Deaminierung resultiert. Die in
den nuklearen Extrakten enthaltene Editierungsaktivitat benotigte kein ATP odér Mg
(Melcher et al., 1995; Yang et al., 1995).
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Abb. 2. Strukturen einiger Pra-mRNAs im Bereich editierter Stellen. Exonische Nukleotide sind gelb untermalt.
Die Bezeichnungen der Editierungsstellen sind mit blauen Rechtecken hervorgehoben, zur Editierung bestimmte

Adenosine sind wei3 auf blauem HintergrurICS-Elemente sind grau hervorgehoben. Die gezeigten
Strukturen sind die von GIuR-B-Pra-mRNA (A) im Bereidér Q/R-Stelle und (Bim Bereich deiR/G-Stelle.
Sehr ahnliche Strukturen sind in Transkripten von GIuR-C und -D zu finden. (C) Die GIuR6-Pr&-mRNA im

Bereich der Q/R-Stelle ist dargestellt. Die intronische HE® hier etwa 2000 Nukleotide stromabwarts der
Editierungsstelle. Eine dhnliche Struktur wird fir GluR5-Pra-mRNA vorhergesagt. Modifiziert nach Seeburg et

al., 1998.
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Nach Klonierung der cDNAs von ADAR1 (Kim et al., 1994; O"Connell et al., 1995) und
ADAR2 (Melcher et al., 1996konnte mittelsCoexpression von editierungskompetenten
GluR-B-Minigenen und rekombinanter ADAR1 odADAR2 in HEK-293-Zellen die
Aktivitat beider Deaminasen an GluR-B-Transkripten untersucht werden (Abb. 3). ADAR1
editierte in GluR-B-Pra-mRNA die R/G-Stelle sowie den intronischen Hotspotl effizient, die
Q/R-Stelle dagegen nicht. ADAR2 editierte sowohl die Q/R- als auch die R/G-Stelle sehr
effizient, den intronischen Hotspotl dagegen nicht. Damit wurde gezeigt AQesRs
identische Editierungsstellen mit unterschiedlicher Effizienz deaminieren kénnen. Der
Editierungsgrad eines spezifischen Adenosins in Pra&-mRNA betragt meist nicht 100 Prozent,
mit Ausnahme der Q/R-Stelle in GIuR-B-Transkripten (Sommer et al., 1991; Higuchi et al.,
1993).

100 Hotspot 1

Hotspot |

Editierung [ %]
Editierung [ %]

ADARI1 [Einheiten] ADAR2 [Einheiten]

Abb. 3. Aktivitatsprofile von rekombinantem ADAR1 und ADAR2 fir drei Editierungspositionen in GluR-B-
Pra-mRNA. Die Q/R-Stelle (offene Quadrate), R/G-Stelle (offene Dreiecke) und der intronische Hotspotl
(offene Kreise) sind dargestellt. Der Grad der Editierung fir zwei Einheiten von gereinigtem rekombinantem
Enzym wird durch schwarz ausgefillite Symbole angezeigt. Modifiziert nach Melcher et al., 1996.

Die Editierung der Q/R-Position in GluR-B-Transkripten ist von essentieller physiologischer
Bedeutung. Sie kontrolliert die €&Permeabilitat und di&anal-Leitfahigkeitheteromerer
AMPA-Rezeptoren, welche schnelle exzitatorische synaptische Transmission im ZNS
vermitteln (Seeburg et al., 1998; Dingledine et al., 1999).

Die physiologische Bedeutung der Q/R-Stellen-Editierung konnte an genetisch manipulierten
Mausen demonstriert werden: Uber homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen
wurde die ECS der Q/R-Stelle in eineder beidenGluR-B-Allele durch eine kurze
Fremdsequenz ersetzt (Brusa et al., 1995). Die molekulare AnalyA&@&-Mutante zeigte,

dass alle von diese@luR-B**“>-Allel stammenden Transkripte an der Q/R-Stelle nicht
editiert waren. Damit war die essentielle Bedeutung der intronischen ECS fir die Editierung
dieser Position in vivo gezeigt. Die fehlenBditierung der Q/R-Stellen Transkripten des
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modifizierten GluR-B-Allels manifestierte sich im Phanotyp ABICS-Mutante: Mause mit
einem GIuR-B**“*-Allel entwickelten epileptische Anfalle und starben drei Wochen nach
ihrer Geburt. Physiologische Messungen an Gehirnen ABGS-Mausen zeigten eine
drastisch erhohte €aPermeabilitat uncEinzelkanal-LeitfahigkeiheteromererAMPA-
Rezeptoren. Dieser Effekt wurde zuriickgefuihrt auf den erhdhten AnteilGlaR-B-
Untereinheiten, die durch fehlende Editierungder Q/R-Position ein Glutamin hatten,
gegeniber solchen, die aufgrund erfolgter Editierung an dieser PositioArgimn
aufwiesen.

Editierungsstellen ADARZ ADAR2*" ADAR2"
GluR-B Pra-mRNA
Q/R 98+3 90+3 10+3
Hotspotl 50 45 60
Hotspotz +262 30 20 <10
+263 65 55 <10
+264 15 10 <5
MRNA
Q/R 100+1 100+1 40+4
AMPA-R R/G
GluR-B 75 55 15
GluR-C 90 85 75
GIluR-D 45 40 10
GIuR5 Q/R 64+5 55+2 40+1
GIuR6 Q/R 86+4 78+4 28+8
1AV 87+2 79+7 2245
Y/C 90+4 82+5 2+1
5HT,.R A 75 70 70
B 80 75 30
C 15 10 <5
D 70 55 <5
ADAR2 -1 15 10 <10
+23 25 15 <10
+24 45 35 10

Tab. 1. ADAR2-Defizienz und selektive Adenosin-Deaminierung

Dargestellt ist der Editierungsgrad bekannter Stellen in Transkripten zwei Wochen alter Mause. Die Werte sind
in Prozent als Mittel: Standardabweichung (n = 3) fiir Wildtypen (ADARR, Heterozygote (ADARZ) und
Homozygote (ADARZ) angegeben. Zu beachten ist, dass die Editierung der GIuR-C R/G-Stelle, der GIuR5
Q/R-Stelle und der 5HER A-Stelle durch ADAR2-Defizienz nicht oder nur wenig beeintrachtigt wurde.
Madifiziert nach Higuchi et al., 2000.



1. Einleitung

Die Q/R-Stelle in GluR-B-Pra-mRNA wird in vitro effizient von ADAR2 editiert. Dieser
Befund machte ADAR2 zu einem Kandidaten fur die Editierung dieser Position in vivo. Die
Bedeutung von ADAR?2 fir die Editierung der GluR-B Q/R-Stelle in vivo wurde anhand
ADAR2-defizienter Mause untersucht (Higuchi et al., 2000). Homozygote ADAR2-Mutanten
zeigten eineUntereditierung der Q/R-Stelle von GIuR-B-Transkripten. In ADAR2-
Nullmutanten ist die Q/R-Stelle in 10 Prozent der ungespleiRten und 40 Prozent der
gespleidten GluR-B-Transkripte editiert.

Wie in heterozygoten GIuR“8“-Mausen beobachtet, wurden ADAR2-Nullmutanten im
Alter von 13 Tagen zunehmend anféllig fur epileptische Attacken und starben drei Wochen
nach der Geburt. Sie zeigten eine drastisch erhohté Reameabilitat undEinzelkanal-
Leitfahigkeit heteromerer AMPA-Rezeptoren. Durch Einkreuzen von zwei GluRHBlen

(Kask et al., 1998), die fur die editierte Version der Q/R-Stelle codierten, konnte der Phanotyp
von ADAR2-defizienten Mausen komplett aufgehoben werden. Damit war gezeigt, dass der
letale Phanotyp der ADAR2-Mutante allein aus der mangelhaften Editierung einer einzigen
Position resultierte. Die Q/R-Stelle in GluR-B-Pra-mRNA war damit als das physiologisch
wichtigste Substrat fur ADAR2 identifiziert.

Neben der drastischen Untereditierung der GluR-B-Q/R-Stelle zeigten ADAR2-Nullmutanten
eine reduzierte Editierung an den meisten von 24 weiteren bekaBditerungsstellen
diverser Transkripte im ZNS (Tab. 1). Allerdings wird die Editierung id&®nischen
Hotspotl in GIuR-B-, der Q/R-Stelle in GIuR5- und der Position A in 5-Pfa-mRNAs

von ADARZ2-Defizienz nicht oder nur wenig beeinflusst (Tab. 1). Es ist nicht bekannt, ob
diese Stellen naturliche Substrate fir ADARL1 sind, oder ob ADAR1 nur in Abwesenheit von
ADARZ2 Zugang zu den genannten Positionen findet.

1.5 Ziel der Arbeit

ADAR1 und ADAR?2 zeigen uUberlappende Spezifitaten in vitro: beide kdnnen identische
Positionen, z.B. die R/G-Stelle in GluR-B-Pra-mRNA, editieren. Wahrend das physiologisch
wichtigste Substrat fir ADAR2 die RfStelle in GIluR-B-Pra-mRNA darstellt, ist die
physiologische Bedeutung von ADAR1 unbekannt. Die Inaktivierung des ADAR1-Gens in
der Maus sollte Hinweise auf dieunktion dieserAdenosin-Deaminase in vivo geben.
Aufgrund der ubiquitdren ADAR1-Expression wurde das ADAR1-Gen unter Verwendung
des Cre-loxP-Systems konditional inaktiviert. Diese Strategie erlaubt auch die Herstellung
einer ADAR1/ADAR2-defizienten Doppelmutante, welche ein moégliches Zusammenspiel
beider Deaminasen aufdecken konnte.

10
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2. Ergebnisse

2.1 Charakterisierung des murinen ADAR1-Gens

Fur die Charakterisierung des ADAR1-Gens der Maus wurde eine genomigdbell-
DNA-Bibliothek, hergestellt aus Leber-DNA weiblich&l9/SV-Mause (Stratagene), mit
Ratten-ADAR1-cDNA-Sonden durchmustert. Es wurden zunéchshdf@ne (\-4, A-9, A-

3), die ADAR1-Genfragmente enthielten, identifiziert. Die Verwendung des 5 -Endeés von
Klon 4 als Sonde fuhrte zur Identifizierung von vier weiteren Klonef, -5, A-10 undA-

22), die stromaufwarts von Intron 1A gelegene ADAR1-Genbereiche enthielterARlamd

A-10 enthielten identische ADAR1-Fragmente (,Siblings®). Es wurden insgesamt sechs
unabhangige, uberlappendeKlone isoliert (Abb. 4). Die GrofRe der enthaltenen
genomischen ADAR1-Fragmente betrug 1520 Die genomischen ADAR1-Fragmente
wurden aus\ in pBluescript umkloniert und tber Restriktions- und Southern-Analyse sowie
DNA-Sequenzierung charakterisiert.

X X X X X X X
He| He He He He HeHe He
N NN N N

FE9MON 120304 15

15 Kb

16 Kb .
h-213-10

4

20 Kb .
»-9

15Kb

Abb. 4. Schematische Darstellung des murinen ADAR1-Gens

Exonische Sequenzen sind als graue Boxen, untranslatierte Regionen als weil3e Boxen und Introns als Linien
dargestellt. Die Lange der in déaKlonen enthaltenen ADAR1-Genfragmente ist angegeben. Restriktions-
Schnittstellen folgender Endonukleasen sind dargestellt: BamHE@)JRI (E); Hincll (Hc);Hindlll (H); Ncol

(N); Smal (S); Xbal (X); Xhol (Xh). Sequenzierte Bereiche sind unterstrichen.

Das murine ADAR1-Gen enthélt 16 Exons, die sich tber etwa 40 Kb erstrecken (Abb. 4.). Es
befindet sich auf Chromosom 3F2 (Weier et al., 2000). Die Grof3e der Exons liegt zwischen
94 Bp (Exon 9) und 2502 Bp (Exon 15). Wie beim humanen ADAR1-Gen beobachtet (Wang

11
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et al., 1995), bilden die Exons 3-6, die Exons 7-11 und die Exons 12-15 drei Gruppen relativ
nahe beieinander liegender Exons (Abb. 4). Alle Spleil3-Stellen-Verbindungen folgen der GT-
AG-Regel.

Die drei dsRBMs von ADAR1 werden von insgesamt sechs Exons codiert, wahrend die
beiden dsRBMs in ADAR2 und ADAR3 von einem Exon codiert werden (Melcher et al.,
1996a und b). Zweputative Z-DNA-Bindemotive (d und Z3) und die N-terminale Halfte

des dsRBMwerden von Exon 2 codiert, Exon 3 codiert die C-terminale Halfte von dsRBM
Exon 4 und 5 codieren fur dsRBMund Exon 6 und 7 fur dsRBM Das CHAE-Motiv wird

von Exon 9, das PCG-Motiv von Exon 11 und das MSCS-Motiv von Exon 12 codiert. Diese
hochkonservierten Motive sind fur die Deaminasefunktion von ADAR1 essentiell (Lai et al.,
1995).

Dem Translationsstopp-Kodon UGA in Exon 15 folgt eine 3"-untranslatierte Region (UTR)
mit etwa 2260 Bp, deren 3"-Ende dBslyadenylierungssignal (PAS, 5-AATAAA-3’;
Proudfoot und Brownlee, 1976) bildet. DBAS wurde UbeB -RACE-Analyse vorcDNA

aus Gehirn-PolyARNA zwei Wochen alter Mause identifiziert (Daten nicht gezeigt).

Das 3'-Ende des murinen ADAR1-Gens grenzt an das 3"-Ende des Gens flr die Acetylcholin-
Rezeptor-Untereinhei 2 (Bessis et al., 1990; Lueders et al., 1999), das in
Gegensinnorientierung zu ADARL1 liegt (Daten nicht gezeigt).

Das Ergebnis der Sequenzanalyse des murinen ADAR1-Gens deutet auf zwei ADAR1-
Proteinformen hin, ein Interferon-induzierbares Protein mit 1178 AS und einem berechneten
Molekulargewicht von 130 kD und ein konstitutiv exprimiertes N-terminal trunkiertes 100
kD-Protein mit 930 AS (Abb. 5). Es wurden zwei alternative Exon-1-Strukturen des murinen
ADARZ1-Gens identifiziert: Exon 1A enthélt das Start-Methionin des 130 kD-Proteins, Exon
1B-enthaltende Transkripte werden vermutlich beginnend mit dem ersten Methionin (M249)-
Kodon (Kozak-Sequenz: 5-ACATGC-3") in Exon 2 in das 100 kD-Protein translatiert (Abb.
5). Exon 1B liegt etwa 8 Kb stromaufwéktsn Exon 1A (Abb.5)In der Promotor-Region

(P) stromaufwarts von Exon 1A befinden sich, wie im humanen ADAR1-Gen, ein KCS- und
ein ISRE-Element, was auf IFN-Induzierbarkeit des 130 kD-Proteins hindeutet. Die Sequenz
der Promotor-Region stromaufwarts varon 1B (R) deutet auf konstitutiv&xpression
Exon1B-enthaltendefFranskripte hin. Durch 5 -RACE von cDNA aus Gehirn-PGhINA

zwei Wochen alter Mause wurden dieEnden von ADAR1-Transkripten amplifiziert. Die
erhaltenen Amplikons wurden zur Identifizierung der 5" -Enden subkloniert und sequenziert.
Alle der 20 analysierten Sequenzen entsprachen Exon 1B (Daten nicht gezeigt).

12
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Abb. 5. Schematische Darstellung des murinen ADAR1-Gens und der abgeleiteten Genprodukte

Exons sind durch graue Boxen und Introns durch Linien représentiert. Nicht-translatierte Bereiche sind als weil3e
Boxen dargestellt. Dekonstitutive Promotor (§, der Interferon-induzierbare Promotor,)(Rund das
Polyadenylierungssignal (PAS) sind angegeben.

(A) Das murine ADAR1-Gen besitzt zwei Exonl1-Strukturen (1B und 1A), die alternativ an Exon 2 gespleil3t
werden (gestrichelte Linien).

(A) Schema der Interferon-induzierten ADAR1-Form: cDNA und codiertes Protein. Exon-Grenzen sind durch
schwarze Striche reprasentiert. Die Position destentranslatierten Methionin-Kodons (AU und des
Translations-Stopp-Kodons (UGAg sind angegeben. DiputativenZ-DNA-Bindemotive Z&x und Z3 sind

durch dunkelgraue Boxen, dsRBMs durch schwaBpgen und konserviertdS-Motive der katalytischen
Domane durch schwarze Kreise hervorgehoben.

(C) Schema der konstitutiven ADAR1-Form: cDNAd codiertes Protein. Beachte, dass ldastitutive
ADAR1-Form nur einZ-DNA-Bindemotiv, 73, besitzt, da das ersteanslatierteMethionin-Kodon (AUG,)
stromabwarts von liegt.

Die Expression von murinem ADAR1 wurde tber Northern-Analyse von Gehirn-RNA zwei
Wochen alter Mause unter Verwendung einer Ratten-ADAR1-cDNA-Sonde untersucht. Es
konnte ein Transkript von etwa 7 Kb Lange identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
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2.2 Das Cre/loxP-System

Die konditionale und/oder induzierbare Inaktivierung eines Gens kann mithilfe des
Bakteriophagen P1 Cre/loxP-Rekombinationssystems erreicht werden (Rajewsky et al., 1996;
Kihn et al., 1995). Cre-Rekombinager€) katalysiert diespezifischeDNA-Rekombination
zwischen 34 Bp-Erkennungssequenzen (loxP-Elemente, Abb. 6). Werden zwei loxP-Elemente
in gleicher Orientierung in einen Genlokus inseriert, vermittet Cre die Deletion des loxP-
flankierten (gefloxten) Genabschnitts, wobei ein loxP-Element im Gen zurickbleibt.

5"-ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT-3"

loxP-WT
3-TATTGAAGCATAT TACATACG ATATGCTTCAATA-5"
> -
5-ATAACTTCGTATA ATGTATAC TATACGAAGTTAT-3"
loxP 511

3"-TATTGAAGCATAT TACATATG ATATGCTTCAATA-5"
> -

Abb. 6. Schematische Darstellung von loxP-Elementen

Das Wildtyp-loxP-Element (loxP-WT, oben) und die loxP-Mutante 511 (loxP 511, unten) sind gezeigt. Die
invertierten ,Repeats”, bestehend aus jeweils 13 Bp, sind durch Pfeile markiert, die ,Spacer“-Region (8 Bp) ist
grau unterlegt. Die Punktmutation in der ,Spacer‘-Region der Mutante ist durch Fettdruck hervorgehoben.

Fur die konditionale Inaktivierung eines Gens wird ein funktionell wichtiger Teil des Gens
gefloxt, ohne dabei die Funktion des Gens zu beeintrachtigen. Erst durch Expression von Cre
wird der flankierte Bereich deletiert und damit die Genfunktion inaktiviert. Die zeitliche und
raumliche Expression von Cre definiert dieitliche und raumlich®eletion degyefloxten
Genabschnitts.

LoxP-Elemente bestehen aus einer asymmetrischen 8-Nukleotide umfassSpdeer;
Region, die von zwei invertierten 13-Nukleotid-,Repeats” flankiert wird (Abb. 6). Nukleotid-
Substitutionen in der ,Spacer“-Region werden W©re erkannt. NutoxP-Elemente mit
identischer ,Spacer“-Region werden effizient rekombiniert.

Die Effizienz derCre-vermittelten Rekombination verschiedener loxP-Mutanten und ihre
Kreuzrekombination mit Wildtyp-loxP-Elementen wurden in vitro untersucht (Hoess et al.,
1986; Lee und Saito, 1998). Die loxP-Mutante 511 (Abb. 6) zeigte in vitro effiziente
Rekombination, aber nur geringe Kreuzrekombination mit dem Wildtyp-loxP-Element. Daher
erschien das loxP-511-Element geeignet im Hinblick auf ADAR1/ADAR2-
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Doppelinaktivierung, wobei ein ADAR2-Genabschnitt von Wildtyp-loxP-Elementen (Higuchi
et al., nicht publiziert) und ein ADAR1-Genbereich von loxP-511-Elementen flankiert wurde.

2.3 Konditionale Inaktivierung des ADAR1-Gens der Maus

Ein fur die Funktion des ADAR1-Proteins wichtiger Bereich des ADAR1-Gens (Exons 7-9)
wurde mit loxP-511-Elementen flankiert, umn mittels Cre-Rekombinase-Aktivitat zu
deletieren und damit die Genfunktion zu inaktivieren (Abb. 7). Exon 7 codiert die C-terminale
Halfte des dritten dsRNA-Bindemotivs, welches in vitro das funktionell wichtigste der drei
dsRBMs von ADAR1 darstellt (Liu und Samuel, 1996). Exon 9 codiert Cl4AE-
Aminosaure-Motiv der katalytischen Doméane, dessen Histidin fiir die Deaminasefunktion von
ADARL1 essentiell ist (Lai et al., 1995).

Fur die Konstruktion eines ,Targeting“-Vektors (Abb. 7) wurde als 5 -Rekombinationsarm
ein 6.9 Kb langes Xhol/Smal-Fragment, das die Exons 3-6 des ADAR1-Gens beinhaltete, aus
A-Klon 9 isoliert und in pBluescript kloniertUber die Smal-Schnittstelle wurde eine von
zwei loxP-511-Elementen flankierte Neomycin-Transferase-Kassette mit einem
Phosphoglycerat-Kinase-Promotor in Sinn-Orientierung als Selektionsmarker eingefugt. Als
3’-Rekombinationsarm wurde ein 3.3 Kb langes Smal-Fragment, das die Exons 7-11 enthielt,
ausA-Klon 4 isoliert und an das 3"-Endier Neo-Kassette ligiert. Ein drittes loxP-511-
Element wurde Uber eine Mscl-Schnittstelle in Intron 9, das Teil des 3"-Rekombinationsarms
war, inseriert. Der eigentliche 3"-Rekombinationsarm ist somit der stromabwaérts des dritten
loxP-Elements liegende Teil (0.9 Klles verwendeteBmal-Fragments. Der ,Targeting-
Vektor* wurde mit einem Notl-Schnitt linearisiert und in R1-ES-Zellen elektroporiert. Es
wurden 540Geneticin-resistente ES-Zellklone isolierd tUber geschachtelte PCR-Analyse
unter Verwendung der Oligonukleotidpaare mDral9/mDral7 und lox511S/mDral8 auf das
gewinschte Rekombinationsereignis im ADAR1-GkRmchmustert. PCR-positivi€lone
wurden mittels Southern-Analyse auf korrekte homologe Rekombination des ADAR1-Lokus
Uberprift. ES-Zell-Klon 3.1 hatte korrekt rekombiniert und zeigte keine Zufallsintegrationen
(Abb. 8). Uber DNA-Sequenzierung wurde die Prasenz des dritten loxP-511-Elements in
Intron 9 bestatigt (Daten nicht gezeigt). Klon 3.1 wurde zur Herstellung der Mauslinie
ADAR1"?in C57BL/6-Blastocysten injiziert.
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Abb. 7. Konditionale Inaktivierung der ADAR1-Genfunktion mittels Cre-loxP-System.

Schema des ADARI1-Proteins (hellgrauer Balken) mit den zwei puta@+®MNA-bindenden Motiven
(dunkelgraue Boxen), den drei dsRNA-Bindemotiven (schwarze Boxen) und drei fiir die katalytische Aktivitat
von ADAR1 wichtigen Motiven (schwarz&reise) derDeaminase-Domaéane sind dargesteS8thwarz-
gestrichelte Linien markieren den loxP-flankierten Bereich des ADAR1-Gens und die korrespondierende Region
im ADAR1-Protein. Translatierte exonische Sequengim durch graueBoxen, untranslatierteexonische
Sequenzen durch weiRe Boxen und Introns durch Linien reprasentiert. Die Orientierung der Neo-Kassette (gelbe
Box) ist durch einen Pfeil angegeben, loxP-511-Elemente sind als griine Dreiecke dargestellt. Die Positionen von
Restriktionsschnittstellen folgendEnzyme sind angezeigt: BamHI (B), Hincll (Hc), Hindlll (H), Ncol (N),

Xhol (X). Fur die Klonierung de§argeting-Konstrukts eingefithrte Schnittstellen sind markiert @iin-
gestrichelte Linien zeigen den durch Cre-Rekombinase deletierten Bereich des ADAR1-Gens. Die Southern-
Sonden Ex5-11 (rote Striche) und Neo (blaSaich) sind dargestellt. Ifiranskripten des ADART®-Allels

wird Exon 6 an Exon 10 gespleif3t (grau-gestrichelte Linien).
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A wt 31 wt 31 DB wt 31 wt 3.1
94 Kb _ S
83 Kb — —— 61 Kb
60Kb L .
44Kb — s 1 Kb _ s
3.1 Kb —
Ex5-11 Neo Ex5-11 Neo

Abb. 8. Southern-Analyse von genomischer ES-Zell-DNA

Der Blot wurde zunéchst mit der Neo-Sonde und dann mit der ADAR1-Sonde (Ex5-11) hybridisiert.

(A) Ncol-geschnittene genomische DNA eines Wildtyi){ES-Zellklons und des rekombinierten Klons 3.1.
Die ADAR1-spezifische cDNA-Sonde Ex5-11 (linkes Bild) hybridisierte mit zwei Ncol-Fragmenten (9.4 Kb
und 4.4 Kb) des ADAR1-Wildtyp-Allels und mit einem 8.3 Kb- und einem 4.4 Kb-Fragment des rekombinierten
ADAR1-Allels, die Neo-Sonde (rechtes Bild) erkannte aufgrund einer Ncol-Schnittstelle im Neo-Gen zwei
Fragmente (8.3 Kb und 3.1 Kb) des rekombinierten Allels.

(B) Hindlll-geschnittenggenomische DNA eines Wildtyp (wt)-ES-Zellklons und des rekombinierten Klons 3.1.
Sonde Ex5-11 (linkes Bild) hybridisierte mit zwei Hindlll-Fragmenten (6.0 Kb und 4.1 Kb) des ADAR1-
Wildtyp-Allels und zwei Fragmenten (6.1 Kb und 6.0 Kb) des rekombinierten ADAR1-AllelsNBéeSonde
hybridisierte mit der im 6.1 Kb-Fragment enthaltenen Neo-Kassette.

2.4 Etablierung der Mauslinie ADART"®

Die mit Klon 3.1 injiziertenBlastocysten wurdescheinschwangeren C57BL/6-Weibchen
intrauterin implantiert. Unter den insgesamt 24 geborenen, phanotypisch unauffalligen
Nachkommen befanden sich 12 hochchimare Tiere, von denen drei verpaart wurden. Alle drei
Tiere zeigten vertikale Transmission des verdnderten ADAR1-Allels und wurden zur Zucht
heterozygoter (ADART®*)-Tiere rekrutiert. Diephanotypisch unauffalligen ADARE"-
Mutanten der ersten Generation wurdem ubiquitaren Inaktivierung des ADAR%-Allels

mit Cre-Deleter-Mausen (Schwenk et d1995) verpaart. Die Cre-Rekombinase-vermittelte
Excision des loxP-flankierten ADAR1-Genbereichs wurde Ub8&outhern-Analyse
hochmolekularer genomischer DNA verifiziert (Abb. 9A). Die Genotypisierung der ADAR1-
Mutanten erfolgte tUber Multiplex-PCR miten Oligonukleotiden mDral3, mDra42 und
mDra52 oder Southern-Analyse (Abb. 9B).
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2.5 Etablierung der Mauslinie ADAR1A"

ADAR1-Mutanten mit Cre-Transgen zeigten effiziente Deletion der von den mutierten loxP-
Elementen flankierten ADAR1-Sequenz. Die mutierten loxP-Elemente wurden mit ahnlicher
Effizienz rekombiniert wie Wildtyp-loxP-Elemente, die einen ADAR2-Genbereich
flankierten (Daten nicht gezeigt).

A
ADARI17-9 ADARI1A7-9
wt het hom wt het hom wt het hom wt het hom

6.1 Kb — e - e -

4.1 Kb — S - -

2.8 Kb — aae e

1.8 Kb — -

Ex9-12 Neo Ex9-12 Neo

B

M1 2 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 M

Abb. 9. Southern- und PCR-Analyse von ADAR: und ADARY"*-Mutanten

(A) Southern Analyse Hindlll-geschnittener genachisr DNA von Wildtyp-Mauseiwt), sovie heterozygoten
(het) und homozygoten (hom) ADAR?- (linke Spalte) und ADARY °-Mutanten (rechte Spalte). Die ADAR1-
spezifische cDNA-Sonde Ex9-12 hybridisierte mit je zwei Hindlll-Fragmenten des ADAR1-Wildtyp-Allels (4.1
Kb und 2.8 Kb), des ADART’-Allels (6.1 Kb und 2.8 Kb) und des ADAR?-Allels (2.8 Kb und 1.8 Kb). Die
Neo-Sonde erkannte das 6.1 Kb-Fragment des AVARMlels (linke Spalte, rechteBild). Das fehlende Neo-
Signal des ADAR4A-Allels zeigte die erwartete Deletion der Neo-Kassette an (rechte Spalte, rechtes Bild).
(B) PCR-Analysegenomischer DNA von 12 Embryonen aus einer ADARMHeterozygoten-Verpaarung.
Homozygote (Spur 1, 6, 9, 11), heterozygote (Spur 2-4, 8, 10, 12) ASARInd Wildtyp-Embryonen (Spur 5,
7) mit Genotyp-Kontrollen fiir homozygote (Spur 13), heterozygote (Spurl4) ABARMd ADAR1-Wildtyp-
Embryonen (Spurl5), sowie fiir heterozygote (Spur 16) und homozygote (Spur 17) ABERbryonen sind
gezeigt. Zwei Spuren (M) wurden mit einem DNA-GréRenmarker beladen.
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Mittels PCR-Analyse wurde unter Verwendung verschiedener Oligonukleotid-Kombinationen
nach Kreuzrekombination zwischen Mutantemnd Wildtyp-loxP-Elementen irCre-
transgenen ADAR1/ADAR2-Doppelmutanten gesucht. Heterozygote ADAR1/ADAR2-
Doppelmutanten zeigten vollstdndigeeletion der gefloxten Genbereiche ohne
Kreuzrekombination zwischen Wildtyp-loxP-Elementen des ADAR2-Allels und loxP-511-
Elementen des ADAR1-Allels (Daten nioj¢zeigt). Nach Auskreuzurdes Cre-Transgens
wurden die phanotypischormalenheterozygoten ADARYT ®*-Tiere untereinander zur
Homozygotie verpaart. In 17 unmittelbar nach der Geburt genotypisierten Wirfen fanden sich
keine homozygoten ADART**"°-Nachkommen, wohingegen Heterozygote und Wildtypen
im Verhaltnis 2:1 auftraten (Tab. Zpiese Befunde indizierten embryonale Letalitéat von
ADAR1*A_Tieren. Mit der weiteren Analyse wurde zunachst der Todeszeitpunkt von
homozygoten ADARY *-Tieren wahrend der Embryonalentwicklung ermittelt.

2.6 Analyse von ADAR2°-Embryonen

2.6.1Ermittlung des Todeszeitpunkts von ADARZE*A"°-Embryonen

Zur Ermittlung des Todeszeitpunkts der ADARYE-Embryonen wurden Verpaarungen
angesetzt, bei denen die Weibchen taglich auf Vorhandensein eines Vaginalpfropfs untersucht
wurden. Ein aus getrocknetem Sperma bestehender Vaginalpfropf deutet auf Schwangerschaft
hin. Die Kopulation mit dem Mannchen erfolgt seitens des Weibchens bevorzugt zum
Zeitpunkt der Ovulation wahrend der Ostrusphase des weiblichen Zyklus in der Mitte einer
12-stundigen Dunkelphase. Dieser Zeitpunkt wualdeTag Nullder Embryonalentwicklung

(EO) definiert. Der Zeitpunkt, an dem ein Vaginalpfropf nachgewiesen werden konnte (etwa
12 Stunden nach Mitte der Dunkelphase), wurde entsprechend als EO0.5 bezeichnet.
Embryonen unterschiedlichen Alters (E16.5 bis E10.5) wurden prapariert, auf Herzschlag
untersucht und mittels PCR von genomischer DNA #&dtersack-Gewebe oder
Schwanzspitze genotypisiert. Homozygote ADAR1-Mutanten traten zwischen E16.5 und
E13.5 nur in Form von Resorptionen auf (Tab. 2). Die ersten lebenden ADARA
Embryonen wurden bei E12.5 gefunden, E$1.5 zeigtenHomozygote bezogen auf
Heterozygote und Wildtypen keine erhdhte Mortalitat. Die Anzahl von Resorptionen oder bei
Praparation toter Embryonen betrug fildtypen undHeterozygote aller analysierten
Stadien und fur Homozygote bis E11.5 weniger als zwei Prozent.

19



2. Ergebnisse

(\/q
N a\¢
/\/ /\/
Alter | W |Gesamt| +/+ | © Y (Lebend)
PO 17 119 36 83 0
E16.5 2 15 2 11 2 (0)
El14 5 3 33 10 16 7 0)
EI135| 1 14 5 5 4 (0)
E125 9 95 23 45 27 (2) =
E120 9 99 22 44 33 (17)
E115| 25 240 68 | 116 | 56 (56)
E110| 2 27 6 15 6 (6)
E10.5 9 108 37 50 | 21 21)

Tab. 2. Genotypisierung verschiedener Entwicklungsstadien von ABARMutanten

Nachkommen aus ADARY**-Verpaarungen wurden unmittelbar nach ihrer Geburt (postnataler Tag Null, PO)
oder wahrend verschiedener Stadien der Embryonalentwicklung genotypisiert. Embryonen im Alter von E16.5-
E10.5 wurden als lebend bezeichnet, wenn zum Zeitpunkt der Praparation ihr Herz schlug. Die Anzahl der
analysierten schwangeren Weibchen (W) und Embryonen ist angegeben. Die Genotypen sind angegeben: +/+,
Wildtyp; A7-9/+, heterozygotA7-9/A7-9, homozygot. (*)LebendenHomozygoten fehlten die fur E12.5
typischen Merkmale, ihr Entwicklungsstatus entsprach dem von E12.0-12.25-Embryonen.

2.6.2Phanotyp der ADAR1YA™-Embryonen

Bis E11.5 waren ADARY **"°-Embryonen phanotypisch unauffallig und von Heterozygoten
und Wildtypen gleichen Alters nicht zu unterscheiden. Ab E11.5 zeigten Homozygote
bezogen auf Wildtypen und Heterozygote einen zunehmend blassen Dottersack und eine
verkleinerte fotale Leber (Abb. 11). Zum Todeszeitpunkt um E12.5 wawerozygote
ADAR1-Mutanten relativ zu gleichaltrigen heterozygoten und Wildtyp-Embryonen 0.25-0.75
Tage in ihrer Entwicklung retardiert. Dieser Befund wurde durch eine genaue Bestimmung
des Entwicklungsstadiums, unabhangig vom Alter der Embryonen, erhalten. Fir jedes der
analysierten Stadien wurden einige typische Merkmale, wie Anzahl der Somitenpaare und
Entwicklung der Vorder- bzw. Hintergliedmaf3en, nach Kaufman (1999) definiert. Die flr
E12.5 typischen Entwicklungsmerkmale wurden von homozygoten ABARAutanten nie
erreicht. Der Entwicklungszustand der &ltesten lebenden Homozygoten entsprach dem von
E12.25-Embryonen.

Durch Teildeletion der katalytischen Doméane und des dritten dsRBM, welches das funktionell
wichtigste der drei dsRBMs ist, sollte das ADAR%AIlel keine funktionelleDeaminase
exprimieren. In Anbetracht des dramatischen Phanotyps von ABARI-Embryonen war

aber sicherzustellen, dass die embryonale Letalitat aufgrund von ADAR1-Defizienz und nicht
durch ein von zwei ADARY®-Allelen exprimiertes trunkiertes Protein verursacht wurde

(Abb. 7).
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Abb. 11.Beobachtung von ADART®-Embryonen.

Gezeigt sind E12.5-Embryonen vor (obere Reihe) und nach (untere Reihe) Entfernung der Dottersacke. Der
blasse Dottersack und der leicht blasse, etwa 0.5 Tage retardierte ADARTEmbryo mit auffallend kleiner

fotaler Leber sind erkennbar. Herz, Plazenta und ZNS waren unaufféllig. Der weiRe Strich entspricht 2 mm.

Uber Northern-Analyse von Gehirn-mRNA zwei Wochen alter ADXRTiere wurde ein
trunkiertes Transkript identifiziert, dessen Expression der des ADAR1-Wildtyp-Transkripts
entsprach (Daten nicht gezeigt). Die Sequenzanalyse von AJABINA ergab, dass nach
Deletion der Exons 7-9 Exon 6 an Exon 10 gespleif3t wird (Daten nicht gezeigt). Das
ADAR1*"*-Transkript kann im gleichen Raster translatiert werden wie das ADAR1-Wildtyp-
Transkript. Ein trunkiertes ADAR1-Protein konnte mangels eines geeigneten ADAR1-
Antikdrpers nicht ausgeschlossen werden. Die Erzeugung einer ADAR1-Mutante, der die
codierenden Bereiche fur beide Z-DNA-Bindemotive, die drei dsRNA-Bindemotive und die
nahezu komplette katalytische Doméane fehlten, sollte bestatigen, dass der embryonale Tod
von ADAR1*A"°-Embryonen durch ADAR1-Defizienz verursacht wurde (Abb. 12).

2.7 Deletion der Exons 2-13 des ADAR1-Gens der Maus

Fur die Konstruktion eines , Targeting®“-Vektors zur Deletion der ADAR1-Exons 2-13 (Abb.
12) wurde als 5-Rekombinationsarm ein Uber PCR mit den ADARL1-spezifischen
Oligonukleotiden mDra91 und mDra92 generiertes 1.1 Kb langes Intron-1A-Fragmeat aus
Klon10 mit einer Gegensinn-orientierten Neo-Kassette fusioniert. Den 3"-Rekombinationsarm
bildete ein 6Kb-EcoRI/Hindlll-Fragment aua-Klon 3, das die Exons 14 und 15 des
ADAR1-Gens enthielt. Dieses Fragment wurde an das 5 -Ende der Neo-Kassette ligiert. Der
mit Xhol linerarisierte , Targeting“-Vektor wurde in R1-ES-Zellen elektroporiert.
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Abb. 12. Inaktivierung des ADAR1-Gens durch Deletion der Exons 2-13.

Schema des ADARI1-Proteins (hellgrauer Balken) mit den zwei puta@*®MNA-bindenden Motiven
(dunkelgraue Boxen), den drei dsRNA-Bindemotiven (schwarze Boxen) und drei fiir die katalytische Aktivitat
von ADAR1 wichtigen Motiven (schwarze Kreise) der Deaminase-Doméane sind dargestellt. Gestrichelte Linien
markieren den deletierten Bereich des ADAR1 Gens und die korrespondierende Region im ADAR1-Protein.
Translatierte exonische Sequenzen sind durch graue Boxen, untranslatierte exonische Sequenzen durch weil3e
Boxen und Introns durch Linien représentiert. Die Orientierung der Neo-Kassette (gelbe Box) ist durch einen
Pfeil angegeben. Die Restriktionsschnittstelfelyender Enzymesind angegeben: EcoRI (E), Hincll (Hc),
Hindlll (H), Notl (N), Xhol (X). Fur die Klonierung des Targeting-Konstrukts eingefihrte (*) Schnittstellen,
sowie deletierteX) Schnittstellen des ADAR1-Gens sind angezeigt. Die Southern-Sonden In1A (gruner Strich),
In15 (roter Strich) und Neo (blauer Strich) sind dargestellt. Zum Vergleich beider generierter ADAR1-Nullallele
wurde das Schema des ADAR:Allels hinzugefiigt.
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Die genomische DNA von 1603eneticin-resistenterES-Zellklonen wurde Uber
geschachtelte PCR mit den Oligonukleotiden mDra94/PGKterm4 und mDra95/PGKterm3 auf
homologe Rekombination des ADAR1-Lokus durchmustere 23 PCR-positiven Klone
wurden einer Southern-Analyse unterzogen (Daten nicht gezeigt). Sie wurde entsprechend
der Southern-Analyse von ADARI™-Embryonen durchgefuihrt (Abb. 13). Drei ES-
Zellklone mit korrekt rekombiniertem ADAR1-Allel und ohne Zufalls-Integrationen konnten
identifiziert werden. Die Klone 192 und 438 wurden zur Generierung von ABAR1
Mausen in C57BL/6-Mausblastocysten injiziert.

2.8 Etablierung der Mauslinie ADAR1**13

Die aus der Blastocysten-Injektion des Klons 192 und des Klons 438 hervorgehenden 22 und
17 chiméaren Tiere, von denen 14 bzw. 11 hochchimar waren, zeigten keine phanotypischen
Auffalligkeiten. In die Keimbahn transmittierende hochchiméare Mannchen wurden zur Zucht
heterozygoter F1-Tiere eingesetzt. Pieanotypisch normaleheterozygoten ADARY >

Tiere wurden untereinander zur Homozygotie verpaart. Wie bei der ADARIUtante
beobachtet, kamen keine homozygoten ADAR*?'3-Tiere zur Welt, wahrend
Heterozygote und Wildtypen im Verhaltnis 2:1 auftraten (43 Heterozygote und 24 Wildtypen
in 9 Wrfen).
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Abb. 13. Southern- und PCR-Analyse von ADAR-Embryonen

(A) Southern-Analyse von EcoRI-geschnittener genomischer DNA aus Wildtyp- (wt), sowie heterozygoten (het)
und homozygotenhpm) ADART?*<Embryonen. Die Maus-ADAR1-Intron 1-spezifische Sonde In1A (linkes
Bild) erkennt je zwei EcoRI-Fragmente (4.2 Kb und 1.0 Kb) des ADAR1-Wildtyp-Allels und des ABAR1
Allels (11.2 Kb und 1.0 Kb). Die Maus-ADAR1-Intron 15-spezifische Sonde In15 detektiert jeEpaBi-
Fragmente (17.7 Kb und 2.5 Kb) des ADAR1-Wildtyp-Allels und des ADARAllels (11.2 Kb und 2.5 Kb).

Die Neo-Sonde hybridisierte mit dem die Neo-Kassette enthaltenden 11.2 Kb-Fragment desZABAIRs.

(B) PCR-Analyse genomischer DNy¥on 12 Embryonen aus einer ADART*Heterozygoten-Verpaarung.
Wildtyp- (Spur 1, 5, 6, 8), heterozygote (Spur 2-4, 7, 9-10) und homozygote (Spur 11, 12) ZDAR1
Embryonen mit Genotyp-Kontrollen fiir Wildtyp- (SpliB), heterozygote (Spurldind homozygote (Spurl5s)
ADAR1%*3.Embryonen sowie Wasserkontrolle (Spur 16) sind gezeigt. Zwei Spuren (M) wurden mit einem
DNA-Groenmarker beladen.

2.8.1Ermittlung des Todeszeitpunkts von ADAR$***#1Embryonen

Die Ermittlung des Todeszeitpunkts von ADART“**>-Embryonen erfolgte wie fur Linie
ADAR1%® beschrieben. Es wurden Embryonen verschiedener Stadien (E16.5-E10.5)
prapariert, auf Herzschlag untersucht und genotypisiert. Der Todeszeitpunkt der KDAR1
13A213. Embryonen stimmte mit dem Todezzeitpunkt von ADARA-Embryonen (berein
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und lag zwischen E11.5 und E12.5 (Tab. 3), wobei die fur E12.5 typischen Merkmale nie
beobachtet werden konnten.

Ne
3y
O
NN
v &
Alter | W |Gesamt| +/+ , " | " (Lebend)
E125| 4 37 15 | 16 6 0)
E120| 9 9 | 22 | 46 28 (11)
E115| 17 183 | 45 | 89 49 47)

Tab. 3. Genotypisierung ausgewahlter Entwicklungsstadien von ABARMutanten

Nachkommen aus ADAF@f’ls‘”-Verpaarungen wurden zu definierten Zeitpunkten genotypisiert. Embryonen
wurden als lebend bezeichnet, wenn ihr Herz zum Zeitpunkt der Préparation schlug. Die Anzahl der analysierten
schwangeren Weibchen (W), Wildtyf+/+)-, heterozygoten/2-13/+) und homozygotemAR-13/A2-13)
Embryonen ist angegeben.

2.8.2Phanotyp der ADAR14#3%23.Embryonen

Homozygote ADAR%***>Embryonen waren von ADART*"°-Embryonen phé&notypisch
nicht unterscheidbar (Abb. 14): Bis E11bBzogen auSomitenpaarzahl und Extremitaten
nicht unterentwickelt, waren ab E11.5 der Dottersack, die Leber und oft der Embryo an sich
blass. Die GroRe der fotalen Leber von ADARY***>Embryonen war ab E11.5 relativ zu

Wildtyp- und heterozygoten reduziert. Plazenta und Herz erschienen normal. Zum
Todeszeitpunkt um E12.5 waren ADART**':Mutanten bezogen auf Wildtypen und
Heterozygote gleichen Alters 0.25-0.75 Tage in ihrer Entwicklung zurtickgeblieben, d.h. sie
wiesen nie die fur E12.5 typischen Entwicklungsmerkmale auf. Der Entwicklungszustand der
altesten erhaltenen Homozygoten entsprach, wie bei ADARAutanten beobachtet, dem

von E12.25-Embryonen.
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ADAR1&2-13IAZ-13 ADAR]A?-S‘;"A?S

Abb. 14. Gegeniiberstellung von ADART- und ADARY?*%Mutanten.

Die obere Reihe zeigt homozygote Embryonen (E12.5) beider ADAR1-Linien, umgeben von einem deutlich
blassen Dottersack. Die untere Reihe zeigt die noch mit der Plazenta verbundenen Embryonen nach Entfernung
des Dottersacks. Der weif3e Strich entspricht 2 mm.

Die mit der Mauslinie ADART** erhaltenen Befunde deckten sich mit denen der Linie
ADAR1%°, Damit war bestéatigt, dass die bei der ADAR%Mutante beobachtete
embryonale Letalitdt durch ADAR1-Defizienz und nicht durch eingain-of-function*-
Effekt eines von zwei ADART®-Allelen codierten Proteins hervorgerufen wurde. Aufgrund
des nicht unterscheidbaren Phanotyps von ADARUNd ADAR****-Mutanten werden
beide Linien bei der Darstellung der folgenden Analysen zusammenfassend als ADAR1
Tiere bezeichnet. Aus logistischen Grinden wurde der Grof3teil der Analysen mit Linie
ADAR1**** durchgefihrt.

2.9 Analyse ADAR1-defizienter Embryonen

2.9.1 GroRe der fotalen Leber von ADART-Embryonen

Fotale Mutanten- und Wildtyp-Lebern verschiedener Stadien (E11.0, E11.5, E12.0) wurden
prapariert und photographiert (Abb.15). Der Durchmesser des grof3en Leberlappens wurde
durch Vermessung der Bilder bestimmt. Er nahm in homozygoten ADAR1-Mutanten
zwischen E11.5 (1.3 mm, n = 4) und dem Todeszeitpunkt um E12.5 (1.3 mm, n = 3) nicht
mehr zu, wohingegen sich in Heterozygoten und Wildtypen der Leber-Durchmesser in diesem
Zeitraum von 1.3 mm (n = 6) auf 1.9 mm (n = 8) vergrol3erte. Die fotale Leber war mit
Ausnahme des blassen Dottersacks zwischen E11.5 und E12.0 das einzige auffallende Organ
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in ADAR1-Nullmutanten. Andere Gewebe, wie das Herz und die Plazenta, waren
makroskopisch unauffallig und dem ermittelten Entwicklungsstadium der Embryonen
entsprechend ausgebildet (Daten nicht gezeigtdmorrhagien, die sich oft als
Blutansammlungen in Koérperhdhlen, wie dizehirn-Ventrikel oder die Bauchhohle,
manifestieren, waren nicht erkennbar (Daten nicht gezeigt).

ADARI1* ADAR17-

Abb. 15. LebergréRe ADAR1-defizienter Embryonen.

Abgebildet sind Lebern von E11.0- (untere Reihe), E11.5- (mittlere Reihe) und E12.0-Embryonen (obere Reihe).
Die fotalen Lebern von Wildtypen (ADARM, linke Spalte) und Mutanten (ADARY rechte Spalte) sind
einander gegenubergestellt. Die Mutanten-Leber erscheint im Vergleich mit der Wildtyp-Leber ab E11.5 blass
und nimmt nicht weiter an GréRRe zu. Der weil3e Strich entspricht 0.5 mm.

2.9.2 Histologische Untersuchung von ADAR-:-Embryonen
Zur Untersuchung der Auswirkungen von ADAR1-Defizienz auf zellularer Ebene wurde eine
histologische Analyse von ADAR1-Mutanten durchgefuhrt.
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ADAR1** ADAR1”-

Abb. 16. Histologische Farbung von ADAR1-Mutanten.

H&E-gefarbte Paraffinschnitte (Bm) Bouin’s-fixierter Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien: E10.5
(untere Reihe), E11.5 (mittlere Reihe) und E12.0 (obere Reihe). Wildtypen (ADUARike Spalte)- und
Mutanten (ADARZ", rechte Spalte) sind einander gegeniibergestellt. Fétale Lebern sind durch Pfeilspitzen
markiert. Der schwarze Strich entspricht 0.5 mm.

Fur die histologische Betrachtung der fotalen Leber und der Gbrigen Gewebe in ADARL1-
defizienten Embryonen wurden sagittale unginsversale Paraffin-Schnitte von E10.5-,

E11.5- und E12.0-Embryonen angefertigt, mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) gefarbt und
mikroskopisch untersucht (Abb. 16). Die fotale Leber und die Gbrigen Gewebe der ADAR1-
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Mutanten wurden durch Vergleich mit Wildtypen auf Auffalligkeiten untersucht. Insgesamt
wurden 17 zwischen E10.5 und E12.5 alte Embryonen (ADAR1L= 6; ADARI", n = 3;
ADAR1™", n = 8) aus 7 schwangeren Weibchen analysiert.

Bei E10.5 waren homozygote vometerozygoten ADAR1-Mutanten und Wildtypen
histologisch nicht unterscheidbar (Abb. 16). B&lil.5 war innerhalb der fotalen Leber
ADAR1-defizienter Embryonen eine leicht verringerte Zelldichte und eine erhdhte Zahl
pyknotischer (zerfallender) Zellkerne, ein Hinweis auf Zelltod, zu beobachten. Bei E12.0 war
die Zelldichte in der Mutanten-Leber drastisch reduziert. Intraembryonische Defekte
aul3erhalb der fotalen Leber, insbesondere des Herzens und des ZNS, von ADAR1-Mutanten
konnten in keinem der analysierten Stadien beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Histologisch unauffallig waren auch extraembryonische Gewebe (Plazenta und Dottersack,
Daten nicht gezeigt). Blutansammlungen in Korperhdhlen (Hamorrhagien) konnten auch
mikroskopisch nicht beobachtet werden (Abb. 16).

2.9.3 Expression von ADAR1

ADAR1 wird in ES-Zellen und vermutlictallen Gewebenexprimiert. Eine In-situ-
Hybridisierung sollte zeigen, ob der Zeitpunkt,dem der beobachtehanotyp der fotalen
Leber auftrat, mit einer Anderung der ADAR1-Expression in der Leber oder anderen
Geweben einherging.

Im Hinblick auf den sich um E11.5 manifestierendehanotyp ADAR1-defizienter
Embryonen wurde die Expression von ADAR1-Transkripten in Wildtyp-Embryonen diesen
Alters mittels In-situ-Hybridisierung (ISH) untersucht (Abb. 17). Sagittale Gefrierschnitte (15
pm) von E11.5-Embryonen wurden angefertigt und mit dem radioaktiv-markierten, ADAR1-
spezifischen Oligonukleotid mDra154 inkubiert. Dieses Oligonukleotid hybridisiert mit Exon
2 von ADAR1-Transkripten, das ADARAI™-Embryonen fehlt. ADAR¥*****%Mutanten
wurden als Kontrolle zum Ausschluss unspezifischer Hybridisierung verwendet. Als weitere
Kontrolle wurde ein 100-facher Uberschuss an nicht-markiertem gegeniiber markiertem
Oligonukleotid verwendet.

Im Wildtyp war eineschwache Expression vokDAR1-Transkripten in allen Geweben
detektierbar (Abb. 17), ein etwas starkeres Signal zeigte sich im Neuroepithel des
entstehenden ZNS. Die fotale Leber zeigte bei E11.5 keine signifikant hohere Expression von
ADAR1-Transkripten als die tbrigen Gewebe. Die Kontrollen lieferten kein ADAR1-Signal.
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Abb. 17. Expression von ADAR1-Transkripten

Gezeigt ist die In-situ-Hybridisierungon Sagittalschnitten durch einen E11.5-Wildtyp- und -homozygoten
ADAR1**™-Embryo mit dem ADAR1-spezifischen Oligonukleotid mDral54. Schnitte, die mit markiertem
Oligonukleotid hybridisiert wurden (obere Reihe) und Schnitie,mit einemUberschuss anicht-markiertem
Oligonukleotid (Kontrolle, K) hybridisiert wurden (untere Reihe) sind dargestellt. Neuroepithel (N), Herz (H)
und Leber (L) sind angezeigt. Schnitte des ADAR1-defizienten Embryos zeigten kein ADAR1-Signal. Zu
beachten ist die prominente ADAR1-Expression im Neuroepithel. Der weil3e Strich entspricht 1 mm.

2.9.4 Zelltod in der fotalen Leber von ADARY-Embryonen

Die um E12 drastisch reduzierte Zelldichte in ADARIebern relativ ztheterozygoten
(Daten nicht gezeigt) und Wildtyp-Lebekdnnte durch verminderteroliferation und/oder
vermehrten Zelltod (Nekrose oder Apoptose) von Zellen in der fotalen Leber bedingt sein.
Der Nachweis apoptotischer Zellen in ADAR1-defizienten Embryonen erfolgte durch
TUNEL (, TdT-mediated dUTP nick end-labeling®).

Nekrose ist ein pathologischer Prozess, der stattfindet, wenn Zellen starkem physikalischen
oder chemischen Stress ausgesetzt sind. Nekrotische Zellen schwellen aufgrund gestorter
Osmoregulation und lysieren.

Apoptose (programmierter Zelltod) ist ein physiologischer Vorgang, bei dem nicht mehr

bendétigte Zellen, z.B. wéahrend der Embryogenese, eliminiert werden. Apoptotische Zellen
zeigen Chromatinaggregation und Kondensation von Zellkern und Cytoplasma. Sie zerfallen
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in apoptotische Korper mit intakter Zellmembran, die innerhalb weniger Stunden von
Makrophagen oder benachbarten Epithelzellen phagocytiert werden. Ein biochemisches
Kennzeichen apoptotischer Zellen ist eigmdonuklease-vermittelte Fragmentierung
genomischer DNA, bei der freie 3"-Hydroxylgruppen (,nicks“) entstehen. An diese Gruppen
vermag das Enzym Terminale-Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) freie Deoxynukleosid-
Monophosphate anzuhéangen (TUNEL-Reaktion). Der Deoxynukleosid-Phosphat-Mix enthalt
an Fluorescein gekoppeltedUTP. Die Reaktion kann unter Licht einer definierten
Wellenlange oder mittels spezifischer Antikdrper gegen Fluorescein sichtbar gemacht werden.

ADARIH*

Abb. 18. Zelltod in der foétalen Leber von ADAR1-Mutanten.

Transversalschnitte (5 um Dicke) PFA-fixierter E11.5-Wildtyp- (linke Spalte) und E11.5-ADAR1-defizienter
Embryonen (rechte Spalte). Die obere Reihe zeigt mit TdT behandelte Schnitte, TUNEL-positive Zellkerne sind
braun gefarbt. Die untere Reihe zeigt ohne TdT-behandelte Schnitte als Negativkontrolle (-TdT). Mit
Hamatoxylin gegengefarbte Zellkerne erscheinen blau. Zellkerne hamatopoietischer Zellen sind optisch dichter
als Kerne von Hepatoblasten und treten daher dunkelblau hervor. Der schwarze Strich entspricht 30 um.

Apoptose und Nekrose sind schwierig voneinander zu unterscheiden. Morphologische
Kennzeichen apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen sind oft nur mittels
Elektronenmikroskopie deutlich zu erkennen. DNA-Fragmentierung, die mittels TUNEL
nachgewiesen wurde, kann auch in nekrotischen Zellen auftreten.

Transversalschnitte im Bereich der Leber ADAR1-defizienter Embryonen zeigten um E12.0
zahlreiche TUNEL-positive Zellen, die in heterozygoten und Wildtyp-Embryonen nur selten
zu beobachten waren (Abb. 18). AuRerhalb der foétalen Leber fanden sich in ADAR1-
Nullmutanten keine Hinweise auf vermehrten Zelltod (Daten nicht gezeigt).
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2.9.5 Zellproliferation in der fotalen Leber von ADARI"-Embryonen

Bromodeoxyuridin (BrdU), eilfhymidin-Analog, wird wahrend de3-Phase deZellzyklus

in replizierende DNA inkorporiert und kann tber einen spezifischen Antikbrper nachgewiesen
werden. BrdU wurde schwangeren Weibchen intraperitoneal verabreicht, eineinhalb Stunden
spater wurden die Weibchen getdtet und die Embryonen prapariert und fixiert. Von den
Embryonen wurden Transversalschnitte angefertigt, die mit eiBedtJ-spezifischen
Antikdrper zum Nachweis proliferierender Zellen immungefarbt wurden (Abb. 19). Es
wurden je zwei ADART- und Wildtyp-Embryonen bei E10.5, E11.0, E11.5 und E11.75
analysiert.

ADAR1** DAR17-
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Abb. 19. Zell-Proliferation in der fétalen Leber von ADAR1-Mutanten.

Die Zellkerne proliferierender Zellen (braun) in Transversalschnitten (5 um dick) PFA-fixierter Wildtyp- (linke
Spalte) und ADAR1-defizienter Embryonen (rechte Spalte) verschiedener Entwicklungsstadien wur@en mit
BrdU detektiert. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin gegengef@ie.deutlich verringert&elldichte der fétalen
Leber in der E11.5- und E11.75-Mutante ist klar erkennbar. Der schwarze Strich entspricht 100 pum.
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Die Quantifizierung proliferierender Zellen erfolgte Uber Bestimmung der Zellzahl in
mindestens zwei verschiedenen Bereichen der fotalen Leber von ADARM Wildtyp-
Embryonen. Pro Bereich wurden mehr 50® Zellen ausgezdhRer Anteil BrdU-positiver

Zellen an der Gesamtzellzahl eines ausgezéahlten Bereichs wurde ermittelt. Bei E10.5 und
E11.0 stimmte die Anzahl proliferierender Zellen in fotalen Lebern von ADARI1-
Nullmutanten und Wildtypen Uberein. Bei E11.5 war die Zahl BrdU-positiver Zellen in der
fotalen Leber von ADAR1-defizienten Embryonen relativ zu Wildtypen auf 70 Prozent und
bei E11.75 auf 30 Prozent reduziert. Aul3erhalb der fotalen Leber zeigten sich zwischen
ADAR1-Mutanten- und Wildtypen keine Unterschiddeder Anzahl proliferierender Zellen
(Daten nicht gezeigt).

2.9.6 Proliferation von Hepatoblasten und erythroiden Zellen in der fotalen Leber von
ADAR1"-Embryonen

Die Ergebnisse der TUNEL- und BrdU-Experimente zeigten, dass die in ADAR1-defizienten
Embryonen ab E11.5 beobachtete Reduktion der Zelldichte in der fotalen Leber auf drastisch
verminderte Zell-Proliferation und vermehrten Zelltod zuriickzufthren ist. Die zum Zeitpunkt,
an dem sich dePhénotyp von ADAR1-Mutanten manifestierte (E11.5), vorherrschenden
Zelltypen in der fotalen Leber sind hamatopoietische Zellen und Hepatoblasten, aus denen in
der weiteren Entwicklung Hepatocyten hervorgehen. Hamatopoietische Zellen besiedeln ab
etwa E9 das sich aus Hepatoblasten bildende Leberparenchym und expandieren hier, bevor ab
E11 die Leber zum wichtigstdslutbildenden Gewebe dereiterenEmbryonalentwicklung

wird. Es galt nun herauszufinden, welclter genannten Zelltypesufgrund verminderter
Proliferation und vermehrtem Zelltod an deusbildung des letalePhanotyps ADAR1-
defizienter Embryonen beteiligt war. Hierzu wurdémmundoppelfarbungen unter
Verwendung von Antikorpern, die hamatopoietische Zellen bzw. Hepatoblasten erkennen, in
Kombination mit einem BrdU-Antikorper, der proliferierende Zellen detektiert, durchgefihrt.

Intermediarfilamente von Hepatoblasten wurdenan@ytokeratin (Pan)einem Antikdrper-
Cocktail, der gegen verschiedene Cytokeratin-Typen gerichtete AntikGrper enthalt,
identifiziert. Hamatopoietische Zellen werden woi€ytokeratin nicht erkannt.

Die Anzahl Cytokeratin-positiver Zellen in der fétalen Leber von ADAR1-Nullmutanten bei
E11.5 entsprach der von Wildtypen (Abb. 20), d.h. Hepatoblasten waren in ADAREMN

nicht unterreprasentiert. Das Cytokeratinsignal von ADAR1-defizienten Hepatoblasten war
etwas schwacher als bei Wildtyp-Hepatoblasten. Die Zahl BrdU-positiver Zellen in der
fotalen Leber von ADAR1-Mutanten war bezogen auf Wildtyp drastisch reduziert, wogegen
die Anzahl BrdU/Cytokeratin-doppelpositiver Zellen unverédndert war. Dieser Befund zeigte,
dass die Proliferation von Hepatoblasten durch ADAR1-Defizienz nicht beeintrachtigt wurde.
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Abb. 20. Proliferation Cytokeratin-positiver Zellen in der fétalen Leber von ADAR1-Nullmutanten.

Mit Cytokeratin- undBromodeoxyuridin-spezifischefntikérpern @-Ck und a-BrdU) immundoppelgefarbte

(obere Reihe), miti-Ck gefarbte (mittlere Reihe) und ohne Primérantikdrper (Negativkontrolle (NK), untere
Reihe) behandelte Paraffin-Schnitte (5 um Dicke) von PFA-fixierten E11.5-Wildtypen- und E11.5-Mutanten im
Bereich der fétalen Leber sind dargestellt. Zellkerne BrdU-positiver Zellen sind blaugriin, das Cytoplasma Ck-
positiver Zellen ist braun gefarbt. Gegengefarbte Zellkerne erscheinen pink. Der schwarze Strich entspricht 50
pm.

Hamatopoietische Zellen der erythroiden Linie, die um E11.5 in der fétalen Leber dominiert,
exprimieren das Oberflachen-Antigen TER-119, das mit einem spezifischen AntikGrper
detektiert werden kann. Die Anzahl TER-119-positiver Zellen in der fotalen Leber von
ADAR1-Nullmutanten war bei E11.5 relativ zu Wildtyp-Embryonen gleichen Alters drastisch

reduziert (Abb. 21). Die wenigen TER-119-positiven Zellen in den Lebersinusoiden ADAR1-
defizienter Embryonen wurden morphologisch als Dottersack-Erythrozyten identifiziert (Abb.
21A). Eine Immundoppelfarbung von BrdU- und TER-119-positiven Zellen zeigte, dass
erythroide Vorlauferzellen von ADAR1-Nullmutanten ab E11.5 einen massiven

Proliferationsdefekt aufwiesen, der in Kombination mit vermehrtem Zelltod die beobachtete
Hypozellularitat der fétalen Leber hinreichend erklart (Abb. 21B).
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Abb. 21. Proliferation TER-119-positiver Zellen in der fotalen Leber von ADAR1-Nullmutanten

(A) Mit TER-119 @-TER)-spezifischem Antikdrper immungefarbte Paraffin-Schnitte (5 pum, untere Reihe) von
Bouins-fixierten E11.5-Wildtypen- und E11.5-Mutanten im Bereich der fotalen Leber sind gezeigt. TER-119-
positive Zellen erscheinen rotbraun, gegengefarbte Zellkerne blau. Der schwarze Strich entspricht 50 pm.

(B) Mit TER-119 (-TER)- undBromodeoxyuridin @-BrdU)-spezifischen Antikdrpern immundoppelgefarbte
(obere Reihe), mitn-TER gefarbte (mittlere Reihe) und ohne Primérantikérper (NK, Negativkontrolle)
behandelte Paraffin-Schnitte (5 um, untere Reihe) von mit Bouin‘s-Losung fixierten E11.5-Wildtypen- und
E11.5-Mutanten im Bereich der fotalen Leber sind gezeigt. Zellkerne BrdU-positiver Zellen sind graugriin, die
Oberflache TER-119-positiver Zellen ist rotbraun geféarbt. Gegengefarbte Zellkerne erscheinen blau. Der
schwarze Strich entspricht 50 um.
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2.9.7 Zellzahl in hamatopoietischen Geweben von ADARAEmbryonen

Die Ergebnisse der TER-119/BrdU-Immundoppelfarbung werden unterstitzt durch
Experimente, die in Zusammenarbeit mit Prof. Albrecht Miller und Carolin Schmittwolf an
der Universitat Wurzburg durchgefiihrt wurden. Diese Experimente beinhalteten die
Bestimmung der Zellzahl in hdmatopoietischen Geweben Maithylzellulose-Kulturen
hamatopoietischer Vorlaufer.

Fir die Bestimmung der ZellzaiWurden Einzelzellsuspensionen hamatopoietischer Gewebe
hergestellt. Die Anzahl lebender Zellen in der fotalen Leber, im Dottersack und im peripheren
Blut von E11.5-Embryonen wurde unter Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer bestimmit.
Tote Zellen, die sich mit Trypan-Blau anfarben lassen, wurden nicht gezahlt.

Die Zellzahl in Leber, Dottersack und peripherem Blut von ADAREmMbryonen entsprach

der von Wildtypen. ADAR1- Embryonen zeigten bei E11.5 eine signifikante Reduktion der
Zellzahl in den genannten Geweben relativ zu Wildtyp- und ADAEbryonen (Abb 22).

Die Zellzahl in Homozygoten bezogen auf Wildtypen und Heterozygote betrug bei E11.5 in
der fétalen Leber 28 %, im Dottersack 54 % und im peripheren Blut 40 %.
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Abb. 22. Zellzahlen hamatopoietischer Gewebe von ADAEIMbryonen

Dargestellt ist die Anzahl lebender Zellen bei E11.5 in hamatopoietischen Geweben von Wildtypen (+/+),
heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) ADAR1-Mutanten als arithmetisches Mittel+S.E.M. Gezeigt sind die
Anzahl lebender Zellen in fétaler Leber (A), Dottersack (B) und peripherem Blut (C). Die Anzahl (n) der
analysierten Gewebe ist angegeben. Sie stammten von Embryonen aus 4 Weibchen.
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Bei E9.5 und E10.5 zeigten die fotale Leber und der Dottersack von AD&Ribryonen
relativ zu Wildtyp- und heterozygoten Embryonen keine signifikanten Unterschiede beziglich
der Zellzahl (Daten nicht gezeigt).

2.9.8 Methylzellulose-Kultur hamatopoietischer Vorlaufer aus ADART-Embryonen
Hamatopoietische Vorlaufer-Zellen aus foétaler Leber, Dottersack und peripherem Blut von
E11.5-Embryonen wurden in Methylzellulose, einem semisoliden Medium, kultiviert. Durch
Applikation spezifischer Faktoren wurde das Wachstum verschiednesitopoietischer
Zell-Linien stimuliert. Nach einer definierten Zeit in Kultur wurden die entstandenen
Kolonien visuell identifiziert und quantitativ ausgewertet.

Nach Bestimmung der Zahl lebender Zellen in den praparierten Geweben wurdert 1 x 10
Zellen ausplattiert. Das Wachstum von erythroid@tonien wurde mit Erythropoietin und
Interleukin-6 stimuliert. CFU-E (koloniebildende erythroilmheiten) wurden 3 Tage und

die relativ zu CFU-E weniger festgelegten BFU-E (,burst*“-bildende erythroide Einheiten) 5
Tage nach Aussahen der Vorlauferzellen gezahlt. Das Wachstum nicht-erythroider myeloider
Vorlaufer (CFU-G/M), darunter granuloide und Makrophagen-Vorlaufer, wurde mit PWM-
SCCM (konditioniertes Medium aus der Milz) stimuliert. CFU-G/M-Kolonien wurden 9 Tage
nach dem Aussahen gezabhilt.

ADARI1-defiziente Vorlaufer aus fotaler Leber und Dottersack zeigten bei E11.5 ein drastisch
reduziertes Potential, im Methylzellulose-Versuch erythroide sowie nicht-erythroide myeloide
Kolonien zu bilden (Tab. 4). Die Anzahl der von ADAR1-defizienten Vorlaufern aus fotaler
Leber gebildeten Kolonien bezogen auf Wildtypen und Heterozygote betrug 3 % fur BFU-E,
0.03 % fur CFU-E und 1.4 % fur CFU-G/M.

Genotyp BFU-E CFU-E CFU-G/M
Ij:'_i' 79297 + 16664 (n = 2) 36954 + 11410 (n = 6) 1915 + 1232 (n = 10)
-/- 2624 £539 (n=4) 13£17 (n=4) 27+30(n=28)

Tab. 4. CFU-C-Aktivitat hamatopoietischer Vorlaufer aus fétaler Leber von ADAR1-Mutanten
Einzellzell-Suspensionefitaler Lebern von E11.5-Embryonen wurdenMethylzellulose plattiert (10Zellen

pro Gewebe). Dargestellt sind die Koloniezahlen @®wvebe in Wildtypen (+/+)heterozygoten (+/-) und
homozygoten (-/-) ADAR1-Mutanten als arithmetisches Mittel + Standardabweichung. Die Anzahl (n) der
analysierten Gewebe ist angegeben.

ADAR™"-Vorlaufer aus Dottersack bildeten keine CFU-E und 2.5 % CFU-G/M relativ zu
Wildtypen und Heterozygoten.
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Bei E9.5 und E10.5 zeigten fotale Leber und Dottersack im Methylzellulose-Versuch keine
signifikanten Unterschiede zwischen homozygoten und Wildtyp-/heterozygoten Embryonen
bezlglich der Anzahl erythroider Kolonien (Daten nicht gezeigt).
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3. Diskussion

3.1 ADAR1-Defizienz und Hamatopoiese

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ADAR1-Defizienz in der Maus zu einem
hamatopoietischen Defekt wahrend der Embryonalentwicklung fuhrt. Die Blutbildung der
Maus beginnt im extraembryonalen Dottersack mit der Ausbildung von Blutinseln bei E7-7.5
(Palis und Yoder, 2001). Die in den Dottersack-Blutinseln gebildeten primitiven Erythrozyten
vermitteln den Gasaustausch zwischen Embryo und maternalem Blut. Wahrend die
blutbildende Aktivitat des Dottersacks zwischen E11 und E12 drastisch abnimmt, zeigt die
fotale Leber einen massiven Anstieg hamatopoietischer Aktivitat und wird zum wichtigsten
blutbildenden Gewebe der weiterEmbryonalentwicklung. Die fotale Leber besitzt keine
autonome hamatopoietische AktivitatJphnson und Moore, 1975). Sie wird von
hamatopoietischen Vorlauferzellen aus dem Dottersack und der intraembryonischen Sp/AGM
(Splanchnopleur&borta-Gonaden-Mesonephros)-Region besiedelt. DieAGPI-Region

wurde erst vor wenigen Jahren als blutbildendes Gewebe identifiziert und wird als wichtige
Quelle hamatopoietischevorlauferzellen diskutiert (Medvinsky et al., 1993; Godin et al.,
1993; Muller et al., 1994). Bis dahin galt der Dottersack als das einzige vor der fotalen Leber
hamatopoietisch aktive Gewebe. Vorlaufer, die sichParenchym defttalen Leber
angesiedelt haben, benétigen dieses Milieu (,microenvironment*) fiir ihnre Expansion, Linien-
Festlegung und Differenzierung in diverse Blutzelltypen (Kinoshita et al., 1999). Bis zu 90
Prozent der um E13 in der fotalen Leber angesiedéditanatopoietischen Vorlaufer
differenzieren in reife Erythrozyten (Johnson und Moore, 1975). Reife Erythrozyten aus der
fotalen Leber gewahrleisten die Sauerstoffversorgung des sich rasch entwickelnden Embryos.
Gegen Ende der Embryonalentwicklung, wenn die Leber wichtige metabolische Funktionen
tubernimmt (Zaret, 1998), wird die Produktion reifer Erythrozyten und aller anderen
Blutzelltypen in die Milz und das Knochenmark verlagert (Russell, 1979). Die Entwicklung
und Funktion des hamatopoietischen Systems wird durch ein komplexes Netzwerk aus Zell-
Zell-, DNA-Protein- und Protein-Protein-Interaktionen gesteuert (Orkin, 1996; Shivdasani
und Orkin, 1996; Cantor und Orkin, 2001). Eine Stérung dieses komplexen Systems flhrt zu
einem breiten Spektrum von Defekten der embryonalen bzw. adulten Blutbildung.

Im Laufe dieser Arbeit berichtete Kazuko Nishikuras Labor (Wang et al., 2000) embryonale
Letalitat einer ADAR1-Mutante um E14.5, die hochchiméar beziglich Zellen mit einem
inaktivierten ADAR1-Allel war. Aufgrund der embryonalen Letalitdt der Hochchimaren war
es Wang et al. nicht moglich, Keimbahntransmission des verdnderten ADAR1-Allels zu
zeigen. Hochchimére Embryonen zeigten ab E12.5 bezogen auf Wildtyp eine verringerte Zahl
reifer Erythrozyten im peripheren Blut, eine reduzierte Zelldichte in der fotalen Leber und
starben um E14.5.
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Der embryonale Tod hochchimérer ADAR1-Mutanten (Wang et al., 2000) steht in starkem
Gegensatz zu den hier prasentierten Befunden, die zeigten, dass Embryonen mit einem
ADAR1-Nullallel und einem ADARZ1-Wildtyp-Allel phanotypisch unauffallig waren,
wohingegen Embryonen mit zwei ADAR1-Nullallelen zwischen E11.5 und E12.5 starben.
Die Diskrepanz der Befunde beider Gruppen kénnte sich aus Unterschieden in den jeweils
verwendeten ,Targeting“-Konstrukten oder im verwendeten genetischen Hintergrund ergeben
haben. Dennoch zeigte der kongruente Phanotyp beider in dieser Arbeit vorgestellten
ADAR1-Mutanten, von denen einer dahezu komplett@roteinkodierende Region des
ADARI1-Gens fehlt, deutlich, dass ein intaktes ADAR1-Allel fir eine normale embryonale
und postnatale Entwicklung ausreichend ist.

3.2.Beziehung von ADAR1-Nullmutanten zu anderen embryonal letalen
Mausmutanten mit hAmatopoietischen Defekten

Der Vergleich ADAR1-defizienter Embryonen mit Mausmutanten, tdimatopoietische
Defekte und embryonale Letalitéat zeigten, sollte Hinweise liefern auf die Rolle von ADAR1
innerhalb des hamatopoietischen Systems.

ADAR1-defiziente Embryonen hatten beginnend mit E11.75 einen relativ zu Wildtyp

zunehmend blassen Dottersack. Der Dottersack beginnt bei E7.5 mit der Bildung primitiver
Erythrozyten und der Ausbildung von Blutgefaf3en. Der Vergleich mit Mutanten, die eine
defekte Blutzell- bzw. Blutgefal3bildung im Dottersack hatten, lieferte keine Hinweise auf

eine gestorte Bildung von primitiven Erythrozyten und BlutgefafRen im Dottersack ADAR1-

defizienter Embryonen:

Transkriptionsfaktor tal-1/SCL- und Rbtn-2/Lmo2-defiziente Embryonen zeigten einen
vollstdndigen Block der Dottersack-Erythropoiese, der sich durch Fehlen primitiver
Erythrozyten manifestierte (Robb et al., 1995; Shivdasani, 1995a; Warren et al., 1994). Diese
Mutanten waren blass und starben zwischen E8.5 und E10.5.

Embryonen, denen die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Flk-1 (Fotale Leber-Kinase-1) fehlte, hatten
einen frihen Defekt bei der Entwicklung h&dmatopoietischer und endothelialer Zellen (Shalaby
et al., 1995; Shalaby et al., 1997). FIk-1-Nullmutanten bildeten keine Dottersack-Blutinseln,
keine primitiven Erythrozyten und keine organisierten BlutgefalRe. Sie starben zwischen E8.5
und E9.5.

In ADAR1-defizienten Embryonen war der Dottersack vor E11.75 nicht auffallig. Blutinseln

und BlutgefalRe im Dottersack sowie zahlreiche zirkulierende primitive Erythrozyten waren in
ADARI1-defizienten Embryonen ausgebildet und morphologisch nicht auffallig (Daten nicht
gezeigt). Histologisch war die Dottersack-Vaskulatur ADAR1-defizienter Embryonen von
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Wildtyp nicht unterscheidbar. Durch eine immunhistochemische Farbung-REHECAM-1
(,platelet-endothelial cell adhesion molecule“-éjpem gegerkEndothelzellen gerichteten
Antikorper, konnten kleinste Blutgeféalie des Dottersacks sichtbar gemacht werden. Sie waren
bezuglich Durchmesser und Verzweigung von Wildtyp nicht unterscheidbar (Daten nicht
gezeigt). Die Anzahl proliferierender Zellen im Dottersack von ADA®EMbryonen
entsprach Wildtyp, gezeigt durch eine BrdU-Analyse (Daten nicht gezeigt).

Der Dottersack ADAR1-defizienter Embryonen wurde erst nach Manifestation des Leber-
Phanotyps blass und war morphologisch nicht auffallig. Dies lasst vermuten, dass der blasse
Dottersack ADAR1-defizienter Embryonen eine Konsequenz des hamatopoietischen Defekts
in der fotalen Leber ist.

Einige embryonal letale Mausmutanten zeigten neben einer gest@&tenHamatopoiese

auch Defekte anderer Gewebe, wie Plazenta, Herz oder ZNS. ADAR1-defiziente Embryonen
zeigten bis zu ihrem Tod zwischen E11.5 und E12.5 keine Anzeichen fir eine
Fehlentwicklung dieser Gewebe:

Mitogen-aktivierte-Protein-Protein-Kinase c-Raf-Embryonen hatten neben einer
unterentwickeltenfétalen Leber infolge massiven Zelltodes vétepatoblasten und
hamatopoietischen Zellen eine defekte Plazenta (Mikula et al., 2001; Huser et al., 2001). Die
Labyrinth- und Spongiotrophoblast-Schicht der Plazenta von c-Ra&inbryonen war
deutlich kleiner als in Wildtyp. Die Plazenta von ADAREmbryonen war auch nach
Manifestation des Leberphanotyps makroskopisch und histologiscWMAldtyp-Plazenta

nicht unterscheidbar (Daten nicht gezeigt).

Transkriptionsfaktorc-Jun-defiziente Embryonen zeigten extensiven Zelltod von
Hepatoblasten und hamatopoietischen Zellen in der fétalen Leber und starben um E13 (Eferl
et al.,, 1999). Das Herz von c-Jun-Nullmutanten zeigte Missbildungen im Bereich des
Ausstrom-Trakts. Das Herz von ADAR1-defizienten Embryonen war makroskopisch wie
histologisch nicht auffallig und kontrahierte rhythmisch bis zum Eintritt des Todes um E12
(Daten nicht gezeigt).

Transkriptionsfaktor GATA-3-defiziente Embryonen hatten eine schwer gestorte Leber-
Hamatopoiese assoziiert mit schweren Missbildungen des ZNS und starben zwischen E11 und
E12 (Pandolfi etl., 1995).Retinoblastom-Empfanglichkeits-G&b-defiziente Embryonen
zeigten eine gestorte Leber-Erythropoiese, Anamie und neuronalen Zelltod und starben gegen
E14 (Clarke et al., 1992; Jacks et al., 1992; Lee et al., 1992). Das ZNS von ADAR1-Mutanten
war bis zum Eintritt des Todes nicht auffallig, beurteilt nach vollstandiger Schliel3ung des
Neuralrohrs, Morphologie, Histologie und Anzahl proliferierender und sterbender Zellen
relativ zu Wildtyp (Daten nicht gezeigt).
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Die fotale Leber von ADAR1-defizienten Embryonen zeigte ab E11.5 eine relativ zu Wildtyp
deutlich verminderte Zahl hamatopoietischer Zellen. Die Anzahl erythroider Zellen, welche
das Oberflachenantigen TER-119 exprimieren, war in der fotalen Leber von ADAR1
Embryonen verglichen mit Wildtyp drastiscéduziert. MyeloidéVorlaufer, einschlief3lich
erythroider, granuloider und Makrophagen-Vorlaufer, aus der fétalen Leber von ADAR1-
Nullmutanten hatten bei E11.5 ein drastisch reduziertes Potential, in vitro Kolonien zu bilden.
Die wichtigsten in der fotalen Leber gebildeten Blutzellen sind reife Erythrozyten. Sie mussen
die transiente Population primitiver Erythrozyten aus dem Dottersack nach und nach ersetzen,
um die Sauerstoffversorgung des schnell sich entwickelnden Embryos zu gewahrleisten.

Eine wichtige Funktion bei der Bildung reifer Erythrozyten hat @a&oprotein-Hormon
Erythropoietin (Epo)welches das Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung
erythroider Vorlauferzellen fordert (Krantz, 199Die spezifische Wirkung von Epo auf
erythroide Zellen wird durch die gewebespezifische Expression seines dimeren Rezeptors, ein
Mitglied der Cytokin-Rezeptor-Familie, vermittelt (D’Andrea et al., 1989). Epo wird wahrend
der mittleren Embryonalentwicklung in der fotalen Leber produziert, der Epo-Rezeptor
(EpoR) wird vor allem von spéten erythroiden Vorlaufern exprimiert (Koury et al., 1991).

Epo- und EpoR-defiziente Embryonkonnten keine reifen Erythrozyten in der fotalen Leber
bilden und starben zwischen E13 und E15 (Wu et al., 1995; Lin et al., 1996). Epo- und EpoR-
defiziente Embryonen und Dottersacke wurden ab E10.5 infolge einer relativ zu Wildtyp
abnehmenden Zahl primitiver Erythrozyten blass. Die fotale Leber zeigte bei E12.5 bezogen
auf Wildtyp eine 4-5fach reduzierte Grol3e, eine deutlich verminderte Zellzahl und enthielt
zahlreiche pyknotische Zellkerne, ein Hinweis auf apoptotische Zellen. Die Anzahl spater
erythroider Vorlaufer in der fotalen Leber von Epo-defizienten Embryonen entsprach Wildtyp
(Wu et al., 1995). Diese Vorlaufé&onnten nicht in reif€erythrozyten differenzieren und
starben. Dies fuihrte zu einem vollstandigen Block der Leber-Erythropoiese. Das Potential
nicht-erythroidermyeloider Vorlaufer aus der fotalen Leber von Epo- und EpoR-
Nullmutanten, in vitro Kolonien zu bilden, entsprach Wildtyp.

In der fotalen Leber von ADARTEmbryonen war die Anzahl sowohl erythroider als auch
nicht-erythroidermyeloider Vorlaufer mit in vitrokoloniebildendem Potential bei E11.5
relativ. zu Wildtyp drastisch vermindert. Vomicht-erythroiden Vorlaufern gebildete
Blutzellen Gbernehmen erst gegen Ende der Embryonalentwicklung essentielle Funktionen:

Transkriptionsfaktor PU.1-defiziente Embryonen, die keine Makrophagen, Granulozyten und
lymphoiden Zellen bildeten, starben nicht vor E18.5 (Scott et al., 1994; McKercher et al.,
1996). Transkriptionsfaktor NF-E2-Nullmutanten, denen infolge eines Megakaryozyten-
Defekts zirkulierende Blutplattchen fehlten, starben kurz nach Geburt (Shivdasani et al.,
1995b; Shivdasani und Orkin, 1995c).
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Das relativ zu Wildtyp bei E11.5 drastisch reduzierte Potential sowohl erythroider als auch
nicht-erythroider myeloider Vorlaufer aus der fotalen Leber von ADAEMbryonen, in

vitro Kolonien zu bilden, deutete auf einen Defekt bei der Bildung, Erhaltung, Proliferation
bzw. dem Uberleben friiher myeloider Vorlaufer hin.

Eine wichtige Rolle beim Uberleben und der Proliferation friilher hamatopoietischer Vorlaufer
spielt der Transkriptionsfaktor GATA-2 (Yamamoto et al., 1990). GATA-2 ist Mitglied einer
Familie von Zink-Finger-Proteinen, die ein GATA-Konsensus-Motiv erkennen (Evans und
Felsenfeld, 1989; Tsai et al., 1989). Das GATA-Motiv ist in regulatorischen Elementen
zahlreicher Gene, die in hdmatopoietischen Zellen exprimiert werden, zu finden (Evans et al.,
1988). GATA-2 wird innerhalb debamatopoietischen Systems besonders in frihen
Vorlaufern, aber auch idifferenzierten Blutzellerexprimiert. In-vitro-Expressionsstudien
haben gezeigt, dass eine haBATA-2-Expression inhAmatopoietischen Vorlaufern die
Proliferation auf Kosten der Differenzierung dieser Vorlaufer férderte (Briegel et al., 1993).
GATA-2 zeigt Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren, darunter auch das
Grundungsmitglied der GATA-Familie, GATA-1 (Evans et al., 1988): Eine zunehmende
GATA-1 Expression in differenzierenden Vorlaufern geht mit einer abnehmenden GATA-2-
Expression einher, und aus GATA-1-defizient®-Zellen in vitro differenzierte primitive
Erythrozyten zeigten bezogen auf Wildtyp-Zellen eine 50fach erhdhte GATA-2-Expression
(Weiss et al., 1994). Auf welche Weise GATA-2 und GATA-1 ihre Expression gegenseitig
beeinflussen, ist nicht bekannt.

Die Ausschaltung des GATA-2-Gens in der Maus fuhrte zu embryonaler Letalitat zwischen
E10.5 und E11.5 (Tsai et al., 1994). GATA-2-defiziente Embryonen und Dottersacke waren
ab E9.5 blass, und die Anzahl primitiver Erythrozyten war verglichen mit Wildtyp leicht
reduziert. Das Potentiamyeloider Vorlaufer aus Dottersacken GATA-2-defizienter
Embryonen, in vitro Kolonien zu bilden, war bei E9.5 relativ zu Wildtyp drastisch reduziert.
Aufgrund des embryonalen Todes vor ditalen Leber-Stadium der Hamatopoiese wurde
eine Chimarenanalyse mit GATA?2ES-Zellen durchgefiihrt (Tsai et al., 1994). Wahrend
GATA-2"-Zellen einen geringen Beitrag zu primitiven Erythrozyten zeigten, waren sie in
Blutzellen aus der fotalen Leber und adulten hamatopoietischen Geweben nicht nachweisbar,
mit Ausnahme eines geringen Beitrags zu Thymus und Milz in adulten Chimé&ren. Die In-
vitro-Differenzierung von GATA-2-ES-Zellen zeigte, dass dieroliferation und das
Uberleben friiher hamatopoietischer Vorlaufer verglichen mit Wildtyp drastisch reduziert war,
wéahrend die Differenzierung dieser Vorlaufer, mit Ausnahme der Mastzell-Differenzierung,
durch GATA-2-Defizienz nicht beeintrachtigt war (Tsai und Orkin, 1997).

Das bei E11.5 vorhandene, wenn adchstisch reduzierte Potentialvitro koloniebildender
myeloider Vorlaufer aus der fétalen Leber von ADAREmMbryonen konnte auf einen Defekt

bei der Proliferation bzw. dem Uberleben frither Vorlaufer, wie bei GATA-2-defizienten
Embryonen beobachtet, hindeuten. Allerdings konnten die wenigen Vorlaufer, die bei E11.5
in der fotalen LebeADAR1-defizienter Embryonen nachweisbar waren, auch aus dem
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Dottersack stammen. Dadurch kann ein Defekt bei der Bildung myeloider Vorlaufer in der
AGM-Region nicht ausgeschlossen werden.

Eine wichtige Funktion bei der Bildung hamatopoietischer Vorlaufer hat der
Transkriptionsfaktor AML1, der durch seine Beteiligung an der Entstehung akuter myeloider
Leukdmie (AML) infolgeeiner Chromosomentranslokation identifiziert wurde (Miyoshi et
al., 1991). AML1 wird wahrend der Embryonalentwicklung u.aDwottersack-Blutinseln,
definitiven hamatopoietischen Vorlaufern und Endothelzellen exprimiert (North et al., 1999).
AML1 konnte fur das Abschniremamatopoietischer Zellen vatefinitivem hdmatogenem
Endothel in Vitellin-,Umbilical-, Dottersack-GefaRen unekntralerDorsalaorta bendtigt
werden (North et al., 1999).

Die Inaktivierungder AML1-Genfunktion in der Maus verursachte embryonadtalitat
zwischen E11.5 und E12.5 (Okuda et al., 1996; Wang et al., 1996a,b). AML1-defiziente
Embryonen zeigten einen schweren Defekt bei der Bildung definitiver Blutzellen, der sich
durch das Fehlen hamatopoietischer Zellerden fotalen Leber manifestierte. Myeloide
Vorlaufer mit in vitro koloniebildendem Potential waren in der fotalen Leber und im
Dottersack AML1-defizienter Embryonen bei E11.5 nicht vorhanden. Die Bildung primitiver
Erythrozyten im Dottersack war durch AML1-Defizienz nicht beeintrdchtigt. Eine
Chimarenanalyse mit AMLA-ES-Zellen zeigte, dass hamatopoietische Gewsghster
Chimaren (Knochenmark, peripheres Blut, Milz und Thymus) keine AMZdllen
enthielten (Okuda et al., 1996). AMAES-Zellen lieRen sich in vitro nicht in definitive
Blutzellen differenzieren, wahrend die Differenzierumgprimitive Erythrozyten durch
AML1-Defizienz nicht beeintrachtigt war (Okuda et al., 1996). Neben dem h&matopoietischen
Defekt entwickelten AMLI-Embryonen beginnend mit E11.5 massive innere Blutungen, die
sich durch Ansammlung primitiver Erythrozyten im Pericard, Peritoneum und in den
Gehirnventrikeln manifestierten.

Defekte bei der Bildung bzw. Expansidgramatopoietischer Vorlaufer kdnnten zu der
drastisch reduzierten hamatopoietischen Aktivitatder fotalen Leber von ADARL1-
defizienten Embryonen bei E11.5 gefuhaben. Eine reduzierteéimatopoietische Aktivitat

in der fotalen Leber kdnnte aber auwdirch einen Defekt bei der Ansiedelung blutbildender
Vorlaufer im Leberstroma erklart werden: Die fotale Leber besitzt keine autonome
blutbildende Aktivitat Johnson und Moore, 1975), d.h. sie muss l@matopoietischen
Vorlaufern aus anderen Geweben besiedelt werden. Eine wichtige Rolle bei der Ansiedelung
dieser Vorlaufer im Stromaamatopoietischer Gewebe spielen von Integrinen vermittelte
Zell-Zell-Kontakte Féassler und Meyer, 1995; Hirsch et al., 1998)-Integrin-defiziente
multipotente hamatopoietische Vorlaufer konnten die fétale Leber, das Knochenmark und den
Thymus chimarer Tiere nicht besiedeln, wahrend die Proliferation und Differenzierung dieser
Vorlaufer in vitro durchB1-Integrin-Defizienz nicht beeintrachtigt war. Die Interaktion von
hamatopoietischen Zellen und fotalem Leber-Parenchym ist nicht nur fur die Ausbildung von
Zell-Zell-Kontakten wichtig: Hepatoblasten erzeugen ein ,microenvironment®, in dem
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hamatopoietische Vorlaufer expandieren und differenzieren kénnen.L&messtroma
produziert z.B. das Cytokin SCF (,stecell factor”), welches die Proliferation bzw. das
Uberleben hamatopoietischer Vorlaufer in der fotalen Leber fordert (Ogawa et al., 1993;
Sicurella et al., 2001). Hamatopoietische Zellen produzieren z. B. das Cytokin Oncostatin M,
welches gegen Ende dEmbryonalentwicklung die Differenzierung von Hepatoblasten in
Hepatozyten induziert (Miyajima et al., 2000).

Der Vergleich von ADAR1-defizienten Embryonen mit anderen embryonal letalen Mutanten,
die hamatopoietische Defekte aufwiesen, konnte den Tod von ADAR1-defizienten
Embryonen zwischen E11.5 und E12.5 als Folge eines hamatopoietischen Defekts in der
fotalen Leber nicht hinreichend erklaren.

3.3 Eingrenzung des hamatopoietischen Defekts

Die Ursache des hamatopoietischen Defekts und damit die Funktion von ADARL1 innerhalb
des blutbildenden Systems ist nicht leicht zu untersuchen. Die Komplexitat dieses Systems
erfordert, den durch ADAR1-Defizienz verursachten Defekt bei der Blutbildung
einzugrenzen, um die Funktion von ADARL1 innerhalb dieses Systems untersuchen zu
konnen.

Folgende Fragen ergeben sich hinsichtlich der Eingrenzung des hamatopoietischen Defekts
von ADAR1-defizienten Embryonen: (1) Idte drastisch reduzier&ahl hamatopoietischer

Zellen in der fotalen Leber von ADARAEmbryonen ab E11.5 die Folge eines Mangels an
hamatopoietischen Vorlaufern in der AGM-Region? (2) Ist die Einwanderung bzw.
Ansiedelung solcher Vorlaufer in der fétalen Leber von ADAREmMbryonen gestort? (3)
Konnen eingewanderte hdmatopoietische Vorlaufer in der fotalen Leber ADAR1-defizienter
Embryonen nicht ausreichend expandieren bzw. differenzieren, und (4) welche Rolle spielt
das ADAR1-defiziente Leberstroma in seiner Funktas ,microenvironment® bei der
Ansiedelung, Erhaltung, Proliferation und Differenzierung dieser Vorlaufer?

Eine CFU-S-Analyse, die frihe myeloide Vorlaufer nachweist, konnte klaren, ob diese
Vorlaufer infolge ADAR1-Defizienz bereits in der AGM-Region, noch bevor sie in die fotale
Leber einwandern, fehlen oder unterreprasentiert sind. Der Vergleich von CFU-S-Aktivitat in
der AGM-Region und der fétalen Leber kdnnte Hinweise auf eine gestorte Besiedelung der
fotalen Leber durch Vorlaufer aus der AGM-Region liefern.

Die CFU-S-Analyse basiert auf der Eigenschaft friher myeloider Vorlaufer aus
hamatopoietischen Geweben, in der Milz letal bestrahlter Empfangermause makroskopisch
sichtbare Kolonien zu bilden. Entsprechend wersleiche Vorlaufer al€FU-S (,colony-
forming unit-spleen*) bezeichnet. Die CFU-S-Aktivitat in der AGM-Region nimmt zwischen
E10 und E11 drastisch zu, und nach Bt&hnell wieder ab. Deknstieg der CFU-S-Aktivitat
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in der AGM-Region geht dem Anstieg dieser Aktivitat in der fétalen Leber etwa einen halben
Tag voraus (Medvinsky et al., 1993). Eine CFU-S-Analyse der AGM-Regiorfaialen
Leber von E11-Embryonen wirde d{@uantifizierung von CFU-S-Aktivitat in beiden
Geweben erlauben.

Eine Chimarenanalyse mit ADAR1-defizienten ES-Zellen, welche bereits zur Verfiigung
stehen, kdnnte zur Eingrenzung des hamatopoietischen Defekts beitragen und Hinweise auf
die Bedeutung von ADARL1 innerhalites ,microenvironmenthamatopoietischer Zellen
liefern. Mit der Herstellung chiméarer Tiere tber die Injektion von ADARES-Zellen in
ADAR1-Wildtyp-Blastocysten kénnte der embryonale Tod ADAR1-defizienter Mause
zwischen E11.5 und E12.5 umgangen werden und der Anteil ADAR1-defizienter Zellen an
verschiedenen Geweben wéhrend der Embryonalentwicklung nach E12.5 und im adulten Tier
bestimmt werden.

Die Bestimmung der Position in der hamatopoietischen Hierarchie, an der ADAR1 fir eine
funktionierende Blutbildung benétigt wird, kann wichtige Hinweise auf die Funktion von
ADAR1 innerhalb des hamatopoietischen Systems liefern.

Die In-vitro-Differenzierung vorES-Zellen inhdmatopoietische Zellen ist ein etabliertes
System fur die Rekapitulation der hamatopoietischen Entwicklung im lebenden Organismus
(Weiss, 1997). Unter definierten Wachstumsbedingungen kdénnen aus ES-Zellen schrittweise
hamatopoietische Vorlaufer und differenzierte Zellen gebildet werden. Tsai und Orkin (1997)
fanden eine Kombination von Wachstumsfaktoren, welche die Expansion multipotenter
Vorlaufer und ihre anschlieRende Differenzierung forderte. Damit zeigten Tsai und Orkin,
dass die Proliferation und das Uberleben, nicht aber die Differenzierung GATA-2-defizienter
multipotenter Vorlaufer relativ zu Wildtyp drastisch reduziert war. Diese Ergebnisse konnten
mit Vorlaufern aus dem Dottersack GATA-2-defizienter Embryonen bestatigt werden.

Hamatopoietische Vorlaufer erythroider und nicht-erythroider myeloider Zellen aus der
fotalen Leber ADAR1-defizienter Embryonen hatten ein drastisch reduziertes, aber noch
vorhandenes Potential, in vitro Kolonien zu bilden. Dies kénnte auf einen quantitativen
Defekt myeloider Vorlaufer hindeuten. Mit der In-vitro-Differenzierung ADAR1-defizienter
ES-Zellen kann untersucht werden, inwiewsath ADAR1-Defizienz auflie Proliferation,
Erhaltung, das Uberleben bzw. die Differenzierung hamatopoietischer Vorlaufer auswirkt.

Der Phanotyp einer Zelle wird durch zellspezifische Genexpression bestimmt. Eine Analyse
der Genexpression in ADAR1-defizienten hdmatopoietischen Zellen bzw. Geweben kdnnte
dazu beitragen, Gene zu identifizieren, deren Expression durch ADAR1-Defizienz verandert
ist und damit auch den hamatopoietischen Defekt eingrenzen. Fir die Analyse der
Genexpression stehen verschiedene Methoden zur Verfugung: Eine RT-PCR-Analyse erlaubt
die qualitative und semi-quantitative Untersuchung ausgewéahlter GeneDN&-Array-
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Technik erlaubt die Expression einer Vielzahl von Genen in Zellen oder Geweben zu
guantifizieren (Lockhart und Winzeler, 2000).

3.4 Die Funktion von ADAR1 im Embryo nach E12.5 und in postnatalen
Stadien

Die physiologische Bedeutung von ADAR1 wahrend der Embryonalentwicklung nach E12.5
und in postnatalen Stadien konnte durch den embryonalen Tod ADAR1-defizienter
Embryonen nicht untersucht werden. Dies wirde erfordern, den durch ADAR1-Defizienz
verursachten embryonalen Tod zwischen E11.5 und E12.5 zu umgehen:

Die ubiquitare Expression von ADAR1 und die Mdéglichkeit eines embryonal letalen
Phanotyps von ADAR1-Nullmutanten wurde durch Verwendung @egloxP-Systems
(Rajewsky, et al., 1996) beler Herstellung deMauslinie ADAR1f® berticksichtigt: Das
Cre/loxP-System erlaubt eine regionsspezifische ADAR1-Inaktivierung in ABARIeren

durch regionsspezifische Expression von Cre-Rekombinase. Der kritische Faktor bei diesem
Ansatz ist die Verfugbarkeit geeignetegansgener Liniendie Cre regionsspezifisch
exprimieren.

In Kombination mit dem Tetrazyklin-abhangigen Expressionssystem (Gossen und Bujard,
1992; Gossen et al., 1993, 19%)mdoglicht dasCre/loxP-System die durch Tetrazyklin-
kontrollierte Cre-Expression vermittelte regionsspezifische bzw. ubiquitare Inaktivierung von
ADARL1 zu einem beliebigen Zeitpunkt. Dieser Ansatz hat den Nachteil, dass ADAR1 nach
Cre-Expression irreversibel inaktiviert ware.

Durch eine zeitlich regulierbare An- und Abschaltung der ADAR1-Expression kdnnten die
physiologischen Konsequenzen eines temporaren Verlustes von untersucht werden. Eine
Tetrazyklin- oder RU-486-abhéngige Expression VWIDAR1 ware denkbar (Clackson,
1997): Das Tetrazyklin-System wurde erfolgreitin die Vorderhirn-spezifische zeitlich
regulierbare Expression der AMPA-Rezeptor-Untereinheit GluR-A angewendet (Mack et al.,
2001). Das RU-486-System wurde erfolgreich eingesetzt fir kaleer-spezifische
induzierbare Expression von humanem Wachstumshormon (Wang et al., 1997)

Die Verfugbarkeit ADARY*°-Mausen mit den mutierten loxP-511-Elementen (Hoess et al.,
1986; Lee und Saito, 1998) und Mutanten mit einem von Wildtyp-loxP-Elementen flankierten
ADAR2-Genbereich Higuchi et al., nicht publiziert) erlaubt die regionsspezifische bzw.
simultane Ausschaltung beider Deaminasen durch Verpaarung gefloxter Doppelmutanten mit
geeigneten Cre-exprimierenden Mauslinien. Bfeekte einerDoppelinaktivierung kénnten
Hinweise Uber ein mogliches Zusammenspiel von ADAR1 und ADAR2, insbesondere bei der
RNA-Editierung von Transkripten im ZNS, geben.
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4. Material und Methoden

Materialien und Methoden, die zur Anwendung kamen, hier aber nicht explizit aufgefuhrt
sind, wurden folgenden Nachschlagewerken entnommen:

Current Protocols in Molecular Biology
F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl
John Wiley & Sons, Inc., 1989

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition
J. Sambrock, D. W. Russell
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001

Gene Targeting: A Practical Approach
A. L. Joyner
Oxford University Press, 1993

Manipulating the Mouse Embryo

B. Hogan, R. Beddington, F. Costantini, E. Lacy
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994
The Atlas of Mouse Development

M. H. Kaufman
Academic Press, 1999

4.1 Material

4.1.1 Eukaryontische Zellen

R1 ES-Zellen: Pluripotente embryonale Stammzellen (Passage 12) aus der inneren
Zellmasse von 129/SVx129/SVJ-Mausblastozysten (Nagy et al., 1993)
Feeder-Zellen: Primare Maus-Fibroblasten aus E13.5 NMRI-Embryonen (Passage 2)

4.1.2 Mauslinien

C57BI/6NCrl BR: Fa. Charles River (Deutschland)
NMRI: Fa. Charles River (Deutschland)
Cre-Deleter: Klaus Rajewsky (Kdln)
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4.1.3 L6sungen
10 x PBS (pH 7,3)

Proteinase K-Losung

20 x SSC

TEN-Puffer

TENS-Puffer

1400 mM NaCl
80 mM NgHPQO,
15 mM KH,PO,
27 mM KCI

10 mg/ml Proteinase K (Roche)
15 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 7,6

3 M NacCl
0.3 M Na-Citrat

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
5 mM EDTA, pH 8,0
200 mM NacCl

60 mM Tris-HCI, pH 8,0
120 mM EDTA, pH 8,0
120 mM NacCl

1,2% [w/v] SDS
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4.2 Methoden

4.2.1 Kultur, Transformation und Selektion von murinen ES-Zellen

Pluripotente murine R1 embryonale Stammzellanden in ES-Zellmedium Qulbecco’s
modified Eagle medium* (DMEM) mit 4500 mgalukose, 2 mM Glutamin, 0.1 mM nicht
essentiellen Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat, 0.1 giMercaptoethanol, 20% fotalem
Kalberserum, 50 pg/ml Penicillin/Streptomycin und 1000 U/ml Leukamie-Inhibierungsfaktor)
auf infolge Mitomycin C-Behandlung mitotisch inaktiven primandaus-Fibroblasten
(Feederzellen) oder auf mit Gelatine (0,1 %)-beschichteten Kulturplatten kultiviert. Der "gene
targeting”-Vektor wurde mittels Restriktionsverdaearisiert, nach Ethanolpréazipitation in
PBS geldst und Uber eine mit PBS umgepufferte Gelfiltrationssaule (Chroma Spin TE-1000,
Clontech) aufgereinigt. Linearisierter, gereinigter Vektor (30 pug) wurde unter Verwendung
eines BioRad Genepulsers mit 50BD und 240 Vin R1-ES-Zellenelektroporiert. Die
transformierten Zellen wurden fir 11 Tage mit G418 (250 pg/ml) auf Gelatine-Platten
selektioniert. G418-resistente Klone wurden isoliert expandiert. Ein Teil der Zellen wurde fir
die Isolierung genomischer DNA zur PCR-Analysrwendet, ein Teilwurde aufFeeder-
Zellen expandiert, eingefroren und bei —%0 gelagert. PCR-positive Klone wurden
aufgetaut, expandiert und mittels Southern-Analyse ihrer genomischen DNA auf das korrekte
Rekombinationsereignis im ADAR1-Lokus sowie zufallige Integrationen Uberprift. Richtig
rekombinierte Klone wurden nach Expansion bis zur Injektion in murine Blastocysten in
flissigem Stickstoff gelagert oder zunachst unter hohen G418-Dosen (2-3 mg/ml) auf
Gelatine-Platten selektioniert nach ADARZellen, die zwei rekombinierte ADAR1-Allele
aufwiesen. Der Verlust des Wildtyp-ADAR1-Allels wurde mittels PCR und Southern-
Analyse nachgewiesen.

4.2.2 Herstellung und Haltung transgener Mause

Mausblastozysten-Injektionen umbryo-Transfers wurden in der transgenen Einheit des
ZMBH von Frank Zimmermann und Sascha Dlugosz durchgefuihrt. Die Versuchstiere wurden
entsprechend dem Tierschutzgesetz in dafiir vorgesehenen Raumen in der Versuchstierhaltung
des ZMBH und im zentralen Tierlabor des MPI gehalten. Die behérdliche Zulassung der
transgenen Manipulationen erfolgte durch das Regierungsprasidium Karlsruhe.

4.2.3 Bestimmung des Entwicklungsstadiums von Maus-Embryonen

Fir jedes der analysierten Entwicklungsstadien wurdeam Kaufman (Thétlas of Mouse
Development, 1999) typische Merkmale definiert. Anhand dieser Merkmale konnte der
Entwicklungszustand von Embryonen zwischen E11.0 und E12.5 bis auf 0.25 Tage genau
bestimmt werden (Tab. 5).
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Stadien Kriterien
E10.5

35-39 Somitenpaare

Kopf-Rumpf-Lange = 4.6 mm (fixiert)
Vorderextremitat rostral aufsteigend
Hinterextremitat rostral nicht aufsteigend
Caudaler Neuroporus fast vollstandig geschlossen

E11.0 39-42 Somitenpaare
Kopf-Rumpf-Lange etwa 5 mm (fixiert)
Vorderextremitat mit proximalem und distalem Teil

Hinterextremitat ohne proximalen und distalen Teil

E11.25 40-45 Somitenpaare
Kopf-Rumpf-Lénge = 5-5.5 mm (fixiert)
Vorderextremitat bildet proximalen und distalen Teil

Hinterextremitat bildet ansatzweise proximalen und distalen Teil

E11.5 43-46 Somitenpaare

Kopf-Rumpf-Lange = 5.8 mm (fixiert)
Vorderextremitat bildet proximalen und distalen Teil
Hinterextremitat bildet proximalen und distalen Teil

Maxillare Komponente des 1. Kiemenbogens prominent

E11.75 45-48 Somitenpaare
Kopf-Rumpf-Lénge = 6-6.5 mm (fixiert)
Handplatte paddelférmig

Hinterextremitat bildet proximalen und distalen Teil

E12.0 48-52 Somitenpaare
Kopf-Rumpf-Lange = 7.0 mm (fixiert)
Handplatte zeigt angulare Konturen

FuRplatte paddelférmig

E12.25 48-52 Somitenpaare

Kopf-Rumpf-Lange = 7-7.5 mm (fixiert)

Handplatte zeigt digitale Zwischenzonen (Strahlen)
FuRplatte zeigt ansatzweise angulare Konturen

Physiologische Hernie sichtbar

E12.5 50-55 Somitenpaare

Kopf-Rumpf-Lange = 7.5-9.5 mm (fixiert)
Handplatte zeigt digitale Zwischenzonen (Strahlen)
FuRplatte zeigt angulare Konturen

Physiologische Hernie deutlich sichtbar

QR |WINIPTO|IR|WIN|(P]IRARIOIN|IP]R[ONIPTOIRIWIN|IRP]IRAR|IWIN(RPIRAROIN|IRPOR[WIN|(F

Tab. 5. Merkmale embryonaler Entwicklungsstadien
Fur jedes der gezeigten Stadien wurden 4-5 typische makroskopisch sichtbare Merkmale nach Kaufman, 1999
definiert.

4.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Ein 10 pyl PCR-Ansatz enthielt PCR-Puffer (GibcoBRL), 2 mM Mg@NTP-Mix (0,2 mM
pro Nukleotid), spezifische Sinn- und Gegensinn-Oligonukleotide (jeweils 0,4 uM), 0.2 Un

51



4. Material und Methoden

Tag-Polymerase und dd@l. Dem Ansatz wurde 1 pl Matrizen-DNA-L6sung (10-100ng/pl)
beigefuigt. Einer initialen Denaturierung (10 min,’@} folgten 20-35 Zyklen mit je 20 s, 94
°C (Denaturierung), 5%, 30 s (Oligonukleotid-Anlagerung), 72, 1 min/Kb (Extension).
Nach dem letzten Zyklus wurde eine finale Extension (5 min b&y8urchgefiihrt.

4.2.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte, basierend auf der Kettenterminations-Methode (Sanger
et al., 1977), nach Protokollen der Firma ABI (Applied Biosystems) mittels "Dye Terminator
Cycle Sequencing" auf der automatischen Sequenziermaschine 377. Pro Reaktion wurden
100-200 ng/Kb Plasmid bzwl10-20 ng/Kb PCR-Produkt in 5,5 ul ddé, 0,5 ul
Oligonukleotid (10 uM) und 4 pl ,Big-Dye-Terminator“-Mix (ABI) eingesetzt.

4.2.6 Isolierung genomischer DNA fur PCR-Analyse

Ein Stick Dottersack oder Schwanzspitze wurde mit 1 mg ProteinaseT ENB&-Puffer
ubernacht bei 55C mit 300 Upm verdautdie genomische DNA mit 2-Propanol prazipitiert,
in 70 % Ethanol gewaschen und in d@Haufgenommen. Die Genotypisierung erfolgte tber
Multiplex-PCR unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide.

Fur die schnelle Isolierung genomischer DNA zur Genotypisierung von Embryonen wurde
folgende Methode angewendet: Ein Stick Schwanz (etwa 2 mm) von E10-E12-Embryonen
wurde in 30 pl ddBD fir 20 min bei 94C erhitzt, auf RT gekuhlt und durdPipettieren
zerkleinert. Nach 3 min Zentrifugation mit 130Q@pm wurde 1 pl des DNA-haltigen
Uberstands fiir die Genotypisierung mittels Multiplex-PCR eingesetzt.

4.2.7 1solierung hochmolekularer genomischer DNA

Fur die Gewinnung hochmolekularer genomischer DNA aus Embryonen oder Lebern adulter
Méause wurden etwa 80 mg Gewebe mechanisch zerkleinert und in 5 ml TEN-Puffer mit 40
mg Proteinase K und 0.6 % SDS fiir 1-2 Tage béiGnter leichtem Schiitteln (40 Upm)
inkubiert. Nach 2-3maligePhenol-Chloroform-Extraktion und 2-3maliger Chloroform-
Extraktion wurde die in der wassrigen Phase geldste DNA mit 10 % 3M Natrium-Acetat und
zwei Volumen Ethanol bei Raumtemperatur prazipitiert, mit 70 % Ethanol gewaschen,
abgetropft und in 0.5-1.5 ml dg8ibei 4°C auf einem Uberkopf-Schuttler (40 Upm) geldst.

4.2.8 Hamatoxylin und Eosin (H&E) Farbung

Paraffinschnitte von Bouin’s- oder Paraformaldehyd-fixiertem embryonalem Gewebe wurden
mit Xylol entwachst, tber abnehmenBéanol-Konzentrationen schrittweise rehydriert, in
Gill's Hematoxylin No. 3 (PolySciences, In@gfolgt von EosinY (PolySciencesinc.)
gefarbt, in Ethanol entfarbt, in Xylol geklart und mit Permount (Fisher Scientific) eingebettet.

4.2.9 In-Situ-Hybridisierung (nach Wisden und Morris, 1994)

Sagittale Gefrierschnitte (15 um Dicke) von E11.5-Embryonen wurden mit 4 % PFA in PBS
bei 4°C fir 5 min leicht fixiert, mit kaltem PBS gewaschen und mit ansteigenden Ethanol-
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Konzentrationen schrittweise dehydriert und luftgetrocknet. Die Konzentration von
Oligonukleotid mDral54 (42 Nt) wurde auf 0.3 uM, was 4.3 ng/ul entspricht, eingestellt. Die
radioaktive Markierung von 0.3 pmol mDral54 erfolgte Uber TdT-vermitteltes Anhangen
eines Schwefel-35-dATP-Schwanzes (5 min’Gyan das 3"-OH-Ende des Oligonukleotids
unter Verwendung eines TdT-Kits (Roche). Fir die Markierung von 0.3 pmol Oligonukleotid
wurden 10 pmof°’S-dATP eingesetzt. Nicht-inkorporiert&€S-dATP wurde Uber eine Bio-
Spin6-Gelfiltrationssaule (Bio-Rad) entfernt. Fur die In-Situ-Hybridisierung wurden 0.3 pmol
markiertes Oligonukleotid pro 5 ml Hybridisierungslésung (50 % Formamid, 4 x SSC, 10 %
Dextransulfat) verwendet. Die Hybridisierung erfolgte tibernacht b&C4Rlach Waschen

mit 1 x SSC bei RT, 1 x SSC fur 20 min bei’&0und 0.1 x SSC fur 3 min bei RT wurden die
Schnitte Uber ansteigende Ethanol-Konzentrationen dehydriert, luftgetrocknet und fur 1-3
Wochen bei RT einem Rontgenfilm exponiert.

Als Kontrolle fiir unspezifische Bindung wurden Schnitte mit einem 100-fachen Uberschuss
an nicht-markiertem gegentber markiertem Oligonukleotid wie beschrieben hybridisiert.

4.2.10 TUNEL von Paraffinschnitten

Der Nachweisapoptotischer Zellen mittels TUNELTdT (terminal deoxynucleotidyl
transferasejnediated dUTPnick end labeling”) erfolgte mit dem "In Situ Celeath
Detection, POD"-Kit Roche). Das Protokoll des Herstellers wurde n&dgoescu
(Boehringer Mannheim, Biochemica Nr. 2, 1998) modifiziert. Paraffin-Schnitte (5um Dicke)
von mit Bouin’s-Lésung (Sigma) fixiertem embryonalem Gewebe wurdenXgidl
entwachst und durch abnehmende Ethanol-Konzentrationen schrittweise rehydriert. Die DNA
wurde durch Mikrowellen-Erhitzung der Gewebeschnitte in Citratpuffer (pH 6) zugéanglich
gemacht. Zwei Sattigungen zur Abdeckung unspezifischer Bindestellen wurden eingefugt: vor
der TUNEL-Reaktion wurde eine Sattigung der Gewebeschnitte mit Blockierungs-Ldsung |
(3 % BSA und 20 % FCS in PBS (30 min, RT) durchgefuhrt; vor ApplikationPd2s3-
Konverters erfolgte eine Sattigung mit Blockierungs-Losung Il (3 % BSA, 1 % Blockierungs-
Reagenz (Roche) und 20 % Ziege-Normalserum (Dianova)). Der POD-Konverter wurde 1:3
mit Blocking-L6sung Il verdinnt und 3 h bei RT oder tbernacht B #kubiert. Die
Detektion erfolgte mittels DAB (Roche) oder NovaRed (Vectorlabs) bei RT. Zellkerne
wurden mit Hamatoxylin (1:3-verdinnt mit 25 % Ethylenglycol) 30 s bei RT gegengefarbt.

4.2.11 Inkorporation von Bromodeoxyuridin

Schwangere Mause (E9,5-E11,5) wurden mitrl3-Bromo-2-deoxyuridin§rdU, Roche)

in PBS (100 pg BrdU pro Gramm Korpergewicht) intraperitoneal injiziert, 1-1.5 h nach
BrdU-Injektion getttet, und die Embryonen fir den immunhistologischen Nachweis von
inkorporiertem BrdU prapariert und mit 4 % PFA oder Bouin“s-Losung (Sigma) fixiert.

4.2.12 Immunhistologie
Fur immunhistologische Untersuchungen wurden Embryonen in 4 % PFA%Geuater
leichtem Schitteln fixiert, mit PBS gewaschen und uber ansteigende Methanol-
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Konzentrationen schrittweisgehydriert. Die Dauer der Fixierung war vom Alter der
Embryonen abhangig (2 h fur E9-10- bis Gbernacht fur >E12-Embryonen). Ab E12 wurden
die Embryonen mit einer 23G-Nadel punktienty eine vollstandige Penetration des Fixativs

zu gewahrleisten. Fur Immunfarbungen wurden 5 um dianne Paraffin-Schnitte angefertigt, mit
Xylol entwachst und tGber abnehmende Ethanol-Konzentrationen rehydriert. Der Blockierung
endogener Peroxidase-Aktivitat durch InkubatiorBifo Wasserstoffperoxid in dd8 (20

min, RT) folgte eine Mikrowellen-Erhitzung (360 W, 5 min) der Schnitte in 200 ml
Citratpuffer (pH 6); dadurch konnten iduge der Fixierungund Paraffineinbettung des
Gewebes maskierte Epitope wieder zuganglich fur Antikdrper gemacht werden.

BrdU-Antikorper-Féarbung

Unspezifische Bindestellen fir den monoklonalen BrdU-Antikdrper (Roche) wurden mittels
M.O.M.-Kit (Vectorlabs) abgedeckt. Die Inkubation mit 3 pg/mBrdU (entspricht einer
1:33-Verdinnung) in M.O.M-,Diluent“-L6sung erfolgte f80 min bei RT. Nach Waschen
mit PBS wurden die Schnitte mit biotinyliertem SekundarantikorpeMéus-IgG) 1:250
verdunnt in M.O.M-,Diluent-L6sung fur 10 min bei RT inkubiert. Nach Waschen mit PBS
wurden die Schnitte miwvidin-Biotin-Komplex (Vectastain-Elite-ABC-Kit, Vectorlabs) fur

15 min bei RT inkubiert. Dem Waschen der Schnitte mit PBS folgte die Farbung mit DAB
(Vecorlabs) fur 5-10 min bei RT. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin (1:3-verdinnt mit 25 %
Ethylenglycol) fiir 30 s bei RT gegengefarbt.

Pan-Cytokeratin-Antikdrper-Farbung

a-Pan-Cytokeratin§igma) ist ein Gemisch monoklonaler Antikdrper (Maus-IgG1l und -
lgG2a), welche verschiedene Cytokeratin-Typen erkennen. Die Farbung mit 1:10-verdlnnter
Antikorperlosung erfolgte wie fim-BrdU beschrieben. Zellkerne wurden mit Nuclear Fast
Red (Vectorlabs) gegengefarbt.

TER-119-Antikodrper-Farbung

Unspezifische Bindestellen wurden durch Inkubation mit 5 % Kaninchen-Normalserum (1h,
RT) abgedeckt. Die Schnitte wurden mit 3.1 pgmmTER-119 (entspricht einer 1:10-
Verdunnung) in 5 % Kaninchen-Normalserum) fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach Waschen mit
PBS wurden die Schnitte mit 2pug/ml (entspricht einer 1:250-Verdinnung) biotinyliertem
SekundarantikorpenfRatte-1gG) in 5 % Kaninchen-Normalserum fiir 1 h bei RT inkubiert.
Nach Waschen mit PBS wurdeiie Schnitte mitAvidin-Biotin-Komplex (Vectastain-Elite-
ABC-Kit) fur 15 min bei RT inkubiert. Dem Waschen der Schnitte mit PBS folgte die
Farbung mit DAB fir 5-10 minbei RT. NormalserumAntikorper, ABC-Kit und
Peroxidasesubstrate wurden von Vectorlabs bezogen. Zellkerne wurden mit Nuclear Fast Red
(Vectorlabs) gegengefarbt.

Immundoppelfarbung

Immundoppelfarbungen wurden fir TER-119/Brdidd Cytokeratin/BrdU durchgefihrt.
Paraffinschnitte wurden mit-TER-119 bzwa-Cytokeratin (PAN) und anschlieRend rait

54



4. Material und Methoden

BrdU durch Verwendung unterschiedlicher Peroxidasesubstrate gefarbt. Die Detekteon von
TER-119- bzwa-Cytokeratin (PAN) erfolgte mit DAB (Vectorlabs), die Detektion von BrdU
erfolgte mit VECTOR-SG (Vectorlabs).

Nach der Gegenfarbung wurden die Schnitte Uber ansteigethd@ol-Konzentrationen
dehydriert, in Xylol geklart und mit Permount eingebettet.

4.2.13 Zellzahlbestimmung von fétaler Leber, Dottersack und peripherem Blut

Fotale Leberzellen wurden in PBS durch Auf- und Abpipettieren gefolgt von Filtrieren durch
ein Hybridisierungsnetz (Biometra)ereinzelt. Dottersackzellen wurden mit 0.25 %
Kollagenase und 20 % FBS in PBS (StemCell Technologies) fir 30 min bei RT inkubiert und
anschlieBend durch Pipettieren vereinzelt. Peripheres Blut wurde durch Ausbluten von
Embryonen gewonnen. Fir die Ermittelung der Anzahl lebender Zellen pro Gewebe mithilfe
einer Neubauer-Zahlkammer wurde ein Teédr Einzelzellsuspension 1:2 verdunnt mit
Trypan-Blau (Sigma), das tote Zellen farbt.

4.2.14 Methylzellulose-Kultur

Einzelzell-Suspensionen (5000 und 10000 Zellen pro Ansatz) individueller embryonaler
Gewebe wurden mit definierten Wachstumsfaktoren versetzt und in l&#ylzellulose
(Methocult) plattiert, um das Wachstum erythroider Kolonien, CFU-E und BFU-E, oder
nicht-erythroider myeloider, CFU-G/M, zu stimulieren. Das Wachstum von BFU-E und CFU-
E wurde durch 4U/ml Epo und 10 ng/ml IL-3 geférdert. Das Wachstum von CFU-G/M wurde
durch PWM SCCM(,Pokeweed mitogen murine spleen celbnditioned medium®,
Cellsystems) stimuliert. Die Anzahl der gewachsenen CFU-E wurde am 3. Tag, BFU-E am 5.
Tag, CFU-G/M am 9. Tag nach Plattieren der Einzelzellen bestimmt.
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5.1 Oligonukleotid-Sequenzen

lox511S
mDral3
mDral7
mDral8
mDral9
mDra42
mDra52
mDra91l
mDra92
mDral27
mDral28
mDral54
PGKterm3
PGKterm5

5'-CGATAACTTCGTATAATGTATACTATACGAAGTTATGC-3'
5'-CTGTTGGGCCAGTGGTTCAGTAGTCC-3'
5'-CTCAGTGCTGTCCAGTCCAGTGAC-3'
5'-GACCAAGACACAGTGTGGCTCTCG-3'
5'-GCCCCTGCCTGGCGATAACTTCG-3'
5'-GCCACTTCTCCCTGACTCCTG-3'
5'-GCGTACGTCGACGGTATCGA-3'
5'-GCGAAGCTTCTCGAGTGGGCGCAGAAAGAAGACCAG-3'
5'-GCGGAATTCGCTCCCAACAGAATACCTTTCC-3'
5'-CCTGCACATGCCGTGATCAGC -3'
5'-GGGTGGACAAGTACCACCTG-3'
5'-GTCAGAGGCAGGGTCTCCGTCCTCACTGTCCAAACCAGGCTC-3'
5'-CGAGATCAGCAGCCTCTGTTCCAC-3'
5'-TAGATCTATAGATCTCTCGTGGGATC-3'

5.2 Abklirzungen

Q Q

> bD®™

ADAR
AMPA
AS
BFU-E
Bp
BrdU
BSA

cDNA
CFU-C
CFU-E
CFU-GM
CFU-S

Alpha

Anti-

Beta-

Delta

Mikro

Adenin

An Doppelstrang-RNA agierende Adenosin-Deaminase
a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-proprionsaure
Amino(carbon)saure

~Burst“-bildende erythroide Einheit

Basenpaar

Bromodeoxyuridin (5-Bromo-2”-deoxyuridin-5"-monophosphat)
Bovines Serumalbumin

Cytosin

Zur mRNA komplementarer DNA-Strang

In Kultur Kolonie-bildende Einheit

In Kultur erythroide Kolonien-bildende Einheit

In Kultur myeloid-granuloide Kolonien-bildende Einheit
In Milz Kolonien-bildende Einheit
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Ck
Cre
DAB
ddH,0O
DNA
dNTP
ds
DTT
dUuTP

EDTA
Epo
EpoR
ES
FBS
FD

G418
GluR

HSC
IFN
IL-3
ISH
ISRE
Kb
KCS
kD
lacZ

MAPKK
min
RNA
mMRNA
Na

Neo

ng

Nt

T ©

Cytokeratin

Cre-Rekombinase
Diaminobenzidin

Doppelt destilliertes Wasser
Deoxyribonukleinséure
Deoxynukleosidtriphosphat
Doppelstrangig

Dithiothreitol
Deoxyuridintriphosphat
Embryonaler Tag
Ethylendiamintetraacetat
Erythropoietin
Erythropoietin-Rezeptor
Embryonale Stammzelle
Fotales Bovinserum

Faraday

Gramm

Guanin

Geneticin
Glutamat-Rezeptor-Untereinheit
Stunde

Hamatopoietische Stammzelle
Interferon

Interleukin 3
In-Situ-Hybridisierung
.interferon-stimulated response element*
Kilobase

Kinase-konservierte Sequenz
Kilodalton

-Galactosidase Gen

Milli

Mol

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Kinase
Minute

Ribonukleinsaure
Boten-Ribonukleinséure
Natrium
Neomycin-Phosphotransferase
Nanogramm

Nukleotid

Pico

Postnataler Tag
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5. Anhang

PGK

Interferon-induzierbarer Promotor des ADAR1-Gens
Konstitutiver Promotor des ADAR1-Gens
Polyadenylierungssignal

Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion

Paraformaldehyd

Phosphoglyceratkinase

PolyA’-RNA Vielfach adenylierte Ribonukleinsaure

PWM SCCM
RACE

RBM

RT

RTr

S

S

SDS

S.E.M.

SSC

TdT

TE
TEN
TENS
Tris
tRNA
TUNEL

un
Upm
UTR
uv

VP

.Pokeweed mitogen murine spleen cell conditioned medium*
Schnelle Amplifikation von cDNA-Enden
RNA-Bindemotiv

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Sekunde

Schwefel

Natriumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwerts
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Losung
Thymin

Terminale Deoxynukleotidyl Transferase
TrislEDTA-Puffer
Tris-EDTA-Natriumchlorid-Puffer
Tris-EDTA-Natriumchlorid-SDS-Puffer
Trishydroxymethylaminomethan
Transfer-RNA

»1dT-mediated dUTP nick end-labeling*
Uracil

Einheit (,unit®)

Umdrehungen pro Minute
Untranslatierte Region

Ultraviolett

Volt

Vaginal-Pfropf

Watt

5.3 Ein-Buchstaben-Code erwahnter Aminosauren

A Alanin G Glycin Q
C Cytosin H Histidin R
E Glutamat M Methionin S

Glutamin
Arginin

Serin
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