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1. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein modifizierender genetischer Locus des neurologischen
Phéanotyps der Wobbler Maus untersucht.

Die autosomal rezessive Mutation wobbler (Gensymbol wr, Phanotyp WR) fihrt zu einer
Muskelatrophie im Schulter- und Halsbereich, verursacht durch eine Degeneration von
Motoneuronen in Hirnstamm und Rickenmark. Der neurologische Phanotyp der Wobbler
Maus entspricht dem Klinischen Bild humaner spinaler Muskelatrophien (SMA) und der
Amyotrophen Lateral Sklerose (ALS). Mannliche WR-Mause zeigen dartber hinaus einen
Spermiogenesedefekt.

Die aus der Intraspezies Kreuzung Mus musculus C57BI/6J x M. m. castaneus
hervorgegangenen WR-Individuen bildeten ph&notypisch eine heterogene Gruppe mit
variabler neurologischer Symptomatik, eine Variation, die im homogenen Mutantenstamm
C57BL/6J nicht auftrat. Eine Klassifizierung der WR-Tiere in Subph&notypen konnte durch
die teilweise auftretende Paralyse der Hinterextremitéaten eindeutig erfolgen. Neben einem
extrem progressiven Verlauf der Neuronendegeneration konnte sowohl eine verstarkte
Astrogliose als auch eine fortschreitende Aktivierung der Mikroglia im Hirnstamm und
Ruckenmark der betroffenen Tiere beobachtet werden. Eine signifikant verstarkte
Reaktivierung synapsenspezifischer Gene konnte am Beispiel der o-Untereinheit des
nicotinischen Acetylcholinrezeptors (AChRa) in der Muskulatur der Vorder- (Tricepsmuskel)
und Hinterbeine (Gastrocnemius / Soliusmuskels) nachgewiesen werden. Weiterhin konnten
Neurofilament-Ablagerungen in motorischen Neuronen des Hirnstammes und des
Ruckenmarks, sowie eine lumbale Axonopathie der ventralen Nervenbahnen festgestellt
werden.

Segregationsanalysen fuhrten zur Kartierung eines krankheitsassoziierten ,Quantitativen
Trait Locus” (wrmodl) auf dem Chromosom 14 der Maus. Die Kartierungsdaten wurden
durch die Etablierung einer partiell kongenen Mauslinie bestatigt. Innerhalb des ca. 10,6 Mb
umfassenden Kandidatengenintervalls konnte das neuronenspezifische Gen fur die mittlere
Untereinheit des Neurofilamentes (Nfm) als Kandidat fur wrmodl identifiziert werden. In der
kodierenden Sequenz des M.m. castaneus Nfm-Allels wurden drei Punktmutationen
nachgewiesen, die jeweils zu Aminosauresubstitutionen in der carboxyterminalen Doméne
fuhrten. Die Substitution K609E betrifft ein hoch konserviertes Lysin - Serin - Prolin (KSP)
Phosphorylierungsmotiv. und  fuhrt unter Umstdnden zu einer differenzierten
Phosphorylierung des NF-M-Proteins. Hieraus kénnte ein gestorter axonaler Transport der
NF-M-Untereinheiten resultieren, der zu einer beschleunigten Degeneration der durch die

Wobbler Krankheit betroffenen Motoneuronen flihrt.
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2. Einleitung

2.1 Molekulare Medizin

Die molekulare Medizin verbindet die klassische Medizin mit den Methoden der
Molekularbiologie, der Zellbiologie und der Genomik. Erklartes Ziel ist die molekulare
Aufklarung von Krankheitsursachen und die damit einhergehende Entwicklung neuer
Therapieverfahren.

Die Fillle an genetischen Daten, wie sie sich z.B. aus der Sequenzierung des
humanen Genoms (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001; «http://www.ornl.gov/
hgmis/») ergeben, kombiniert mit einer sich schnell entwickelnden Bioinformatik,
bilden das Grundgerust fur die Erforschung und Identifizierung krankheitsrelevanter
Gene (DHGP 2002; BMBF 2001). Mit den zur Zeit verfugbaren Algorithmen ist es
immer noch nicht moglich, alle Gene aus der DNA zu identifizieren, eine
Grundvoraussetzung fur die funktionelle Genanalyse (functional genetics). Eine
Alternative bietet die vergleichende Analyse von Genomen (comparative genomics)
unterschiedlicher Spezies (Rubin et al.,, 2000). In eukaryontischen Genomen
kommen die fur einen Organismus essenziellen Gene mit einer hohen Konservierung
in der Sequenz, in der chromosomalen Gruppierung (Syntanie) und in der relativen
Anordnung (Genkarte) vor. Die Kartierung des Clcl Myotoniegens der ADR-Maus
auf Chromosom 6 fuhrte z.B. aufgrund konservierter Syntanie zur Vorhersage der
Genposition auf dem humanen Chromosom 7q (Jockusch, 1990), die von Abdalla et
al. (1992) bestatigt werden konnte. Zudem zeigen Gene, die fur fundamentale
Proteine wie z.B. Stoffwechselenzyme oder Cytoskelettproteine codieren, strukturelle
und funktionelle Gemeinsamkeiten, wodurch z.T. orthologe Mutationen zu &hnlichen
Phanotypen fiihren kénnen.

Neben der Sequenzierung des Mausgenoms (Mouse Genome Sequencing
Consortium 2002) wurden weitere eukaryontische Genome, wie z. B. das der Hefe
(Saccharomyces cerevisiae, Goffeau et al., 1996), das des Fadenwurmes
(Caenorhabditis elegans, The C elegans Sequencing Consortium, 1998) und das der
Taufliege (Drosophila melanogaster, Adams et al.,, 2000; Myers et al., 2000)
vollstdndig sequenziert und bildeten die Grundlage fur eine komparative Gen- und
Genomanalyse.

Zur Zeit sind ca. 6000 Erbkrankheiten in der MIM Database « Online Mendelian
Inheritance in Man» beschrieben (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim). Bei 1000
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dieser Erbleiden konnten bereits die verursachenden Gendefekte aufgeklart werden
(Antonarakis et al., 2000). Epidemiologisch bedeutsame Erkrankungen, deren
Entstehung komplexe Gen — Gen und Gen — Umwelt Wechselwirkungen bedingen,
ricken zunehmend in den Mittelpunkt der Forschung. Die Identifizierung der
genetischen Faktoren dieser polygen-multifaktoriell determinierten Krankheiten, ihre
Interaktionen untereinander bzw. mit der Umwelt erdéffnen nicht nur voéllig neue
Chancen fur das Verstandnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen, sondern
sind vor allem die Grundvoraussetzungen fiur die Entwicklung einer frihzeitigen

Diagnostik und neuer Therapieanséatze.

2.1.1 Genetisch bedingte Erbkrankheiten

Genetisch bedingte Erkrankungen sind immer durch Veranderungen in der
Erbsubstanz (DNA) gekennzeichnet, die sich im Laufe der genetischen Expression
gemeinsam mit allen anderen Merkmalen auspragen. Solche Veranderungen
(Mutationen) kénnen ganze Chromosomen, Chromosomenabschnitte, Gene oder
deren regulatorische Elemente betreffen und Auswirkungen auf das Transkript und
damit auch auf das Genprodukt (Protein) haben. Mit welcher Penetranz
(Durchschlagskraft einer Mutation, angegeben in Prozent der Haufigkeit) eine
Veranderung im Genom zur Erkrankung fuhrt, héangt nicht nur von der Art der
Mutation, sondern auch vom genetischen Hintergrund des betroffenen Organismus
und den auf ihn einwirkenden Umwelteinflissen ab. Entsprechend des Genotyps
konnen sich Genvarianten (Allele) abhangig vom genetischen und individuellen
Kontext vorteilhaft oder nachteilig auswirken. Letztendlich legt der Genotyp fest, mit
welchen Reaktionsnormen ein Organismus auf Einflisse aus seiner Umwelt
reagieren kann. Innerhalb dieses komplexen Bedingungsgefiiges kdnnen
Genveréanderungen nicht nur eine Krankheit auslésen, sondern auch fir eine
Erkrankung pradisponieren, den Krankheitsverlauf modifizieren und/oder die
Empfindlichkeit fir Medikamente beeinflussen.

Atiologisch betrachtet werden die genetisch bedingten Erbkrankheiten in drei

Gruppen eingeteilt:
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2.1.1.1 Chromosomenmutationen

Chromosomenanomalien kdnnen sowohl strukturell als auch numerisch bedingt sein.
Deletionen fuhren zu einem Verlust von mehr oder weniger grol3en
Chromosomenstiicken. Duplikationen, Inversionen oder Translokationen bewirken
dagegen einen Strukturumbau innerhalb der Chromosomen. Numerische
Chromosomenaberrationen (Aneuploidien) entstehen z.B. durch das Nichttrennen
von gepaarten Chromosomen wahrend der Meiose, wodurch Keimzellen mit
veranderten Chromosomenzahlen (Monosomien oder Trisomien) auftreten. Einige
bedeutende Trisomien beim Menschen sind z.B. die Trisomie 13 ( PATAU-Syndrom),
die Trisomie 18 (EDWARDS-Syndrom) und die Trisomie 21 (DOWN-Sndrom)
(Schneider und Weitzel, 1995).

2.1.1.2 Monogenetisch bedingte Erbkrankheiten

Monogenetisch vererbte Krankheiten sind durch Mutationen eines einzelnen Gens
gekennzeichnet (Plomin et al., 1994). Diese werden nach den Mendel schen Regeln
vererbt (autosomal oder geschlechtsgebunden). In Einzelfallen kénnen aber auch
nicht mendelnde Vererbungen, wie mitochondriale (maternaler Effekt) oder ,genetic
imprinting“  (Schneider und Weitzel, 1995) auftreten. H&aufige monogene
Erkrankungen sind z.B. Zystische Fibrose, Muskeldystrophie Duchenne, Myotone

Dystrophie oder Chorea Huntington.

2.1.1.3 Polygen-multifaktoriell bedingte Erkrankungen

Sind an der Auspragung einer Krankheit mehrere Gene beteiligt, werden diese unter
dem Begriff der polygenen Erkrankungen zusammengefasst. Das Zusammenwirken
der entsprechenden Gene kann dabei entweder additiver Natur oder aber von einem
Schwellenwert abhéngig sein, der bei Uberschreitung zur Manifestation der Krankheit
fuhrt (Schneider und Weitzel, 1995). Kommen die betroffenen Gene nicht in einer
Kopplungsgruppe vor, wird jedes einzelne Gen, den Mendel schen Regeln folgend,
frei rekombinierend vererbt, d.h. bei familiarem Auftreten fehlt eine Segregation im
Mendel schen Sinne (Murken und Cleve, 1996).

Der Begriff ,multifaktoriell“ bezieht sich auf die Interaktion der veranderten Gene mit
Umweltfaktoren, wie z.B. Erndhrungsgewohnheiten, individuellem Lebensstil,
chemischen und/oder physikalischen Faktoren. Die meisten der sogenannten

»Volkskrankheiten®, wie Krebs oder Alzheimer, sind polygen-multifaktoriell bedingte
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Erkrankungen. Ob ein Individuum préadisponiert flr oder resistent gegen diese und
andere Krankheiten ist, ergibt sich aus dem komplexen Zusammenspiel vieler
verschiedener Gene mit verhaltnismallig geringer Wirkung im Kontext
verschiedenster Umwelteinflisse. Streng genommen gilt dies auch fir
monogenetisch bedingte Erbkrankheiten. Ein Organismus muss als ein offenes
System betrachtet werden, dessen Entwicklung vom Genotyp zum Phanotyp stets in
enger Interaktion mit samtlichen Einflissen aus der Umwelt steht, unabhéngig vom
Vererbungsmodus. Je nachdem, ob sich die Erkrankung phanotypisch bereits in
einem Fruhstadium der postnatalen Entwicklung oder aber erst im Laufe des Lebens
manifestiert, variieren die umweltbedingten Anteile. Zudem koénnen krankheits-
assoziierte Gene von monogenetisch bedingten Erbkrankheiten den Verlauf der
Krankheit wie z.B. im Fall der Zystischen Fibrose (Bronsveld et al., 2001; Henry et
al., 2001; Hull et al., 1997), positiv oder negativ beeinflussen. Die individuelle
genetische Ausstattung fuhrt dann inter- oder intrafamiliar vererbt zu modifizierten
Krankheitsverlaufen und somit zur phanotypischen Diversitat unter den
Nachkommen.

Solche, auch als quantitative Merkmalsorte oder Quantitative-Trait-Loci (QTL)
bezeichnete chromosomale Regionen, beinhalten genetische Faktoren, die fir die
Entstehung einer Krankheit weder Voraussetzung noch notwendig sind, aber mit
variierenden Effektgré3en, Interaktionen untereinander oder Einflissen aus der

Umwelt zum Klinischen Verlauf der Erkrankung beitragen kénnen.

2.2 Analyse von "Quantitative Trait Loci”

2.2.1 Quantitative Trait Loci (QTL)

Als Quantitative Trait Loci werden spezifische ,Genorte” bezeichnet, die eine
signifikante Kopplung mit der Auspragung eines komplexen Merkmals zeigen
(Doerge, 2002). Diese oft noch sehr groBen QTL Regionen mit einer
durchschnittlichen Grof3e von >10cM beinhalten i.d.R. eine Vielzahl von mdglichen
Genen unbekannter Varianz. Da in jedem Fall ein modifizierender Einfluss auf die
Auspragung des Phanotyps ausgeubt wird, kann in diesem Zusammenhang von
modifizierenden Loci bzw. «Modifier-Genen», gesprochen werden. Ultimatives Ziel
einer QTL Analyse ist die ldentifizierung solcher Modifier-Gene, um deren zellulare
Rolle und Funktion im Kontext der Krankheit zu verstehen. Allerdings werden

komplexe Merkmale haufig nicht nur durch einen Locus, sondern durch die
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Interaktion vieler verschiedener Loci beeinflusst, wodurch die Erschlielung der
molekularen Ursachen von Erkrankungen wesentlich erschwert wird (Holtzman et al.,
2001). Unterschiedliche Effektstarken einzelner QTLs bewirken eine unvollstandige
Penetranz, weshalb oft keine eindeutige Genotyp—Phanotyp-Korrelation herzustellen
ist. Unerlasslich ist in diesem Zusammenhang die exakte Definition der
phanotypischen Auspragung einer Krankheit. Alle Symptome und Charakteristika
mussen ausreichend beschrieben werden, da der Einfluss der verantwortlichen Gene
nicht bekannt ist.

Modifier oder QTLs sind letztendlich Genvarianten (Allele) die sich hinsichtlich ihrer
Nukleotidsequenz unterscheiden. Solche Polymorphismen sind - wie Mutationen -
Veréanderungen, die allerdings nicht urséchlich krankheitsauslosend sind. Neben
Insertionen, Deletionen und Duplikationen finden sich gro3tenteils einzeln
ausgetausche Nukleotide, sogenannte Single-Nukleotid-Polymorphisms - SNPs -
(www.Ornl.gov/hgmis/fag/snps.html), die im Genprodukt zu Aminoséaure-
substitutionen fuhren kénnen und die die Funktionalitat des Proteins verandern. In
diesem Zusammenhang werden modifizierende Gene bzw. ,Genorte* in der Literatur
zunehmend auch als Quantitative Trait Nucleotides (QTN) bezeichnet (Flint und Mott,
2001). Im Humangenom finden sich im Durchschnitt alle 500 - 1000bp solche
Basenpaaraustausche (http://www.ornl.gov/hgmis/fag/snps.html; Human Genome
Projekt Information). Bei ca. drei Milliarden Basenpaaren betrdgt die Anzahl der
Variationen demnach 3-6 Millionen pro Individuum. Vom SNP Konsortium konnten
bereits Uber 1,4 Millionen SNPs identifiziert werden (The International SNP Map
Working Group, 2001). Treten SNPs mit einer Haufigkeit von mehr als 1% bezogen
auf die Untersuchungsgruppe auf (Kutzner et al., 2001), ist davon auszugehen, dass
sie stabil vererbt werden und in Strukturgenen oder regulatorischen Elementen unter
Umstanden Auswirkungen auf Qualitat und Menge eines Genproduktes haben.
Welche physiologischen Auswirkungen solche individuellen Genvarianten haben
koénnen, lasst sich am Beispiel der Alzheimer-Erkrankung (AD) erschliel3en.
Pathogenetisch bewirken Abweichungen im neuronalen Proteinstoffwechsel,
unphysiologische Proteolyse des Amyloid Precursor Proteins (APP) und Gbermafige
Phosphorylierung des Tau Proteins eine Degeneration von Nervenzellen und
Synapsen. Als relevante Einflussgrof3en gelten verschiedene Allele des
Apolipoproteins E, die sich durch Substitutionen von Arginin durch Cystein in Position
112 (Apo E4) und 158 (Apo E2) unterscheiden (Weisgraber et al., 1981; de Knijff et
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al.,, 1994). Im Apo E3-Allel ist Arginin nicht substituiert. Epidemiologische
Untersuchungen ergaben deutliche Unterschiede in der Allelfrequenz zwischen
Kontrollpersonen und Betroffenen, wodurch dem E2-Allel eher eine protektive
Wirkung zugeschrieben wurde und das E4-Allel als Risikofaktor galt. Allerdings ist
das E4-Allel weder hinreichende noch notwendige Bedingung fir die Entstehung der
Alzheimer Erkrankung. Zum Einen sind zwei Drittel der AD Betroffenen nicht im
Besitz des E4-Allels, zum Anderen zeigen Trager des E4-Allels aus der
Kontrollgruppe keinerlei Symptome (Lautenschléager et al., 1999).

Aufgrund der enormen Anzahl von SNPs muss davon ausgegangen werden, dass
nur eine begrenzte Anzahl tatsachlich funktionell und damit auch physiologisch
bedeutsam ist (Schork et al., 2000). Gerade die haufig in der Bevolkerung
auftretenden polygen-multifaktoriellen Krankheiten wie z.B. Alzheimer, Krebs,
Koronare Herzkrankheit, Bluthochdruck, Diabetes Typ 2 und Adipositas scheinen mit
haufig vorkommenden Genvarianten assoziiert zu sein («Common Disease —
Common Variant Hypothese», Cargill et al., 1999) und stellen somit ein erhtéhtes
Risiko dar.

Die funktionelle Analyse bzw. Kartierung von quantitativen Merkmalen wird in den
nachsten Jahren noch weiter in den Mittelpunkt der molekularen Biologie riicken.
Insbesondere in der Erforschung von Infektionskrankheiten wie AIDS, Tuberkulose
oder Malaria, bei denen bereits zahlreiche QTLs kartiert wurden (McNicholl et al.,
2000; O'Brien et al., 2000), sind auch Ergebnisse zu erwarten, die sich auf die
Virulenz von Krankheitserregern beziehen. Welche genetischen Variationen von
Bakterien oder Viren erhohen z. B. in Abhéngigkeit eigener disponierender Faktoren
die Infektionsgefahr ? Welche Dispositionen spielen bei allergischen Reaktionen oder
Autoimmunerkrankungen eine entscheidende Rolle ? Solche und andere Fragen
werden in der Zukunft Gegenstand neuerer Forschungsarbeiten sein (Balling, 2002).
In der Nutztierhaltung (Kim et al.,, 2000; Rothschild et al., 2000) oder der
Pflanzenzucht (Toojinda et al., 2003; Roman et al., 2002) wurden mit dem Ziel der
zlchterischen Selektion in den letzten Jahren ebenfalls zahlreiche QTLs
charakterisiert. Durch die Zerlegung von QTLs in monogen mendelnde Faktoren
konnen wirtschaftlich bedeutende Merkmale gezielt kombiniert und Resistenzen oder
Ertrdge bestimmter Rassen oder Pflanzen erhdht werden.
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2.2.2 QTL-Kartierung

In der Humanmedizin kamen in der Vergangenheit vor allem Familien-, Zwillings- und
Adoptionsstudien zur Klarung der genetischen und umweltbedingten Varianz zum
Einsatz (Strachan und Read, 1996). Mit diesen Methoden lassen sich statistisch
betrachtet Grade der Erblichkeit (Heritabilitat) von Eigenschaften feststellen, nicht
aber die daran beteiligten Gene. Im Zuge der molekulargenetischen Entwicklung
werden zur Zeit zwei unterschiedliche Verfahren fir die Identifizierung

krankheitsassoziierter Gene angewendet.

1. In Studien zur Allelverknipfung werden 2z.B vermehrt gro3 angelegte
Assoziationsanalysen (linkage disequilibrium mapping) fur epidemiologisch
bedeutsame Volkskrankheiten durchgefiihrt (Schork et al., 2000; Plomin et al.,
2001). In solchen Studien, z.B. fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wird eine grol3e
Anzahl von Probanden phanotypisiert, anschlieRend genotypisiert und nach
signifikant auftretenden merkmalsassoziierten Genvarianten gesucht (GSF, 2002;
Klopp, 2002.).

2. In  Kopplungsstudien (linkage mapping) wird im Gegensatz zu den
Assoziationsstudien keine Beziehung zwischen zwei Allelen, sondern zwischen
zwei Loci hergestellt. Unter der Voraussetzung, dass zumindest ein Haupt-QTL
existiert, kbnnen mit dieser Methode komplexe genetische Einflisse lokalisiert
werden. Zufallig auftretende meiotische Rekombinationsereignisse fuhren dazu,
dass in Abhangigkeit zur Entfernung zweier Loci unterschiedliche
Rekombinationsfrequenzen auftreten. Weit voneinander entfernt liegende Genloci
z.B. Haupt-QTL und Test-Marker werden unabhangig voneinander vererbt, relativ
benachbarte werden dagegen in einer Kopplungsgruppe vererbt. Der Abstand
zwischen Marker und Locus errechnet sich aus der Rekombinationhaufigkeit.
Dabei entspricht eine Rekombinationsrate von 1 einer genetischen Distanz von
einem cM. Entscheidend fur eine erfolgreiche Kopplungsanalyse ist die
Verfugbarkeit von gleichmaRig tUber das Genom verteilten polymorphen Test-
Markern um eine Ko-Segregation festzustellen. Die verwendeten Marker sollten
ausreichend polymorph in der Untersuchungsgruppe auftreten, genomisch kartiert

und leicht nachweisbar sein.
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2.2.2.1 Einsatz von Mausstammen zur QTL Kartierung

Die Auspragung komplexer quantitativer Merkmale setzt unabhangig vom
untersuchten Organismus immer ein hohes Mald an genetischer Heterogenitat
voraus. Diese Voraussetzung ist zwar in Humanstudien gegeben, die molekulare
Identifikation wird allerdings durch mehrere Punkte wesentlich erschwert. Einerseits
setzt die individuelle genetische Variabilitdt selbst Grenzen, da z.B. Geninteraktionen
(Epistase), wechselnde Erbgange und inkomplette Penetranz zu Fehlinterpretationen
fuhren konnen. Andererseits wird die Analyse durch die Anzahl der betroffenen
Personen limitiert, da i.d.R. nur wenige Generationen in Familienstammb&umen
dokumentiert sind. Weiterhin ist eine Standardisierung der Umweltfaktoren nicht
maglich.

Tiermodelle, insbesondere die Spezies Maus, bieten mehrere entscheidende Vorteile
fur die systematische Charakterisierung und Kartierung von QTLs (Lander und
Schork, 1994; Nadeau et al., 2000; Moore und Nagle, 2000).

Aufgrund der kurzen Generationszeit, ca. 5-6 Generationen pro Jahr, kbnnen grol3e
Tierzahlen unter standardisierten Bedingungen geziichtet und untersucht werden.
Neben den schon erwdhnten Vorteilen (Syntéanie/Homologie) lassen sich bei der
Maus die Voraussetzungen fir genetische Analysen manipulieren. Je nach
Fragestellung koénnen unterschiedliche Zichtungsstrategien mit verschiedenen
Maus-Inzuchtstdammen durchgefihrt werden. Insgesamt sind mehr als 500
Inzuchtstamme beschrieben, die sich aus Bruder-Schwesterverpaarungen uber
mindestens 20 Generationen ableiten und genetisch als homogen betrachtet werden
(Frankel, 1995; Festing, 1994).

Durch einfache Genotyp-Phénotyp Korrelation inter- oder intraspezifischer
Kreuzungen  zwischen einem  Kontrollstamm und einem  sensitiven
.Krankheitsstamm® kann ein schnelles QTL-Screening durchgefiihrt werden. Da
Inzuchtstdamme an allen Genloci homozygot sind, kdnnen z. B. einzelne an einen
Krankheitslocus assoziierte Modifier-Gene, durch Ko-Segregationsanalysen von F-
Generationen identifiziert werden. Hierfir stehen ca. 6500 leicht zu typisierende
Mikrosatellitenmarker (Di- und Trinukleotidrepeats) zur Verfigung (Dietrich et al.,
1996). Diese Repeats unterliegen keinem Selektionsdruck, wodurch sie hoch
polymorph  zwischen verschiedenen Inzuchtstimmen auftreten und in
Segregationsanalysen eingesetzt werden konnen. Zusatzlich kénnen ca. 80.000

SNPs als genomische Marker genutzt werden. Deren Verteilung tritt Gber das
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Mausgenom in Mosaiken mit sehr hoher SNP Rate (~ 40 SNPs auf 10 Kb) und
Abschnitten mit extrem niedriger Rate (~0,5 SNPs auf 10 Kb) auf (Wade et al., 2002).
Mittels spezieller mathematischer Algorithmen bzw. statistischer Analyseprogramme
wie z.B. der Intervallkartierung («Map-Manager QT», Manley und Olson, 1999;
«Haplotype-Analysis-Program», Neuhaus und Beier, 1998; «MIM-Program», Kao et
al., 1999; «Mapmaker/QTL», Lincoln et al., 1992) wird bei einer signifikanten
Kopplung zwischen Merkmal und Marker die chromosomale Region ermittelt in der
ein QTL lokalisiert ist. Signifikante Kopplung wird ab einem ermittelten, Lod-Score
von 3 (Log of odds; negativer Logarithmus der Kopplungswahrscheinlichkeit)
erreicht. Die Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete Effekt von einem mit dem
Marker gekoppelten QTL stammt, bzw. dass er nicht gekoppelt vorliegt, betragt dann
1000:1.

Zur Feinkartierung wie auch zur Uberpriifung der Kartierungsdaten kénnen kongene
Mauslinien (vgl.2.2.2.1.1) etabliert werden (Darvasi, 1998), in denen der
entsprechende QTL durch sukzessive Ruckkreuzungen in einen Kontrollstamm
eingezlchtet wird und fir eine Positionsklonierung zugénglicher wird (Collins, 1992,
1995). Im Idealfall kann Uber die phanotypische Analyse der kongenen Nachkommen
eine genetische Auflosung von 1-2 cM erreicht werden und somit die Grundlage fur
die Konstruktion eines QTL Uberspannenden Klon-Contigs ermoglichen. Eine hierfur
notwendige physikalische Mauskarte wurde 1999 mit ca. 300.000 BACs der RCPI23
BAC-Bank erstellt (Osoegawa et al., 2000), seit 2002 ist eine ,draft* Sequenz mit 7,7-
facher Abdeckung unter - www.ensembl.org - Offentlich verfugbar (Mouse
Sequencing Consortium 2002). Moégliche Modifier-Gene kdnnen anschlielend mit

verschiedenen Methoden auf ihre physiologische Relevanz untersucht werden.

In der Tabelle 1 sind einige in Mausstammen erfolgreich durchgefiihrte QTL-

Analysen dargestellt.
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Erkrankung QTL Maus Chr. | Hum. Chr. | Literatur
Cholesterin- Lithl — Lith4 Lammert,
o _ _ 2,10,17,X| 2,6, 10, X
cholelithiasis Lithogenic gene et al., 1999
o Mobl — Mob4 Chagnon,
Adipositas o _ 6,7,12,15| 5,7,14
Multigenic obesity gene et al., 2000
Rigl .
Hillebrandt,
Gastroschisis Radiation-induced 7 15
o et al., 1998
gastroschisis gene
Bhrl — Bhr4
Asthma 2,13, 15, De Sanctis,
_ Bronchial -
bronchiale _ 17 etal., 1995
hyperresponsiveness gene
Athl — Ath6 Mu,
Atherosklerose _ 1,5,7,12 1,2

Atherogenic gene etal., 1999

Tab. 1: Beispiele fiir erfolgreich abgeschlossene QTL-Analysen in Mausstammen
(verandert nach: Hillebrandt et al., 2001).

Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der méglichen Manipulation des Mausgenoms.
Medizinisch relevante Phanotypen aus Spontan- oder induzierten Mutationen, wie
z.B. der ungerichteten ENU- (Ethyl-Nitrosoharnstoff) Mutagenese (Nadeau und
Frankel, 2000; Balling et al., 2000; Belkamp et al., 2001) kénnen auf QTLs hin
untersucht werden.

Um die Entdeckung und Identifizierung weiterer QTLs zu erleichtern, wurden die
physiologischen Daten (wie z.B. Korpergewicht, Verhaltensmuster,
Krankheitsanfalligkeiten, u.a.) von tber 50 Inzuchtstammen in der Mouse Phenome
Database (http://www.jax.org/phenome) gesammelt und frei zuganglich gemacht.
Geeignete Kreuzungen solcher Linien mit anschlieRender Genotypisierung kénnen
die Kartierung von QTLs wesentlich effizienter gestalten (Paigen und Eppig, 2000).

2.2.2.1.1 Verwendung von Inzuchtstammen

Eine haufig angewendete Methode zum Auffinden und zur Kartierung von QTLs
beruht im Wesentlichen auf der reziproken Kreuzung verschiedener Inzuchtstamme
(Grisel, JE. 2000; Hillebrandt et al., 2001). In reinen Inzuchten sind alle Tiere
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genetisch vollig identisch (homozygot fur jedes Merkmal), so dass unter
standardisierten Bedingungen keine abweichenden Ph&notypen zu beobachten sein
sollten. Werden zwei verschiedene Inzuchtstimme miteinander gekreuzt ist die Fi-
Generation ebenfalls genetisch homogen. Allerdings zeigen die Tiere an denjenigen
Loci, an denen die Parentalstamme unterschiedliche Allele tragen eine heterozygote
Verteilung. Eine sich anschlieRende Phéanotypisierung der F;-Generation gibt
Aufschlisse Uber den Vererbungsmodus. Eine Kartierung der merkmalsassoziierten
Gene setzt die Verpaarung der F;-Nachkommen zur F,-Generation voraus
(intercross) oder aber die Ruckkreuzung in den sensitiven Parentalstamm
(backcross). Zufallig auftretende Rekombinationsereignisse bedingen eine
individuelle genetische Ausstattung der einzelnen F»-Individuen. Treten variable
Merkmalsauspragungen bzw. heterogene Phanotypen innerhalb dieser Generation
auf, muss von der Existenz von QTLs ausgegangen werden. Im Fall der nmd-
Mutation der Maus (neuro muscular degeneration) konnte z.B. ein QTL auf dem
Chromosom 13 (Cox et al.,, 1998), bei der vibrator Mutation ein QTL auf dem
Chromosom 19 kartiert werden (Hamilton et al., 1997).

Bereits bei zwei merkmalsauspragenden Loci ergibt sich in der F,-Generation keine
mendelnde, sondern eine quantitative Verteilung, die bei steigender Loci-Anzahl in
eine Normalverteilung (Gaul3-Verteilung) tbergeht (Strachan und Read, 1996).
Neben der genauen Phanotypisierung hinsichtlich des QTLs schlie3t sich die
Genotypisierung interessanter Phanotypen mittels beschriebener Kopplungsanalyse
bzw. Intervallkartierung mit entsprechenden Software-Programmen an. Je weiter die
eingesetzten Parentalstdmme phylogenetisch voneinander entfernt sind, desto héher
ist der zu erwartende Polymorphiegrad und in Verbindung damit sind Kkleinere
Kartierungsintervalle moglich.

Mit dieser Methode lassen sich zwar QTLs lokalisieren, aber keine aussagekraftigen
Angaben Uber die Anzahl involvierter QTLs und deren Effektgréf3en machen. Zudem
sind die kartierten QTL-Intervalle immer noch zu grof3 (ca. 10-40 cM), um Aussagen
Uber die tatsachlich zugrundeliegenden genetischen Faktoren machen zu kénnen.
Einen Ausweg bieten verschiedene Zuchtstrategien, die im Folgenden kurz

vorgestellt werden:
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Rekombinante Inzuchtstamme (RI-Strains)

Der Einsatz rekombinanter Inzuchtstamme zur Identifikation von QTLs beruht auf
der ziuchterischen Neukombination von Allelen in einem genetisch homozygoten
Hintergrund (Grisel, 2000; Williams, et al., 2001). Generiert werden diese Tiere
aus der systematischen Inzucht von rekombinanten F,-Nachkommen einer
Kreuzung. Mit dieser Methode laf3t sich eine grof3e Anzahl von RI-Linien ableiten,
die sich durch ihre definierten chromosomalen Rekombinationstellen
unterscheiden. Jede RI-Linie besitzt demnach einen einzigartigen Satz elterlicher
Merkmale, wodurch QTLs in eine Reihe von einzelnen Merkmalen zerlegt und
anschlieBend separat analysiert werden kdénnen (Justice et al., 1992). Anunciade
et al. (2000) konnten mit Hilfe dieser Strategie QTLs fur das Koérpergewicht
(Chr.1, 6), den Blutinsulinanteil (Chr.1, 3, 10, 17) und den Fettstoffwechsel (Chr.
4, 11) kartieren.

Kongene Mausstamme

Kongene Linien unterscheiden sich genetisch nur an einem einzigen, bekannten
Locus. Diese Zuchtstrategie ermoglicht es, einzelne QTLs und deren
EffektgroRen und Abhéngigkeiten voneinander zu analysieren. Gezlchtet werden
kongene Mausstamme, indem ein stammfremder Locus in eine Mauslinie
eingekreuzt und Uber mehrere Generationen in den Rezipientenstamm
rackgekreuzt wird (Silver, 1995). Mit dieser Methode konnte z.B. der Diabetes
Typ 1 QTL insulin-dependent diabetes (Idd3) Lokus auf eine chromosomale
Region von 780 kb auf dem Chromosom 3 der Maus eingeschrankt werden
(Lyons et al., 2000).

Basierend auf diesen Strategien wurden zahlreiche abgewandelte Zichtungen

vorgenommen, die zur erfolgreichen ldentifizierung weiterer Quantitativer Trait Loci

fuhrten (chromosome substitution strain, Nadeau et al., 2000; recombinant congen

strains, Symula et al., 1999; van Wezel et al., 1999; outbreed strains, Talbot et al.,
1999; Mott et al., 2002).
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2.3 Die Mutation wobbler der Maus

2.3.1 Pathomechanismen der Wobbler-Erkrankung

Die Mutation wobbler (Gensymbol: wr, Phanotyp: WR) trat 1955 spontan im
Inzuchtstamm C57BL/Fa auf (Falconer, 1956). Phanotypisch zeigen die betroffenen
Mause ab der vierten Lebenswoche den namensgebenden wackeligen Gang.
Ausgelost wird die fortschreitende Atrophie der Vorderextremitaten durch die
nekrotische Degeneration von Neuronen ab Tag 13 im Kleinhirn, Hirnstamm und
Ruckenmark (Duchen und Strich et al., 1968; Rathke-Hartlieb et al., 1999). Die
Motoneuronen der Vorderhdrner des cervikalen und thorakalen Rickenmarks zeigen
lichtmikroskopisch eine Volumenzunahme mit einsetzender Vakuolisierung (Andrews
et al., 1974), gefolgt von einer Astrozyten- und Mikroglia- Aktivierung (Laage et al.,
1988; Rathke-Hartlieb et al., 1999).

Neben der neuronalen Symptomatik zeigt die pleiotrophe wr-Mutation einen starken
Einflud auf die mannlichen Gonaden. Die Spermien zeigen abgerundete
Kopfstrukturen und bilden kein funktionsfahiges Akrosom aus (Heimann et al., 1991).
Die Mitochondrien sind in Richtung des Spermienkopfes verschoben und den
Axonemata fehlen ein bis vier der &ufReren Mikrotubuli-Doublets (Leestma und
Sepsenwol, 1980). Augustin et al. (1997) konnten eine zellautonome Wirkung des

wr-Gens in Testis und Ruckenmark in Aggregations-Chimaren nachweisen.

2.3.2 Zuchtstrategie zur ldentifizierung der wr-Mutation

Aus der Interspezies-Ruckkreuzung zwischen Mus musculus C57BI/6J und Mus
spretus SEG ((C57BL/6J-wr x SPRET/EI); F1 x C57BL/6J-wr) konnte mittels
Kopplungsanalysen das wr-Gen auf dem proximalen Chromosom 11 der Maus
zwischen dem Erythroblastose Onkogen (Erbb) und dem Reticuloendotheliose
Onkogen (Rel) kartiert werden (Kaupmann et al., 1992). Eine weitere Eingrenzung
des Kandidatengenintervalls konnte sowohl durch eine Intraspezies Ruckkreuzung
mit dem Mausstamm AKR (Wedemeyer et al., 1996; D. Korthaus, Diplomarbeit,
1996) als auch mit der Intraspezies Kreuzung mit dem Mausstamm CAST/Ei erreicht
werden (V. Schmidt, Diplomarbeit, 1997; M. Ulbrich, Diplomarbeit, 2000).

Innerhalb der BL6/SPRET-WR- (Kaupmann et al., 1992) sowie der BL6/CAST-WR-
Phanotypen konnten bei einigen Individuen verstarkte neurologische Symptome
beobachtet werden. Interessanterweise wurde ebenfalls in einigen BL6/CAST-WR

Tieren eine modifizierende Wirkung auf die Spermatogenese beobachtet. Beide
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QTLs, neurologisch «wrmodl»; spermiogenetisch «wrsprml», treten vdllig
unabhangig voneinander auf. Dieses Ergebnis starkt die Vermutung, dass die wr-
Mutation nicht auf ein Gen, sondern vielleicht auf zwei unterschiedliche Gene wirkt.

Fur die Kartierung des wr-Gens schloss sich ein F,-Fz3-Rekombinations-Screening an
(V. Schmidt, Diplomarbeit, 1997; Schmitt-John et al., 1999; M. Ulbrich, Diplomarbeit,
2000), bei dem alle rekombinanten heterozygoten (wr/+) Wildtypen mit heterozygoten
(wr/+) F1 oder Fo-Tieren zur F3 Generation verpaart wurden (vgl. Abb. 1). Mit dieser
Methode lassen sich alle Rekombinationsereignisse innerhalb der F,-Generation
auswerten, nicht nur das Mendel'sche Viertel der erkrankten F,-Tiere. Fur eine
madglichst genaue Bruchpunktbestimmung der Rekombinationsereignisse wurde von
allen Kandidatengenen, teilweise auch von BAC-Endsequenzen (bakterielles
artifizielles Chromosom) Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismen generiert
(M. Ulbrich, Diplomarbeit, 2000; S. Fuchs, Dissertation 2002).

Basierend auf den Informationen der durchgefiihrten Kreuzungen (s.0.) wurde eine
Positionsklonierung durchgefiihrt (Korthaus et al., 1996; A. Lengeling, Dissertation
1997). Aufgrund der konservierten Syntanie zwischen Maus und Mensch innerhalb
des wr-Intervalls und dem humanen Chromosom 2p13, konnten Rickschlisse auf
den Gengehalt, -abfolge und —orientierung der wr-Region gezogen werden (Resch et
al., 1998; 2001).

2.4 Humane Motoneuronenerkrankungen

Wie eingangs erwéhnt, gewinnen Tiermodelle wie z.B. die Maus eine immer grol3ere
Bedeutung fir die medizinische Erforschung humaner Erbkrankheiten. Die
Etablierung dieser Tiermodelle erfolgt entweder tber die Verwendung von spontanen
Mutationen oder aber von kunstlich induzierten Mutanten, die eine pathologisch
vergleichbare Symptomatik aufweisen.

Trotz vieler Ubereinstimmungen beider Genome trennten sich die Vorfahren von
Mensch und Maus vor etwa 75 Millionen Jahren. Unterschiedlich starkem
Selektionsdruck ausgesetzt, blieben letztendlich nur ca. 5% der Saugergenome
hochkonserviert (Mouse Sequence Consortium 2002), weshalb jedes Modell oft nur
gewisse Teilaspekte eines Krankheitsbildes darstellt.

Fur neurologische Erkrankungen wie z.B. Alzheimer, Parkinson oder Huntington

stehen eine Vielzahl von Mausmodellen zur Verfigung (Hafezparast et al., 2002).
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Fur degenerative Erkrankungen des motorischen Systems wird z.B. die wr-Mutation
der Maus (Pioro und Mitsumoto, 1995; Green und Tolwani, 1999) herangezogen.
Sind bei diesem degenerativen Prozess die ersten und zweiten Motoneuronen (Betz-
Zelle und motorische Vorderhornzelle) und die Pyramidenbahnen betroffen, werden
sie unter dem Sammelbegriff der Motoneuronenerkrankungen zusammengefasst
(Ludolph, 1999). Hierzu z&hlen sowohl die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS; MIM
105400) wie auch die spinale Muskelatrophie (SMA; MIM 253300).

Die spinale Muskelatrophie ist eine der haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen
und tritt mit einer Inzidenz von 1 auf 10.000 Neugeborenen auf (Pearn, 1978). Je
nach Verlauf und Symptomatik werden drei SMA-Formen unterschieden (Munsat und
Davies, 1992). Vermutlich fihren Mutationen im survival of motoneuron (SMN1) Gen,
(Lefebvre et al., 1995) dessen Produkt in hoher Konzentration in Motoneuronen
vorliegt (Liu und Dreyfuss,
(Pellizzoni et al., 1998).

Die Amyotrophe Lateralsklerose tritt mit

1996), zu unphysiologischen RNA-Splicevarianten

Inzidenz von 0,2 bis 2
Neuerkrankungen pro 100.000 Menschen (Rowland, 1994) auf. Bei 10-20% der

einer

ererbten familidaren ALS (FALS 1) konnten Mutationen im Gen fur die Cu/Zn-
Superoxid Dismutase (SOD1) nachgewiesen werden, das in der Zelle die Umsetzung
von O, Sauerstoffradikalen in Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff
katalysiert (Rosen et al., 1993; Bachus et al., 1997).

Neben der wr-Mutation existieren noch drei weitere spontane Mausmutanten fir

motorische Systemdegenerationen, die in Tab. 2 zusammenfassend dargestellt sind.

Maus- Mutation/ Krankheits- Lebens- Neuro- :
. . . Literatur
modell Lokalisierung beginn erwartung pathologie
mnd-Maus Lysomale
(motor neuron Gen unbekannt 5-11 Monate normal Speicher- Messer
. Chr. 8 . et al., 1986
degeneration) krankheit
Eefla2
) (eukaryatic elonga- i Chambers
wasted-Maus tions faktor 1A-2) 4-10 Tage 28 Tage Vakuolen etal., 1998
Chr.2
(progressive Toce
motor (Tubulin-specific 3 Wochen 6-7 Wochen Chromato- Martin
chaperone E gene) lyse et al., 2002
neuropathy) Chr 13

Tab.2. Mausmodelle fir humane Motoneuronenerkrankungen
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2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die aus der o0.g. Intraspezies-Zucht hervorgegangenen modifizierten Wobbler-Tiere
mit schwerem neurologischen Phéanotyp sollten molekularbiologisch und
histochemisch charakterisiert werden, um eine Klassifizierung in Subphanotypen zu
ermoglichen. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die bereits von
verschiedenen Arbeitsgruppenmitgliedern initilerte genomweite Kopplungsanalyse
zur Kartierung maglich involvierter ,Quantitative Trait Loci“ (QTL) fortgefuhrt.

Mit einer sich anschlieRenden Feinkartierung und der Uberprifung der
Kartierungsdaten durch die Etablierung einer partiell kongenen Linie sollten
mdglichst kleine Kandidatengenintervalle generiert werden, um letztendlich
Kandidatengene identifizieren zu kdnnen, die einen modifizierenden Einfluss auf den

WR Phanotyp austben kdénnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Mausstamme

3.1.1.1 Mus musculus C57BI/6J

Die primaren Mauslinien B6 und C57 stammen, wie RFLP-Analysen mitochondrialer
DNA zeigen, von einem Weibchen der Unterart Mus musculus domesticus ab, deren
Hauptverbreitungsgebiet sich Uber West- und Sideuropa erstreckt (Beck, et al.,
2000). Erste Ziuchtungen wurden vermutlich von Abbie E. C. Lathrop um 1900 in
Massachusetts durchgefuhrt. Unter standardisierten Bedingungen wurde dieser
Inzuchtstamm jedoch vom Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA etabliert. Bezogen

wurden die Tiere vom Zentralinstitut fir Versuchstierzucht GmBH, Hannover.

3.1.1.2 Mus musculus C57BI/6J-wr

Der Mausstamm ist Trager der 1955 spontan aufgetretenen wobbler-Mutation
(Falconer et al., 1956). Die Zuchttiere stammen aus dem Labor von R. Sidman des
Childrens Hospital, Harvard Medical School, Boston und wurden 1980 der Universitat
Bielefeld zur Verfiugung (gestellt. Da die Mutation homozygot zu
vermehrungsunfahigen Tieren fuhrt, kann das betreffende Allel nur Gber

Heterozygotenverpaarung in der Mauszucht gehalten werden.

3.1.1.3 Mus musculus castaneus

Dieser Inzuchtstamm wurde 1996 vom Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA
bezogen und als geschlossene Kolonie am Lehrstuhl fir Entwicklungsbiologie in
Bielefeld gehalten. Durch ihre isolierte geographische Verbreitung (Sidost- Asien,

Japan) ist ein hoher Polymorphiegrad im Genom bekannt.

3.1.1.4 Mus musculus C57BI/6J-mdf
Der Mausstamm C57BI/6J-mdf wird als eigene Zucht am Lehrstuhl far

Entwicklungsbiologie in Bielefeld gehalten.
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3.1.2 Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Gibco BRL, Eggenstein
und MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert.

Bezeichnung Ta (°C) Sequenz (5- 3") Referenz

Primer fur die Sequenzanalyse

NFM 1 63 ATGAGCTACACGCTGGACTC
NEM 2 63 GTCCAGCTCCACCTTAACCA
NFM 3 63 TCAAGGAGCGCTTCGAGGAG
NFM 5.1 63 ACTTGGTTCCCCGAAGTTCA
NFM Int C 60 GCAAGTGTCTTGTGAAGG
NFEM Int D 60 TAGCCACTCCCAGTAGACAA
NFEM Int D1 63 TTGTCTACTGGGAGTGGCTA
NFM 8 63 CTTCCTTCTTGGACTCCTGC
NFM 9 60 ATCACCATCAGCAAGTCGGT
NFM 10.1 60 ACCTTTTGCAACGGACTCCGAT
NFL Int 1A 60 TCAGAGTCCCGGCGTATA
NFL 2 60 TGCAGGTTGCGCAGAGTCT
NFL 3 60 CGCCACTAACGAGAAGCA
NFL Int 1B 60 GCGTTCACTCTCTGGGTACA
NFL Int 2A 58 CTGGAAGGTGTACACTTTGG
NFL Int 2B 58 GGCTGGATGTGTTCATTGCT
NFL Int 3A 58 GCCTTTGAGGTTGGTTGTAG
NFL Int 3B 58 GCCTGCATAGGTCATGGATC
NFL Int 4A 60 AGCCCACAAAGCCTCAGTAG
NFL Int 4B 60 TGCACATAACTCGAGGTC

Primer fur die Expressionsanalysen

AChR-0. Al 62 | CATCAACACACACCACCGTTCG | Sedehizade et

al., 1997
AChR-0, A2 62 | GGAAGCAAAGGGGAGACACTTC Segfh'lzg‘gf et
L7 A 62 AGATGTACCGCACTGAGATTC V“”h‘i’;SgSet al.,
L7B 62 ACTTACCAAGAGACCGAGCAA V“”h‘i’;SSSet al.,
NFL 3 60 CGCCACTAACGAGAAGCA
NFL 2.1 60 CAGCACTTCTTCCTCATAGCG
NFL 5 60 TCTGGAGAAGCAGCTGCAGG
NFL 4.1 60 GCTTCTCAGCTCATTCTCCAG
NFL 7 60 GGAGACCATTGAGGCTACG
NFL 8 60 CACATTGCCATAGATCCTG

NFEM 4 60 CCAGGGCCATCTTGACGTTA
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NFM 5 60 TGAACTTCGGGGAACCAAGT
NFM 6 60 CCTTGACAGCCACTTCCTCA
NFM 7 60 ACCGAGGCAGAAGGTGAAGGA
NFM 8 60 CTTCCTTCTTGGACTCCTGC
NFM 9 60 ATCACCATCAGCAAGTCGGT
HPRT A 60 CCTGCTGGATTACATTAAAGCACT | Pernas-Alonso
G et al., 1996
HPRT C 60 GACTGATCATTACAGTAGCTC
Primer fur die Deletionskartierung
NFM 12 60 CATGCATTCAATCTGGCTAG
NFM Int D2 60 TAGCCACTCCCAGTAGACAA
Fluoreszenz-markierte Primer
AchR-o 1Fi CATCAACACACACCACCGTTCG
AChR-a 2 GGAAGCAAAGGGGAGACACTTC
L7 1Fi AGATGTACCGCACTGAGATTC V“”h‘l)gsgset al.,
L7 2 ACTTACCAAGAGACCGAGCAA

3.1.2.1 Verwendete Mikrosatelliten

Die Sequenzen der Mikrosatellitenmarker wurden der MIT-Datenbank (http://www-

genome.wi.edu) entnommen.

Mikrosatelliten (Interval Haplotype Analysis)

Position o Fragment (b Fragment (b .
Marker (cM) Ta (°C) M.mQCastaﬁleFl)J)s M.rr?.CS?B(I/(g Differenz (bp)
D1Mit372 9,8 62 132 124 8
D1Mit386 60,1 62 86 96 10
D1Mit386 60,1 62 86 96 10
D1Mit155 115,8 58 216 252 36
D2Mit464 10,9 58,5 134 126 8
D2Mit1l5 49,2 60 175 142 33
D2Mit15 49,2 60 175 142 33
D2Mit504 91,8 60 236 194 42
D3Mit204 9,8 58,5 196 192 4
D3Mit147 59 58,5 120 132 12
D4Mit98 10,9 58,5 164 168 4
D4Mit160 71 62 169 189 20
D5MitiIT251 8,7 62 116 134 18
D5Mit189 60,1 64 155 145 10
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D6Mit74 10,9 58,5 182 150 32
D6Mit110 63,9 60 131 139 8
D7Mit55 12 61,4 162 150 12
D7Mit371 53,6 58,5 144 124 20
D8Mit356 8,7 58,5 509 247 262
D8Mit200 60 60 233 197 36
DOMit66 12 58,5 180 124 56
DIMit184 60,1 64 128 136 8
D10Mit124 8,7 58,5 131 143 12
D10Mit73 62,3 58,5 104 86 18
D11Mit19 10,9 60 164 140 24
D11Mit100 71,1 58,5 126 122 4
D12Mit136 9,8 58,5 165 147 18
D12Mit79 50,3 58,5 132 154 22
D13Mit18 7,7 58,5 214 196 18
D13MitT77 53,6 58,5 300 280 20
D14Mit222 10,9 64,2 134 118 16
D14Mit103 44 60 124 148 24
D15Mit131 10,9 60 162 137 25
D15Mit96 49,2 58,5 134 140 6
D16Mit165 10,9 58,5 161 171 10
D16Mit191 45,9 58,5 152 122 30
D17Mit34 9,8 58,5 154 148 6
D17Mit94 40,4 58,5 126 150 24
D18Mit147 9,8 58,5 176 152 24
D18Mit196 39,3 58,5 97 117 20
D19Mit129 10,9 58,5 84 114 30
D19Mitl 43,7 58,5 136 121 15
Mikrosatelliten Chromosom 13
Position o Fragment (b Fragment (b .
Marker My | TA(C) el M.n?.CS?B(I/(g Differenz (bp)
D13Mit306 3,3 61 179 153 26
D13Mit18 7,7 58,5 214 196 18
D13Mit19 14,2 61 172 150 22
D13MitT27 29,5 58 186 202 16
D13Mit108 33,9 61 163 138 25
D13Mit77 53,6 58,5 300 280 20
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Mikrosatelliten Chromosom 14

Position o Fragment (b Fragment (b :
Marker My | TACC) Vi Castaﬁeg)s M.n%.c57B|(/6?J) Differenz (bp)
D14Mit179 2,2 58 174 148 36
D14MIT222 10,9 64 142 126 16
D14Mit253 12,0 58 154 122 32
D14Mit45 19,7 63,5 140 106 34
D14Mit152 24,0 58 113 126 13
D14Mit154 30,6 58 113 131 18
D14Mit37 36,1 58 72 136 64
D14Mit59 38,3 58,5 173 143 30
D14Mit24 40,4 58,5 156 140 16
D14Mit103 44,0 58 124 148 24
D14Mit68 45,9 58,5 136 151 15
D14Mit160 47 58,5 160 141 19
D14Mit224 49,2 58 152 116 36
D14Mit263 52,5 63,5 106 122 16
D14Mit105 59,0 63,5 188 147 41
D14Mit94 61,2 58 79 107 28
D14Mit197 62,3 61 124 94 30
D14Mit9 63,4 63,5 244 237 7
D14Mit131 66,7 61 88 108 20
D14Mit266 67,8 61 156 148 12
D14Mit107 69,9 55,5 178 150 28
Mikrosatelliten Chromosom 17
Position o Fragment (b Fragment (b ,
Marker (cM) Ta (°C) M.m?J Castaﬁleﬁ?s M.rg.C57BI(/6?J) Differenz (bp)
D17Mit34 9,8 58,5 154 148 6
D17Mit66 19,7 58 112 132 20
D17Mit86 27,3 58 125 151 26
D17Mit94 40,4 58,5 126 150 24
3.1.2.2 Diagnostische Marker
Mikrosatelliten
Position o Fragment (b Fragment (b .
Marker cm) | A (C) M.mg.JCastageE)s M.rg.csml(/a?]) Differenz (bp)
D11Mit19 13 60 164 140 24
D11Mit294 12 60 87 117 30




Material und Methoden 23
D11Mit343 11 64 120 108 12
D14Mit253 12.0 58 154 122 32
D14Mit154 | 30.6 58 113 131 18
D14Mit224 | 492 58 152 116 36
D14Mito4 61,2 58 79 107 28
Gene
Bezeichnung| Ta (°C) Sequenz (5- 3") Referenz
Cctd A 60 TCATCGATTTTCAGAATGCTCCGC | Rathke-Hartlieb
et al. 1999
Cct4 B 60 TCAGAATAAAGATGATGCCATGGG | Rathke-Hartlieb
et al. 1999
NEM 12 60 CATGCATTCAATCTGGCTAG
NFM IntD1 | 60 TTG TCT ACT GGG AGT GGC TA

3.1.3 Erst-und Zweitantikdrper

Antigen Herkunft Verdinnung Blocken Bezugsquelle
GFAP mo&%ﬂg”a" 1:150 in 0,5% | mit 0,5 % BSA, Sigma,
Glial Fibrillary Acidic Protein N BSA 1h Taufkirchen
Cy3 konjugiert
Microt bMIAPZ iort monoklonal, 1:200in 0,5% | mit 0,5 % BSA, Sigma,
ICrotubull assoziiertes Maus, BSA 1h Taufkirchen
Protein 2
N ﬂNF-I\/tI it monoklonal 1.20in 0,5% | mit 0,5 % BSA, Sigma,
euro |a}£nen mitiere Maus BSA 1lh Taufkirchen
ette
CD45
LCA, LY1 monoklonal 1:100in 0,5% | mit 0,5 % BSA, | Pharmingen,
Oberflachenantigen von Maus BSA 1h Hamburg
Leukozyten und Mikroglia

Als Zweitantikbrper wurden Ziegen Anti-Maus I1gG (1:200, Dianova, Hamburg,

Germany) konjugiert mit Cy3 oder Hasen Anti-Maus IgG (1:200, Dianova) konjugiert

mit Cy2 verwendet.

Fur die Analyse des Spermatogenese-Modifiers wurde ein mit Rhodamin konjugierter

Peanut Agglutinin-Ligand verwendet (Sigma).
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3.1.4 Enzyme
Enzym Bezugsquelle
Tag-DNA-Polymerase Gibco, BRL
ThermoZyme ™ DNA-Polymerase Invitrogen, Carlsbad, CA
Proteinase K Boehringer, Mannheim
RNase Boehringer, Mannheim

3.1.5 Verwendete Bausatze (Kits)

Bezeichnung Bezugsquelle
Omnisript RT-Kit Qiagen GmbH, Hilden
QuantiTect SYBR-Green PCR-Kit Qiagen GmbH, Hilden
Quiaquik PCR-Purifikation Kit Qiagen GmbH, Hilden
Genomic tip Qiagen GmbH, Hilden
Tag PCR-Master-Mix Qiagen GmbH, Hilden

3.1.6 Restriktionsenzyme

Restriktionsendo- Erkennungssequenz Bezugsquelle
nukleasen (5 - 3)
Alul AG/CT MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Hinfl G/ANTC MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sdul GDGCH/C MBI Fermentas, St. Leon-Rot

3.1.7 Fragmentlangenstandards fur Agarosegele
Abhangig von der Fragmentgré3e wurden folgende Langenstandards der Firma MBI

Fermentas, St. Leon-Rot bei Gelelektrophoresen aufgetragen:

$X174 Hae lllI-Restriktionsfragmente von 72 bis 1353bp
Gene Ruler ™ 100bp Ladder Plus (SMO 321) von 100 bis 3000bp
Gene Ruler ™ 100bp Ladder (SMO 241) von 80 bis 1000bp

Gene Ruler ™ 100bp Ladder (SMO 331) von 100 bis 10000bp
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3.1.8 Verwendete Datenbanken / Internetadressen

Bezeichnung Anwendung Adresse (http//......)

Erstellen von

Webcutter Restriktionskarten

www.dedkem.gu.se/cutter

Verschiedene Moglichkeiten

der DNA / Protein -Analyse searchlauncher.bcm.edu

BCM search launcher

Jackson Laboratory Allg. Informationen

Homepage (z.B. Mikrosatelliten) WWW.jax.org

Allgemeine Informationen &

NCBI Homepage www.ncbi.nim.nih.gov

links
Blast Sequenzvergleiche www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST
Pub-Med Literaturrecherche www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed

OMIN
(Online Mendelian
Inheritance of Man)

Informationen zu

Erbkrankheiten www.ncbi.nlm.gov/OMIN

Allgemeine Informationen

Ensemble-Browser draft Sequenz

www.ensembl.org
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3.2 Methoden:

3.2.1 Kreuzungsstrategie zur Identifizierung des wr- und wrmod1 locus

Fur die intraspezies Kreuzung Mus musculus C57BL/6J-wr x Mus musculus
castaneus wurden heterozygote C57Bl/6J (wr/+) mit homozygoten Cast/Ei
Wildtyptieren (+/+) zur F; Generation verpaart. Der heterozygote Allelzustand im
Kandidatengenbereich wurde im C57BI/6J-Hintergrund mittels der Cct4-Diagnostik
bestimmt (Rathke-Hartlieb et al., 1999), wodurch aufwendige Rickkreuzungen nicht
durchgefuhrt werden mussten. Alle heterozygoten F;-Tiere (BI6/Cast-wr/+) wurden
zur weiteren Zucht eingesetzt, bzw. die Nachkommen zur Einengung des
Kandidatenintervalls analysiert (vgl Fo.F3- Rekombinationssreening Abb. 1).

Die neurologisch modifizierten Wobbler (Genotyp wrmodl, Phenotyp WR*) wurden
mit polymorphen Mikrosatellitenmarkern genotypisiert und mit dem ,Interval
Haplotype Analysis® Programm von D. Beier und |. Neuhaus (1998) die relevanten
QTLs lokalisiert. Der QTLs mit der jeweils hochsten prozentualen Kopplung wurde
feinkartiert. Die weitere Eingrenzung des QTLs erfolgte mit Hilfe einer partiell
kongenen Mauszucht (vgl. Abb. 1). Uber heterozygote BL6/Cast-Hybride (wr/+)
wurden der entsprechenden QTL Uber mehrere Generationen in den sensitiven
C57BIl/6J (wr/+) Parentalstamm eingeziichtet. Wird aufgrund der Selektion, bei
gleichzeitiger Ausdinnung des genomischen castaneus Anteils (pro backcross 50%),
eine signifikante Erhéhung stark neurologisch modifizierter Wobbler (WR*) erreicht,
ist in diesem chromosomalen Abschnitt ein modifizierender genetischer Faktor
lokalisiert.

Uber die Verpaarung von Tieren mit Rekombinationen innerhalb des
Kartierungsintervalls kann die chromosomale Region, wie im Fall der wr-Kartierung,
weiterhin eingegrenzt werden. Finden sich Gene innerhalb dieser Region, die bereits
mit vergleichbaren Erkrankungen bei Tier oder Mensch assoziiert sind, konnen diese
als physiologische und positionelle Kandidaten fir den QTL vorrangig mit

verschiedenen molekulargenetischen Methoden analysiert werden.
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A CAST C57BL6/J 1 E
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Abb.1: Kreuzungsstrategien zur ldentifizierung der wr-Mutation bzw. des wrmod1- locus

(erweitert nach: Schmitt-John et al

., 1999)
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In der Abbildung 1 sind nur die jeweils relevanten Chromosomen (Chr.11 und Chr.14) der
Maus dargestellt. Bl6/Cast-Hybride, die aufgrund ihres Allelstatus in der weiteren Zucht keine

Verwendung fanden, sind mit einem roten Kreuz durchgestrichen.

F.,Fs;-Rekombinations-Sreening (BOX A — D)

A: Intraspezies Kreuzung der Parental-Inzuchtstamme Mus musculus C57BI/6J (wr/+) mit M.

m. castaneus Wildtyp-Mause (+/+) zur F;-Generation. Heterozygote F; Hybride (BlI6/Cast-

wr), die die wr-Mutation tragen, wurden untereinander zur F, verpaart.

B: Der Allelstatus der F,-Individuen, bzw. die verwendeten polymorphen genetischen Marker
der wr-Region auf dem proximalen Chromosom 11 wurden reprasentativ durch die
Diplotypen-Schemata dargestellt. Die generierten F, WR- sowie die WT-Mause mit einem
kompletten BI6- und einem rekombinanten Chromosom (Bruchpunkt innerhalb des
Kandidatengenintervalls) sind direkt informativ.

C: Fur das Rekombinations-Screening missen alle phanotypisch gesunden, rekombinanten
F. Individuen mit heterozygoten F;- oder F,-Tieren (wr/+) zur Fs—Generation verpaart
werden.

D: Das Rekombinationsereignis kann dann dber den Phanotyp einer bestimmten

Allelkombination ausgewertet werden.

kongene Zuchtstrategie (BOX E — G)

E: Zur Verifizierung der wrmod1-Kartierungsdaten wurden die heterozygoten F; Elterntiere
(wr/+; wrmod1/+) von schwer betroffenen WR*-Hybriden mit sensitiven Mausen des
C57BL/6J-Inzuchtstammes zur ersten backcross-Generation (F;R) verpaart.

F: Die generierten Wobbler wurden exakt phanotypisiert und auf vermehrt auftretende WR*-
Phanotypen untersucht. Um WR-Mause mit homozygoten wrmod1-Allelstatus zu zlichten
wurden die heterozygoten F;R-Geschwistertiere (wr/+; wrmodl1/+) untereinander in
einem intercross zur F1Ri Generation verpaart oder aber im zweiten backcross-System
eingesetzt.

G: Die F;Ri Méause wurden wiederum auf WR*-Phanotypen mit verstarkter neurologischer

Symptomatik hin untersucht.

Mit jeder Ruckkreuzung wird der genomische CAST/Ei-Anteil um 50% ausgedinnt
(bis auf den selektionierten wrmod1-Locus), so dass bereits nach drei Generationen
der Phanotyp durch ca 87,5% der C57BI/6J Allele definiert wird. Der Ubersicht halber
wurden in der Abbildung 1 nicht alle méglichen Diplotypen aus den beschriebenen

Kreuzungen dargestellt.



Material und Methoden 29

3.2.2 ,Interval Haplotype Analysis“ Programm (Neuhaus und Beier, 1998)
Fir die Kartierung des neurologischen Modifiers wurde das von Neuhaus und Beier
entwickelte ,Interval Haplotype Analysis* Programm verwendet.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 DNA-Methoden

3.2.3.1.1 Isolierung von DNA aus Maus-Schwanzspitzen

Die einer Maus abgeschnittene Schwanzspitze (ca. 0,5 cm) wurde in ein 1,5 ml
Eppendorfgefald dberfihrt und mit 300 pl 1x PCR-Puffer (1 mM Tris-HCI, 5 mM KCL),
0,45 % NP 40 und 0,45 % Tween 20 zur Extraktion der DNA Uberschichtet. In dieser
Losung wurde die Schwanzspitze mit einer Schere in Kkleinstmégliche Teile
zerschnitten und nach Zugabe von 5 pl einer 20 mg/ml Stammldsung Proteinase K
Uber Nacht bei 55° C im Wasserbad inkubiert. Anschlielend wurde die Lésung 10
min bei 95° C erhitzt, um die Proteinase K zu denaturieren. Nach 10 sec
Zentrifugation wurde 1 pl dieses Ansatzes fur die Amplifikation kleiner PCR-Produkte
eingesetzt. Die Lagerung der DNA-Proben erfolgte bei 4° C im Kuhlschrank.

3.2.3.1.2 Isolierung von DNA aus Mausgeweben (Boehringer)

Die DNA wurde aus Lungen- oder Nierengewebe gewonnen. Nach der Préparation
wurde das Gewebe in flissigem Stickstoff schockgefroren und mit einen Pistill in
einem Morser zerkleinert (vorgekuhlt in flissigem N;). Das pulverisierte Gewebe
wurde in 4 ml DNA-Extraktionspuffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, 25 mM EDTA,
0,5% (w/v) SDS pH 8,0) aufgenommen und nach Zugabe von 0,1 mg/ml Proteinase
K bei 55° Ciber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben dreimal bei

Raumtemperatur extrahiert:

» 4 ml Phenol fir 2,5 h
» 4ml Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25: 24 : 1) fur 1,5 h

» mit 4ml Chloroform / Isoamylalkohol (24 : I) ftr 0,5 h

Die Proben wurden fir den Extraktionsschritt an einem senkrecht aufgestellten

Plattenspieler befestigt und bei 45 Umdrehungen pro Minute rotiert. Jedem Teilschritt
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folgte eine 10-mindtige Zentrifugation (Hettich-Zentrifuge, Typ Rotana S) bei 4500
rom. Die wassrige Phase wurde mit einer abgeschnittenen 1 ml Eppendorf-
Pipettenspitze (minimale Scherung der DNA) abgenommen und in ein 12 ml Greiner-
Rohrchen Uberfuhrt. Die Fallung erfolgte nach dem letzten Extraktionsschritt mit dem
halben Volumen 7,5 M Ammoniumacetat und dem doppelten Volumen Ethanol
(vorgekuhlt auf -20° C). AnschlielBend wurde die Probe vorsichtig invertiert und 10
min bei 4500 U/min zentrifugiert. Die gefallte DNA wurde mit 3 ml 70%-igem Ethanol
(vorgekunhlt auf -20° C) gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet
wurde in 2 ml TE - Puffer (10 mM Tris-Cl pH 7,6 und 1 ml EDTA) aufgenommen und
eine Woche bei 4° C auf einer Wippe durch langsames Invertieren geldst. Die

Lagerung der aufgereinigten DNA erfolgte bei 4° C im Kihlschrank.

3.2.3.1.3 Isolierung genomischer DNA aus Mausgewebe (Qiagen Genomic tip)
Bei dieser Methode entféllt die Phenol/Chloroform-Extraktion durch die Aufreinigung
Uber eine Saule, an deren Matrix DNA bindet und Proteine abgewaschen werden. 20
mg tiefgefrorenes Gewebe wurde in ein 20/G-Rdhrchen von Qiagen uberfuhrt und
mit 2 ml G2 Puffer und 4 pl RNase A stock solution (100 mg / ml) versetzt.
Anschlie3end wurde die Probe 1 min homogenisiert (Homogenisator, Typ Ultra-
Turrax T25, Janke & Kunkel), mit 100 ul Proteinase K (20 mg / ml) versetzt und tber
Nacht bei 50° C im Wasserbad inkubiert. Das Lysat wurde 10 min bei 6500 rpm
(Sorvall GS2-Rotor, 4° C) in einem SS34-Rdhrchen zentrifugiert, das Pellet in 1 ml
QC-Puffer resuspendiert und in die vorher mit 1 ml QTB-Puffer equilibriert Quiagen-
Saulen Uberfuhrt. Vorhandene Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit
jeweils 1ml QC-Puffer entfernt. Die Elution der DNA in ein SS34-Rohrchen erfolgte
durch zweimaliges Waschen mit 1 ml QF-Puffer (vorgewarmt auf 50° C). Die DNA
wurde durch Zugabe von 1,4 ml Isopropanol geféllt (leicht invertieren, bzw. 5 min auf
Eis ) und fur 15 min bei 6500 rpm (Sorvall GS2-Rotor, 4° C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol entsalzt. Nach
einer weiteren 10-minutigen Zentrifugation (6500 rpm, Sorvall GS2-Rotor, 4° C )
wurde das Pellet luftgetrocknet, in 100 ul TE-Puffer (10 mM Tris-Cl, pH 7,6, und 1 ml
EDTA) aufgenommen und fiir 2 h bei 55° C auf dem Schdttler geldst.
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Puffer Verwendung Zusammensetzung

800 mM Tris-Cl pH 8.0, 50 mM EDTA, 0,5% Tween-

20, 0,5 % TritonX-100
750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 %

Isopropanol; 0.15 % TritonX-100
Puffer QC Waschung | 1.0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15 % Isopropanol;

Puffer QF Elution 1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8,5; 15 % Isopropanol

Puffer G2 Lysierung

Puffer QBT | Equilibrierung

3.2.3.2 RNA-Methoden

3.2.3.2.1 RNA-Isolierung aus Mausgeweben (Chomczynski und Sacchi, 1987)
Fur die RNA-Isolierung wurde je 100 mg frisch prapariertes Mausgewebe mit 1 ml
GTC-Denaturierungslosung (4 M Guanidinium-Thiocyanat, 25 mM Na-Citrat pH 7,0,
0,5 % Na-Sarcosyl (v/v), 0,1 M 3-Mercaptoethanol) versetzt, fir 1 min im Ultra-Turrax
(Janke und Kunkel, Staufen) homogenisiert und auf Eis gekuhlt. AnschlieRend wurde
das Homogenat mit wassergesattigtem Phenol (1 ml/100 mg), 200 pl CHCI3
/lIsoamylalkohol (49/1) und mit 100 pul 2 M Na-Acetat pH 4 versetzt und kraftig
geschuttelt. Nach einer 20-minutigen Zentrifugation bei 10.000 rpm in der
Kahlzentrifuge (4° C) wurde die obere, wassrige Phase in ein neues Greiner-
Rohrchen dberfuhrt. Gefallt wurde die Probe mit einem Volumen eiskaltem
Isopropanol und einer Inkubation von 15 min bei —70° C. Anschliel3end erfolgte die
Sedimentation der RNA unter gleichen Bedingungen. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Sediment in 700 yul Denaturierungslosung resuspendiert. Die
Lésung wurde mit 700 pl eiskaltem Isopropanol versetzt, erneut bei —70° C fur 15 min
gefallt und bei 13.000 rpm in der Eppendorfzentrifuge bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 500 pl 70 % EtOH gewaschen und das Pellet
luftgetrocknet. Die Proben wurden in 200 pl DEPC-H,0 aufgenommen und in einem

Thermoschuttler (Eppendorf, Hamburg) bei 65° C fur ca. 10 min gelést.

3.2.3.2.2 Kontroll-RNA-Gele

Um die Qualitat isolierter RNA abschatzen zu konnen wurden RNA-Minigele
angefertigt. Die Gelkammern wurden zur RNase-Dekontamination fiir eine halbe
Stunde mit 3 % H202 behandelt und danach kurz in DEPC-H20 gespdlt. Fir ein 1 %-



Material und Methoden 32

iges Gel wurden 0,3 g Agarose in 3 ml 10 x MOPS-Puffer (0,2 M 3-N-Morpholino-
Propansulfonsaure pH 7,0, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA pH 7,0) und 27 mi
DEPC-H20 eingewogen und unter Aufkochen geldst. Nach der Erstarrung wurde das
Gel mit 1 x MOPS uberschichtet.

Die RNA-Proben wurden folgendermal3en vorbereitet:

1 bis 2 pg RNA werden in 9 ul RNA -Probenpuffer (50 % Formamid, 10 % 10 x
MOPS, 0,45 % Formaldehyd, 7 % Glyzerin, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen und 1 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) zugesetzt. Der Ansatz wurde fur
15 min bei 65° C denaturiert. Nach einer 5 minttigen Inkubation auf Eis wurde die
Probe sofort auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei 10 V/cm bis die

Bromphenolblaubande die untere Gelkante erreicht hatte.

3.2.3.2.3 Grol3e, denaturierende RNA-Gele

1,25 g Agarose wurden fir ein grofes RNA-Gel in 12,5 ml 10 x MOPS und 108,8 ml
DEPC-H,O eingewogen und durch Aufkochen geldst. Nach Abkuhlung auf 50° C
wurden 6,38 ml Formaldehyd hinzugefiigt. AnschlieBend wurden 10-20 pg RNA
lyophilisiert, in 20 ul RNA-Probenpuffer aufgenommen und mit 2 pl EtBr (1 mg/ml)
versetzt. Nach 15 bis 30 minutiger Denaturierung bei 65° C und 5 minutiger
Inkubation auf Eis wurde die Probe direkt auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf
erfolgte bei 70 V fur 4 h.

3.2.3.2.4 Reverse Transkription

Um Transkripte in der PCR untersuchen zu kénnen musste die RNA durch eine
RNA-abhéngige DNA Polymerase (reverse Transkriptase) in eine ,copy DNA*®
umgeschrieben werden. Dieser auch als reverse Transkription (RT) beschriebene
Vorgang wurde mit dem Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden) durchgefihrt. Als
Template wurden 1 bis 2 pg Gesamt-RNA bzw. 100 ng mRNA in 10 yl DEPC-H,O
pipettiert und in 10 pl des folgenden Mastermixes tberfihrt.

e 1 ulRnasin, 1: 4 verdinnt (Promega)
e 0,5 ul polyT-Primer (0,5 pg/ul)

e 2 ul RT-Puffer

e 2 uldNTPs (5uM)
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e 1 pl Omniscript (4 units/ul)
e 3,5 ul DEPC-H;0

AnschlieRend wurde die Probe bei 37°C fir 60 min inkubiert. Fur die PCR wurden 1

bis 2 pl des RT-Ansatzes eingesetzt.

3.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die photometrische Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten DNA wurde bei
einer Wellenldnge von 260 nm durchgefihrt. Die Extinktion (optische Dichte) von 1
entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, wenn die
Schichtdicke der Quarzkivette 1 cm betragt (Sambrook et al., 1989). Mit einer
zusatzlichen Messung der optischen Dichte bei 280 nm (Absorptionsmaximum fur
Proteine) und dem Quotienten aus OD 260 / 280 wurde der Reinheitsgrad der Probe
bestimmt. Bei einem Quotienten von unter 1,8 liegt die DNA in unzureichender

Reinheit vor.

3.2.4.4 Restriktionsspaltung von DNA
Die von der Firma Fermentas empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen
wurden fur jede Restriktionsspaltung eingehalten. Definitionsgemal spaltet eine Unit

Enzym 1 pg DNA pro Stunde.

3.2.3.5 Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al., 1989)

In einem Spannungsfeld lassen sich DNA-Molekile aufgrund ihrer negativ geladenen
Phosphodiesterbricken auftrennen. Unter Spannung ist die Laufgeschwindigkeit -
und damit die zurtckgelegte Wegstrecke des Molekils - umgekehrt proportional zur
Lange der Nukleinsdure-Fragmente. Grof3e Fragmente tragen zwar mehr negative
Ladungen, die Gelmatrix (Agarose von Gibco, BRL) wirkt aber als Molekularsieb und
behindert die Wanderung groR3erer Fragmente. Das elektrische Feld wirkt stets in
senkrechter Orientierung zum Agarosegel.

Die Agarose, ein lineares Polysaccharid (D-galactose / 3,6-Anhydrose-L-galaktose),
wurde in TBE-Puffer (0,089 M Tris-Cl, pH 8; 0,089 M Borsaure; 20 mM EDTA) durch
einmaliges Aufkochen gelost. Die aufzutrennende DNA wurde mit BPB-Probenpuffer
(6 x Probenpuffer: 0,025 % Xylen Cyanol; 40 % (w/v) Saccharose in H,0) versetzt

und in die Taschen des auspolymerisierten Gels pipettiert.
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Agarose (w/v) FragmentgroRe (Bp) | Spannung (V) Laufzeit
1,0 % 2000-500 80 1h
2,0 % 500-100 80 1h

4,0 % NuSieve 300-10 80 0,45 h

3.2.3.6 Ethidiumbromid-Farbung

Ethidiumbromid ist ein den Acridinen strukturverwandter Fluoreszenzfarbstoff,
dessen flaches Ringsystem zwischen den Basenpaaren der DNA interkalliert.
Kurzwelliges UV-Licht (254 - 260 nm) wird von Nukleinsauren absorbiert und auf den
Farbstoff Ubertragen, langerwelliges UV-Licht (302 -360 nm) wird direkt absorbiert.
Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde die DNA in ein Ethidiumbromidbad
(1 pg/ml) eingebracht, fir 10 min gefarbt und auf dem Transilluminator zur
Fluoreszenz angeregt. Mit einer Polaroid-Kamera (Cu-5; Positiv-Negativ-Film 667)

wurden die entsprechenden Gele abgelichtet.

3.2.3.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das grundlegende Prinzip der RCR Methode (Polymerase Chain Reaktion nach Saiki
et al., 1985, 1988) ist die exponentielle Vervielfaltigung eines spezifischen DNA-
Fragments von einer genomischen DNA-Matrize. Den Startpunkt der Reaktion bildet
ein thermisch (94° C) denaturierter DNA-Strang, dem zur Amplifikation antiparallele
Primer (Oligonukleotide) im Uberschuss zugesetzt werden. Deren Sequenzen sind
so gewahlt, dass sie zu der gewinschten Fragmentsequenz komplementar sind.
Nach dem Denaturierungsschritt wird das Reaktionsgemisch abgekihlt und die
Primer lagern sich jeweils an einen der komplementéaren DNA-Strédnge an. Die freien
3' OH-Enden der Primer bilden das Substrat fir die DNA-Polymerase, die in
Gegenwart aller vier dNTP's mit der in vitro-Elongation beginnen kann. Da das 3'
Ende durch den Primer des vorherigen Synthesezyklus begrenzend festgelegt ist,
entsprechen exponentiell immer mehr DNA-Kopien dem gewinschten Fragment. Die
Zahl der DNA-Strange deren 3'Ende nicht festgelegt ist, steigt dagegen nur linear.
Die Kettenreaktion lauft vollautomatisiert in einem " Cycler " (TRIO-Block PCR-
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Maschine, Biometra, Goéttingen) ab und liefert mehrere Mikrogramm eines genau
definierten DNA-Fragmentes.

Voraussetzung fur diese Entwicklung war die Entdeckung einer hitzestabilen
Polymerase (Polymerase 1 aus dem Bakterium Thermus aquaticus), die bei den
hohen Temperaturen nicht selbst denaturiert wird (Optimum bei 72°C). Die ungefahre
Annealing-Temperatur wird nach der 2 + 4-Regel bestimmt. Fir jedes Purin werden
4°C; fur jedes Pyrimidin 2°C angenommen und somit durch einfache Addition die
Anlagerungstemperatur ermittelt. Die tatsachliche Primertemperatur konnte nur
experimentell bestimmt werden, indem nur ein spezifisches PCR-Produkt amplifiziert
wurde. Zur Kontrolle wurden 8 pl eines 20 pl-Ansatzes gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die PCR-Bedingungen, sowie die eingesetzten Reaktionsansatze sind
im Folgenden aufgefuhrt.

Reaktion Temperatur ( °C) | Zeit ( min)

initiale Denaturierung 94 4
Denaturierung 92 1
Annealing 35 Zyklen | primerspezifisch 1
Elongation 72 2
finale Polymerisation 72 10
Bestandteile eingesetzte Menge

genom. DNA (100 ng / pl) 1l

Primer (je 50 pmol ) 0.4 ul

Taq PCR-Master Mix (Qiagen) 10 pl

Wasser 8,2 ul

3.2.3.8 Quantitative Real Time PCR (light cycler)

Mit Hilfe des Light Cycler Systems konnte eine Quantifizierung in der online PCR
unter der Verwendung des Farbstoffes SYBR Green durchgeftihrt werden.

SYBR Green interkalliert in doppelstrangige DNA (dsDNA) und fluoresziert bei
entsprechender Anregung. Uber die Fluoreszenzzunahme wurde die lineare

Logphase bestimmt, in der sich die PCR in der exponentiellen Amplifikationsphase
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befand. Zur Quantifizierung wurde bei festgelegter Fluoreszenzschwelle der crossing
point jeder Probe bestimmt.

Im Anschluss an die letzte Elongationsphase der PCR wurde eine
Schmelzkurvenanalyse zur Identifizierung des spezifischen Produktes durchgefuhrt.
Hierzu wurden die PCR-Produkte kontinuierlich Uber einen bestimmten
Temperaturbereich aufgeheizt, bis sie entsprechend ihrem Schmelzpunkt nur noch
als Einzelstrang vorlagen. Jedes PCR-Produkt besitzt eine charakteristische
Schmelztemperatur TM, die von der Lange und vom GC-Gehalt der Probe abhéngig
ist. Somit entfiel eine Uberprifung der amplifizierten Produkte durch eine
gelelektrophoretische Auftrennung.

Der Mastermix (Vorgabe des Herstellers) wurde in die fir den Light Cycler
konzipierten Glaskapillaren vorgelegt und die Probe entsprechend ausgewertet.

Die PCR-Bedingungen sind im Folgenden aufgefuhrt:

Reaktion Temperatur ( °C) Zeit
initiale Denaturierung 95 15 min
Denaturierung 94 15 sec
Annealing 55 Zyklen primerspezifisch 20 sec
Elongation 72 5-10 sec
_ TM-Dimer < X >
TM - Bedingung 5 sec
TM-Produkt

3.2.3.9 Aufreinigung von PCR-Produkten.

In einer PCR-Aufreinigungssaule (Qiagen, Hilden) wurden 10 pl eines PCR-
Produktes mit 60 pl PB-Puffer (keine Herstellerangaben) versetzt, dann wurde die
Saule in ein 2 ml Eppendorfgefald Gberfihrt und fur 1 min bei 13000 rpm (Biofuge A,
Heraeus Christ) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, in die Saule 0,75 ml
Puffer PE (keine Herstellerangaben) pipettiert und erneut fir 1 min bei maximaler
Umdrehung zentrifugiert. Der Uberstand wurde nochmals verworfen und bei 13000
rom zentrifugiert. Zur Elution wurde die Saule in ein neues steriles 2 ml

Eppendorfgefald Gberfihrt, mit 50 pul Aqua bidest beschichtet und 1 min bei 1300 rpm
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zentrifugiert. Zur Kontrolle der Aufreinigung wurde die Probe gelelektrophoretisch

aufgetrennt bzw. zur Sequenzierung gegeben.

3.2.3.10 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde von der Firma GATC, Konstanz mit
einer garantierten Spezifitat von 99,9 % durchgefihrt.

Die zur Amplifikation verwendeten Primer sowie die Sequenzierprimer sind im
Folgenden aufgelistet.

PCR-Amplifikate Nfl

Sequenzierprimer

NFL Int 1A/ NFL 2

NFL Int 1A/ NFL 2

NFL 3/ NFL Int 1B

NFL 3/ NFL Int 1B

NFL Int 2A / NFL Int 2B

NFL Int 2A / NFL Int 2B

NFL Int 3A / NFL Int 3B

NFL Int 3A / NFL Int 3B

NFL Int 4A / NFL Int 4B

NFL Int 4A / NFL Int 4B

PCR-Amplifikate Nfm

Sequenzierprimer

NEM 1/ NEM 2

NEM 1/ NEM 2

NFM 3/NFM 5.1

NFM 3/ NFM 5.1

NEM Int C/ NFM Int D

NFEM Int C / NFM Int D

NEM Int D1/ NFM 8

NFEM Int D1/ NFM 8

NFM 9 /NFM 10.1

NFM 9 /NFM 10.1

3.2.4 Aufbereitung der Gewebe fir histologische Analysen

3.2.4.1 Gefrierblocke

Gefrierblocke wurden sowohl von frisch entnommenen als auch von fixierten
Geweben hergestellt, die jedoch zur Entfernung des Uberschissigen Formalins zuvor
in PBS gespult wurden.

Die einzelnen Gewebe wurden mit Einbettmedium der Firma Jung auf Korkplatten
aufgeklebt.

Eine Schadigung des Gewebes durch zu schnelles Abkihlen wurde per Vorkihlung
fur 1 min in flissigem Propan vermieden. Anschlieend wurden die Proben in

flissigen Stickstoff Gberfuhrt und in Greinerrhrchen bei -80°C gelagert.
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3.2.4.2 Gewebeschnitte
Gefrierschnitte wurden mit einem Leitz Kryostat 2040 in einer Dicke von 10-12 um
angefertigt, direkt mit dem Objekttrager abgenommen und 10 min zum Antrocknen

bei Raumtemperatur gelagert.

3.2.4.3 Methanolfixierung

Nach dem Antrocknen wurden die Gefrierschnitte fir 5 min in eiskaltem 70 %igem
Methanol, danach fir 15 min in eiskaltem 100 %igem Methanol und anschlie3end
wieder fur 5 min in 70 %igem Methanol fixiert bzw. nach dieser Prozedur dreimal

jeweils 5 min in PBS gewaschen.

3.2.4.4 Perfusion
Um eine besonders gute Strukturerhaltung der zu untersuchenden Gewebe zu
erhalten, wurde bei der Perfusion das Fixans durch die Blutgefal3e in die Gewebe
des zu untersuchenden Tieres eingeleitet. Des weiteren wurde durch dieses
Verfahren ein Verklumpen von Blutresten in den Gefal3en verhindert bzw. eine
Weitung und Stabilisierung der Gefalie erreicht.
100 ml Vorspullésung enthalten:

e 0,9gNaCl

e 2.5 g Polyvinylpyrrolidon (30 oder 40k) (30 ml einer 5g/60 ml Stammlésung

zugesetzt)
e 0,025 g Heparin
e 0,5g Procain-HCI

in dest. Wasser

Der pH wurde mit NaOH auf 7,2 - 7,4 eingestellt.

Vorweg wurde den Tieren das Betdubungsmittel Avertin injiziert.

In der Tiefnarkose wurde das noch schlagende Herz freiprapariert und die
verwendeten Losungen wurden in die linke Herzkammer eingeleitet. In einem
weiteren Arbeitsschritt wurde der rechte Vorhof gedffnet um ein Abflie3en des Blutes
bzw. der eingeleiteten Losung zu ermdglichen.

Um samtliches Blut aus den GefaBen zu entfernen wurde zunédchst eine

Vorspullésung eingeleitet und anschlieBend fir 2 min das Fixiermittel eingeleitet.
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Dann wurden die entsprechenden Gewebe herausprapariert und Gber Nacht in das

jeweilige Fixans eingelegt.

3.2.4.4.1 Zusammensetzung der Fixiermittel

Fur die Perfusion wurde eine 3 %ige Paraformaldehydlosung (3 % Glutaraldehyd, 3
% Paraformaldehyd in 0.12 Phospatpuffer, pH 7,4) verwendet. Das Fixiermittel wurde
vor der Perfusion frisch angesetzt und durch einen Filter mit 1 um Porengrof3e
filtriert, um ein Verstopfen kleiner Kapillaren durch eventuell ungeloste Substanzen

zu verhindern.

3.2.4.5 Antik6rperfarbungen

Die in Paraformaldehyd fixierten Gewebeschnitte wurden zweimal fur 15 min in 0,2
%igem Glycin, geldst in PBS (0,2M pH 7,0), gewaschen und fur 1 h in einer feuchten
Kammer mit frisch filtriertem Rinderserumalbumin (BSA) inkubiert. Hierdurch wurde
die unspezifische Hintergrundfarbung reduziert. AnschlieBend wurde die
Blockierldsung vollstandig abgesaugt und der Antikérper in der entsprechenden
Verdinnung aufgetropft und in einer feuchten Kammer tber Nacht bei 4° C inkubiert.
Die Antikorperlésung wurde abgesaugt, erneut mit BSA fir 1 h inkubiert und der
zweite Fluorochrom konjugierte Antikdrper im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 45
min in einer feuchten Kammer inkubiert. Hieran schlossen sich erneut drei
aufeinander folgende Waschschritte fir jeweils 5 min in PBS an. Vor der Eindeckung
der Schnitte in Elvanol wurde mit destiliertem Wasser gewaschen und abschieRend

im Fluoreszensmikroskop (Zeiss, Axiophot) analysiert.

3.2.4.6 Nissl-Kresylviolettfarbung

Mit der Nisselfarbung werden die Bestandteile des Zellkerns und die in das
Zytoplasma der Nervenzellen eingelagerten Trigroidschollen (Nissel-Schollen)
angefarbt. Bei den Substraten handelt es sich Ribonukleoproteine. Bestandteil der
Farbeldsung ist 0,5 g Kresylviolett geldst in 100 ml Acetatpuffer (pH 3,8 — 4).

Die verwendeten Gewebeschnitte wurden 15 min bei 60° C in der Kresylvioletldsung
gefarbt, anschlieliend jeweils 5 min in 70 %igem, 80 %igem, 90 %igem und 100
%igem Ethanol bzw. abschlieRend fir 5 min in Xylol entwassert und mit Entellan

eingedeckt.
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3.2.4.7 EM-Aufnahmen und Analyse der lumbalen Nervenbahnen

Die lumbalen Nervenbahnen wurden von Dr. P. Heimann prapariert. Zur
Kontrastierung wurde das Praparat in einer 1,5 % Osmium-Tetroxid-Losung fur 2h
bei 4°C fixiert. Vor der Einbettung in Araldit wurde das Praparat fur jeweils 15
Minuten 2 mal in 70%-, 1 mal in 80%-, 1 mal in 90%- und zweimal in 100%igem
Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurde das Préparat fur 5-10 Minuten in einer 1:1
Losung aus Ethanol und Propylenoxid gewaschen bzw. nachfolgend zweimal fir 5
bis 10 Minuten mit Propylenoxid inkubiert. Danach wurde die Probe jeweils 30
Minuten bei 30°C in einer Propylenoxid-Araldit-Losung (Verhéltnis 2:1), mit einer
Propylenoxid-Araldit-Lésung im Verhaltnis 1:1, bei 50°C in einer Propylenoxid-
Araldit-Losung (Verhaltnis 1:2) und zum Schluss in pures Araldit gegeben.
Anschlielend wurde die Probe fur eine bessere Trimmung in eine Blockform
Uberfuhrt. Die Préaparate wurden bei 60°C ca. 3 bis 4 Tage ausgehartet, dann
trapezférmig getrimmt und mit Hilfe des Ultracutter Semidinnschnitte mit einer
Schichtdicke von ca. 1,5 Mikrometer angefertigt, um diese am Lichtmikroskop zu
uberprifen bzw. die lumbalen Nervenbahnen mit Richardson Blue (1% (w/v),
Methylenblau, (1% (w/v) Azur) einzuféarben. Fir die EM-Aufnahmen wurden Schnitte
von ca. 90 Nanometern angefertigt und auf ein Dinnsteg-Netzchen (200 mesh, w.
Piano GmbH, Wetzlar) aufgebracht. Zur Kontrastierung wurde das Praparat 40
Minuten in 2% Uranylacetat gegeben und anschlieBend 3 mal je 5 Minuten mit
Wasser gewaschen. AbschlieRend wurde das Praparat fur 7 Minuten mit Bleicitrat
inkubiert.

Die Aufnahmen wurden mit Unterstitzung von Dr. Heimann an dem Elektronen-
mikroskop Zeiss EM 109 durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von modifizierenden Einflissen auf den WR-Phanotyp
4.1.1 Klassifizierung der WR*-Tiere

Die aus der Intraspezies Kreuzung Mus musculus C57BI/6J x M. m. castaneus
hervorgegangenen Wobbler-Individuen entwickelten in ihrem Ausmald variierende
neurologische Symptome und stellten damit eine phanotypisch heterogene Gruppe
dar. Fur eine erfolgreiche QTL-Kartierung war es daher notwendig eine genaue
Charakterisierung bzw. eine Klassifizierung in Subph&anotypen vorzunehmen, um
eine in sich homogene Untersuchungsgruppe zu bilden. Die phanotypische
Divergenz bezog sich in erster Linie auf das zeitliche Auftreten der Atrophie der
Hinterextremitaten, die im reinen C57BI/6J Hintergrund frihestens ab dem achten
Lebensmonat bzw. erst im finalen Stadium der spinalen Muskelatrophie (SMA)
auftritt.

Alle Wobbler bei denen bereits um den Tag 40 p.n. erste Anzeichen einer
Hinterbeinatrophie vorlagen, entwickelten innerhalb der folgenden sechs
Lebenswochen eine vollstdndige Paralyse derselben. Alle weiteren Untersuchungen
von der Kartierung des wrmodl-Locus bis hin zu den immunhistochemischen
Analysen wurden mit Gewebeproben von diesen neurologisch stark modifizierten
Wobblern (WR*) durchgefihrt.

In die Gruppe der intermediaren Wobbler-Phanotypen (WR') wurden diejenigen Tiere
eingestuft, bei denen eine Atrophie der Hinterextremitdten zu einem Zeitpunkt
beobachtet wurde, der zwischen dem der ,normalen“ und dem der schwer
betroffenen WR* Tiere lag. Eine vollstandige Paralyse der Hinterbeine konnte bei
keinem der Tiere aus dieser Gruppe festgestellt werden.

Eine Variation im ,Onset®, dem Zeitpunkt der sich im Phanotyp manifestierenden
neurologischen Symptome konnte im keinem Fall beobachtet werden. Ebenso
konnten keine signifikanten Schwankungen im Schweregrad der Atrophie der
Vorderextremitaten festgestellt werden.

Fur die Diagnostik des wr-Allels wurde die von V. Schmidt entwickelte Cct4-
Diagnostik angewendet, mit der sowohl homozygote als auch heterozygote
Mutationstrager im C57BI/6J-Hintergrund eindeutig bestimmbar sind (Radtke-Hartlieb
et al., 1999).
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Fur die pathologische Analyse wurden wenn keine anderen Angaben gemacht
wurden, perfundierte Gewebe von 50 bis 65 Tage alten Wildtyp (WT, +/+ oder +/wr),
Wobbler (WR, wr/wr) und modifiziertem Wobbler (WR*, wr/wr) verwendet
(Forssmann et al., 1977; Ulbrich et al., 2000).

1.1.1.1 Gewichtsmessungen

Insgesamt wurden die Cast/Bl6-wr Nachkommen von 10 verschiedenen F, - Wrfen
(N = 6-10 Tiere) ab dem 8. Lebenstag durchschnittlich alle 4-6 Tage Uuber einen
Zeitraum von ca. 10 Wochen zur Ermittlung des Kdrpergewichts gewogen.

Bis in die dritte Lebenswoche hinein verlief die Gewichtszunahme bei allen
untersuchten Tieren relativ synchron. Spatestens ab der vierten Lebenswoche
zeigten jedoch alle WR und WR* Tiere unabhangig vom Geschlecht eine reduzierte
Gewichtsentwicklung. Insgesamt war das Kdrpergewicht von adulten Wobblern im
Vergleich zu den Wildtypen um ca. 50 %, das der modifizierten Wobbler um ca. 60 %
reduziert. Genaue Angaben Uuber die tatsachlichen durchschnittlichen Korper-
gewichte der einzelnen Phanotypen in Gramm kdnnen aufgrund starker individueller
Schwankungen nicht angegeben werden. Tendenziell blieben aber alle modifizierten
Wobbler Tiere mit schwerster neurologischer Symptomatik in ihrem Korpergewicht

gegenuber unmodifizierten WR-Tieren zurlck (vgl. Abb. 2).
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Abb. 2: Entwicklung des Kdrpergewichtes (vgl. Ulbrich et al., 2002)
Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Phanotyp, Wildtyp (+/+), Wobbler (wr/wr) und

modifizierter Wobbler, (wr/wr) eines Cast/Bl6-wr F, Geschwisterwurfes.
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4.1.1.2 Motoneuronendegeneration

Die beobachtete progressive Hinterbeinatrophie der WR*-Mause konnte eine direkte
Folge einer verstarkten Motoneuronendegeneration im zentralen Nervensystem sein.
Zur Klarung dieser Frage wurde mittels eines Antikdrpers gegen MAP2 (Mikrotubuli
assoziiertes Protein 2), das Uberwiegend in neuronalen Zellkérpern und Dendriten
lokalisiert ist, das Ausmafl} der Neuronendegeneration im Hirnstamm und im
Ruckenmark untersucht.

Im Vergleich zu Wobbler-Mausen konnte eine deutlich progressivere
Motoneuronendegeneration in der grauen Substanz des Vorderhornes im gesamten
Ruckenmark festgestellt werden. Sowohl im cervikalen, thorakalen als auch im
lumbalen Rickenmark wurde eine grof3e Anzahl von Motoneuronen mit typischen
Degenerationserscheinungen (Vakuolisierung, Chromatolyse und aufgeblahter
Zellkorper) identifiziert (vgl. Abb. 3). Im Hirnstamm konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen WR und WR* gefunden werden.

Abb. 3: Motoneuronendegeneration im lumbalen Rickenmark (vgl. Ulbrich et al., 2002)
Ausschnitt von MAP2 Antikorperfarbungen aus dem Vorderhorn des lumbalen Ruckenmarks
von Wildtyp (WT), Wobbler (WR) und modifizierten Wobbler (WR*). Die weif3en Pfeile deuten
auf intakte Neuronen, die schwarzen Pfeile auf stark vakuolisierte degenerierte Neuronen
hin. MaRstab 100um.
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4.1.1.3 Aktivierung von Gliazellen

Pathologische Prozesse gehen im ZNS héaufig mit einer Aktivierung der Gliazellen
(Astrocyten und Mikroglia) einher. Die Aktivierung bewirkt u.a. eine vermehrte
Zellteilung, um die im verletzten Nervengewebe entstehenden Licken aufzuftllen.
Ob diese Aktivierung fur die einzelnen Nervenzellen von Vorteil oder Nachteil ist wird
kontrovers diskutiert. Die positiv zu bewertende L&sionenbildung wird durch die
Einstellung der Versorgung und die Vernichtung auch von angeschlagenen, aber
noch lebensfahigen Neuronen negativiert. Haufig finden sich die aktivierten
Gliazellen in der direkten Umgebung von degenerierten Neuronen.

Eine Aktivierung von Gliazellen bei der Wobbler Maus wurde bereits von Radtke-
Hartlieb et al., (1999) beschrieben. Eine verstarkte Motoneuronendegeneration bei
modifizierten Wobblern sollte folglich mit einer weiteren Zunahme der Gliaaktivierung

einhergehen.

4.1.1.3.1 Reaktive Astrogliose

Fir den immunhistochemischen Nachweis der reaktiven Astrogliose wurden
Farbungen mit Antikérpern gegen GFAP (glial acidic fibrillary protein) - dem fir
Astrozyten spezifischen Intermediarfilament eingesetzt.

Es konnte im Vergleich zu gleichaltrigen ,normalen Wobblern® bzw. Wildtypen
zweifelsfrei eine deutliche Zunahme der Aktivierung von Astrocyten im Rickenmark
von adulten WR*-Tieren nachgewiesen werden.

Erwartungsgemal korreliert die Aktivierung mit der Degeneration der Motoneuronen
und zieht sich vom cervikalen bis weit in das lumbale Rickenmark hinein (vgl. Abb.
4). Mittels des Image-J-Programms (http://rsb.info.nih.gov/ij/) wurde ein ca. dreifach
hoheres GFAP-Immunfluoreszenzsignal gegeniber WR-Mausen und ein ca.
zehnfaches gegenuber Wildtyp-Tieren gemessen (vgl. Abb. 5). Im Hirnstamm konnte

keine verstarkte Astrogliose in WR* Mausen detektiert werden.
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Abb. 4. Verstarkte reaktive Astrogliose im Rickenmark von modifizierten Wobbler
(vgl. Ulbrich et al., 2002).

GFAP-Antikorperfarbungen in cervikalen (cer) und lumbalen (lum) Rickenmark von Wildtyp-
(WT), Wobblern- (WR) und modifizierten Wobbler- (WR*) Tieren. Die aktivierten Astrocyten
finden sich bei WR und WR* Mausen analog zu den degenerierenden Motoneuronen in der

grauen Substanz des Vorderhornes sowie in der Nahe des Zentralkanals. Mal3stab 100um.
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Abb. 5: Relative GFAP Immunfluoreszenz (vgl. Ulbrich et al., 2002)
Die relative GFAP Immunfluoreszenz jedes Phanotyps wurde fir das cervikale (A) und das
lumbale Rickenmark (B) mit dem ,Image-J-Program“ eingemessen und graphisch

dargestellt.
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4.1.1.3.2 Mikrogliaaktivierung

Fur den Nachweis von Mikrogliazellen wurde ein CD45 AntikOrper verwendet. Beli
CD45 handelt es sich um ein mikroglia- und leukozytenspezifisches
Oberflachenprotein, das bei einer Aktivierung der Mikroglia vermehrt produziert wird.
Eine Aktivierung ist demnach Uber die Starke der Fluoreszenzsignale zu erkennen.
Allerdings zeigen aktivierte Mikrogliazellen auch eine hypertrophe Zellmorphologie
und verlangerte Zellfortsatze (vgl. Abb. 6, Bildausschnitte 1 und 2).

Im Hirnstamm und im cervikalen Rickenmark konnte im Vergleich von WR* zu WR

eine deutliche Aktivierung der Mikrogliazellen beobachtet werden (Abb. 6).

g
- o -
£ oo &

AUSsGpitt 2 % = = R . ' Ausschnitt 2

Abb.: 6 Verstarkte Aktivierung der Mikroglia im Hirnstamm von WR*-Tieren
CDA45-Antikorperfarbung an Hirnstammschnitten adulter Wildtyp- (WT), Wobbler- (WR) und
modifizierter Wobbler- (WR*) Mause. Anhand der vergro3erten Bildausschnitte, Ausschnitt 1
= WR, Ausschnitt 2 = WR* wird die sich verandernde Zellmorphologie sichtbar. Mal3stab
100um.



Ergebnisse a7

4.1.1.4 Expressionsanalyse des Gens fur die a-Untereinheit des Acetyl-Cholin-
Rezeptors

Im Skelettmuskel von WR-Tieren konnte von Sedehizade et al. (1997) ein deutlich
erhohter mRNA Level des Gens fir die a-Untereinheit des nicotinischen Acetyl-
Cholin-Rezeptors als Folge fehlender Innervation festgestellt werden. Eine verstarkte
Degeneration der Motoneuronen sollte folglich mit einer weiteren Erhohung des
AChRo Expressionslevels einhergehen.

Mittels semiquantitativer RT-PCR konnte in drei unabhangigen PCR-Reaktionen in
der Muskulatur der Vorder- (Tricepsmuskel) und der Hinterbeine (Gastrocnemius/
Soliusmuskels) von WR* Tieren eine signifikante Zunahme der AChRo mRNA
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 7).

Zur Quantifizierung wurde das Produkt der RT-PCR in einer 20 Zyklen umfassenden
Duplex-PCR amplifiziert, anschlieRend wurden die Ethidiumbromid gefarbten Gele
eingescannt und die bandenspezifische Intensitat nach Integration mit dem internen
Standard gemessen.

Des weiteren wurden fluoreszenzmarkierte Primer (AChRao 1Fi, AChRa 2) in einer 19
Zyklen umfassenden Duplex-PCR eingesetzt und die integrierten Fluoreszenzsignale
mittels eines Perkin Elmer Sequenzers gemessen. Als interner Standard wurde das
ribosomale Housekeepinggen L7 verwendet (Vullhorst et al., 1998).
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Abb. 7: Expressionslevel des Gens fur die a-Untereinheit des Acetyl-Cholin-Rezeptors

(vgl. Ulbrich et al., 2002)

A: graphische Darstellung der integrierten Fluoreszenzsignale, die Zahlen oberhalb der
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Saulen entsprechen den p Werten (Students Test), B: mit Ethidiumbromid gefarbte Gele der
AChRa und L7 Amplifikationsprodukte.

4.1.2. Modifier des Testis-Phanotyps

Wie der neurologische Phanotyp unterliegt auch der Testis-Phanotyp (Phanotyp
WR®, Genotyp wrsprml) modifizierenden Einflissen. Im genetisch homogenen
C57Bl/6J-Hintergrund sind alle mannlichen Tiere steril, es werden ausschlie3lich
defekte Spermien mit nicht funktionsfdhigem Akrosom gebildet. In BI6/Cast-wr
Hybridmausen kénnen dagegen morphologisch intakte Wildtyp-Spermien beobachtet
werden. Neben den typischen WR-Rundkopfspermien (Heimann et al., 1991) zeigen
diese modifizierten Hybride einen variablen Anteil von bis zu 70 % an typischen
sichel- bzw. papageienschnabelférmigen Spermien (vgl. Abb. 8) bzw. verschiedene
Zwischenstufen der Akrosombildung. Mittels Peanut Agglutinin Farbung bzw.
Nisselfarbung an Testis-Gefrierschnitten kann der Anteil von WT-Spermien bei WR®-
Tieren ermittelt bzw. eine Klassifizierung in Subphanotypen vorgenommen werden,
um eine in sich homogene Untersuchungsgruppe fur die QTL-Kartierung zu bilden.
Um die Mobilitait der WRS-Spermien zu beurteilen wurden die Samenleiter
modifizierter Tiere ausgespult und bei 40facher VergroRerung im Lichtmikroskop
analysiert. Eine Einschrankung der Mobilitat im Vergleich mit WT-Spermien konnte
nicht festgestellt werden, so dass von der Fertilitat solcher Spermien ausgegangen
werden kann.

Weitere Charakterisierungen wurden in der Diplomarbeit (2002) bzw. werden in der
laufenden Dissertation von A. Mussmann vorgenommen. Ein Quantitativer Trait
Locus des Testis-Phanotyps konnte bereits auf Chromosom 10 der Maus Kartiert
werden (A. Mussmann, Diplomarbeit 2002).
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Nisslfarbung Peanut Agglutinin (PNA)

Abb. 8: Modifikation des spermiogenetischen Phanotyps der Wobbler Maus

Abgebildet sind einzelne Hodenkanale von Gefrierschnitten des Testis von Wildtyp (WT),
Wobbler (WR) und spermiogenetisch modifizierten Wobblern (WR?®). Links: Nisslfarbung,
rechts: Akrosom spezifische Peanut Agglutinin Ligandenfarbung (PNA), Maf3stab 20 um.
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4.2 Kartierung des neuronalen Modifiers

Zu Beginn dieser Arbeit wurde die von M. Augustin und V. Schmidt bereits
begonnende Kartierung des neuronalen Modifiers lbernommen und weitergefiuhrt.
Eingesetzt wurde zu diesem Zweck das von Neuhaus und Beier (1998) entwickelte

.interval Haplotype Analysis" Kartierungsprogramm.

Ausgehend von mindestens zwei polymorphen Mikrosatelliten-Markern (Dietrich et
al., 1994) pro Chromosom, wobei einer mdglichst nahe am Centromer und einer
nahe am Telomer liegen sollte, wurde ein ,Whole Genome Scan“ durchgefihrt und
der Haplotyp jedes WR* Tieres iiber PCR ermittelt. Uberwiegend konnten die von
Neuhaus und Beier (1998) angegebenen Mikrosatelliten Ubernommen werden, ein
Teil wurde allerdings selbst ausgewahlt.

Insgesamt wurden 18 Cast/Bl6-wr F, und Fsz-Hybride genotypisiert. Die Haplotypen
sowie die Bestimmung von % fir die Allel-Verteilung (x* (2N-N/2)/N/2, N = Anzahl
der untersuchten Tiere) sind der folgenden Tabelle (vgl. Tab. 3) zu entnehmen. Ein
den WR-Phanotyp negativ beeinflussender QTL (wrmodl) wurde auf dem
Chromosom 14 mit einer Kopplungswahrscheinlichkeit von 83,6% ermittelt. Die
relativ hohe Kopplungswahrscheinlichkeit zu Chromosom 13 (71,0 %) und dem

Chromosom 17 (61,1 %) kdnnte auf die Existenz von zwei weiteren QTLs hinweisen.
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Intervall WR* Tiere

Marker N maxpyx’ expMy> %maxy’ N 1[2[3|4|5|6|7 8|9[10/11|12|13|14|15|16(17|18
P DIMit372 B|CIHIC|{C/HIHIB{HIB|H|C|{H|HIH|H|AA
D DIMit386 18 36,0 8 222% 8 HIHIHIH|C|B|C/H|B|B|B|C|B|B|H|{H|H|H
P DI1Mit386 HHHH|C/BICIHIB|B/B|C|B|B|/H|H|H|H
D DIMitl55 18 36,0 12,3 340% 4 C|HHH{C/HIBIHIB|H|C|B|C|H|B|A|B|A
P D2Mit464 H|C/IH|C|{C/HIH|C|B|H|B|B|H|B|B|A|A|A
D D2Mitl5 18 36,0 22,0 60,5% 4 C|HIHHB|C|B|HIH|C/|HIHHH{H/HIA|AA
P D2Mitl5 C/HHHH/B|C|IB{HHHIC/H{H{HHHIH|A|A|A
D D2Mit504 18 36,0 10,9 302% 5 B|C|B|C|H|B|B|H|B|H|C|C|C|H|B|B|H|B
P D3Mit204 H|C|B|B H/B|B/HIB{HIHHH/H/H|A|B
D D3Mitl47 16 32,0 12,3 383% 7 H|C/IH|B|C|C|B|C|H|C|H|B|H|A|H|H|/H|H
P D4Mit98 B|HICIHIHICIH|CI{H/HHH/H|C|B|B|A|B|H
D D4Mitl60 18 36,0 16,2 450% 5 B|B|B|C/H|CIHIHI B/ B H/HHH/B|B|H|H|H
P D5Mit251 HBHIC|HIHIB|B|B/H|C|B|H/H|B|H|B|H
D D5Mitl89 18 36,0 18,2 50,5% 4 H|C|CIHIHHH|C|H|HIH|C|B|H|H|B|H|B|A
P Do6Mit74 C|C|HIB/H|C/H|B|B|C|H|C/H/B|B|H|H|B
D D6Mit110 18 36,0 10,9 302% 5 H|B|B|B|H|C|H|B|C|B|H|C|H|B|B|A|H|B
P D7Mit55 HB|C/B|{C/HIH{H{CI{HIH|C|C|H|H|A|H|B
D D7Mit371 17 34,0 12,3 36,0 4 B|B|H C/|B|HIHIH|C|H|C|B|B|B|B|B|B
P D8Mit356 B|B|B|H|B|B|H|B|B|C|B|C|H|B|H|B|A|H
D D8Mit200 18 36,0 9,0 250% 6 H/H|C|{CIHIHIC|H|C|CIHH|C|H|H|A|H|H
P D9Mit66 HIBI[HI/CIHHH|C{H/HIH|C|B|C|B|B|A|H|H
D D9Mitl84 18 36,0 16,7 46,3% 6 H/B|H|C{H/HIH/B|/C|B|H|B|C|B|B|H|H|H
P DI10Mitl24 C/IHIB|B/B|HIB|CIH/HHH|B|C|B|H|{H|A|H
D DI10Mit73 18 36,0 14,2 395% 6 HIBIB|{C/HHH|C|C|H|B|C|H/HIH|B|H|H|H
P DI11Mitl9 B/B|B/H|B|B|B|B|B|B|B|B|B|B|B|B|B|B
D DI11Mitl00 18 36,0 2,0 56% 11 H|C|C|C|H|C/HIBIH/HIH/B{H/B|H|H|H|B
P DI12Mitl136 B|B|B B|B|{H|C|B|B|C|C|H|B|B|H|H|B
D DI12Mit79 17 340 0,5 1,5% 8 BI[H|C|HIB|H/H{B|{H{H/H|B|H|B|B|B|H|H
P DI13Mitl8 C|C|HIB/H|B|B|C|B|H|C|H/HH|B|A|H|H
D DI13Mit77 17 34,0 24,1 71,0% 2 H|H|C H|C|IB|C|{CIHIH/H{H{H|{H|{H|H|H
P DI14Mit222 C/HICICIHIHHHHHIHIC/H/H/HH/H|B|H|H
D DI14Mitl03 18 36,0 32,0 83,60 1 CIHH|CIBIHHHH|C|C/HIHIC{HIH|H|A|H
P DI15Mitl131 HBHIB|H/HHH|C|H|B|B|H/H|B|H|A|B|H
D DI5Mit96 18 36,0 10,9 302% 9 H|H|B|B|H|H|B|H|B|B|H|H|C|B|H|A|B|H
P D16Mitl65 B/HHBHHHHH|HH|C|B/H B/H/AB|A
D DI16Mitl91 18 36,0 16,2 450% o6 B|C|C|B/HIHI B H{B|HIH|C|{H/H|B|A|H|H
P D17Mit34 HHB/HCHCHH|CIHHC/HIB|B|H|B|B
D DI17Mit94 18 36,0 22,2 61,1% 2 HIHH{H{HHHHHIH/H/H|C|B|B|B|B|H|AA
P DI18Mitl47 C/HIBIHIC|C/IH|B|C|C|H|H|B|B|B|A|A|A
D DI18Mitl96 18 36,0 18,2 50,60 3 C|C|B|/H|B|C|H|C|H|C|H|B|C|B|B|A|A|H
P DI19Mitl129 B/ HHCIHIHIB|{H{H{C/IH/H|C|B/H|B|H|H|B
D DI19Mitl 18 36,0 14,8 409% 6 B|/B|H/HIHI/C/HIH{H|B|C|C|B|H|B|H|A|A

Tab. 3: Haplotypen - Schemata der neurologisch schwer betroffenen WR*-Tiere

Die

Auswertung der

WR*-Haplotypen

mit

dem

Lnterval

Haplotype

Analysis*®

Kartierungsprogramm von Neuhaus und Beier (1998) ergab eine signifikante Kopplung zum

Chromosom 14 (83,6%, grau unterlegt) und u.U. zum Chromosom 13 (71,0%) und dem

Chromosom 17 (61,1%). P = proximal gelegener Mikrosatellitenmarker, D = distal gelegener

Mikrosatellitenmarker, B = homozygot C57BI/6J, H = heterozygot Cast/Bl6, C = homozygot

Cast/Ei, N = Zahl der nicht betroffenen Tiere, n = Anzahl der untersuchten Tiere je Marker, 1-
18 = WR*-Individuen
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4.2.1 Segregationskartierung von Chromosom 14

Mit der Verwendung von verschiedenen Mikrosatellitenmarkern wurde versucht ein
moglichst gleichmafiiges und engmaschiges ,Netz“ tber das komplette Chromosom
14 zu ziehen, um Uber die entsprechenden Allelverteilungen eine genaue
Lokalisierung der wrmodl QTLs zu erreichen (vgl. Tab. 4). Gesucht wurden
chromosomale Regionen, in denen bei keinem der modifizierten Wobbler ein
homozygoter C57BI/6J Allelstatus vorzufinden ist. Wie aus der Tab. 4 ersichtlich wird
konnte ein solcher Bereich jedoch nicht eindeutig definiert werden, denn die
diagnostizierten Bruchpunkte der Rekombinationsereignisse der Tiere 5 und 16 (grau

unterlegt) mit homozygoten C57BI/6J Allelen sind gegenlaufig.
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Tab. 4: Segregationskartierung Chromosom 14

Dargestellt sind die Allelverteilungen der WR* Tiere fur die verwendeten
Mikrosatellitenmarker. M = Mikrosatellitenmarker, Mb = relative Position in Megabasen, B =
homozygot C57BIl/6J, H = heterozygot Cast/Bl6, C = homozygot Cast/Ei, 1 -18 = WR*

Individuen.
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Innerhalb der WR* F, BL6/Cast-Hybrid-Zucht zeigen die WR* Tiere sowohl
heterozygote Cast/BlI6 als auch homozygote Cast/Ei Allelverteilungen weshalb von
einem negativ dominanten Einfluss des wrmod1 Locus auszugehen ist.

4.2.1.1 Etablierung einer partiell kongenen Mauslinie (BI/C***"-

Wwr)

Zur Verifizierung der Kartierungsdaten wurde eine partiell kongene Mauslinie
(BI/C®*".wr) etabliert. Selektioniert auf den homozygoten Cast/Ei Allelstatus auf
Chromosom 14 mit den Mikrosatellitenmarkern D14Mit253 (7,5cM), D14Mit154
(30,6cM), D14Mit224 (42cM) und D14Mit94 (50cM) wurden drei Ruckkreuzungs-

generationen etabliert. In einem sich nach jedem Backcross anschlieBenden

Ccast14 Ccast14

Intercross (FxRi) wurden BI/ -wr x Bl/ -wr Verpaarungen durchgefihrt um
homozygote BI/C®®".wr Tiere zu ziichten. Aus beiden Verpaarungsstrategien,
FR®M4 und FRi®™ konnten sowohl WR, WR' und WR* Mause generiert werden.
Von insgesamt 47 Wobbler-Nachkommen zeigten 15 Tiere den intermediaren WR'
Phanotyp (drei FoR®®™  ein FRi®™ sechs F3R*™™, vier F3Ri®"™ und ein
F,R" und sechs Mause den schweren WR*Phanotyp (drei FsRi®"* zwei
FsR®™ und ein F,R®14),

Der Anteil der WR*-Tiere lag bei 45 % in der partiell kongenen Linie, im Vergleich zu
15% in der konventionellen F, —Zucht: ein eindeutiger Hinweis auf die Bedeutung des
Modifiers wrmod1 auf dem Chromosom 14.

Alle sechs schwer betroffenen WR*-Tiere wurden mit den in der Tabelle 4
angegebenen Mikrosatelliten genotypisiert. Die Haplotypen der kongenen WR* Tiere

sind in der folgenden Tabelle (vgl. Tab. 5) dargestellt.
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M Mb 1 2 3 4 5 6
D14Mit179 | 0,38 H H B H H H
D14Mit222 | 18,9 H H B H H H
D14Mit253 19 H H B H H H
D14Mit 45 29 H H B H H B
D14Mit152 | 37,9 H H B H H B
D14Mit154 | 48,6 H H B H C B
D14Mit37 53 H H H H C B
D14Mit39 | 59,2 H H H B C B
D14Mit236 | 60,5 H H H B H B
D14Mit68 | 62,9 H H H B H B
D14Mit224 | 64,7 H H H B H B
D11Mit03 | 72,8 H H H B H B
D14Mit263 | 79,6 B H H B H B
D14Mit105 | 92,6 B H H H H B
D14Mit94 | 95,1 B H H B H B
D14Mit197 | 96,3 B H B B H B
D14Mit131 | 111 B H B B H B
D14Mit266 | 112 B H B B H B

Tab. 5: Segregationskartierung der kongenen WR* Tiere auf Chromosom 14

Dargestellt sind die Allelverteilungen der WR*Tiere flr die verwendeten
Mikrosatellitenmarker. M = Mikrosatellitenmarker, Mb = relative Position in Megabasen, B =
homozygot C57BI/6J (grau unterlegt), H = heterozygot Cast/Bl6, C = homozygot Cast/Ei, 1 -
6 = WR* Individuen

In der partiell kongenen Linie konnten funf Rekombinationsereignisse auf
Chromosom 14 identifiziert werden, die allerdings - wie im Fall der F, Segregations-
kartierung - keine eindeutige QTL-Region flankieren.

Die Rekombinationsereignisse der Tiere 3 und 4 schranken zwar einen mdglichen
Kandidatengenbereich auf eine 10,6 Mb kleine Region zwischen den Mikrosatelliten
D14Mit154 (48,6Mb) und D14Mit39 (59,2) ein, die Rekombination des Tieres Nr. 6 ist
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allerdings gegenlaufig. Unter Umstanden wurde dieses Tier falsch klassifiziert, oder

es wurden trotz Selektion weitere QTLs in die kongene Linie vererbt. (vgl. 5.1.2).

A B ’ C D

19Mb _ | D14MIT253 Locus Chromosom
48,6,Mb_ll D14MIT154 Isgf3g ISGF3G | | 14911.2

b Psmel/2 PSME || 14p11.2-q11.2

s ¢ Ptk2b _

s £ N PTK2B 8p22-p1l

L Nfm NEF3 8p22-p21
59,2Mb [ D14MIT39 NEFL L1 8p21

L L 112Mb D14MIT266

Abb. 9: Lokalisation des neurologischen Modifiers wrmod1

A: Haplotypenschema von zwei rekombinanten WR*-Tieren aus der partiell kongenen Linie.
Die grauen Balken reprasentieren homozygote C57BI/6J-Allele, die weil3en Balken
heterozygote Cast/BL6-Allele. Die Lokalisation des QTLs wrmodl ist durch die
Doppelpfeilspitzen angegeben, die Grée in Mb. Innerhalb der kritischen Region wurden ca.
120 Gene annotiert. (Ensembl Mouse Genome Database: www.ensembl.org).

B: Ausschnitt des Maus Chr. 14 , mit Angabe von Mikrosatellitenmarkern und deren Position
in Megabasen (Ensembl Mouse Genome Database: www.ensembl.org)

C: Auswahl méglicher Positionskandidatengene,

Isgf3g interferon dep. transkriptfactor
Psmel/2 proteosom 1 u. 2

Ptk2b protein tyrosin kinase

Nfl neurofilament middle chain
Nfm neurofilament light chain

D: homologe Region auf dem humanen Chromosom 14q und 8q

4.2.2 Segregationskartierung Chromosom 13 und 17
Zu Beginn dieser Arbeit standen 13 modifizierte WR*-Tiere fur die Kopplungsanalyse
zur Verfugung. Im Verlauf der Dissertation konnten funf weitere WR* Tiere

diagnostiziert werden, deren genotypischen Daten zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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in die Kopplungsanalyse einflossen und damit zu Veranderungen in der prozentualen

Kopplungswahrscheinlichkeit fihrten (vgl. Tab.6).

Chromosom N =13 N =18
13 69,4 % 71,0%
14 85,2 83,3%
17 71,6% 61,1%

Tab. 6: Kopplungswahrscheinlichkeiten in Abhangigkeit der Anzahl genotypisierter
WR*-Tiere

Dargestellt sind nur die Chromosomen 13, 14 und 17 der Maus und die mit dem ,Interval
Haplotype Analysis* Programm ermittelten prozentualen Kopplungswahrscheinlichkeiten in

Abhangigkeit der Anzahl genotypisierter WR* Tiere.

Die Segregationsanalysen auf Chromosomen 13 und 17 wurden nur mit den am

Anfang dieser Arbeit Ubernommenen 13 WR*-Tieren durchgefuhrt (vgl. Tab.7und 8).

Marker cM 10111213

D13MIT306 | 3,3

D13MIT18 | 7,7

D13MIT19 | 14,2

D13MIT27 | 29,4

I T T @ @| >

D13MIT108 | 33,9

T O00|0|I|
T O/00|0|l0| N
O |O|T|IT| I w
T W W@ @ | T | T | o0
O |I|IT || W o
W 0 W W W 0| N
OO0 |0O| w
O|W|W| W I | W| ©
I | T|T | T | T O
T O|0O|0O|0|0
I | T | T|IT|IT|xT
I T |@W|IT|xIT|xT

D13MIT77 | 53,6

Tab. 7. Segregationskartierung Chromosom 13

Dargestellt sind die Allelverteilungen der WR* Tiere fir die verwendeten
Mikrosatellitenmarker. M = Mikrosatellitenmarker, cM = relative Position in centi Morgan, B =
homozygot C57BI/6J (grau hervorgehoben), H = heterozygot Cast/Bl6, C = homozygot
Cast/Ei, 1 -13 = WR* Individuen.



Ergebnisse 57

Marker cM 1

D17MIT34 | 9,8

D17MIT66 | 19,7

D17MIT86 | 27,3

I | T | XIT| X

j e (et ) B S B V)
I O0O|Wm| w
I, T | T | IT| &
IT|@W|(W| O
I T |IT | IT| o
I T T O N
I | T |xT|XIT| o
I O|0O|I| ©

I |@| @™ O

W | @ | T | O
W I | I | I

OO0 X

D17MIT94 | 40,4

Tab. 8: Segregationskartierung Chromosom 17

Dargestellt sind die Allelverteiungen der WR* Tiere fir die verwendeten
Mikrosatellitenmarker. M = Mikrosatellitenmarker, cM = relative Position in centi Morgan, B =
homozygot C57BI/6J (grau hervorgehoben), H = heterozygot Cast/Bl6, C = homozygot
Cast/Ei, 1 -13 = WR* Individuen.
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4.3 Neurofilament Akkumulationen im Perikaryon von Neuronen

Alle Gene innerhalb der QTL-Region sind aufgrund ihrer Position Kandidatengene. In
diesem Zusammenhang fielen besonders zwei Gene auf, die fur die leichten und
mittleren  Proteinuntereinheiten des Neurofilaments codieren. Neben der
neuronenspezifischen Expression existierte eine direkte Verbindung zu
neurodegenerativen  Erkrankungen, in deren Verlauf héaufig abnormale
Neurofilament-Ablagerungen beobachtet werden konnten (Hirano, 1996; Lee et al.,
1988). Aufgrund dieser Hinweise wurde versucht die Rolle des Neurofilaments im
Zusammenhang mit der wr-Mutation bzw. einen mdéglichen modifizierenden Einfluss

auf den Krankheitsverlauf zu analysieren.

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen die 160 kDa Untereinheit des Neurofilaments (NF-M) durchgefihrt,

die Detektion erfolgte mit einem Fluorophor konjugierten Zweitantikdrper.

Im Hirnstamm und Ruckenmark von Wobblern und modifizierten Wobbler-Tieren
konnten eindeutig perikale, neuronale Ablagerungen des Neurofilamentproteins NF-
M nachgewiesen werden. Im Vergleich zu Wobblern war die Anzahl der betroffenen
Neuronen in den untersuchten Geweben des ZNS bei WR* Mausen wesentlich
erhoht. Besonders in Regionen des Nucleus vestibularis des Hirnstamms konnte
eine grol3e, in Klustern auftretende Anzahl von Neuronen mit NF-M Ablagerungen
identifiziert werden (vgl. Abb. 10 A1-A3). Im WR-Rickenmark konnte mit dieser
Methode keine, im WR* Rickenmark nur mit Hilfe des ,konfokalen Laser Scanning
Mikroskops® (Modell Leica TCS SP2) vereinzelt abnormale NF-M Ablagerungen in

den Motoneuronen der grauen Substanz nachgewiesen werden (vgl. Abb. 10 B).
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WT WR WR* WR*

Abb. 10: Neurofilament-Ablagerungen im Perikaryon von Neuronen

A: Ausschnitt von NF-M Antikorperfarbungen aus dem Nucleus vestibularis des Hirnstamms
von adulten Wildtyp- (A1), Wobbler- (A2) und modifizierten Wobbler-Tieren (A3).

B: Aufnahme eines einzelnen WR* Motoneurons aus der grauen Substanz des cervikalen
Ruckenmarks. Die weilen Pfeile markieren Neuronen mit abnormalen Neurofilament-
Ablagerungen. Maf3stab 50 um

Im Elektronenmikroskop konnten im cervikalen Riuckenmark von 15 Wochen alten
WR- und WR*-Tieren eindeutig in langen parallelen Bindeln auftretende
Neurofilament-Ablagerungen im Perikaryon von Motoneuronen detektiert werden.
Die Anzahl solcher Neurone mit NF-Ablagerungen war im WR* Ruckenmark
wesentlich groBer als im WR Ruckenmark, wo lediglich vereinzelt und weniger
intensive Ablagerungen beobachtet wurden. In gleichaltrigen homozygoten Cast/BIl6
Hybriden (+/+) und Cast/Ei Wildtyp- (+/+) Méausen konnten solche Strukturen nicht
beobachtet werden (vgl. Abb. 11).



Ergebnisse 60

Abb. 11: EM-Aufnahmen von pathologischen NF-M Ablagerungen in Motoneuronen

des cervikalen Riuckenmarks

Deutlich sind faserig geblndelte NF-M Ablagerungen im Perikaryon einzelner Motoneurone
des cervikalen Ruckenmarks von modifizierten Wobblern zu erkennen (schwarze Pfeile). WT
= Cast/Ei (+/+), WR* Cast/BL6 (wr/wr). MalR3stab 1 um.

4.4 Degeneration der lumbalen Spinalnerven

Eine besondere Rolle spielen die Neurofilamente bei der Entwicklung bzw.
Aufrechterhaltung der Integritat von langen, grof3kalibrigen Axonen wie sie
vorwiegend in Motoneuronen vorkommen. Mutationen im Neurofilament kénnten
demnach zu neuropathologischen Befunden vor allem in den Spinalnerven fuhren.
Die Spinalnerven z&hlen zu den peripheren Nerven und werden durch die
Verbindung der dorsalen und ventralen Wurzeln gebildet. Funktionell werden die
sensorischen Informationen Uber die dorsalen Wurzeln dem Ruckenmark zugefuhrt.
In den ventralen Wurzeln verlaufen die efferenten motorischen Axone, die die
Muskeln innervieren, sowie die Axone des sympathischen und parasympathischen
Nervensystems.

Aus dem funften lumbalen Rickenmarksegment (L5 Wurzeln) wurden die
Spinalnerven prapariert. In den dorsalen Nervenbahnen konnten Kkeinerlei

Unterschiede zwischen Wildtyp, Wobbler und modifizierten Wobbler gefunden
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werden. Sowohl die Anzahl und die Form als auch die Myelinisierung der
sensorischen Axone scheint bei allen drei Phanotypen identisch zu sein (vgl. Abb.
12A).

In den motorischen Axonen der ventralen Nervenbahnen konnte dagegen eine
Vielzahl atrophierter Axone in WR- und wesentlich verstarkt in WR*- Nervengeweben
detektiert werden. Die betroffenen Axone erschienen kollabiert, einhergehend mit
einer Reduktion im Durchmesser, im Grad der Myelinisierung und einer irregularen
Form (vgl. Abb. 12B). Die motorischen Axone der Kontrolltiere, homozygote Cast/BI6
Hybride und Cast/Ei WT Mausen zeigten dagegen keine veranderten, abnormale
Nervenfasern.

Elektronenmikroskopische  Detailaufnahmen der motorischen  Spinalnerven
bestétigten die Bebachtungen am Lichtmikroskop. Die einzelnen Axone der WR und
WR* Tiere hoben sich eindeutig von den Wildtypen in Form und Durchmesser ab
(vgl. Abb. 12C). Des weiteren schien die Myelinscheide im WR und WR* -Axonen
reduziert zu sein. FUr eine genaue Analyse mussten hierfur jedoch die einzelnen
Myelinisierungsringe der Axone gezahlt, und anschlieBend statistisch ausgewertet

werden.
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Abb. 12: Degeneration der lumbalen Spinalnerven

Richardson-Blue gefarbte Semidinnschnitte der ventralen, sensorischen (A) und der
dorsalen motorischen (B) L5 Spinalnerven von adulten WT (+/+), WR (wr/wr) und WR*
(wr/wr). Maf3stab 50um

C: EM — Aufnahmen der dorsalen Axone von WT, WR und WR* in verschiedenen

VergroRerungen. Die weil3en Pfeile deuten auf stark degenerierte, die schwarzen Pfeile auf
Axone mit u.U. reduzierter Myelinscheide hin. Mal3stab 5um.
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4.5 Analyse der Kandidatengene Nfl und Nfm

Aufgrund der beobachteten physiologischen Parameter in der WR* Pathologie (NF-
Ablagerungen, lumbale Axonopathie der motorischen Spinalnerven) sowie der
Kartierungsergebnisse (Positionskandidat fur wrmodl) wurden die kodierenden

Regionen der Neurofilamentgene Nfl und Nfm sequenziert.

4.5.1 Sequenzanalyse

Fur die Sequenzanalyse der Gene Nfl und Nfm wurden die codierenden Regionen
mit einer Proof-Reading Polymerase (ThermoZyme™ DNA-Polymerase) amplifiziert,
anschlieBend mittels des PCR-Purification Kits von Qiagen aufgereinigt und
sequenziert. Die Rohdaten wurden assembliert und eine vergleichende
Sequenzanalyse zwischen den Mausstammen M. m. C57BI/6J (+/+), Cast/Ei (+/+)
und WR*-Tieren (wr/wr), mit homozygoten Cast/Ei Allelstatus am Nfm und Nfl Locus

durchgefuhrt.

4.5.1.2 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region des Gens Nfl

Die kodierende Region des Gens Nfl (2044bp; Acc. Nr. M13016) wurde in funf
Uberlappenden Fragmenten amplifiziert. Die Primerkombinationen die zur
Amplifikation eingesetzt wurden sowie die Sequenzierprimer sind unter Punkt
3.2.3.10 angegeben.

Die Sequenzalignments zwischen M. m. C57Bl/6J, M. m. Cast/Ei (+/+) und WR*

(wr/wr) ergaben eine 100 %ige Sequenzhomologie.

4.5.1.3 Vergleichende Sequenzierung der kodierenden Region des Gens Nfm
Die kodierende Region des Gens Nfm (2580bp; Acc. Nr. X05640), wurde in funf
Uberlappenden Fragmenten amplifiziert. Die Primerkombinationen die zur
Amplifikation eingesetzt wurden sowie die Sequenzierprimer sind unter Punkt
3.2.3.10 angegeben.

Die Sequenzalignments zwischen M. m. Cast/Ei (+/+) und WR* (wr/wr) ergaben eine

100 %ige Sequenzhomologie.

Anders verhielt es sich bei Sequenzalignments zwischen den Mausstammen M. m.
C57BIl/6J (+/+) und Cast/Ei (+/+). In der kodierenden Region des dritten Exons

konnten  drei  Punktmutationen identifiziert werden, die jeweils zu
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Aminosauresubstitutionen in der carboxyterminalen Doméane des NF-M Proteins
fuhrten. Eine A1829—G Punktmutation im AAA Codon fihrte zu einer
Aminosauresubstitution von Lysin zu Glutaminsaure (K609E). Die zwei weiteren
Punktmutationen betrafen einen C1884—G Austausch im CAC Codon, der eine
Aminosauresubstitution von Histidin zu Glutamin (H628Q) zur Folge hatte bzw. eine
T2096—C Mutation in einem CTG Codon, die zu einem Aminoaustausch von Lysin
zu Prolin (L699P) fuhrte. (vgl. Abb.13).

Alle drei Punktmutationen betrafen die Erkennungssequenz von Restriktionsen-
donukleasen (Hinfl, Alul und Sdul), wodurch sich ein spezifisches Bandenmuster fir
jede Mutation nach Auftrennung des Spaltungsansatzes durch Gelelektrophorese
ergab (vgl. Abb. 13 B1-B3). Fur die Restriktion-Fragment-Ladngen-Polymorphismen-
(RFLP) Analyse wurde mit den Primern (NFM 7 und NFM 10.1) ein 878bp grof3es
Nfm-PCR-Fragment amplifiziert und anschlieRend mit dem entsprechendem

Restriktionsenzym gespalten. Die Spaltprodukte sind im Folgenden aufgefihrt:

A1829—G Punktmutation betrifft eine Hinfl — Restriktionsschnittstelle
C57BI/6J: 377bp, 238bp, 174bp, 72bp, 17bp
Cast/Ei: 377pb, 133bp, 105, 174bp, 72bp, 17bp

C1884—G Punktmutation betrifft eine Sdul - Restriktionsschnittstelle
C57BI/6J:  425bp, 191bp, 262bp
Cast/Ei: 616bp, 262bp

T2096—C Punktmutation betrifft eine Alul - Restriktionsschnittstelle
C57BI/6J: 368bp, 103bp, 278bp, 95bp, 34bp
Cast/Ei: 471bp, 278bp, 95bp, 34bp,

Mit Hilfe des Hinfl RFLPs konnte der Allelstatus aller 18 modifizierten WR* am Nfm-
Locus charakterisiert werden. Insgesamt zeigten elf WR* Tiere eine heterozygote
Cast/Bl6, sechs eine homozygote Cast/Ei und ein Tier eine homozygot BI6

Allelverteilung am Nfm- Locus.
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Abb. 13: Punktmutationen im Nfm Gen der Mausstamme Mus musculus C57BI/6J und

M. m. castaneus

A1-A3: Sequenzdatenausschnitt der identifizierten Punktmutationen (schwarze Pfeile), die

entsprechenden Codons sind partiell eingefasst bzw. die daraus resultierenden Aminosauren

oberhalb der Einfassung angegeben.

Al: A1829—G Punktmutation im AAA Codon

A2: C1884—G Punktmutation im CAC Codon

A3: T2096—C Punktmutation im CTG Codon

B1-B3: Auftrennung der jeweiligen Spaltprodukte im Ethidiumbromid gefarbten Gel.
B1: Hinfl Spaltprodukte

B2: Sdul Spaltprodukte

B3: Alul Spaltprodukte

M = Marker (100pb-Leiter), B6 = M. m. C57BI/6J (+/+), Ca = M. m. Cast/Ei (+/+), F, =
Cast/BI6 -Hybride
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4.5.1.3.1 Spezies uUbergreifende Aminosauresequenzanalyse des NF-M Proteins
Um den Grad der Konservierung der substituierten Aminosauren zu Uberprufen,
wurde eine Spezies Ubergreifende Aminosauresequenzanalyse der carboxy-
terminalen NF-M Doméne bei verschiedenen Mausstdmmen, Ratte, Mensch und
Rind durchgefihrt (vgl. Abb.14). Die Aminosaure Lysin an Position 609 ist in allen
untersuchten Spezies konserviert.

Der H628Q Austausch betrifft eher eine gering konservierte Aminosaure, zudem ist
hier das castaneus Nfm-Allel mit der Aminosdure Q628 zumindest in Nagern
konserviert. Die dritte identifizierte Aminosduresubstitution L699P ist ebenfalls

C57BIl/6J spezifisch und bei allen analysierten Spezies hoch konserviert (vgl.

Abb.14).
A
Kopf ——— Rod Schwanz
§ 604 611
N coil 1A| |coil 1B|- | coil 2A] coiIZB§ Glu KSPKSP domane
B 596
C57Bl/6J iTEAEGEGEE——AEAKEEKKIEGKVEEVAVKEEI————KVEKPEKAKSPMPKSPV
CAST/Ei . TEAEGEGEE- -AEAKEEKKIEGKVEEVAVKEEI - - - -KVEKPEKAKSPMPESPV
rattus . TEAEGEGEE- -AEAKEEKKTEGKVEEMAIKEEI - - - -KVEKPEKAKSPVPKSPV
human . TEAEAEGEE- -AEAKEEKKVEEKSEEVATKEELVADAKVEKPEKAKSPVPKSPV
bovine . TEAEGEGEEAAAEAKEEKKMEEKAEEVAPKEELAAEAKVEKPEKAKSPVAKSPT
EE——VKPKPEAKAG——KGEEKE ———————— EEK---------- VEEE------------------
EE--VKPKPEAKAG--KGEQKE-------- EEK---------- VEEE--------—-—----—-—-—-—--
EE--VKPKPEAKAG--KDEQKE-------- EEK---------- VEE--------—-—-———-—-—-—-—-—-

EE--KGKSPVPKSP--VEEKGKSPVPKSPVEEKGKSPVPKS - PVEEKGKSPVSKSPVEEKAKSPV
TKSPTAKSPEAKSPEAKSPTAKSPTAKSPVAKSPTAKSPEAKSPEAKSPTAKSPTAKSPAAKSPA

—————————— KKEVTK-----------------ESPKEEKVEKKEEKPKDVADKKKAESPVKEKA
—————————— KKEVTK-----------------ESPKEEKVEKKEEKPKDVADKKKAESPVKEKA
—————————— KKEVAK-----------------ESPKEEKVEKKEEKPKDVPDKKKAESPVKEKA
PKSPVEEAKSKAEVGKG----- EQKEEEEKEVKEAPKEEKVEKKEEKPKDVPEEKKAESPVKEEA

PKSPVEEVKPKAEAGAEKGEQKEKVEEEKKEAKESPKEEKAEKKEEKPKDVPEKKKAESPVKAES

VEEVITISKSVKVSLEKDTKEE—KEQPQEKVKEKAEEEGGSEEEGSDRSPQESKKE..795
VEEVITISKSVKVSLEKDTKEE-KPQPQEKVKEKAEEEGGSEEEGSDRSPQESKKE. . . .
VEEMITITKSVKVSLEKDTKEE -KPQOQEKVKEKAEEEGGSEEEVGDKSPQESKKE. . . .
VAEVVTITKSVKVHLEKETKEEGKPLOQQEKEKEKAGGEGGSEEEGSDKGAKGSRKE. . . .
PVKEEVPAKPVKVSPEKEAKEEEKPQEKEKEKEKVEEVGGKEEGG----LKESRKE. . ..

Abb. 14: Spezies Ubergreifende Aminosauresequenzanalyse der carboxyterminalen
NF-M Domane
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A: Schematische Darstellung des NF-M-Proteins. Die Zahlen oberhalb des Schemas geben
die Aminoséaureposition des betroffenen KSP-Klusters an.

Partielles Aminosaurealignment der terminalen NF-M Doméne der Mausstamme C57BI/6J,
Cast/Ei, sowie der Spezies Ratte, Mensch und Rind. Die Polymorphismen sind mit einer
Pfeilspitze markiert und unterstrichen. Das mutierte geklusterte KSP-Motiv ist ebenfalls

unterstrichen

Zusatzlich wurden die Maustamme M. m. laboratorius NZB, AKR, Balbc, Sv129, CD1
und Mus spretus mit den entsprechenden RFLPs (vgl. Abb. 13) analysiert. Auch hier
zeigte sich, dass bei allen untersuchten Mausstammen die Aminosaure Lysin an
Position 609 hoch konserviert vorliegt.

Fur die identifizierten Polymorphismen ergaben sich die im Folgenden aufgelisteten
Nfm-Allelverteilungen (vgl. Abb. 15):

K609: M. m. laboratorius C57BIl/6J, M.m.l. NZB, M.m.l. AKR, M.m.l. BalbC, M.m.l.
Sv129, M.m.l. CD1, Mus spretus SEG

E609: M. m. castaneus

H628: M. m. laboratorius C57BI/6J, M.m.l. Sv129

Q628: M. m. castaneus, M. m. laboratorius NZB, M.m.Il. AKR, M.m.l. BalbC M.m.l.,
CD1, Mus spretus SEG

L699: M. m. laboratorius C57BI/6J, M. m. |. Sv129

P699: M. m. castaneus, M. m. laboratorius NZB, M.m.l. AKR, M.m.l. BalbC, M.m.l.
CD1, Mus spretus SEG

Abb. 15: Restriktionsspaltungen des NFM 7 / NFM 10.1 PCR-Produktes

Spezifisches Restriktionsmuster nach Auftrennung des Spaltungsansatzes durch
Gelelektrophorese und anschlieRender Ethidiumbromidfarbung. M = Marker (100bp-Leiter),
(NzZB, AKR, C57BI/6J = BI6, Cast/Ei, Sv129, SEG = Spretus, Balbc, CD1) = verwendete
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Mausstamme. Die weil3en Pfeilspitzen markieren jeweils das Restriktionsmuster des

Mausstammen Sv129 das dem des C57BI/6J-Stammes entspricht .

Neben den beschriebenen Nukleotid-Variationen konnte im zweiten Intron des Nfm-
Gens eine 57bp grol3e Cast/Ei spezifische Deletion identifiziert werden (vgl. Abb. 16).
Deletiert ist eine 19bp (AAC TGC ATG CCT GCC GCG C) umfassende dreifache
Sequenzwiederholung. Zum Nachweis wurde ein 676 bp groRes genomisches
Fragment mit den Primer NFM 12/ NFM Int D1 amplifiziert.

Cast

© —
= m LW

6760p
6190p

Abb. 16: Castaneus spezifische Deletion im zweiten Intron des Nfm-Gens.
Die amplifizierten Fragmentgrof3en sind in Basenpaaren angegeben. M = Marker (100bp-
Leiter), BI6 = homozygot C57BI/6J, F1 = heterozygot CAST/BI6, Cast = homozygot Cast/Ei.

Die entsprechende genomische C57BI/6J Sequenz mit Exon / Intron Grenzen ist im
Folgenden wiedergegeben. Die verwendeten Primer sind unterstrichen, die

castaneus spezifische Deletion ist kursiv und dick hervorgehoben.

Exon 2 (125 bp)

............... GGGGAACCAAGTGGGAAATGGCTCGTCATTTGCGAGAATACCAGGAT
CTCCTTAACGTCAAGATGGCCCTGGACATCGAGATCGCCGCGTACAG

Intron 2 (1436 bp)

gtacaggatctctgcagacttggtccagaccctacaggcactgcagaggctgctgecgaac
agccttccccacttaaaccaaagctggcctagtgagacaggctcagagcccectgactcececcece
agctcagttacgaacagaatcctaagtattacagatacaggtttaccaacctacttcagc
tttaaagagtgactacggagaagatcggggaggagggtggaactgggggagggaaccaaa
atatattgtatgaaaaagcccaaatatgcaccaaagaatagtacttttgagttgctgggg
gcgtagcaataggtttaaatttttgtttcaagcgtctgtatgtctgacaagcagatgaag
ttttcatttttagtatttcatctgatggttctcttttataaagccaaggacaaacaccag
gtcatgcttctcttctctttctgttacagcttactgttgccatcctctggectgagactag
atataggcacactagaatataggtgcacttactttaagtctatggataatatacatgcat
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tcaatctggatagaaatgtaaatttaatatatatttatctacatatgtaaagtgtgatac
cctcatatctagatctagacaagcgtgtatgtataaaaacatatagaactagacatatag
gcaaatataggtttgatctctttatctgtaaactggttctatctaggtctectgagtaat
gctgtctttectgttggeccagactcaaagcatacagectcecttgaggaggcagtcacttectg
taaggctgttacagcaagaataagctgcactgtctttttaagggaaccaaacgactgtac
caagagacattctgtcactgaacaaattataatttgcttcacctatattcgtatgtaget
ataatttaaattcatcaacattctgacttatgctcaatagttttaattttaaattgaaca
ttttatttgcttttaaaactcatagaaatcttggcaattcaaatgatgagggaggacacc
gtttgggggacaaagtgggttggccactagagaccattttagcacattcatactacacct
acagc aactgcatgcctgccgcgc aactgcatgcctgccgcge aactgcatgcctgce
cgcgc aactgcatgcctgccgcagagatgcatttactgactgggtgtggttagttgtet
actgggagtggctaggcactacagcagaggactgtctggcactcttggagaatctgcccc
Aggatatgataaacatgttgatgaaatggcagtaagcactcactgccctggtagaaagag
TAtttccttacgtggttctatttattcaaaagtgcccactacattaagcttgtggtaatg
aagattagaagaccaaacaagtctttcttgatgtctcatcctctttggttctctecttag

Exon 3 (1348 bp)
GAAACTCCTAGAGGGGGAAGAGACCAGATTTAGCACATTTTCAGGAAGCATCACCGGGCC
TCTGTAC. « ¢ it et e ee e e

4.5.2 Expressionanalyse der Gene Nfl und Nfm

Die Expressionsanalysen der Gene Nfm und Nfl wurden an den ZNS-Geweben
Grof3hirn, Kleinhirn/Hirnstamm und Ruckenmark von Wildtyp, Wobbler und
modifiziertem Wobbler mittels Real Time RT-PCR im light cycler (Roche, Idaho
Technologies) durchgefuhrt. Eingesetzt wurden jeweils die gepoolten Proben von
mindestens zwei, in den allermeisten Fallen jedoch von drei Tieren. Als interner
Standard wurde das Housekeepinggen Hprt (Hypoxanthin
Phosphorybosyltransferase) verwendet (Pernas-Alonso et al., 1996).

Zur relativen Quantifizierung wurde die Expression des Zielgens mit dem des
Referenzgens verglichen.

Ausgewertet wurden die crossing points (CP) bei einer definierten
Fluoreszenssignalschwelle (threshold level), bei der sich die PCR in der
exponentiellen Ampilfikationsphase befand. Im Anschluss an die letzte
Elongationsphase wurde jeweils eine Schmelzkurvenanalyse zur Identifizierung der

spezifischen Produkte durchgefuhrt.
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D1 D2
CP-Werte GH CP-Werte KH/HS
WT WT WR WR* WT WT WR WR*
(++) | (wri+) | (wriwr) | (wriwr) (++) | (wr/+) | (wriwr) | (wr/wr)
Nfl 20,41 | 20,77 | 21,21 | 21,97 Nfl 22,12 | 22,53 | 22,59 | 22,16
Nfm 23,72 | 2434 | 23.25 24,8 Nfm 24,34 | 25,88 | 2575 | 24,12
Hprt 21,48 | 22,48 | 21,63 | 22,26 Hprt 2541 | 27,45 | 25,64 | 24,75
Nfl/Hprt 0,95 0,92 0,98 0,98 Nfl/Hprt 0,87 0,82 0,88 0,89
Nfm/Hprt | 1,10 1,08 1,07 1,11 Nfm/Hprt | 0,95 0,94 1 0,97
D3
CP-Werte RM
WT WT WR WR*
(++) (wr/+) | (wriwr) | (wr/wr)
Nl 19,39 | 18,62 | 20,11 | 19,04
Nfm 2231 | 21,66 | 24,25 | 21,81
Hprt 24,03 | 23,06 | 22,85 | 22,25
Nfl/Hprt 1,24 1,24 1,14 1,12
Nfm/Hprt | 1,08 1,07 0,9 1,02

Abb. 17: Real Time Expressionsanalyse der Gene Nfl und Nfm in verschiedenen
neuronalen Geweben

A-C: Graphischen Darstellung des Fluoreszenzsignals wahrend der Real Time PCR der
Gene Nfl, Nfm, Hprt, in Rickenmarksgewebe von homozygoten WT (+/+), heterozygoten WT
(wr/+), WR (wr/wr) und WR* (wr/wr) Tieren. Der threshold level ist durch die rote Basislinie
gekennzeichnet, der entsprechende crossing point (CP) markiert.

D1-D3: Tabellen der crossing points bei innerhalb der
eponentiellen Amplifikationsphase, im unteren Teil der Tabelle sind die jeweiligen Quotienten
angegeben.

definiertem threshold level

D1: CP-Werte des GrolR3hirns, D2: CP-Werte des Kleinhirns und Hirnstammes, D3; CP-Werte
des Rickenmarks

GH = Grof3hirn, KL/HS = Kleinhirn/Hirnstamm, RM = Rickenmark
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In keinem Fall konnten signifikante Unterschiede in der Expression von WT, WR und
WR* in den analysierten neuronalen Geweben gefunden werden. Der Ubersicht
wegen wurden exemplarisch nur die Orginalgraphen der Expressionsanalyse der
Gene Nfl, Nfm und des Housekeeping Gens Hprt im Ruckenmark dargestellt (vgl.
Abb. 17).

4.6 Kreuzung von F; Cast/Bl6-Hybriden mit C57Bl6-mdf

Mit dieser Kreuzungsstrategie sollte Uber die Phéanotypisierung der homozygoten
C57BI6-mdf Nachkommen geklart werden, ob der castaneus spezifische wrmodl
locus eine Modifizierung von vergleichbaren aber genetisch anders determinierten
motorischen Systemerkrankungen ermdglicht.

Da zur Zeit noch keine mdf-Diagnostik zur Verfigung steht, musste der Allelstatus
durch aufwandige Ruckkreuzungen ermittelt werden, um anschliel3end heterozygote
(mdf/+) Tiere mit F, Cast/BI6 -Hybriden zu verpaaren. Alle Nachkommen wurden mit
verschiedenen Mikrosatellitenmarkern (D14Mit253, D14Mitl54, D14Mit224,
D14Mit94) bzw. dem castaneus spezifischen Nfm-Deletions Polymorphismus auf den
QTL hin analysiert (vgl. Abb. 16). Mit entsprechend durchgefiihrten Intercross-
Kreuzungen wurden homozygote mdf-Mause generiert die fur den QTL wrmodl
homozygot castaneus waren. Bei keinem dieser zur Zeit ca. 1 Jahr alten Tiere (N =
5) konnte ein den neurologischen Phanotyp modifizierender Einfluss beobachtet

werden.
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5. Diskussion

5.1 Modifizierter neurologischer Phanotyp der wobbler Maus

Innerhalb der reinen C57BI/6J-wr-Zucht konnte aufgrund des genetisch homogenen
Hintergrundes keine Variation in der Auspragung des wobbler-Phanotyps beobachtet
werden. Dies betrifft sowohl den ,Onset”, also den Zeitpunkt der sich im Phanotyp
manifestierenden neurologischen Symptome als auch den klinischen Verlauf der
Erkrankung.

Bei den fur die Kartierung des wr-Locus durchgefuhrten Intraspezies Kreuzungen
zwischen den Mausstdmmen Mus musculus C57BI/6J-wr X M. m. castaneus konnte
bei ca. ¥4 der Wobbler Nachzucht eine extreme Verstarkung des neurologischen
Phanotyps beobachtet werden. Dieser Einfluss kann nur auf die vom
Kreuzungspartner Cast/Ei eingebrachten modifizierenden Allele zurickgefihrt
werden. Da die betroffenen Wobbler nicht einheitlich sondern unterschiedlich stark
modifiziert waren, war es fur weitere Charakterisierungen und vor allem fur die QTL
Kartierung notwendig eine in sich homogene Untersuchungsgruppe zu bilden. Hierfur
wurden die Tiere mit gleicher klinischer Symptomatik visuell typisiert und in
Subphéanotypen zusammengefasst.

Hauptkriterium war das zeitliche Auftreten der Atrophie der Hinterextremitaten, die im
homogenen C57BIl/6J Hintergrund friihestens ab dem achten Lebensmonat, in der
Regel jedoch erst im finalen Stadium der spinalen Muskelatrophie (SMA) auftritt. Bei
den sehr stark betroffenen Wobbler-Tieren (WR*) konnten bereits um den Tag 40
p.n. erste Anzeichen einer Hinterbeinatrophie beobachtet werden, die in den
folgenden sechs Lebenswochen zu einer vollstdndigen Paralyse der Hinterbeine
fuhrte. Nur Tiere aus dieser Gruppe wurden fur weitere Untersuchungen eingesetzt.
Eine Variation im Onset der Erkrankung sowie signifikante Schwankungen im
Schweregrad der Atrophie der Vorderextremitaten konnten in keinem Fall beobachtet

werden.

5.1.1 Phé&notypisierung der WR*-Tiere

Als Folge der Muskelatrophie blieben die schwer betroffenen WR*-Tiere bezuglich
ihres Korpergewichts gegenuber unmodifizierten Wobblern zuriick. Aufgrund starker
individueller Schwankungen wurde dieser Parameter zur Klassifizierung allerdings

nicht genutzt.
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Der progressivere neurologische WR*-Krankheitsverlauf korreliert eindeutig mit einer
verstarkten Degeneration der Motoneuronen im Ruckenmark. Ebenfalls kann die
frhzeitige Atrophie der Hinterextremitaten durch die sich bis ins lumbale
Ruckenmark ausdehnende Neuronendegeneration erklart werden. Als Folge der
Neuronendegeneration konnte bereits von Rathke-Hartlieb et al. (1999) eine
verstarkte Astrogliose und eine reaktive Mikroglia in der wobbler Maus nachgewiesen
werden. Deren Ausmal} korreliert mit der Anzahl absterbender Neuronen in der WR*-
Maus.

Indirekt kann die progressive Degeneration der Motoneuronen bzw. die dadurch
bedingte Atrophie der Extremitaten Uber das Expressionsprofil des Acetylcholin-
Rezeptor-Gens (AChR) gefiuihrt werden. Nicotinische Acetylcholinrezeptoren nehmen
bei der Informationsiibertragung zwischen motorischen Nerven und Muskeln eine
zentrale Rolle ein. Als Folge einer fehlenden Innervierung kommt es zu einer
Reaktivierung der Expression der Rezeptoruntereinheiten (Sehehizade et al., 1997).
In der Extremitatenmuskulatur von WR*-Tieren konnte sowohl in den Vorderbeinen
(triceps-Muskel) als auch in den Hinterbeinen (Gastrocnemius/Soleus-Muskel) eine
signifikant verstarkte Reaktivierung der Expression des Transmitter-induzierten
lonenkanals nachgewiesen werden.

Die immunhistologischen und molekularbiologischen Befunde belegen eindeutig eine
verstarkte neurologische Pathologie des WR-Phanotyps und damit die Existenz
modifizierender Gene der wr-Mutation. Die ldentifizierung solcher ,Modifier* Gene,
bzw. ihrer Pathomechanismen kénnte einen wesentlichen Beitrag zum besseren

Verstandnis der Atiologie und Pathogenese neurologischer Erkrankungen leisten.

5.1.2 QTL-Kartierung

Ca. 15% der gesamten Wobbler-Nachzucht entsprach dem o.a. WR*-Phanotyp. Zur
QTL-Kartierung wurde basierend auf den Daten von 18 genotypisierten WR*-Tieren
eine genomweite Kopplungsanalyse mit dem ,Interval Haplotype Analysis“ Programm
von Neuhaus und Beier (1998) durchgefiihrt. Ein den WR-Phanotyp negativ
modifizierender QTL (wrmod1) konnte auf dem Chromosom 14 der Maus mit einer
Kopplungswahrscheinlichkeit von 83,3% ermittelt werden. Innerhalb des QTLs

zeigten die betroffenen WR*Tieren sowohl heterozygote (Cast/BL6) als auch
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homozygote CAST/Ei Allelverteilungen und lieferten somit den Beleg fir einen
dominant vererbten wrmod1 Locus.

Aufgrund der Heterogenitat der neurologischen Phénotypen kann auch von der
Existenz weiterer Ko-Modifier ausgegangen werden, die vermutlich in Kombination
miteinander bzw. mit unterschiedlichen Effektstarken den WR-Phanotyp
beeinflussen. Die Kopplungen zu Chromosom 13 (71,0%) und Chromosom 17
(61,1%) unterstitzen diese Vermutung.

Mit einer sich anschlieRenden Feinkartierung des Chromosoms 14 mit 18
polymorphen Mikrosatellitenmarkern, polymorph zwischen C57Bl/6J und Cast/Ei
bzw. mit der Auswertung von zwei Rekombinationsereignissen innerhalb der
kongenen QTL-Zucht konnte die Region auf einen Bereich von 10,6 Mb
eingeschrankt werden.

Die gegensatzlichen Rekombinationsereignisse der WR* Tiere 5 und 16 in der F,-
Segregationskartierung héangen vermutlich damit zusammen, dass die auf anderen
Chromosomen lokalisierten QTLs mit vergleichbaren Effektstarken sehr &hnliche
Phanotypen hervorbringen und somit keine eindeutige Genotyp — Phanotyp
Korrelation zulassen. Ebenso konnen QTLs mit unterschiedlichen Effektstarken
durch ihr additives Zusammenwirken einen Schwellenwert Uberschreiten und zur
Manifestation des beobachteten Phanotyps fuhren. Unter Umstanden existieren auch
im C57BI/6J-Hintergrund genetische Faktoren die mit den QTLs mehr oder weniger
stark interagieren und irrefihrende Kartierungsergebnisse zur Folge haben.

Die nicht eindeutigen Kartierungsergebnisse innerhalb der kongenen Linie
(gegenlaufiges Rekombinationsereignis des Tieres Nr. 6) kdnnten auch auf einer
falschen Klassifizierung beruhen. Alle WR*-Tiere wurden ausschlieZlich Gber den
Onset der Hinterbeinatrophie bzw. der vollstandigen Paralyse derselbigen innerhalb
der ersten zehn Lebenswochen in Subph&notypen zusammengefasst. Tiere, die
eigentlich der intermediaren Gruppe angehéren, konnten durch unentdeckte
Infektionskrankheiten, ungentigende Mauspflege oder aber unzureichende
Versorgung in ihrer Gesamtverfassung so beeintrachtigt worden sein, dass es zu
einer falschen Diagnose und somit auch zu einer falschen Typisierung kam. Diese
Annahme ist in sofern berechtigt, da die verwendeten Tiere aus einer konventionellen
Maushaltung stammen und somit Kkeine Hygienelberwachung bzw. eine

mikrobiologische Standardisierung im Sinne einer SPF-Haltung durchgefiihrt wurde.
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Des weiteren wurden nur drei Ruckkreuzungen durchgefihrt, wodurch der
genomische castaneus-Anteil im C57BI/6J Hintergrund um 87,5 % reduziert wurde.
Mit den restlichen 12,5% kénnten rein zufallig und nicht selektiv weitere QTLs in die
kongene Linie transferiert worden sein und so zu kontraren Kartierungsergebnissen
gefuhrt haben.

Zudem kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass auf dem Chromosom 14 zwei
fur die wr-Mutation spezifische QTLs kartieren.

Die inkomplette Penetranz spiegelt sich nicht nur in der zwar signifikanten aber doch
nicht absoluten Kopplung zwischen wrmodl und Cast/Ei-Allelen wieder. Bei vdllig
.-hormalen“ Wobblern ohne verstarkte neurologische Symptomatik konnten am
wrmodl Locus castaneus Allele nachgewiesen werden. Ebenso zeigten reinerbige
castaneus Wildtypen keinerlei neurologische Symptomatik wie z.B. akkumulierte

Neurofilamente im Perikaryon oder eine axonale Atrophie.

5.1.2.1 Kandidatengenbereich wrmod1

Innerhalb des 10,6 Mb gro3en wrmodl kritischen Intervalls, flankiert von den
proximalen Mikrosatelliten D14Mitl154 und dem distalen Mikrosatellitenmarker
D14Mit39, stellten anfangs alle dort lokalisierten Gene (www.ensemble.de) aufgrund
ihrer Position potentielle Kandidatengene dar.

Obwohl keine generelle Aussage Uber Gene gemacht werden kann, die ursachlich
fur motorische Systemerkrankungen verantwortlich sind (vgl. Tab. 2) wurde versucht
all jene Gene herauszufiltern, die in der Entwicklung, Funktion und Aufrechterhaltung
von Neuronen eine Rolle spielen.

Aus den ca. 120 Kandidatengenen konnten in diesem ersten Schritt die Gene
Clustrin (Clu), cathepsin B (Ctsb) und die Neurofilamente leichte (Nfl) und mittlere
(Nfm) Kette bestimmt werden.

In einer zweiten Annaherung wurde daraufhin eine breit angelegte Literaturrecherche
durchgefuhrt, um Gene zu identifizieren, die bereits im Kontext mit
neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben wurden.

In diesem Zusammenhang fielen wiederum die Gene fir die leichten und mittleren
Proteinuntereinheiten des Neurofilaments auf. Neben der neuronenspezifischen
Expression existierte eine direkte Verbindung zu neurodegenerativen Erkrankungen,
in deren Verlauf haufig abnormale Neurofilamentablagerungen beobachtet werden
konnten. Zeitgleich mit dem Abschluss der QTL-Kartierung wurde von Pernas-Alonso



Diskussion 77

et al., (2001) eine Uberexpression von Neurofilament im zentralen Nervensystem von
WR-Tieren nachgewiesen. Aufgrund dieser Hinweise wurde versucht die Rolle des
Neurofilaments im Zusammenhang mit der wr-Mutation bzw. einen mdglichen

modifizierenden Einfluss auf den Krankheitsverlauf herauszuarbeiten.

5.1.2.2 Kandidatengen Neurofilament mittlere Kette (Nfm)

Neurofilament Proteine (Nf-P) gehoren der Gruppe der Intermediéarfilamente an und
sind zusammen mit den Mikrotubuli und den Mikrofilamenten an der Bildung des
Zytoskeletts beteiligt. Neben der stabilisierenden, gestaltgebenden Funktion bilden
Neurofilamente ein Gerust zur Organisation von Mitochondrien und Mikrotubuli
(Hirokawa, 1991). Eine besondere Rolle spielen die Neurofilamente bei der
Entwicklung bzw. Aufrechterhaltung der Integritat von langen, grof3kalibrigen Axonen
wie sie vorwiegend in Motoneuronen vorkommen. Hier nehmen die Neurofilamente
bei der Ausbildung des Cytoskeletts eine raumfillende Funktion ein. Der
Durchmesser der Nerven wird indirekt Uber Phosphorylierungen der glutaminreichen
Schwanz-Domane reguliert indem dber die Abstol3ung der negativ geladenen
Phosphatgruppen der Abstand der Filamente beeinflusst wird.

Strukturell sind sie in den grof3kalibrigen Axonen in L&ngsrichtung orientiert und
kommen dort ca. drei- bis zehnmal so haufig wie Mikrotubuli vor. Mengenmalig
bilden sie ca. 13% des gesamten bzw. 54% des unléslichen Proteins und sind somit
die am haufigsten vorhandenen fibrillaren Komponenten des Axons (Grant and Pant,
2000). In der Zelle liegen die Nf-P meist vollstandig polymerisiert in 10 nm Fasern
vor.

Entsprechend ihres Molekulargewichtes werden die Neurofilamente in eine leichte
(Nfl ~ 68kD), eine mittlere (Nfm ~ 160kD) und ein schwere Untereinheit (Nfh ~
200kD) eingeteilt (Shaw, 1998). Allen Intermediarfilamenten gemeinsam ist eine
zentrale rod-Doméane, bestehend aus zwei helikalen Untereinheiten (coiled-coil), die
jeweils von einer nicht helikalen aminoterminalen head-domane und einer
carboxyterminalen tail-domane flankiert werden (Kandel et al., 1995).

Die Polymerisation Uber Dimere zu Protomeren bis hin zu den endglltigen
Intermediarfilamenten wird durch die Phosphorylierung bestimmter Epitope der
aminoterminalen head-Doméane reguliert (Julien und Mushynski, 1998; Pant et al.,
2000). Eine Assemblierung in 10 nm Filamenten setzt jedoch die Anwesenheit der

NF-L- Untereinheit voraus. Interessanterweise sind Neurofilamente fir die neuronale
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Entwicklung aber nicht zwingend erforderlich. Nfl ,knock-out* Mause bildeten zwar
Axone mit signifikant reduziertem Durchmesser und eine teilweise auftretende
Axonopathie aus, wiesen sonst allerdings ein weitgehend intaktes Nervensystem auf
(Zhu et al.,, 1997). Vermutlich kénnen andere Filamentsysteme den Ausfall der
Neurofilamente kompensieren, da neben der Uberexpression von Nfm und Nfh
ebenfalls eine Zunahme an axonalen Mikrotubuli nachgewiesen wurde.

Des weiteren kénnen Uber spezielle Proteine, die zu einer Quervernetzung der
Neurofilamente mit anderen Filamentsystemen flihren, Verbindungen aufgebaut
werden (Houseweart et al., 1999). Eine Verknupfung der Neurofilamente mit Aktin
und Mikrotubuli kann z.B. Uber die neuronale Isoform des multifunktionellen ,bullous
pemphigoid antigen* (BPAG) erfolgen. Inwieweit die strukturellen und funktionellen
Eigenschaften der beteiligten Filamentsysteme dadurch moduliert werden ist bisher

nicht bekannt.

5.1.2.2.1 Neurofilament - Aggregation versus Phosphorylierung

Im Hirnstamm (nucleus vestibularis) von WR*-Tieren konnten NF-Akkumulationen im
Perikaryon von Neuronen und vereinzelt in Motoneuronen des Ruckenmarks
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Sporadisch traten diese auch im WR-
Hirnstamm, jedoch kaum im Ruckenmark auf. Eine genaue Quantifizierung der NF-
positiven Neuronen in den entsprechenden neuronalen Geweben konnte nicht
durchgefuhrt werden, da nicht genigend Probenmaterial zur Verfigung stand. Die
pathologisch abnormen Ablagerungen von Neurofilamenten sind im Zusammenhang
mit der wr-Mutation sicherlich sekundérer Natur fuhren aber zu einer zusétzlichen
Beeintrachtigung von Funktion und Morphologie der Motoneuronen.

Nf-Akkumulationen treten haufig als charakteristisches Merkmal humaner
neurodegenerativer Erkrankungen auf. Bei der Amyotrophen Lateral Sklerose
konnen z.B. NF-Ablagerungen im Perikaryon und in proximalen Axonen der spinalen
Motoneurone nachgewiesen werden (Hirano, 1996). Bei Morbus Parkinson treten
Neurofilament immunreaktive Lewy-Kdrper auf (Galvin et al., 1997) und bei Morbus
Alzheimer Neurofilament-positive neurofibrillare ,tangles* (Lee et al.,, 1988). Im
Kontext der Erkrankungen sind die Ursachen der Neurofilamentablagerungen bisher
nicht eindeutig interpretierbar, nachweislich flihrten aber eine Dysregulation der
Expression (vgl. 5.1.2.2.4) sowie verschiedene Mutationen (vgl.5.1.2.2.5) in den Nf-

Untereinheiten zu abnormen Ablagerungen.
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Interessanterweise liegen die akkumulierten Neurofilamente bei neurodegenerativen
Erkrankungen hyperphosphoryliert vor (Miller et al., 2001). Ganz im Gegensatz zur
physiologischen Phosphorylierung, die im Perikaryon und in den proximalen Axonen
gering ist, in distalen Regionen des Axons dagegen stark zunimmt. Gleichfalls
korreliert der Transport der Neurofilamente in bzw. durch die grofR3kalibrigen Axone
zur Bildung des Cytoskeletts das wiederum funktionell in den allgemeinen
Stofftransport der Axone eingebunden ist mit dem Grad der Phosphorylierung ihrer
glutaminreichen terminalen Doméne (Jung et al., 1999; 2000; Yabe et al., 2001).
Demzufolge kbnnte  eine  aberrante Phosphorylierung entsprechender
Aminosaurereste  der carboxyterminalen tail-Domane die Akkumulationen
begilinstigen oder auslésen. Fir den immunhistochemischen Nachweis der NF-
Ablagerungen im ZNS der WR*Tiere wurde allerdings ein vom
Phosphorylierungszustand unabhéngiger NF-M-Antikdrper verwendet, so dass hier
keine Aussage uber eine mdgliche Hyperphosphorylierung der akkumulierten

Neurofilamente getroffen werden kann.

5.1.2.2.2 Neurofilament spezifische Phosphorylierungsmotive

Uberwiegend werden in der tail Domane Serinreste in Lys-Ser-Pro (KSP) Motiven
phosphoryliert, die in NF-M Proteinen geklustert und in NF-H Proteinen mit Uber
50fachen Wiederholungen in sogenannten Multiphosphorilisierungssites vorkommen
(Elhanany et al., 1994; Betts et al., 1997; Pant and Veeranna, 1995). Die
Aminosauresubstitution Lysin / Glutaminsaure im Codon 609 des castaneus Nfm-
Allels fuhrt zu einer Veranderung des KSP-Motivs in ein ESP-Motiv innerhalb eines
solchen Klusters [((KSPMPKSPKSPMPESP) vgl. Abb. 14] Die
Aminosauresubstitution betrifft zwar nicht den zu phosphorylierenden Serinrest, doch
wird durch die Veranderung des KSP-Motivs womdglich eine neues Target fur eine
vollig andere Kinase mit physiologisch anderer Bedeutung generiert. Denkbar sind
auch differenzierte Affinitdten der Kinasen zu den Motiven. Hierdurch kénnte das
Neurofilament Protein im pathologischen Kontext verédndert bzw. fehlgesteuert
werden, sodass es nicht mehr in die grol3kalibrigen Axone transportiert wird, sondern
in der Nervenzelle in unloslicher Form akkumuliert wird. Die besonders ausgepragte
lumbale Axonopathie der ventralen WR*-Nervenbahnen unterstiitzt die Theorie eines
gestorten Transportes. Des weiteren scheinen KSP abhangige Phosphorylierungen

die Nf-Untereinheiten vor proteolytischen Abbau zu schitzten, da dephosphorylierte
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Untereinheiten sehr schnell von Calpain, einer Calzium aktivierten Protease
abgebaut werden (Goldstein et al., 1987; Pant 1988).

5.1.2.2.3 KSP-Motiv spezifische Kinasen

Bisher wurden u.a. die folgenden KSP-Motiv spezifischen Kinasen beschrieben:
Mitogen-aktivierte Kinase (MAP Kinase) und Mitglieder der Stress-aktivierenden
Kinasen (SAPK1), die Glycogen-Synthase Kinase-3 (GSK3) und die neuronale Cyclin
abhangige Kinase (cdk5) (Pant und Grant, 2000). Inwieweit diese Kinasen in die
abnormale Phosphorylierung des Neurofilaments involviert sind ist bisher nicht
geklart. In der Alzheimer Pathologie sind allerdings genau diese Proteinkinasen in die
abnormale  Phosphorylierung des Tau  Protein  verstrickt, das im
hyperphosphorylierten Zustand seine Bindung an Mikrotubuli verliert und in der
Nervenzelle unlésliche Aggregate in Form von Neurofibrillen bildet. Das Tau Protein
zahlt zu den Mikrotubuli assoziierten Proteinen und fungiert als Abstandshalter
zwischen den Mikrotubuli, an denen die Motorproteine Kinesin und Dynein ihre
Transportfunktion entfalten.

Ebenfalls konnten in der carboxyterminalen Domé&ne von Neurofilamenten weitere
Phosphorylierungssites wie Valin-Serin-Prolin- (VSP) Lysin-Serin-Asparaginsaure-
(KSD) und interessanterweise auch hochkonservierte Glutaminsaure-Serin-Prolin-
(ESP) Motive identifiziert werden (Betts et al., 1997: Xu et al., 1992), Uber deren
Kinase-Spezifitdt bzw. Affinitat allerdings kaum Daten vorliegen.

Die hohe Konservierung der KSP-Motive zwischen den verschiedenen
Mausstdmmen, wie auch zwischen Maus, Ratte, Rind und Mensch bestéarkt die
Annahme, dass es sich um fundamentale Regulationseinheiten mit entsprechend

grol3er physiologischer Relevanz handelt.
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5.1.2.4.Transgene Mausmodelle

Wie an verschiedenen transgenen Mausmodellen gezeigt werden konnte, fuhrt auch
eine Deregulation der Neurofilament-Expression zu neuropathologischen Befunden.
Eine Veranderung im Expressionsniveau des Nfl Gens bewirkt eine Schwellung des
Perikaryons und der Axone. Phanotypisch kommt es zur Auspragung einer schweren
Muskelatrophie (Xu et al., 1993; Lee et al, 1994). Eine a&hnliche, aber
abgeschwachte neuronale Symptomatik entwickelten Mause mit einer erhdhten
Expression des Gens fiur die schwere NF-M-Untereinheit (Cote et al., 1993). Collard
et al. (1995) beschrieben zudem eine distale Atrophie der Axone bedingt durch einen
gestorten axonalen Transport bei der Uberexpression von mutierten Nfl.
Zusammenfassend zeigen alle Untersuchungsergebnisse an transgenen
Mausmodelle mit veranderter Neurofilament Expression eine eindeutige Stérung der
Integritat der Motoneurone.

Die lumbale Axonopathie der ventralen Nervenbahnen der WR*-Tiere ist nach
meinen Untersuchungen allerdings nicht durch eine Uberexpression der Nfl- bzw.
Nfm-Gene bedingt. Die durchgefihrten Quantifizierungen mit dem light cycler-
System konnte die von Rernas-Alonso et al. (2001) publizierte Uberexpression von
Nfm in Wobbler-Geweben (Hirnstamm und Rickenmark) nicht bestatigen. Es ist
deshalb anzunehmen, dass die beobachteten NF-Ablagerungen nicht durch eine

Uberexpression verursacht werden.

5.1.2.5 Risikogen Neurofilament ?

Bei weniger als 1% von 1300 untersuchten Patienten mit sporadischer, seltener mit
familiarer ALS konnten Deletionen oder Insertionen in den KSP-
Multiphosphorylierungsmotiven des NF-H Proteins an den Positionen 528, 790
(Figlewicz et al., 1994), 655, 663, 743 (Al-Chalabi et al., 1999), und 714 (Tomkins et
al., 1998) identifiziert werden. Diese vereinzelt auftretenden Mutationen sind
sicherlich nicht urséchlich fur das Krankheitsbild der ALS verantwortlich, stellen aber
madglicherweise Risikofaktoren dar, zumindest bei der sporadisch auftretenden Form
der ALS. Mutationen in dem Nfl-Gen scheinen dagegen primar fur die Entstehung
von Motoneuronen Erkrankungen verantwortlich zu sein. Eine A998—-C
Punktmutation im CAG Codon 333 des ersten Exons fiuhrt zu einer

Aminosauresubstitution von Glutamin zu Prolin (Mersiyanova et al.,, 2000) und
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phanotypisch zur Auspragung einer neuen Variante der Charot-Marie-Tooth (CMT)
Typ 2 Erkrankung. In kirzlich durchgefiihrten Studien konnten zahlreiche weitere NF-
L Mutationen bei CMT-Patienten identifiziert werden, die mit einem friihen Onset und
einer verstarkten Pathogenese einhergehen (De Jonghe et al., 2001; Jordanova et
al., 2003). Des weiteren konnte bei einem Parkinson-Patienten mit besonders
schweren Krankheitsbild eine Mutation in der NF-M Untereinheit (Gly336Ser)
diagnostiziert werden (Lavedan et al., 2002).

Diese Untersuchungen belegen eindeutig, dass Mutationen in den verschiedenen
Neurofilament-Untereinheiten fir neurodegenerative Erkrankungen préadisponieren,
diese modifizieren oder aber auch ursachlich fur diese verantwortlich sein kdnnen.
Neben den bereits diskutierten Aminosdureaustausch im KSP-Motiv konnten zwei
weitere in der carboxyterminalen Domane des castaneus Nfm-Gens identifiziert
werden: Eine Mutation fuhrt zum Aminosdureaustausch von Glutamin zu Histidin an
Position 628, eine weitere zur Substitution von Leucin zu Prolin an Position 699. Der
H628Q Austausch fuhrt zwar zu einer Veranderung der Netto-Ladung des Proteins,
der geringe Grad der Konservierung des Glutamins an dieser Position (nur in
Nagern) deutet aber - wenn Uberhaupt - nur auf eine geringe funktionelle Relevanz
hin. Die Substitution der hoch konservierten Aminosaure Prolin (in Saugern) zu
Leucin tritt C57BIl/6J-stammspezifisch auf. Die Substitution ist insofern interessant,
da Prolin durch die Versteifung der sonst beweglichen Bindung zur benachbarten
Aminosaure einen "Wendeknick" bewirkt. Da allerdings der C57BIl/6J-Mausstamm
das nicht konservierte Allel tréagt, kann davon ausgegangen werden, dass das
castaneus-Allel nicht fur die Verstarkung des neurologischen Phanotyps
verantwortlich ist. Unter Umstanden kénnte dem BI6-Allel eine protektive Funktion

zukommen.

5.1.3 Spezifitat des wr-QTLsS

Im Hinblick auf die physiologische und auch pharmakologische Relevanz sollte die
Spezifitat des wrmodl Locus untersucht werden bzw. der Frage nachgegangen
werden, ob auch eine Modifizierung von pathologisch vergleichbaren, aber genetisch
unterschiedlich determinierten motorischen Systemerkrankungen mdoglich ist. Hierfur
wurde eine fir die Fragestellung geeignete Mauslinie generiert. Als Donorstamm
dienten F; Cast/Bl6-Hybride, als Akzeptorstamm wurde der hauseigene C57BI/6J-

mdf Mausstamm verwendet.
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Die mdf-Mutation (muscle deficient) trat 1974 spontan im Inzuchtstamm C57BIl/6J auf
(Womack et al., 1980) und zeigt einen autosomal rezessiven Erbgang. Kartiert wurde
die mdf-Mutation auf dem Chromosom 19 der Maus (Sweet, 1983). Phanotypisch
zeigen die betroffenen Tiere nach funf bis sechs Wochen einen watschelnden Gang
(waddling gait) der Hinterextremitdten mit gelegentlichem Tremor. Die Mutation ist
durch eine progressive Motoneuronendegeneration (Blot et al.,, 1995) und einer
intensiven Degeneration der Typ 1 und Typ 2 Muskelfasern charakterisiert. Die
Lebenserwartung homozygoter Tiere (mdf/imdf) ist normal, allerdings sind die
mannlichen Tiere steril bzw. die Weibchen nur eingeschrankt fertil.

Da zur Zeit noch keine Diagnostik zur Verfigung steht, mul3te der mdf-Allelstatus
durch aufwandige Ruckkreuzungen ermittelt werden, um anschlielRend heterozygote
(mdf/+) Tiere mit F, Cast/BlI6-Hybriden zu verpaaren. Alle Nachkommen wurden mit
verschiedenen Mikrosatellitenmarkern (D14Mit253, D14Mit 154, D14Mit 224, D14Mit
94) bzw. dem Deletions-Polymorphismus (vgl. Abb. 16) auf den QTL hin analysiert.
Durch entsprechend durchgefiihrte Intercross-Kreuzungen wurden homozygote mdf-
Mause generiert, die entweder heterozygote oder homozygote castaneus
Allelverteilungen bezogen auf Chromosom 14 bzw. den QTL zeigten. Bei keinem
dieser zur Zeit ca. 1 Jahr alten Tiere (n=5) konnte bis heute ein den neurologischen
Phanotyp modifizierender Einfluss beobachtet werden. Mit diesen Ergebnissen kann
allerdings zur Zeit noch nicht eine mdgliche Interaktion zwischen der mdf-Mutation
und wrmodl ausgeschlossen werden. Eine geringe QTL-Effektstarke konnte in
Verbindung mit der mdf-Mutation entweder phanotypisch nicht in Erscheinung treten
oder sich erst in einem spateren Lebensalter manifestieren. Zudem sollte neben der
aus Zeitgrinden vorgenommenen visuellen Phanotypisierung immer eine detaillierte
Analyse der verschiedensten histologischen und biochemischen Parameter erfolgen.
Auch konnte ein auf Microarray basierendes spezifisches Expressionsprofil erstellt

werden um nach differenziell exprimierten Genen zu suchen.

5.1.4 Weitere QTLs der wr-Mutation

Mit dem Kartierungsprogramm (Interval-Haplotype-Analysis) von Neuhaus und Beier
(1998) konnten zwei weitere wr-abhangige QTLs auf den Chromosomen 13 und 17
kartiert werden. Basierend auf der Genotypisierung von 18 WR*-Tieren konnte eine

chromosomale Kopplungswahrscheinlichkeit von 71,0% auf Chr.13 und 61,1% auf



Diskussion 84

Chr.17 ermittelt werden. Eine sich anschlieBende Segregationskartierung mit
polymorphen Mikrosatellitenmarkern ergab zwar keine eindeutige Regionen mit
ausschlieBlich homozygoten Cast/Ei- oder heterozygoten Cast/Bl6-Allelen, was
letztendlich auch aufgrund des polygenen Vererbungsmodus nicht zu erwarten war.
Distal vom Mikrosatelliten D13Mit108 auf Chromosom 13, bzw. proximal vom
Mikrosatelliten D17Mit66 auf Chromosom 17 konnten allerdings nur bei einem von
dreizehn Tieren homozygote C57BI/6J-Allele gefunden werden. Zur Verifizierung der
QTL-Kartierung bzw. um die Fehlerquelle falsch positiv detektierter QTLs zu
minimieren sollten alle weiterhin auftretenden WR*-Ph&notypen in einer flr das
verwendete Intervall-Programm erforderlichen genomweiten Kopplungsanalyse
genotypisiert werden. Des weiteren kénnten die QTLs in einer kongenen Mauslinie
Uberpruft werden, indem sie separat oder in verschiedenen Kombinationen mit
wrmodl eingekreuzt werden. Eine sich anschliel3ende genaue Phénotypisierung der
WR-Nachkommen konnte Hinweise auf die Effektstarken oder die Abhangigkeiten
zueinander geben.

Auf dem Chromosom 13 konnten bereits zwei QTLs flr neurodegenerative
Erkrankungen kartiert werden (nmd-Mutation,Cox et al., 1998; ALS mouse model,
Kunst et al., 2000), wodurch die Annahme eines hier lokalisierten wr-QTLs genahrt
wird bzw. es auch durchaus denkbar wére, dass einer dieser QTLs einen

modifizierenden Einfluss auf den wobbler Phanotyp ausubt.

5.1.4.1 Intermediare WR-Phanotypen

In die Gruppe der intermediaren Wobbler wurden alle Tiere eingeteilt, bei denen die
Atrophie der Hinterbeine zu einem Zeitpunkt auftrat, der zwischen dem der WR* und
dem der ,normalen* WR-Tiere lag. Des weiteren konnte bei keinem dieser Mause
eine vollstandige Paralyse der Hinterextremitaten wie bei den WR*-Tieren
beobachtet werden. Innerhalb des Zeitrahmens der vorliegenden Arbeit wurden den
intermediaren Wobblern (n=44) lediglich Gewebeproben entnommen, um zumindest

die Voraussetzung fur weitere Analysen bzw. QTL—Kartierungen zu ermdglichen.

5.1.5 Kongene Zuchtstrategie
In einer speziellen Kreuzungsstrategie konnten die Kartierungsdaten verifiziert

werden. Durch die Etablierung der kongenen Mauslinie konnte der Anteil der negativ
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modifizierten WR*-Phanotypen von 15% auf 45% gesteigert werden. Auch in dieser
Wobbler-Nachzucht konnte wieder eine Heterogenitat der WR-Phanotypen
beobachtet werden, obwohl der castaneus Hintergrund mit jeder Rickkreuzung um
50% reduziert wird. Bei drei durchgefihrten RuUckkreuzungen sind an der
Auspragung des Phanotyps nur noch ca. 12,5% castaneus Allele beteiligt. Unter
Umstanden finden hier Interaktionen zwischen dem wrmodl Locus und protektiven
Genen aus dem C57BI/6J Hintergrund statt, die zur unvollstandigen Penetranz

fuhren.

5.1.6 Differenzielle Genexpressionsanalyse

Mit der Analyse der differenziellen Genexpression kénnen krankheitsrelevante und
auch QTL abhangige Gene der Wobbler Krankheit aufgespirt werden. Ein Vergleich
der mRNAs aus den betroffenen Geweben wie Kleinhirn, Hirnstamm und
Ruckenmark zwischen WT- und WR*-Tieren kann wichtige Anhaltspunkte tber
differenziell exprimierte cDNAs liefern und damit direkte Einblicke in die
pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung geben.

In Zusammenarbeit mit der GSF (Forschungszentrum fur Umwelt und Gesundheit,
Munchen) wurde eine Bio-Chip-Analyse zur differenziellen Genexpression im
Ruckenmarksgewebe durchgefihrt. Um individuelle Schwankungen in der
Genexpression so weit wie mdglich zu minimieren, wurden jeweils Gewebeproben
von funf adulten Wildtypen und modifizierten Wobbler-Tieren gepoolt und die
aufgereinigten mRNAs zur Hybridisierung in der Microarray-Technik eingesetzt. Mit
Hilfe dieser Technik koénnen in einem einzigen Durchlauf alle differenziell
exprimierten Gene herausgefiltert werden, deren ,counterparts* auf dem Microarray
reprasentiert sind und somit die aktuelle Genaktivitait zum Zeitpunkt der
Gewebspraparation ermittelt werden. Der von der Arbeitsgruppe um J. Becker
hergestellte und verwendete Microarray (2003) reprasentiert ca. 20.000 Mausgene
und enthalt somit ca. 75% des codierenden Mausgenoms. Insgesamt konnten
dreizehn differenziell exprimierte Gene nachgewiesen werden, von denen allerdings
keines auf den mit WR* gekoppelten Chromosomen 13, 14 und 17 lokalisiert ist.
Inwieweit diese Gruppe primar mit der wr-Mutation bzw. mit dem wrmodl Locus
assoziiert ist oder falsch positive Signale darstellen hangt im Wesentlichen von der

Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse ab.
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5.2 Modifiergene der WR-Spermatogenese

Analog zur ldentifizierung des neuronalen wrmodl Locus der wobbler Maus sollte
neben der weiteren Charakterisierung des WR® Phanotyps die Analyse madglicher
Kandidatengene stehen. Der bereits von A. Mussmann (Diplomarbeit, 2002) kartierte
wrsprm QTL erstreckt sich tber eine Region von ca. 20 cM und wird distal vom
Mikrosatelliten D10Mit118 flankiert. Innerhalb dieser Region konnten (ber
Datenbankrecherchen funf testisspezifische Gene ermittelt werden, bei denen
allerdings keine differenzielle Genexpression zwischen WT und WR® nachgewiesen
werden konnte (pers. Mitteilung A. Mussmann, laufende Dissertation, 2003). In
diesem Zusammenhang ist es zwingend erforderlich den Kandidatengenintervall zu
verringern. Hierzu sollte die kongene Zuchtstrategie intensiviert und nach
Rekombinationsereignisse innerhalb des Intervalls gescreent werden.

Des weiteren sollte die Funktionalitat der modifizierten Spermien mittels in vitro
Fertilisation (IVF) eindeutig nachgewiesen werden. Hierflr sollten Spendertiere mit
dem hdchsten prozentualen Anteil an morphologisch intakten Spermien genutzt
werden. Zudem sollten die aus der IVF erhaltenen Zweizellstadien in entsprechende
Leihmutter transferiert werden, um Uber die Nachkommen den direkten
Fertilitatsnachweis zu fihren.

Die identifizierten WR* und WR>-Tiere treten véllig unabhéangig voneinander auf. Im
Laufe dieser Arbeit konnten sowohl Tiere mit ausschliel3lich veréanderter
neurologischer Symptomatik bzw. solche mit modifizierter Spermiogenese
beobachtet werden, als auch solche bei denen beide Defekte modifiziert waren.

5.3. Ausblick

Vordringliches Ziel sich anschlielRender Arbeiten sollte es sein, einen zweifelsfreien
Nachweis darliber zu fuhren, in welcher Art und Weise das mutierte castaneus Nfm-
Allel in die Pathogenese der wr-Mutation involviert ist. Eine genaue Analyse des
Phosphorylierungsmusters mit diagnostischen Antikdrpern gegen Epitope des
mutierten KSP-Motivs waren hierfir sicherlich hilfreich. Ebenso eine vorherige
Saulen-chromotographische Aufreinigung der NF-M-Proteine.

Eine hypothetisch angenommene Translokationsstérung der NF-M Untereinheit in die
distalen Bereiche der Axone konnte sich in einer Reduktion der motorischen

Axonkaliber im C57BI/6J-mdf -Hintergrund zeigen ohne dabei einen Phanotyp
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hervorzurufen. Eine Analyse der Durchmesser der lumbalen Axone der motorischen
Nervenfasern ist bereits in Planung. Des weiteren sollte der Einfluss aberranter
Phosphorylierungen der Neurofilamente auf deren assoziierte Proteine bzw. auf
deren modulierende Eigenschaften untersucht werden. Besonderes Augenmerk
sollte in diesem Zusammenhang auf die Motorproteine des Mikrotubuli-Dynein-
Kinesin-Systems gelegt werden. Diese Translokationsproteine sind maf3geblich am
Aufbau motiler Strukturen beteiligt. Hierflr wirden sich entweder radioaktiv markierte
oder NF-M/GFP-Fusionsproteine anbieten, deren axonaler Transport in Zellkulturen
analysiert werden kénnte.

Das es sich bei dem Modifier wrmodl tatséchlich um das castaneus Nfm-Allel
handelt, kann nur in ein ,knock-in* Experiment zweifelsfrei nachgewiesen werden.
Hierzu muisste das castaneus Nfm-Allel Uber embryonale Stammzellen in den
C57BI/6J-wr Hintergrund transferiert und die transgenen WR-Nachkommen auf den
WR*-Phanotyp untersucht werden.

Zur Uberpriifung der Spezifitat sollte durch entsprechende Verpaarungsstrategien
der wrmod1 Locus selektiv in andere neurodegenerative Mausmutanten eingebracht
werden. Ergeben sich hieraus Anhaltspunkte auf weitere modifizierende Einflisse,
konnten sich vielleicht therapeutische Anséatze entwickeln, die auch fur die
Behandlung von humanen spinalen Muskelatrophien von grol3em Interesse waren.
Zudem sollten die Kartierungen der QTLs wrmod 2 (Chr.13) und wrmod 3 (Chr. 17)
weiter vorangetrieben werden. Entsprechendes gilt fir die Kartierung von moglichen
QTLs der intermediaren WR-Phanotypen bzw. deren exakte Charakterisierung.
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7. Anhang

7.1 Publikationen

7.1.1 Genetic modifiers that aggravate the neurological phenotype of the wobbler
mouse
NeuroReport, 2002, 13: 535-539

7.1.2 Comparative transcription map of the wobbler critical region on mouse
chromosome 11 and homologous region on human chromosome 2p13-14
BMC Genetics 2002, 3: 14

Die Publikationen dirfen aus urheberrechtlichen Grinden an dieser Stelle nicht
veroffentlicht werden, kdnnen aber unter den folgenden Internetadressen abgerufen
werden.

[ http://www.lwwonline.com/article.asp?l SSN=0959-4965& VOL =13&ISS=4&PAGE=535|

[http://www.biomedcentral.com/1471-2156/3/14 |
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7.2 verwendete Abkirzungen

Bp
BSA
cDNA
cer
DEPC
DNA
dsDNA
DTE
EDTA
GTP
IPTG
IVF

Kb
lum
Mb

Mit
MRNA
NCBI
Nf
Nf-P

0. a.

0. 0.
PBS
PCR
RNA
RNase
rpm
RT
SDS
SSC

Basenpaar

bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
copy-DNA

cervikal

Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonucleinsdure

doppelstrangige DNA

Dithioerythritol

Ethylendiamintetraacetat
Guanosintriphoshat
Isopropyl-1-thio-3-D-Galaktosid

in vitro Fertilisation

Kilobasen

lumbal

Megabasen

Massachusetts Institute of Technology
messenger RNA

National Center for Biotechnology Information
Neurofilament

Neurofilament Protein

oben angegeben

oben genannte

phosphate buffered saline

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

rotation per minute

reverse Transkription
Sodiumdodecylsulphate
Standard-Saline-Citrat-Puffer
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TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Units (Enzymeinheiten)

u.U. unter Umstanden

WR Wobbler Phanotyp

WR* stark modifizierter neurologischer Wobbler Phanotyp

WR' intermediar modifizierter neurologischer Wobbler Phanotyp
WR?® in der Spermatogene modifizierter Wobbler Phanotyp

WT Wildtyp Phanotyp

ZNS zentrales Nervensystem

7.3 Bezugsquellen fir Chemikalien

GIBCO BRL, Gaithersburg: Agarose Ultra Pure, Kanamycin, Sucrose

JT BAKER, Holland: Ethanol, Salzsaure, Wasserstoffperoxid

MERCK, Darmstadt: di-Natriumhydrogenphosphat, Natriumacetat

ROTH, Karlsruhe: Phenol, EDTA, NacCl

SERVA,; Heidelberg: Borséure, Agar Agar, Lauroylsarcosine Na-Salt, Citrat,

Pepton Yeast Extract

SIGMA, Steinheim: D-Glucose, Isoamylalkohol, Glycerol, Isopropanol, Mineraldl,

3-Mercaptoethanol, Tris, BSA, Ampicillin, DTE

7.4 Bezugsquellen fur Materialien und Gerate

ABIMED, Langenfeld: automatische Pipetten

BIOMETRA: Trio-Thermoblick (Thermocycler), F10-VC (temperierbares
Wasserbad)

EPPENDORF, Géttingen: Thermomixer 5436, Zentrifuge 5414, Photometer

HEREAUS CHRIST, Osterode: Biofuge A

HETTICH, Tuttlingen: Rotanta/S (Tischzentrifuge)

JANKE & KUNKEL, Staufen i. Br.: Vibrofix (Vortex), lkamag RET (Magnetrihrer
mit Heizplatte)
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SATRORIUS: 1403MP, universal (Feinwaagen)
SAVANT INSTRUMENTS INC.: Speed Vac Concentrator
TECHNE: Thermocycler Progene und Genius
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