Untersuchung potentieller Zielgene
des nicht-kanonischen Wnt-
Signalwegs

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
Dr. rer. nat.
der Fakultat fiir Naturwissenschaften
der Universitat Ulm

vorgelegt von
Susanne Gessert

aus Ulm

2007



Amtierender Dekan: Prof. Dr. Klaus-Dieter Spindler
1. Gutachter: Prof. Dr. Dr. Walter Knéchel
2. Gutachter:

Tag der Promotion:



Inhaltsverzeichnis

1 EINI@IUNG e 7
1.1  Xenopus laevis als Modellorganismus der Entwicklungsbiologie............. 7
1.2 WNE-SIQNAIWEGE ...t 8

1.2.1 Der kanonische Wnt-Signalweg ...........coov i 9
1.2.2 Nicht-kanonische Wnt-Signalwege ... 11
1.3 Potentielle Zielgene des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs ................ 13
1.3.1 Pescadillo und seine Rolle in der Entwicklung...........ccovviiiinnnnnn. 14
1.3.2 RGM A und seine Bedeutung in der Entwicklung ...........cccccccoooe. 15
1.3.3 DM-GRASP und seine Rolle in der Entwicklung...........cccouvvieenen. 20
1.4 Zielsetzung dieser ArDeit........coooiiiiiiiiiiii s 24

2 Materi@l ... 25

P20 R O 1o =V 1 (< 1 1= o TSP 25
211 VErSUCHSHIEIE ... 25
21.2 BakteriensStamme ... ... 25

2.2 NUKIEBINSAUIEN ...t 25
2.2 1 VEKIOIBN. . 25
2.2.2 CDNA-KIONE ...t e e eeeaaaeas 25
2.2.3  Oligonukleotide und Morpholino-Oligonukleotide............c.c.cccce...... 27

2.3 ENZYME e 29

2.4 ANTKOIPET ... 29

2.5 Nahrmedien Und ZUSALZe.........cooooiiiiiiiiiiiii e 30

2.6 LOsuNgen uNd PUFTEI........ooeiiiiii e 30

2.7 ChemIKAlBN ....uueiiee e 37

2.8  Radiochemikalien...........ooouiiiiiii 39

P28 N ] £ 39

200  GBIALE ...ttt a e e e e eaaaas 40

200 SONSHGES - ettt e ettt e e e e e et et b e e e e e e e e nr b e e e e 41

3 Methoden ... 42

3.1 Arbeiten mit XeNOPUS l@€VIS........ccciiiiiiiiiiiiee e 42
3.1.1 Haltung der VersuChStiere...........oouuuiiiii i 42
3.1.2 Stimulation von Xenopus laevis Weibchen zur Eiablage................. 42
3.1.3 In-vitro Befruchtung von Xenopus laevis Eiern ............ccccceevvvvnnnnnn. 42
3.1.4 Entfernen der Gallerthille von Xenopus laevis Eiern...................... 42

3.2 MIKIOINJEKLION ...t e e 42
3.2.1 Herstellung von Injektionsnadeln ... 42
3.2.2 Die MIKroinjeKtioN...........oiiiii e 43
3.2.3 Entwerfen eines antisense Morpholino-Oligonkuleotids.................. 43

3.3  Immunohistochemische und histologische Methoden............................ 44
3.3.1 Fixierung von EmMbBryonen ... 44
3.3.2  Whole mount in-situ HybridiSierung ...........cccooeeiniiiiiiieiiiiiiinneeeeee, 44
3.3.3 Doppel-whole mount in-situ Hybridisierung..............ccccvvvvvciinnnnnnn. 47
3.34 BrdU-Markierung von Xenopus laevis Embryonen ......................... 48
3.3.5 TUNEL-Markierung von Xenopus laevis Embryonen...................... 50

3.3.6 Bleichen von EmbBryonen ... 52



3.3.7  Transparenzbhandlung von Embryonen...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiinnnnenn. 52
3.3.8  ViIbratomsSChNIte .......oouviiiiii e 53
3.3.9 Knorpelfarbung (Alcianblaufarbung) ... 53
3.3.10 Antikdrperfarbung am ganzen Embryo .........cccoooeeiiiiiiiiiiiine, 53
3.4  Arbeiten in der ZellKUIUL ... 54
3.4.1 Kultivieren von HEK-293 Zellen ..o 54
3.4.2  Transfektion von HEK-293 Zellen ... 54
3.4.3  DAPI-FArDUNG ... 54
3.4.4  ANtKOrPerfarbuNG .....ooouvuuiiiiiiee e 54
3.5 Molekularbiologische Methoden...............ooiiiiiiiiiiiiiii 55
3.5.1  Arbeiten Mit RNA ..o 55
3.5.2  Herstellung von RNA-Sonden fir die whole mount in-situ
HYDIAISIEIUNG .. 55
3.5.3 In-vitro Transkription und Aufreinigung von mRNA fur die
MIKFOINJEKLION ... 56
3.5.4 RNA-Praparation aus embryonalem Gewebe.............ccccovviinnnn. 56
3.5.5  CDNA-SYNINESE ....ooiiiiiiiii e 57
3B.5.6 PCR oot 57
3.5.7 Herstellung chemokompetenter Bakterien ..........ccccovvveiviiiiiiiinnennn. 59
3.5.8 Herstellung elektrokompetenter Bakterien ...........ccooooevvvviiiiiiinnnnnn. 59
3.5.9 Chemotransformation kompetenter Bakterien............ccccevvveineneenn. 59
3.5.10 Elektroporation kompetenter Bakterien............ccccooeeeeiiiiiiiiiinnnneenn. 60
3.5.11  KOIONIE-PCR ..o e 60
3.5.12 Anlegen von Gefrierkulturen transformierter Bakterien................... 61
3.5.13  Plasmidpraparation ..........ccooeeeeiieiiiiiiinae e 61
3.5.14  SEQUENZIEIUNG ....ciiiieeiiiiiiae e e e ettt e e e e e e et s e e e e e e e eeaeen e e e eeeeas 61
3.5.15 Ethanol-Fallung von DNA aus wassrigen Losungen...........ccccee...... 62
3.5.16 Agarose-Gelelektrophorese .............eoiiiiiiiiiiiiiii e 63
3.5.17 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen .................. 63
3.5.18 Klonieren von DNA-Fragmenten ..........ccocooevieeiiiiiiineeeeeeeeeiiien e 63
3.5.19 Restriktionsspaltung VON DNA ........coiiiiiiii e 64
3.5.20 Ligation von DNA-Fragmenten..........cccooeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiicne e 64
3.5.21 Ligation von PCR-Fragmenten in den pCR® 4Blunt-TOPO Vektor.. 65
3.5.22  Blau-Weil3-SeleKtion ........ccooiiiiiiiiiiiieee e 65
3.5.23 Herstellung von Deletionskonstrukten mit Hilfe des STRATAGENE
Quick-Change Site-Directed Mutagenesis Kit .............ccceeiieiiiiiiennnns 65
3.5.24 In-vitro Transkription/Translation (TNT-Kit) .......ccoovviiiiiiiiiiiiiiinneene. 66
3.5.25 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)...........cccccoe...... 66
. ErgebNiSSe. . 69
4.1 PeSCAUIO.c..ciieiii e 69
4.1.1  Zeitliches und rdumliches Expressionsmuster von Pescadillo in
XENOPUS lBBVIS ...t 69
4.1.2 Pescadillo als potentielles Wnt-4 Zielgen..........cccooeeiieeiiiiiiinnneeenn. 70
4.1.3  Beschreibung des Phanotyps nach Funktionsverlust von Pescadillo
........................................................................................................ 71
4.1.4  Einfluss der Inhibition von Pescadillo auf die Zellproliferation und

ZellapOPLOSE ... ..o 77



5

O~NNO®

4.1.5 Analyse wichtiger Augenmarkergene bei Funktionsverlust von

PeSCAQIO ... 80
4.1.6 Die Funktion von Pescadillo in der Neuralleistenentwicklung ......... 81
4.1.7 Uberexpression von Pescadillo.............ccceovveveeeceeceeceeceeeeeevee 85
4.2 RGM A o aaaaaaaaan 85
4.2.1 Identifizierung des Klons E12F als RGM A ..o, 85
4.2.2 Isolierung und Klonierung der vollstdndigen RGM A Sequenz aus
XENOPUS |BBVIS....uuieiieiiiiiiiiiii et 86
4.2.3  Zeitliches und raumliches Expressionsmuster von RGM A in
XENOPUS lBBVIS ...t 89
4.2.4  Beschreibung des Phanotyps nach Funktionsverlust von RGM A in
XENOPUS [BBVIS ...t 91
4.25  Analyse des Phanotyps nach der RGM A Uberexpression........... 103
4.3 DM-GRASP ...t aeaaa 108
4.3.1 Klonierung zweier Pseudoallele von DM-GRASP ...........ccccoeeeee. 108
4.3.2  Zeitliches und raumliches Expressionsprofil von DM-GRASP in
XENOPUS lABVIS ... 110
4.3.3  Einbindung von DM-GRASP in den nicht-kanonischen Wnt-
SIGNAIWEG ... 116

4.3.4  Analyse des Phanotyps nach Funktionsverlust von DM-GRASP.. 118
4.3.5 Untersuchung von Herzmarkergenen nach Verlust der DM-GRASP

FUNKLION e 121
4.3.6 Einbindung von DM-GRASP in das Netzwerk kardialer Herzgene 124
DISKUSSION it 130
5.1 Die Funktion von Pescadillo, RGM A und DM-GRASP wéhrend der
anterioren NeuralentWiCKIUNG.........ccoooiiiiiiiiiiii e 130
5.1.1 Pescadillo ist fur die Augenentwicklung notwendig...........ccc..uuee... 130
5.1.2 RGM A als essentieller Faktor wahrend der anterioren
Neuralwicklung von Xenopus laevVvis..........ccouuuiiiiiniiiiiiiiiiiiiineeeee, 134
5.1.3  Pescadillo und RGM A in der Neuralleistenwanderung................. 137
5.1.4 RGM A ist notwendig fur die Wegfindung von kranialen Nerven... 139
5.1.5 DM-GRASP in der anterioren Neuralentwicklung ............cccc......... 140
5.1.6 Pescadillo, RGM A und DM-GRASP als potentielle Wnt-4 Zielgene
...................................................................................................... 141
5.2 Die Rolle von DM-GRASP in der Herzentwicklung .............ccccevvvvnnnnnn. 142
5.2.1 DM-GRASP in Bezug auf nicht-kanonische Wnt-Signalwege............. 144
5.2.2 Einbindung von DM-GRASP in das Netzwerk kardialer Markergene
...................................................................................................... 145
ZUSamMmMENTASSUNG ..cvuuiieiiiiie e e eeee 148
SUIMIMAIY ettt e et e e e e e e e e e e erea e e 150
=] 1 U R 151
ANNANG . 165
8.1  ADKUrzUNGSVErEICHNIS ......cceiiiiiiiie e 165
8.2  Vollstandige Nukleotidsequenz der Pescadillo mMRNA ...........ccccevvvennn. 168
8.3  Vollstandige Nukleotidsequenz der DM-GRASP I mMRNA .........cccccee.... 169

8.4  Vollstandige Nukleotidsequenz der DM-GRASP Il mRNA .........cccc..... 171



8.5 Vollstandige Nukleotidsequenz der RGM A2 mMRNA........ccooeeiivviviinnnnn.
8.3  VEKIOIKarteN.......ue i
8.3.1 PCS2+ VEKIOrKae. .....vueeie e
8.3.2  PCRPA-TOPO.....ci oottt
8.3.3  PCRPABIUNG-TOPO... ..ottt

8.3.4

pCRR-TOPO



Einleitung 7

1 Einleitung

1.1 Xenopus laevis als Modellorganismus der Entwicklungsbiologie

Der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis ist einer der wichtigsten
Modellorganismen zur Untersuchung der Embryogenese von Wirbeltieren. Er weist viele
Vorteile auf. Durch eine einfache Hormoninjektion kann in Xenopus laevis Weibchen die
Eiablage induziert werden. Die Befruchtung der Eier wie auch die weitere
Embryonalentwicklung verlaufen auf3erhalb des Kdorpers, wodurch die Entwicklung der
Embryonen unter dem Binokular verfolgt werden kann. Da die Eier relativ groR sind, l&sst
sich die Embryonalentwicklung der Xenopus laevis Embryonen sehr leicht durch
mechanische  Mikromanipulation und Mikroinjektion verschiedener Substanzen
beeinflussen. Durch die Mikroinjektion sequenzspezifischer antisense Morpholino-
Oligonukleotide kann die Translation der korrespendierenden endogenen mMRNA
unterdriickt werden. Mit Hilfe der Mikroinjektion wvon mRNA lassen sich
Uberexpressionsstudien durchfiihren. Die unterschiedliche GréRe und Pigmentierung der
einzelnen Blastomere ermoglichen die spezifische Mikroinjektion in bestimmte
Blastomere. Dadurch kénnen gewtiinschte Gewebe beeinfluRt werden, da dass Schicksal
der einzelnen Blastomere schon zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung festgelegt ist
(Moody, 1987). Ein weiterer Vorteil ist die schnelle Entwicklung der Embryonen innerhalb
weniger Tage vom Einzeller zur ausgewachsenen Kaulquappe (Abb. 1), was eine schnelle
Auswertung der Experimente erlaubt.

Die Hauptnachteile von Xenopus laevis als Modellorganismus sind die lange
Generationszeit (1-2 Jahre) und die Pseudotetraploiditat (Sive et al., 2000). Der Xenopus
(Silurana) tropicalis besitzt diese Nachteile hingegen nicht. Sofern genetische
Fragestellungen untersucht werden sollen, stellt der Xenopus (Silurana) tropicalis eine
Alternative zu Xenopus laevis dar, da er hat eine Generationszeit von fiinf oder weniger

Monaten besitzt und diploid ist.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der embryonalen Entwicklung von Xenopus laevis von der
Befruchtung des Eies bis zum adulten Tier bei 25 °C. Das Blastulastadium ist schon ca. 5-6
Stunden nach der Befruchtung erreicht. Nach ca. 13 Stunden beginnt die Gastrulation und ca. 7
Stunden spéter wird das Neurulastadium erreicht; anschliefend beginnt die Organogenese. 4 Tage
nach der Befruchtung hat sich der Embryo schon zu einer freischwimmenden Kaulquappe (Stadium
45) entwickelt und nach ca. 60 Tage und einer Metamorphose entsteht zuletzt der adulte Frosch
(Quelle: http://cda.mrs.umn.edu/~myersp/Conv1/xenopus.html).

1.2 Wnt-Signalwege

Mitglieder der Wnt-Familie stellen extrazelluldre Glykoproteine dar, die eine Vielzahl von
wichtigen Funktionen wéhrend der Embryogenese besitzen. Der Name Whnt setzt sich als
Chimére aus den Bezeichnungen fir die Gene Wingless (Drosophila) und Int-1 (Maus)
zusammen (Cabrera et al., 1987; Rijsewijk et al., 1987). Die Bezeichung Wingless stammt
aus Beobachtungen bei der Fruchtfliege Drosophila melangonaster, bei der Mutationen im
Wingless-Gen zu flugellosen Organismen fiihren (Sharma und Chopra, 1979). Das Int-Gen

fordert bei Mausen die Entwicklung von Brustkrebs, wenn seine Expression durch die
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Integration des Mouse Mammary Tumorvirus (MMTYV) in der Nahe des Int1-Gens (heute
Whnt-1) aktiviert wird (Nusse und Varmus, 1982). In Vertebraten sind 19 Mitglieder dieser
Famile bekannt. Die Whnt-Faktoren zeichnen sich durch ein Signalpeptid und 23-24
konservierte Cysteinreste in der Aminosauresequenz aus. Die Proteinlange betrégt ca. 350-
360 Aminosduren (Abb. 2). In folgende Prozesse sind Wnt-Faktoren beispielsweise
involviert: Kardiogenese (Wnt-11, Pandur et al., 2002), Nephrogenese (Wnt-4; Stark et al.,
1994), Chondrogenese (Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-4b; Hartmann und Tabin, 2000),
Extremitatenenwichklung (Wnt-3a, Whnt-5a; Church und Francis-West, 2002) und
Karzinogenese (Polakis, 2006). Wnt-Faktoren aktivieren verschiedene Signalwege, zum
einen den kanonischen, zum anderen den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg, die beide im

Folgenden beschrieben werden.

wet B I -ssose0
CDR Transmembrandoménen

Frizzled  [§ [T H EEN BN BER | 550

Dishevelled [ IO B[ Pbz | [ DEP | | ~700

Abbildung 2: Strukturen der Faktoren Wnt, Frizzled und Dishevelled

Whnt-Faktoren zeichnen durch das Vorhandensein eines Signalpeptids (blau, S) und 23-25
konservierte Cysteinreste aus. Frizzled-Rezeptoren bestehen aus einem Signalpeptid (blau, S), einer
extrazellularen cysteinreichen Domane (CDR), sieben Transmembrandomanen und einem
cytoplasmatischen Schwanz. Dishevelled (Dsh)-Faktoren beinhalten eine DIX (dishevelled und
axin; rot)-, PDZ (post synaptic density, orange)- und DEP (dsh-EGL10-Pleckstein; griin)-Domane.
Zudem beinhaltet es eine basische Domaéne (schwarz, b).

1.2.1 Der kanonische Wnt-Signalweg

Der kanonische Wnt-Signalweg kontrolliert die Expression seiner Zielgene durch die
Regulation der Menge an zytoplasmatischem (-Catenin (Abb. 3). In Abwesenheit von
Whnt-Proteinen wird der zytoplasmatische, 16sliche Faktor p-Catenin von der GSK3p
(Glycogen-Sythetasekinase-3f3) phosphoryliert und somit im 26S Proteasom abgebaut. Im

Falle einer Wnt-Aktivierung bindet der Faktor Wnt zum einen an einen Rezeptor der
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Frizzled-Familie als auch an den Korezeptor LRP (low-density-lipoprotein receptor-
related protein). Frizzled-Rezeptoren bestehen aus einem Signalpeptid, einer
extrazelluldren  cysteinreichen Doméne, einem hydrophilen  Linker, sieben
Transmembranhelices und einem cytoplasmatischen Schwanz (Abb. 2,3). Im Gegensatz zu
den Frizzled-Rezeptoren beinhalten die LRP-Rezeptoren nur eine Transmembrandoméne,
zwei Frizzled-Motife, extrazelluldr finf EGF (epidermal growth factor)-Repeats und drei
LDL-Rezeptorrepeats des Typ A (Pandur und Kihl, 2001). Aufgrund der Bindung von
Wnt wird das zytoplasmatische Protein Dsh (dishevelled) aktiviert (Abb. 2,3). In
Drosophila wurde gezeigt, dass die DIX (dishevelled und axin)-Domane fir die
Weiterleitung des Wnt/B-catenin Signals notwendig ist (Yanagawa et al., 1995), wéhrend
der Verlust der DEP (dsh-EGL10-Pleckstein)-Doméne keinen Einfluss auf den
kanonischen Wnt-Signalweg ausubt (Boutros et al., 1998). Dies wiederum flhrt zu einer
Inhibition der GSK3p und einer Akkumulation von nicht-phosphoryliertem -Catenin im
Zytoplasma der Zelle. p-Catenin wird nachfolgend in den Zellkern eingeschleu3t und
assoziert dort mit den HMG (high mobility group)-Box-Transkriptionsfaktoren der TCF
(T-cell factor)-LEF (lymphocyte enhancer factor)-Familie. p-Catenin/TCF-LEF aktivieren
kanonische Wnt-Zielgene wie Siamois und Xnr-3 (xenpous nodal-related 3).

Die Aktivierung des kanonische Wnt-Signalwegs fihrt in X. laevis Emryonen zur
Ausbildung einer zweiten Koérperachse (McMahon und Moon, 1989). Die Bildung von
Doppelachsen kann nicht nur von Wnt-Faktoren wie Wnt-1, Wnt-2 und Wnt-3a ausgeldst
werden (Wodarz und Nusse, 1998), auch die Uberexpression von anderen Komponenten
des kanonischen Signalweges wie Dsh und B-Catenin fiuhren zur Induktion einer 2.
Korperachse (Dominguez et al., 1995, Guger und Gumbiner, 1995, He et al., 1995, Sokol
et al.,, 1995). Im Gewebekultursystem bewirkt die Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalwegs die Transformation von C57mg-Zellen mit hoher Frequenz (Wong et al.,
1994). Des Weiteren ist der kanonische Wnt-Signalweg an der Ausbildung der dorso-
ventralen Achse, der Posteriorisierung von Neuralgewebe und der Neuralleisteninduktion
beteiligt (Logan und Nusse, 2004)
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der verschiedenen Wnt-Signalwege.

A. Kanonischer Wnt-Signalweg. Der Wnt-Faktor bindet gleichzeitig an den Frizzled-Rezeptor und
den Korezeptor LRP (low-density-lipoprotein receptor-related protein). Dies flhrt zur Aktivierung
von Dsh (dishevelled). Dsh inhibiert die Aktivitdt der GSK-3f (Glycogen-Sythasekinase-3p),
welche ansonsten p-Catenin phosphoryliert und fiir die Degradation markiert. Die Inhibition von
GSK-3p resultiert in der Kernlokalisation von p-Catenin in den Zellkern, wo B-Catenin mit den
DNA-bindenden TCF/LEF-Faktoren interagiert und Wnt/p-Catenin-Zielgene aktiviert. B. PCP
(planar cell polarity)-Signalweg. Das Wnt-Signal wird von Dsh an die GTPasen Rho, Rac und
cdc42 weitergeleitet. Wahrscheinlich erfolgt die Dsh-abhéngige Aktivierung von JNK (c-Jun N-
terminale Kinase) und ROK (Rho-abhédngige Kinase) von den GTPasen der Rho-Familie. C.
Wnt/Ca®*-Signalweg. Das Wnt-Signal wird iiber den Frizzled-Rezeptor in die Zelle geleitet, wo
Ca”* freigesetzt wird. Die Ca*-Freisetzung fiihrt zur Aktivierung der Calmodulinkinase II
(CamKIl) und der Proteinkinase (PKC). Die Ca®*-Freisetzung wird durch Dsh, PLCp
(Phospholipase CB) und IP; (Inositolphosphat) vermittelt. Die Aktivierung von PKC geschieht Giber
PLC und DAG (Diacylglycerin).

1.2.2 Nicht-kanonische Wnt-Signalwege

1993 beobachteten Moon et al., dass nicht alle Wnt-Signale durch p-Catenin vermittelt
werden. Es wurde deutlich, dass nicht alle Wnt-Faktoren, wie zB. Wnt-4, -5a und -11, die

Fahigkeit besitzten, eine zweite Korperachse in Xenopus Embryonen zu induzieren (Du et
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al., 1995) oder C75mg-Zellen zu transformieren (Wong et al., 1994). Dennoch sind diese
Faktoren biologisch aktiv, da sie bei Uberexpression Zellbewegungen verandern (Moon et
al., 1993) und die Zelladh&sion herabsetzen kdénnen (Torres et al., 1996). Im nicht-
kanonischen Signalweg wird das Wnt-Signal nicht durch p-Catenin, sondern durch andere
Faktoren wie JNK (c-Jun N-terminale Kinase), CamKIll (Ca®*/Calmodulin-dependent
kinase Il) oder PKC (Proteinkinase C) vermittelt. Nicht-kanonisches Wnt-Signal konnte
mit einigen biologischen Prozessen in Verbindung gebracht werden, wie z.B. den
Gastrulationsbewegungen (Heisenberg et al., 2000), der Augenentwicklung (Cavodeassi et
al., 2005; Lee et al.,, 2006; Maurus et al., 2005; Rasmussen et al., 2001) oder der
Neuralleistenwanderung (De Calisto et al., 2005).

Der PCP (planar cell polarity)-Signalweg

Viele Epithelien in Drosophila weisen eine planar in der Epithelflache verlaufene Polaritat
auf. In den Fllgeln bildet jedes Haar apikal einen feinen Fortsatz (Trichom) aus. Dieser
Fortsatz zeigt im Flugelepithel nach distal. Es wurde gezeigt, dass Frizzled an der
korrekten Orientierung der Trichome in den Fligeln von Drosophila beteiligt ist (Wong
und Adler, 1993; Strutt, 2003). Studien in Drosophila zeigten, dass der sogenannte
PCP/JNK-Signalweg an der korrekten Polaritat dieser Epithelien beteiligt ist. Im tierischen
Organismus gibt es viel Stellen, wo die Polaritdt von Zellen oder Haaren eine wichtige
Rolle fiir die Funktion einzelner Organe spielt. Haare oder Federn auf der Haut zeigen in
eine bestimmte Richtung, Cilien des Epitheliums schlagen in eine gezielte Richtung und
die sensorischen Harchen im Ohr besitzen eine Polaritat (Eaton, 1997; Strutt, 2003).

In Vertebraten wurde gezeigt, dass im PCP-Signalweg ein Wnt-Faktor an einen Frizzled-
Rezeptor bindet, der wiederum sein Signal Gber Dishevelled an das Zellinnere weitergibt
(Abb. 3). Fir diese Weiterleitung des nicht-kanonischen PCP-Signals wurde gezeigt, dass
die DEP-Domaéne des Dishevelled-Proteins eine entscheidende Rolle spielt (Boutros et al.,
1998). Fur die folgende Signaltransduktion gibt es unterschiedliche Berichte. In einem
Bericht in Drosophila erfogt diese tber die kleine GTPase Rho (Strutt et al., 1997), die
wiederum die Rho-abhangige Kinase (ROK) (Winter et al., 2001) aktiviert. Habas et al.
zeigten, dass auch JNK durch die kleinen GTPasen reguliert werden kann (Habas et al.,
2003). In ihrem Bericht zeigten sie, dass die Aktivierung von JNK mittels Rac und
unabhdngig von Rho geschieht. Andere Daten jedoch weisen darauf hin, dass fir die JINK-
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Aktivierung Rac und Cdc42 benétigt wird (Moriguchi et al., 2003). Durch die Aktivierung
des INK-Signalweges kommt es zur Regulation bestimmter Gene wie z.B. Inturned (Park
et al., 1996), Fuzzy (Collier und Gubb, 1997), Notch oder Delta (Tomlinson und Struhl,
1999).

Der Wnt/Ca* Signalweg

Nicht-kanonisches Wnt-Signal kann auch am intrazellularem Ca?*-AustoB beteiligt sein
(Abb. 3; Veeman et al.,, 2003). Im Blastulastadium des Zebrafisches bewirkt die
Uberexpression von Wht-5a oder Frizzled-2 einen erhdhten Ca®*-Einstrom in die Zellen
(Slusarski et al., 1997a; Slusarski et al. 1997b). In Xenopus Embryonen fuhrt die
Uberexpression von Wnt-5a oder Wnt-11 zur Aktivierung der Ca’*-sensitiven
Proteinkinase C (PKC; Sheldahl et al., 1999) und der CamKII (Kuhl et al., 2000a). Dieser
Signalweg wurde als der Wnt/Ca**-Signalweg benannt, um ihn vom Wnt/B-Catenin-
Signalweg zu unterscheiden (Kdhl et al., 2000b). Auch in diesem Signalweg erweist sich
Dishevelled als wichtiger Mediator (Sheldahl et al., 2003). In dieser Studie wurde gezeigt,
dass das Deletionskonstukt DshADIX, dass sich im Wnt/B-Catenin Signalweg als inaktiv
erwiesen hat, ausreichend ist, um den Wnt/Ca®*-Signalweg zu aktivieren. Bisher gibt es
keine Hinweise darauf, dass der Wnt/Ca?*Signalweg an der Genregulation beteiligt ist.

1.3 Potentielle Zielgene des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs

In dieser Arbeit wurden drei potentielle Zielgene des nicht-kanonischen Signalwegs in
Xenopus laevis untersucht. Hierbei handelt es sich um die Gene Pescadillo, RGM A
(repulsive guidance molecule A) und DM-GRASP (GRASP = immunoglobulin-like
restricted axonal surface protein; DM = that is expressed in the dorsal funiculus and
ventral midline of the chick spinal cord). Pescadillo und RGM A wurden aus
Neuralgewebe von Xenopus laevis isoliert (Maurus et al., 2005), wéhrend DM-GRASP als
nicht-kanonisches Wnt-Zielgen in C57mg-Zellen identifiziert wurde (Prieve und Moon,

2003). In den folgenden Kapiteln wird n&her auf die einzelnen Gene eingegangen.
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1.3.1 Pescadillo und seine Rolle in der Entwicklung

Das Pescadillo-Gen ist evolutiondr stark konserviert. Seine Sequenz weist zwischen
verschiedenen Spezies, wie z.B. Hefe (Saccharomyces cerevisiae), Zebrafisch (Danio
rerio), Maus (Mus musculus), Krallenfrosch (Xenopus laevis) und Mensch (Homo
sapiens), eine hohe Homologie auf (Kinoskita et al., 2001). Die Pescadillo-Proteinsequenz
von Zebrafisch, des Menschens und des Krallenfrosches weist eine Identitat von 79-84 %
auf. Das Protein besitzt eine L&nge, die, je nach Spezies, zwischen 582 und 605
Aminosduren liegt (Allende et al., 1996). Innerhalb von Pescadillo gibt es verschiedene
Doménen (Lerch-Gaggl et al., 2002). Eine wichtige Domane ist die BRCT (BRCA1l
carboxyl-terminal)-Doméne. Diese Doméne wurde in dem BRCAL1 (breast cancer-
associated)-Protein entdeckt, das bei der Entstehung von Brustkrebs eine Rolle spielt
(Bork et al., 1997). Diese Domane besitzt die F&higkeit, mit Proteinen zu interagieren,
welche einen Einfluss auf die Tumorunterdriickung, die DNA-Reparatur, den Zellzyklus
und die Transkriptionsregulation haben (Callebaut et al., 1996; Bork et al., 1997; Williams
et al., 2001). Des Weiteren enth&lt Pescadillo eine SUMO (small ubiquitin modification)-
Doméne, eine Bindungsstelle fir SUMO-1. SUMO-1 kann durch eine posttranslationale
Modifikation an die SUMO Doméne von Pescadillo angefiigt werden, wobei die
ProteingroRe von Pescadillo von 72 kDa auf 94 kDa zunimmt. Wahrscheinlich ist SUMO-
1 fiir Protein-Protein-Interaktionen essentiell, was fiir das Uberleben des Organismuses
erforderlich ist (Lerch-Gaggl et al., 2002). Zuséatzlich weist Pescadillo zwei Abschnitte aus
sauren Aminoséduren (Glutamin- und Aspartatsiure), eine Domane fir die Kernlokalisation
(NLS (nuclear localisation signale)-Doméne) und mehrere Thyrosin/Serin/Threonin
Phosphorylierungsstellen auf (Abb. 4).

324-414 504-20 527-73
[ ] 574 as
BRCT SUMO NLS

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Xenopus laevis Pescadillo-Proteins mit seinen
verschiedenen Domanen. Die Lange des Xenopus laevis Pescadillo betrdgt 574 Aminoséauren. Die
einzelnen Doménen sind farbig gekennzeichnet (rot= BRCT (BRCAL carboxyl-terminal)-Doméme,
orange= SUMO (small ubiquitin modification)-Domane, gelb= NLS (nuclear localisation signal)-
Doméne).
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Urspriinglich wurde Pescadillo im Rahmen eines Mutagenesescreens im Zebrafisch
identifiziert (Allende et al., 1996). Wahrend der Embryonalentwicklung des Fisches ist
Pescadillo im Auge, im Vorderhirn, im Tectum, in den Somiten, den Branchialbdgen,
Brustflossen, Leber- und Pankreasvorldufern sowie im Darm exprimiert. Im weiblichen
Adult ist Pescadillo auch in den Ovarien zu beobachten. Mutationen im Pescadillo-Gen
haben beim Zebrafisch-Embryo eine reduzierte GroRe der Augen, des Gehirns, des
Unterkiefers, des Knorpels und den pectoralen Flossen zur Folge. Nach drei Tagen kommt
das Wachstum des Darms zum Erliegen, die Muskulatur wird abgebaut und letztendlich
tritt der Tod des Embryos ein (Allende et al., 1996). Pescadillo defiziente Mausembryonen

verweilen im Préaimplantationsstadium der Entwicklung (Lerch-Gaggl et al., 2002).

Studien in Zellkultursystemen der Hefe oder eukaryotischen Organismen deuten darauf
hin, dass Pescadillo eine wichtige Aufgabe in der ribosomalen Biogenese, der
Zellproliferation, der DNA-Replikation und der Regulation der Gentranskription besitzt
(Adams et al., 2002; Du und Stillman, 2002; Grimm et al., 2006; Lapik et al., 2004; Lerch-
Gaggl et al., 2002; Oeffinger et al., 2002; Sikorski et al., 2006). Eine Fehlregulation von
Pescadillo kann zu Krebs und chromosomaler Instabilitat fihren (Killian et al., 2004;
Kinoshita et al., 2001; Maiorana et al., 2004; Prisco et al., 2004; Zhang et al., 2005). Des
Weiteren wurde gezeigt, dass Pescadillo mit den Faktoren Bopl und WDR12 interagiert,
die beide fur die pra-RNA Verarbeitung wahrend des Zusammenbaus der 60S rRNA
erforderlich sind (Holzel et al., 2005; Lapik et al., 2004). Als weiterer Bindungspartner
von Pescadillo stellte sich das IRS-1 (insulin receptor substrate-1) heraus, ein wichtiger
Faktor des Insulin-Signalweges (Maiorana et al., 2004). Der Faktor IRS-1 ist in
verschiedenen Vorgéngen wie Zelldifferenzierung und -migration eingebunden (Reiss et
al., 2000). Neueste Daten haben zudem gezeigt, dass Pescadillo mit Mtap 1b (microtuble

associated protein 1b) interagiert (Lerch-Gaggl et al., 2007).

1.3.2 RGM A und seine Bedeutung in der Entwicklung

RGM (repulsive guidance molecule) ist ein membrangebundenes Glykoprotein, welches

zuerst im Huahnchen identifiziert wurde (Stahl et al., 1990). Dort zeigte es abstolRende
Eigenschaften auf wachsende Axone der Retina, woher sein Name riihrt. Folglich wurde
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das Molekil aus dem Tectum des Hiihnchens isoliert (Monnier et al., 2002). RGM ist ein
Glykoprotein  mit einem GPI (glycosylphosphatidylinositol)-Anker, das keinerlei
signifikante Homologien zu anderen bekannten "Axon-wegleitenden” Molekile aufweist
(Matsunaga und Chédothal, 2004). RGM beinhaltet ein Signalpeptid am N-Terminus, eine
RGD (Argingin, Glycin, Asparagin)-Sequenz, eine von Willebrand Faktor Typ D (VWF-
Typ D) Domane, eine hydrophobe Doméne und eine Anheftungsstelle fiir einen GPI-Anker
am C-Terminus (Abb. 5; Yamashita et al., 2007).

1 25 78-80 148-206 347-78 406-48
Signal- RGD vWF Hydro- Anheftungs-
peptid phobe stelle fur

Region GPI-Anker

Abbildung 5: Schematische Darstellung von RGM A aus Xenopus laevis.

Xenopus laevis RGM A beinhaltet verschiedene Doménen: ein Signalpeptid (dunkelrot), eine RGD
(Argingin, Glycin, Asparagin)-Sequenzstelle (hellrot), eine von Willebrand Faktor Typ D (VWF)
Doméne (orange), eine hydrophobe Region (gelb) und Anheftungsstelle fiir einen GPI-Anker

(gran).

Die Funktion des N-terminalen Signalpeptids besteht darin, dass RGM in das
Endoplasmatische Retikulum zu fihren. Es wurde gezeigt, dass Proteine mit einer RGD-
Sequenz ein wichtiges Erkennungsystem fur Zelladhésion darstellen (Ruoslahti, 2004).
Aufgrunddessen ist anzunehmen, dass diese Sequenz im RGM-Protein eine Rolle in Zell-
Zell-Interaktionen spielt (Matsunaga et al., 2004). In der VWF-Typ D Domane sind die
wichtigsten Aminosduren des von Willebrand Faktors zu finden (Monnier et al., 2002).
Der von Willebrand Faktor ist ein Glykoprotein im Blut, der fir die normal Hamostase
notwendig ist (Sadler, 1998). Innerhalb dieser Doméne befindet sich eine putative
Schnittstelle, doch die genaue Aufgabe dieser Domane ist noch nicht beschrieben.

In der Maus sind drei Homologe von RGM bekannt: RGM A, B (auch bekannt als Dragon)
und C (auch bekannt als hemojuvelin oder HJV) (Niederkofler et al., 2004; Oldekamp et
al., 2004; Schmidtmer und Engelkam, 2004). In Xenopus sind bisher nur RGM A und B
beschrieben, wéhrend im Huhnchen ausschliellich ein RGM studiert wurde, welches im
Sequenzvergleich die grolite Homologie mit dem RGM A der Maus aufweist (Schmidtmer
und Engelkamp, 2004; Yamashita et al., 2007).
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In der Maus wurden die Expressionsprofile der drei RGM Homologe sehr detailliert
untersucht (Oldekamp et al., 2004; Schmidtmer und Engelkamp, 2004). RGM A und B
sind wahrend der ganzen Entwicklung hauptsachlich im ZNS (zentralen Nervensystem)
exprimiert, wahrend RGM C ausschlieBlich in der gestreiften Muskulatur und der
Herzmuskulatur zu finden ist. Am Embryonaltag 9,5 wurde RGM A im Telencephalon,
Diencephalon, Mittel- und Hinterhirn und Riickenmark detektiert, was sich wahrend der
gesamten Embryogenese fortsetzt. Die Grenzen zwischen Vorder- und Mittelhirn und
Mittel- und Hinterhirn zeigen keine RGM A Expression (Schmidtmer und Engelkamp,
2004). Zusatzlich ist RGM A im Epithelium der Cochlea, in den Lungenvorldufern und
schwach in den hinteren Extremitaten exprimiert (Oldekamp et al., 2004). Schnitte durch
das Neuralrohr der Maus am Embryonaltag 10,5 zeigen eine graduelle RGM A Expression.
Die starkste RGM A Farbung wurde in der Bodenplatte und im medialen Bereich des
Neuralrohrs detektiert. Das dorsale Neuralrohr und der Bereich der Motoneuronen sind frei
von RGM A (Schmidtmer und Engelkamp, 2004). Am Embryonaltag 13 ist RGM A im
sich entwickelten Auge im perioptischen Mesenchym zu finden (Schmidtmer und
Engelkamp, 2004). Im Hihnchen wurde gezeigt, dass RGM wéhrend der Embryogenese
im Tectum exprimiert ist (Monnier et al., 2002). Dort zeigt es eine graduelle Expression
mit hoher werdender Konzentration zum posterioren Ende hin. In Xenopus laevis borealis
wurde RGM A in Stadium 31 im gesamten Gehirn, dem Rickenmark, den Somiten und
den Branchialbdgen detektiert (Wilson und Key, 2006).

Erste funktionelle Studien zeigten, dass RGM eine abstoRende Wirkung auf wachsende
Nervenzellen hat (Stahl et al., 1990). Im Huhnchen hat RGM eine abstoRende Funktion auf
Axone der Retina, was in in-vitro Experimenten dargestellt wurde (Monnier et al., 2002).
In Mausembryonen konnte dieser Effekt hingegen nicht beobachtet werden (Niederkofler
et al., 2004). Die Ursache fiir diese unterschiedlichen Funktionen von RGM in Hihnchen
und Maus ist noch nicht gekléart. In der Maus ist RGM B in den retinalen Ganglien
exprimiert. Dies konnte ein Hinweis sein, dass in diesem Organismus RGM B an der
Projektion  dieser  Nervenzellen beteiligt ist (Yamashita et al., 2007).
Funktionsverluststudien von RGM A in der Maus machten deutlich, dass dieses Protein
eine essentielle Funktion in der Neuralrohrentwicklung hat. Die Mausembryonen zeigten
Storungen in der SchlieBung des Neuralrohrs, woraus in adulten M&usen eine Exencephalie
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und morphologische Veranderungen des dorsalen Gehirns entstanden (Niederkofler et al.,
2004). 2006 konnte die abstolRende Wirkung von RGM A auf Nervenzellen erstmals in in-
vivo Studien bestatigt werden (Matsunaga et al., 2006; Wilson und Key, 2006). Im
Hihnchen hat die Stérung der RGM A Expression eine Stérung der retinotectalen
Projektion zur Folge (Matsunaga et al., 2006). In Xenopus Embryonen fuhrt der Verlust
von RGM A zu einem gestorten axonalen Gerist im Vorderhirn (Wilson und Key, 2006).
Auch in der Maus erwies sich RGM A als wichtiges Wegweisermolekil fir Axone im
Gehirn, speziell im Hippocampus (Brinks et al., 2004). Dort ist RGM A an der Bildung der
afferenten Verbindungen im Gyrus dentatus beteiligt. Weitere Studien belegen, dass RGM
A eine negative Wirkung auf die Heilung verletzten Gewebes ausibt. In Ratten wird RGM
A nach einer Verletzung des Rickenmarks an der verletzten Stelle hochreguliert (Schwab
et al., 2005). Weierhin weist RGM A eine hemmende Funktion auf die Heilung verletzten
Gewebes des ZNS auf und verhindert die Regeneration der Axone an der Wunde (Hata et
al., 2006).

Rajagopalan et al. erbrachten 2004 in Hihnchen den Beweis, dass Neogenin ein Rezeptor
far RGM st (Abb. 6). Urspringlich wurde Neogenin als Rezeptor fir Netrin-1
charakterisiert (Livesey, 1999). Neogenin besitzt vier Ig-Doménen, sechs Fibronektin-
Einheiten, eine Transmembran- und eine intrazellulare Doméne. Die Interaktion mit RGM
erfolgt wahrscheinlich Uber die Fibronektin-Domane (Matsunaga und Chedotal, 2004).
Neogenin wurde urprunglich als Homolog von DCC (deleted in colorectal cancer)
beschrieben (Vielmetter et al., 1994) und ist in viele Prozessen der Entwicklung, wie der
Bildung des Neuralrohrs und der Milchdriise, der Myogenese und der Angiogenese,
involviert (Cole et al., 2006). Die Uberexpression von Neogenin fiihrt zu einer erh6hten
Zellapoptose, wahrend die Co-Uberexpression von RGM diese herunterreguliert; auch ein
Deletionskonstrukt von RGM, in welchem der GPI-Anker fehlt, fihrt zu diesem Effekt
(Matsunaga und Chedotal, 2004). Analog zu verwandten Lenkmolekilen, wie z. B. den
Ephrinen, konnten erste Mitglieder des RhoA/Rho Kinase-Signalwegs als Effektoren von
RGM A identifiziert werden (Hata et al., 2006). Von den Rho GTPasen ist bekannt, dass
sie das intrazelluldre Aktinzytoskelett verandern und somit auch das axonale Auswachsen
(Hall, 1998).
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Abbildung 6: Mdégliche Transduktionswege von RGM A.

A. Im konventionellen BMP-Signalweg bindet ein BMP (bone morphogenetic protein)-Faktor an
die Serin/Threonin Kinase Rezeptoren BMPRI und BMPRII. In Folge dessen wird der BMP-
Rezeptor | phosphoryliert. Dieser wiederum aktiviert einen Smad-Faktor im Inneren der Zelle
durch Phosphorylation, woraufhin BMP-Zielgene reguliert werden (Liu und Niswander, 2005).
Netrin-1 interagiert mit dem Rezeptor Neogenin bzw. DCC (deleted in colorectal cancer). Fur die
Signalweiterleitung gibt es verschiedene Hinweise. Zum einen wurde beschrieben, dass DCC mit
dem G-Protein gekoppelten Rezeptor A2b interagiert und die Bindung von Netrin-1 an beide
Rezeptoren zur Akkumulation von cAMP fiihrt (Corset et al., 2000). Zum anderen kann DCC das
MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signal aktivieren (Forcet et al., 2002). B. Fiur die RGM
A Signalweiterleitung sind zwei verschiedene Signaltransduktionen beschrieben. Zum einen kann
RGM A sein Signal Uiber den BMP-Weg vermitteln, indem es gleichzeitig an den BMP Rezeptor 1l
(BMPRII) und den Activin RIl (Rezeptor Typ I1A) bindet. Dies bewirkt eine Phosphorylierung von
BMPRI und darauffolgend die Aktivierung eines Smad-Faktors (Xia et al., 2007). Dadurch kommt
es zur Aktivierung von Idl (inhibitor of differentiation; Babitt et al., 2005). Eine weitere
Mdglichkeit der RGM A Transduktion kann Neogenin-vermittelt geschehen. Hierbei interagiert
RGM A mit dem Neogenin-Rezeptor. Die Signalweiterleitung kann entweder iber PKC oder
GTPase RhoA und ROK (Rho-ahangige Kinase) geschehen (Conrad et al., 2007). Funktionen der
einzelnen Signalwege sind in die Darstellung integriert.
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Neueste Studien konnten bestétigen, dass RhoA, PKC oder die Rho Kinase wichtige
Elemente des RGM A-vermittelten Neogenin Signaltransduktionsweges fur die axonale
Wegfindung sind (Conrad et al., 2007).

Unabhéngig von Neogenin kdonnen RGM A, B sowie C auch als BMP-Korezeptoren
fungieren, indem sie BMP-2 und BMP-4 binden (Abb.6; Babitt et al., 2005; Samad et al.,
2005; Babitt et al., 2006; Xia et al., 2007). BMPs (bone morphogenetic proteins) sind
Mitglieder der TGF-p (transforming growth factor) Familie, welche an der Regulation von
z.B. der Zellproliferation, -apoptose, -differenzierung und Chemotaxis beteiligt sind.
Gleichzeitig kénnen sie mit ihrer extrazellularen Doméne an den BMP Typ-1 Rezeptor
binden. Nach der Aktivierung von RGM A kommt es zur Aktivierung von Faktoren der
BMP-Signalkaskade wie Smadl, 5, 8 und Id1 (inhibitor of differentiation) (Babitt et al.,
2005).

1.3.3 DM-GRASP und seine Rolle in der Entwicklung

Die Immunglobulin-Superfamilie

DM-GRASP ist ein Mitglied der Familie neuronaler Zelladhéasionsmolekiile, die durch die
Existenz von Immunglobulindoménen (lg) charakterisiert sind (Burns et al., 1991,
Williams und Barclay, 1988; Crossin und Krushel, 2000). Diese Ig-Doméanen weisen eine
charakteristische Faltblattstruktur auf, die durch eine Serie von nichtparallelen -Strdngen
gekennzeichnet ist. Bei den Ig-Doménen unterscheidet man zwischen V (variable)- und C
(constant)-Domanen; V- und V-dhnliche Doménen besitzen eine Lange von 65-75
Aminosduren. Im Gegensatz hierzu weisen die C-Doménen eine Léange von 55-65
Aminosaureresten auf (Abb. 7; Williams und Barclay, 1988).

Aufgrund steigender Zahl identifizierter Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie
ergaben sich neue Subtypen der Ig-Doméanen. So wird die C-Domane weiter in einen C1-
und einen C2 -Typ (Williams und Barclay, 1988) oder einen H-Typ (Hunkapiller und
Hood, 1989) aufgeteilt. Den C1-Typ findet man in den Immunglobulinen, den T-
Zellrezeptoren und den MHC (major histocompatibility complex)-Molekilen, wohingegen
der C2- (oder H-) Typ bei Nicht-Immunglobulin-verwandten Molekilen, wie den
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Zelladh&sionsmolekulen, Zelloberflachenmolekilen und den Muskelproteinen, auftritt
(Smith und Xue, 1997).

MR 2
¢c ABCDEFG

b-Strange der V- und C-Doméanen

B-Faltblatt «e=|~» B—Faltblatt

Faltmuster fir V- und C-
Domanen

Abbildung 7: Faltmuster der V- und C-Domaénen.

B-Strange der lg-Domanen bilden ein kompaktes "Sandwich" aus 2 p-Faltblattern (Amzel und
Poljak, 1979). Die einzelnen Ig-Domanen werden durch zwei stark konservierte Cysteinreste
eingegrenzt, die untereinander Disulfidbriicken ausbilden und so die Seiten der B-Faltblatt-
Sandwiches zusammenhalten. Anstelle der Cysteinteste konnen auch andere hydrophobe
Aminosauren stehen, wie Leucin, Valin, Tyrosin oder Methionin (Williams und Barclay, 1988).
Zwischen den einzelnen p-Strdngen liegen Schleifensequenzen, die eine starke Variabilitat
aufweisen konnen. Die f-Strdnge der beiden p-Faltblatter weisen eine charakteristische
Aneinanderreihung auf: ABCDEFG (jeder Buchstabe kennzeichnet einen Strang in der Reihenfolge
seines Erscheinens in der Sequenz). Ein p-Faltblatt besteht im Kern aus ABC, das andere aus GFC.
Bei den lg-Domaénen unterscheidet man zwischen V (variable)- und C (constant)-Domanen; V-
und V-dhnliche Doménen besitzen eine Lange von 65-75 Aminosduren mit fogenden B-Stréangen:
ABC'C"CDEFG. Im Gegensatz hierzu weisen die C-Domdnen eine Lénge von 55-65
Aminosaureresten auf und zeigen die Strange in folgender Gliederung: ABCDEFG (Williams und
Barclay, 1988). Der grofte strukturelle Unterschied zwischen den V- und C-Domaénen ist die
Extraschleife in der V-Doméne zwischen den Strangen C und D. Verdndert nach Williams und
Barclay, 1988.

Das Ligandenspekturm der Ig-Doménen reicht von kleinen Molekilen (Antigene,
Chromophore) Uber Hormone (Wachstumsfaktoren) bis zu Makromolekiilen
(Muskelproteine). Die Interaktion zwischen Ligand und Ig-Domane kann homophil (N-
CAM) als auch heterophil sein.
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Neuronale Adhé&sionsmolekile dieser Ig-Superfamilie zeichnen sich durch ihre enorme
Vielfalt an Funktionen in zelluldren Prozessen aus wie z. B. Zelladh&sion, -migration, -
proliferation und -differenzierung (Crossin and Krushel, 2000). Des Weiteren sind
Molekiile der Ig-Familie an verschiedenen Prozessen der Gehirnentwicklung beteiligt wie
z.B. der neuronalen Migration, der Wegfindung und Zielerkennung von Axonen und der
Synapsenbildung. In adulten Organismen dienen sie der Aufrechterhaltung und Funktion

neuronaler Netzwerke (Rougon und Hobert, 2003).

DM-GRASP: Struktur und Funktion

DM-GRASP wurde 1991 als ein 95 kDa Zelloberflachenprotein im Huhnchen identifiziert,
das den Namen DM-GRASP (GRASP = immunglobulin-like restricted axonal surface
protein; DM = that is expressed in the dorsal funiculus and ventral midline of the chick
spinal cord) erhielt (Burns et al., 1991). Strukturell beinhaltet DM-GRASP eine lange
extrazellulare Domdne bestehend aus einem Signalpeptid, funf Ig-Doménen, einer kurzen
hydrophoben  Transmembrandomdne und einer ebenfalls kurzen, hydrophilen
zytopasmatischen Doméne; unter den flinf Ig-Doménen sind zwei des V- und drei des C2-
Typs (Bowen et al., 1995; Abb. 8). In der letzten Ig-Domane des C2-Typs befindet sich an
der Position 441 ein Tyrosinrest, der mit seinem Sauerstoffatom eine kovalente Bindung

mit dem Schwefelatom des Cystenrestes an Position 476 eingeht.

S S S S S S S S O0S
1-24 40-110 154-217 257-310 350-387 441-476 515-537 570

Abbildung 8: Schematische Strukturdarstellung von DM-GRASP.

DM-GRASP zeichnet sich durch das Vorhandensein eines Signalpeptids, fiinf Ig-Domanen und
einer Transmembrandomane aus. Von den fiinf Ig-Doméanen gehdren zwei dem Typ V, und drei
dem Typ C2 an.

Im Hihnchen wird DM-GRASP auch als BEN (bursal epithelium and neurons; Pourquié
et al., 1992) oder JC7 (El-Deeb et al., 1992) bezeichnet. Die Homologe im Menschen
wurden ALCAM (activated leukocyte-cell adhesion molecule; Bowen et al., 1995) oder

memD (melanoma metastasis clone D; Degen et al., 1998) genannt. Auch in der Maus gibt
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es zwei Bezeichnungen fir DM-GRASP: MuSC (murine SC1-related protein, Sekine-
Aizawa et al., 1998) und CD166 (Bowen et al., 1997). In der Ratte besitzt das Protein den
Namen KG-CAM (Peduzzi et al., 1994) und das Zebrafisch als auch das Goldfisch DM-
GRASP wurden als Neurolin (Laessing et al., 1994; Paschke et al., 1992) bezeichnet. Das
Drosophila-Homolog von DM-GRASP erhielt den Namen irreC-rst (irregular chiasm C-

roughest; Ramos et al., 1993).

Die Expression von DM-GRASP wurde in Zebrafisch (Fashena und Westerfield, 1999),
Goldfisch (Paschke et al., 1992), Hihnchen (Burns et al., 1991) und Maus (Fraboulet et
al., 2000) beschrieben. Alle Organismen weisen eine Expression in den Motoneuronen des
Neuralrohrs auf. AusschlielRlich im Zebrafisch und im Huhnchen ist DM-GRASP in den
dorsalen Wurzelganglien exprimiert. In der Maus als auch im Hihnchen konnte eine
Expression von DM-GRASP in der Bodenplatte beobachtet werden. Schilling et al.
zeigten, dass DM-GRASP wahrend der Zebrafischentwicklung in den endodermalen
Vorlauferzellen der Leber, als auch im Atrium und Ventrikel des Herzens exprimiert ist
(Schilling et al., 1999). Des Weiteren wurde in Maus und Hihnchen die DM-GRASP
Expression in den kranialen Plakoden festgestellt. In der Maus konnte DM-GRASP in der
Plakode des Nervus trigeminus (V) und des Nervus vestibulocochlearis (V111) (Fraboulet et
al., 2000; Sekine-Aizawa et al., 1998) visualisiert werden. Goodyear et al. zeigten 2001,
dass DM-GRASP schon frih in der Ohrplakode des Hiihnchens erscheint.

Burns et al. zeigten 1991, dass DM-GRASP die Verlangerung von Neuriten im Hihnchen
unterstiitzt. Des Weiteren scheint DM-GRASP eine entscheidenden Rolle bei der
Zellmigration im zentralen Nervensystem (Heffron and Golden, 2000), der Neuriten- und
Axonverlangerung (DeBernardo und Chang, 1995, Pollerberg und Mack, 1994) und der
axonalen Wegfindung (Boschert et al., 1993; Kanki et al., 1994; Ott et al., 1998; Avci et
al., 2004; Weiner et al., 2004) zu besitzen. Im nicht-neuralen Kontext ist DM-GRASP an
der Entwicklung von B-Lymphozyten (Zhang et al., 1995), der Tumorgenese (Weichert et
al., 2005), der Hamatopoese und der GeféaRbildung (Ohneda et al., 2001) beteiligt. In in-
vitro Studien wurde gezeigt, dass die Interaktion von DM-GRASP mit Liganden entweder
homophil (Corbel et al., 1996), oder auch heterophil mit Ng-CAM (neuronglia cell
adhesion molecule; De Bernardo und Chang, 1996) sein kann.
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1.4  Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollten die potentiellen Zielgene Pescadillo, RGM A und DM-GRASP des
nicht-kanonischen Wnt-Signalweges wahrend der Embryonegense von Xenopus laevis
untersucht werden. Zunachst sollte das Expressionsprofil dieser Gene mit Hilfe der whole
mount in-situ Hybridisierung erfasst werden. Um die Funktionen von Pescadillo, RGM A
und DM-GRASP in Xenopus laevis zu beschreiben, sollten die Gene Uber spezifische
antisense  Morpholino-Oligonukleotide in-vivo ausgeschaltet und die jeweiligen
Phénotypen charakterisiert werden. Zur weiteren Analyse sollten nach Funktionsverlust
von Pescadillo, RGM A und DM-GRASP Markergenstudien durchgefiihrt werden.
Weiterhin wurden Uberexpressionstudien gemacht. Die erhaltenen Phéanotypen von
Pescadillo, RGM A und DM-GRASP sollten mit bekannten Funktionen nicht-kanonischer

Whnt-Signale in Bezug gesetzt und diskutiert werden
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2 Material
2.1 Organismen

2.1.1 Versuchstiere

Es werden Xenopus laevis Frosche verwendet, die von der Firma Nasco, Wisconsin, USA

stammen.

2.1.2 Bakterienstamme

Escherichia coli One Shot TOP10 (Invitrogen)

Genotyp:

F mrcA A(mrr-hdsRMS-mcrBC)

®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139
A(ara-leu)7697 gal/U gal/K rpsL (Str) endAl nupG

Escherichia coli ElektroMax DH10B (Invitrogen)
F mrcA A(mrr-hdsRMS-mcrBC)

Genotyp:

®80lacZAM15 AlacX74 recAl end Al ara D139
A(ara-leu)7697 gal/U gal/K A" rpsl nupG

2.2 Nukleinsauren
2.2.1 Vektoren
pCS2+

pBluescript 11 KS
pCR?4Blunt-TOPO
pCR®-Blunt
pCRR4-TOPO

2.2.2 cDNA-Klone

(Rupp et al., 1994)

(Stratagene)
(Invitrogen)
(Invitrogen)
(Invitrogen)

Klon Bezug Restriktionsenzym/Polymerase

Cardiac-a Actin (pCS2+) | Dr. P. Krieg, antisense: Pvu I/SP6
Tuscon, AZ, USA

5'UTR DM-GRASRP II Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6

(pCS2+) entstanden. antisense: BamH1/ T7

A5'UTR DM-GRASP I Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6

(pCS2+) entstanden. antisense: BamH1/ T7

Xemx1 (pGEM-T) Dr. T. Pieler, Universitat | antisense: Hind 111/ T7
Gottingen

Xen2 (pBst-KS)

Dr A. H. Brivanlou

antisense: Xba I/ T3

XfoxD3 (pBS)

Dr. Dr. W. Kndchel,
Ulm, Deutschland

antisense: EcoRIl/ T7
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GFP (pCS2+)

Dr. Dr. W. Kndchel,
Ulm, Deutschland

sense: Not I/ T7

Xisl-1 (pBst-SK)

Dr. D. Melton, Cameridge,
MA, USA

antisense: EcoRIl/ T7

XmyoD (pBS) Dr. R. Rupp antisense: Sal I/ T7
Xkox20 (pGEM-T) Dr. T. Pieler, antisense: EcoRI/ T7
Universitat Gottingen
Nkx2.5 (pGEM32) Dr. P. Krieg, antisense: Hind 111/ T7
Tucson; AZ, USA

dnNkx2.5 (T7TS) Dr. P. Krieg, sense: EcoRI/ T7
Tucson; AZ, USA

Xotx2 (pBst-KS) Dr. T. Pieler, antisense: Not I/ T7
Universitat Gottingen

Xpax6 (pGEM-T) Dr. T. Pieler, antisense: Not I/ T7
Universitat Gottingen

5'UTR Pescadillo (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden.

Pescadillo_Mut (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden.

PescadilloABRCT (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden.

PescadilloABRCT (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden.

PescadilloABRCT (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden.

5UTR RGM A2 (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden. antisense: BamH1/ T7

A5'UTR RGM A2 (pCS2+) | Aus dieser Arbeit | sense: Not I/ SP6
entstanden. antisense: BamH1/ T7

Xrx (pGEM-T) Dr. T. Pieler, antisense: Xho I/ SP6

Universitat Gottingen

Xslug (pCS2+)

Dr. M. G. Sargent, Mill,
London

antisense: Cla I/ SP6

Xsix1 (pGEM-T Easy)

Dr. H.-C. Seo,
ETH-HOnggerberg, Zirich

antisense: Nco I/ SP6

Xsix2 (pBSKII)

Dr. H. Ghambari,
ETH-HOnggerberg, Zirich

antisense: Apa I/ T3

Thx20 (pGEM T-Easy) Dr. F. Conlon, antisense: Nco I/ SP6
Chapel Hill, NC, USA

Tnlc (pBSKII) Dr. P. Krieg, antisense: Not I/ T7
Tucson, AZ, USA

Xtwist (pBS) Dr. M. G. Sargent, antisense: Xba I/ T7

Mill Hill, London

Xwnt-4 (pSP64T)

Dr. R. T. Moon,
Seattle, USA

antisense: Nhe I/ T7
sense: Sac I/ SP6

XdnWnt-11 (pSP64T)

Dr. M. Tada und Dr. J.

sense: BamH 1/ SP6
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Smith, NIRM, Mill Hill
XWntl1l-R Aus dieser Arbeit | antisense: Spe I/ T7
(pCR*Blunt- TOPO) entstanden.
XMHCa. Aus dieser Arbeit | antisense: Spe I/ T7
(pCRR4Blunt-TOPO) entstanden.

2.2.3 Oligonukleotide und Morpholino-Oligonukleotide
Primer flr Sequenzierungen

Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG synthetisiert.

Xpes_seq240 5 -GTT AAT TCA GAG AGT ACA -3'
xpes_seq500 5-GTGGAATTCCTC AACTAT -3
Xpes_seq770 5-GTT GAT CTT AAG TCA GAT -3
xpes_seq950 5' - AGG CAA CTG CAG GAG GAG -3
RGMA _seq465 5 -GAGAAG TCG GACAGCCCT -3
RGMA _seq780 5-GCTTTC ATT GAT GGT TCG - 3
RGMA _seq1000 5 -CAC GGT TGC CCT CAAAAC-3
DM1_seq360 5-TAGGTGTAGGTT GCC CAG -3
DM1_seq720 5 - GCC GTAATA GAT GAT GAG - 3
DM1 seq1100 5 -TAC TAC CCAACA GAG AAG -3
DM1 seq1500 5-GTCATGTTT ATG AAAGAC -3
DM1 seq1800 5 - AAC AGA CTG GGA AAAGAA -3
DM2_seq360 5-AGC AAGTGC AAGGATTTC-3
DM2_seq720 5 -AGC AGT AGT CAAAGT GTT -3
DM2_seq1100 5 -CATCACTCT CCAATGTAG-3
DM2_seq1500 5-AGGTGT TTACGAATGGTT -3
DM2_seq1800 5-AGATGAGCGTAATGATAG -3
SP6 5 -CCCAAGCTT GAT TTAGGT GAC -3
T7 5 -CTACGT AAT ACG ACT CACTATA-3
M13 F 5-GTAAAACGACGGCCAG-3
M13 R 5 -CAG GAAACAGCT ATGAC -3

Primer fiur die RT-PCR

Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG synthetisiert.

H4 F 5'- CCG GAT AAC ATT CAG GGT ATC ATC- 3'
H4 R 5'- ATCCAT GGC GGT AAC TGT CTT CCT- 3'
pes3UTR_RT | 5'-CTC TCG TTT CCC TGC AAC TC - 3'
pes3'UTR_RT _r 5'- CAT GCC AAG CAG TCA CTT GT - 3'
DMGRASP_RT | 5'- TGC CTA CCA CAT AAC CGA CA - 3'
DMGRASP_RT r 5'- TAC CGG AGC AGG ACA CTT CT - 3'
RGMA_RT | 5'- GGT TCG AAA AAT GGT GGA GA -3

RGMA_RT_r 5'- AGG AGG TCA AAG ACG CAAGA-3
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Primer fur Klonierungexperimente

Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG synthetisiert. Die Primer, die mit
einem "p" gekennzeichnet sind, wurden am 5' - Ende phosphoryliert.

5UTR_xpes L
xpes_ORF_R
xpes_ORF_L
3Mutpes_|

3Mutpes_r
5'Bglll_Mut_pes_|
5'Bglll_Mut_pes_r
5UTR_GFP_|
5UTR_GFP_r
Bglll_GFP_|

Bglll_GFP_r

pes ABRCTp_|
pes ABRCTp_r
pes ASUMOp |
pes ASUMOp _r
pes ANLSp_|I
pes_ ANLSp_r
5UTRRGMAL I

5UTRRGMAL r
A5'RGMAL |
5'UTR RGMA2_|

5UTR RGMAZ2_r
A5RGM2_|

A5'UTRRGM2_ ¢
DM1_WM_|
DM1_WM _r
5UTR_DML |
5UTR_DML1_r
5UTR_DM2_|
5UTR_DM2_r

5- GGG CTC GAG GCG CGG AGA TGG GTG GTC -3
5-GGG TCT AGATTAGTGCTT CTT AGCCTT -3

5- GGG CTC GAG ATG GGT GGT CTG GAG AAA -3

5 - GCG CGG AAT GGG TGG CTT AGA GAA AAA
AAAGTAT-3

S -ATACTT TTT TTT CTC TAA GCC ACC CAT TCC
GCGC-3

5' - CCG CGG ACG CGT GGG AGA TCT ATG GGT GGC
TTA GAG -3

5' - CTC TAA GCC ACC CAT AGA TCT CCC ACG CGT
CCGCGG -3

5'- GAT CCG CGG AGA TGG GTG GTC TGG AGA AAA
AT -3

5'-CGATTT TTC TCC AGA CCA CCC ATC TCC GCG -
3

5' - GAT CCG ATC TAT GGG TGG CTT AGA GAA AAA
T-3

S'-CGATTTTTCTCT AAG CCACCCATAGATCG-3
5'-pCCT GGG GTG CTT CTG CCC -3

S -pATGTTTTTCCTCCTCCTG -3

5'-pCGT CTAGCAAA...TGATG-3
5'-pAACCTTGCCT...TGTTAC-3

5'-pTAATCT AGAACT ATAGTG -3

5' - pCAT CAT CAT AAT TGC TAG - 3

5' - CGC GGA TCC AGA AGC TGC TTC TTA GTA CAA
GTT-3

5' -GGG GAATTC CTATGG CCT TTC AAA CAA ATG
GCA -3

5' - GGG GAA TCC ATG GGT ATG GGG AGA GGG
GCA -5

5'- CAC TGA CCC CCG TGT GAG CGC TGG GCT GGA
-3

5'-GTT GGG AAT TTA CAC AGT AAA CAT AGA -3
5'-TTT AAA ATG CAG CCG ATA AGG GCG AAG GTT
-3

5'-TTACAG CAA CATTGC ACAGCACTG -3

5'- ATATAT GGC AAC AAA GGA GGA CAT -3
5'-GTGACAAAGGTTTCCATTTATTITG-3

5'- GAC AGT CAG TCACAG CGACCAGCG -3

5 -TTCGGC ATCGGACTT GTG GTT ATT -3

5'-CTG AGT GCT CCA GAG CAAACATCC-3
S-TTAGGCTTCTGACTT GTG GTT ATT -3
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A5'UTR_DM2 | 5'- CCG CCG GAA TTC ATG GAA GCA AGT GCA AGG
ATTTCC -3

AS'UTR_DM2_r 5' - GGC GGC CTT AAG TTA GGC TTC TGA CTT GTG
GTTATT-3

5UTRWNIL1R | 5'- GCA CGA GCA GAG AGT CAA GGC AGC - 3

5UTRWNL1R 1 5' - TCA TTT GCA CAC ATA CCG CTC CAC -3

MHCprobe._| 5'- AAA GAA CGT CTG GAG GCT CA - 3'

MHCprobe_r 5'- GGA GGC GAC TGT GAC TTC TC -3

Antisense Morpholino-Oligonukleotide

Die Morpholino-Antisense Oligonukleotide wurden lyophilisiert von der Firma Gene
Tools, LLC, Philomath, USA bezogen. Die Morpholino-Oligonukleotide wurden in 300 pul
autoklaviertem H,O geldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Control MO 5 -CCTCTTACCTCAGTT ACAATTTATA-3
Pes MO 5 -TTC TCC AGA CCACCC ATCTCCGC-3
Wnt-4 MO 5'-GTACTC TGG GGT CAT CCT GCT GCT G- 3
Frizzled-3 MO 5'- CGCAAAGCCACATGCCACCTCTTGAA -3
p53 MO 5'-CCATGC CGG TCT CAG AGG AAGGTTC-3
RGM Al MO 5'-CATCCATCCAGCTTGGGCTTT AACC-3'
RGM A2 MO 5'-TTATCG GCT GCATGA GCCCCTTCCC-3
DM-GRASP MO 5'-CACTTG CTT CCATAF CCC ACG ATCC-3'
Isl-1 MO 5'-GGT CTCCCATATCTCCCATAGCTGT-3
Thx20 MO1 5 -AAT CCACTTCCAAGGGCAGTTGCTT-3
Thx20 MO2 5-GTT TGG GAG AAG GAG TGT ATTGGAT-3
Wntl11l-R MO 5 - AAT CAT CTT CAA ACC CAATAACAA -3
2.3 Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (NEB) bezogen. Enzyme fir
molekularbiologische Arbeiten wurden bei Invitrogen, Roche, MBI Fermentas, USB,
Promega und Stratagene bestellt.

2.4  Antikorper

Anti-Fluorescein Fab-Fragment (Roche)

Anti-Dioxygenin-Antikérper (Roche)

Anti-BrdU Antikorperldsung (Boehringer Kit)

Anti-Maus-1gG-AP (Boehringer Kit)

Monoclonal Anti-human/mouse/chicken RGM-A Antibody (R+D Systems)
Cy2-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch)
Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rat 1gG (H+L) (Jackson ImmunoResearch)
3A10 Antibody (DSHB)
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2.5 Nahrmedien und Zuséatze

LB-Medium (Luria-Bertani Broth, fertiges Pulver):

LB Broth (Invitrogen): 20 g/l

LB Agar (Invitrogen): 32 g/l
Antibiotika:

Ampicillin (Serva) 50 mg/ml H,O

Steril filtrieren und bei -20 °C lagern.

Kanamycin (Roth) 10 mg/ml H,O
Steril filtrieren und bei -20 °C lagern.

Penicillin/Streptomycin
(Invitrogen) 10.000 pg/ml,
Steril filtrieren und bei -20 °C lagern.

DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s medium)-Wachstumsmedium (Zellkultur):
von Invitrogen:
1 x DMEM + 4,5 g/l Glucose + GlutaMAX ™-I + Pyruvat.
Mit 7,5 % Sodium Bicarbonat, 10 % FBS und 10 pg Pen/Strep versetzt.
Steril filtrieren und bei 4 °C lagern, nach Farbumschlag Medium verwerfen.
X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranosid)
100 mg X-Gal in 2 ml N,N' -dimethylformamid, bei -20 °C lagern.
2.6 LOsungen und Puffer

Wenn nicht anders aufgefihrt, werden alle Lésungen und Puffer in H,O geldst.

* Alcianblau-Ldsung

1lg Alcianblau
0,5 ml Eisessig
99,5 ml H.0

* Alkaline Phosphatase Puffer (AP-Puffer)

1ml 1M TrispH 9,5
500 pl 1 M MgClI

200 ul 5 M NacCl

100 pl 10% Tween

= auf 10 ml mit DEPC-H,0 auffillen
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* Auftragspuffer (fir DNA-Gele)

0,25%
0,25%
30 %

20 mM

Bromphenolblau
Xylencyanlol
Glycerin
Tris/HCI pH 8

* Blocking Solution

1ml
25 pl
600 ul
* 10% Chaps

1g

5x MAB/10% BMB

10% Tween

Horse Serum

=> mir DEPC-H,0 auf 5 ml auffillen

Chaps
= mit DEPC-H,0O auf 10 ml auffillen, 1ml Aliquots bei -20 °C
lagern

* DAPI (4'6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid)-Lésung

Stammlésung: 1 mg DAPI in 1 ml H,O = Lagerung bei -20 °C flr mehrere Jahre
Arbeitslosung: 1:1000 Verdinnung mit PBS = Lagerung bei 4 °C fur 6 Monate

¢ Deionisiertes Formamid

Formamid (fertig)
mit lonentauscher 1 Stunde ruhren, abfiltrieren, in 50 ml Aliquots bei -20 °C lagern

¢ 50x Denhardts

19
19
19
2-3ml

BSA

Polyvinylpyrrolidon

Ficoll

DEPC-H,O zugeben, unter Rihren auf 50 ml mit DEPC-H,O
auffullen

1,2 ml Aliquots bei -20 °C lagern

* DNase I-Puffer (pH 5)

100 mM
5mM

Natriumacetat
MgSO,



Material

32

DEPC-H,0
1 ml DEPC (nur mit Handschuhen!) in 1 1 H,O tber Nacht riihren, autoklavieren
0,5MEDTA
9,39 EDTA
— mit DEPC-H,0 auf 30 ml auffullen

— mit 10 N NaOH auf pH 8,0 einstellen
=> auf 50 ml DEPC-H,0 auffiillen

3% Ficoll/1x MBSH
159 Ficoll 400
500 ml 1x MBSH

steril filtrieren, bei 4 °C lagern

Gelatinelsung zum Einbetten

2,29 Sigma-Gelatine in 450 ml PBS unter Rihren und Erwérmen I6sen
134 g Albumin (Bovine) hinzuftigen
9%04g Saccharose zufiigen

— 15 ml Aliquots bei -20 °C
Heparin

100 mg/ml DEPC-H,0
100 ul Aliquots bei -20 °C lagern

Horse Serum
fertig gekauft, 30 Min. bei 60 °C inaktivieren, Lagerung bei -20 °C

Hybridisierungpuffer

25 ml deionisiertes Formamid (-20 °C)
12,5 ml 20x SSC

1ml Torula RNA (50 mg/ml)

1ml 50x Denhardts

50 pl Heparin (100 mg/ml)

500 pl 10% Tween

500 pl 10% Chaps

500 pl 0,5 MEDTA pH 8,0

= mit DEPC-H,0 auf 50 ml aufftllen, bei -20 °C lagern
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¢ Incubation buffer

Boeringer Kit 1299964

* LoOsung A
38 % Acrylamid
2% Bisacrylamid
* 5x MAB
29,02 ¢ Maleinséure
21,90 ¢ NaCl

in 400 ml DEPC-H,0 lésen,
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
= mit DEPC-H,0 auf 500 ml auffillen

* 5x MAB/10% BMP

509 Boehringer Blocking Agent (-20 °C)
= mit 5x MAB auf 50 ml auffillen, autoklavieren, 5 ml Aliquots bei
-20 °C lagern
e 5x MEM
104,65 g MOPS (0,5 M)
3.8¢ EDTA (10 mM)
1,23 g MgSO4 x 7 H,O (5mM)

in 800 ml DEPC-H,0 ldsen, pH auf 7,4 einstellen
= mit DEPC-H,0 auf 1 | auffillen

* MEMFA
10 mi MEM
5ml 37% Formaldeyd

= mit H,O auf 50 ml auffillen

* 1x MEMFA + 0,1% Tween

10 ml 5x MEM
5ml 37% Formaldehyd
0,5 ml 10% Tween

= mit DEPC-H,0 auf 50 ml aufftllen
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* MEMPFA (4% Paraformaldehyd)

1ml 5x MEM

2ml 10 % Paraformaldehyd

2ml Hzo
* 1M MgCl,

20,33 ¢ MgCl,

= mit DEPC-H,0 auf 100 ml auffillen

* 5M NaCl

21,32 ¢ NaCl

= mit DEPC-H,0 auf 100 ml auffillen

* 3 M Natriumacetat pH 5,2 (100 ml)

246 ¢ Natriumacetatanhydrat
90 ml H,O
10 ml 100% Essigsaure
* 10 N NaOH
40 ¢ NaOH-Platzchen

= mit DEPC-H,0 auf 100 ml auffiillen
* NBT (Nitroblautetrazolium)
Boeringer Kit 1299964
* OCM-Medium

15 mM HEPES pH 7,8
1 mM Glutamin
50ug/ml Gentamycin
0,4 ug/ml BSA
50 U/ml Nystatin
50 % Leibovitz's L15 Medium
10 % FBS
= pH 7,8 mit NaOH einstellen, steril filtrieren, bei -20 °C lagern

* 10 % Paraformaldehyd
40 g Paraformaldehy in 320 ml H,O bei 60-65 °C unter Ruhren l6sen (unter

Abzug), pH auf 7,3 einstellen (Sdure/Base stark verdinnen, da sich der pH-Wert
sehr schnell andert), dann auf 400 ml mit H,O auffillen.
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e 10x PBS

209 NaCl

24 KCI

14,4 0] NazHPO4X 2H20

2,4 g NaH2PO4X Hzo

auf pH 7 einstellen, autoklavieren

e 1xPBST

100 ml 10x PBS

10 ml 10% Tween

= mit H,O auf 1 | aufftllen
* 5x SDS-Elektrophoresepuffer

125 mM Tris
960 mM Glycin

* 1x SDS-Elektrophoresepuffer
200 ml 5x SDS-Elektrophoresepuffer
10 ml 10% SDS
=>auf 1 | auffillen

* SDS-Probenpuffer

05M Tris-HCI pH 6,8

0,025% Bromphenolblau

10% SDS

20% (viv) Glycerin

25% [-Mercaptoenthanol
e 20x SSC

175,3¢g NaCl

88,29 NazCitrat

in 800 ml DEPC-H,0 lésen, mit konz. HCI auf pH 7 einstellen
= mit DEPC-H,0 auf 1 | auffillen
e 2xSSC

100 ml 20x SSC
= mit DEPC-H,0 auf 1 | auffillen
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* 0,2x SSC

100 ml

e 10x TBS
80g
29
309¢

e IxTBST

100 ml
10 ml

2xX SSC
= mit DEPC-H,0 auf 1 | auffillen

NaCl

KCI

Tris base

in 800 ml DEPC-H,0 lésen, mit konz. HCI auf pH 7,4 einstellen
= mit DEPC-H,0 auf 1 | auffullen

10x TBS
10% Tween
= mit DEPC-H,0 auf 1 | auffillen

* 1MTrispH?95

12,11 g

Tris
in 70 ml DEPC-H,0 ldsen, mit konz. HCI auf pH 9,5 einstellen
= mit DEPC-H,0 auf 100 ml auffillen

e Trypsin (Invitrogen)

0,5 % Trypsin-EDTA (1 x)
Steril aliquotieren und bei -20 °C lagern.

e TE(pH 75

10 mM
1mM

e Tfb1l

1,5 ml
0,5 ml
8,75 ml
0,619
0,259

Tris/HCI (pH 7,5)
EDTA (pH 8)

1 M Kaliumacetat
1 M CaCl,
Glycerin

RbCI

MnC|2

=> der pH-Wert wird mit Essigsdure/KOH auf 5,8 eingestellt und auf 50 ml mit
bidest. H,O aufgefullt

e Tfb2

1ml

10 mM MOPS
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2.7

1,25 ml 1 M CaCl;
8,75 ml Glycerin
0,06 ¢ RbCl

= der pH-Wert wird mit HCI/KOH auf 6,5 eingestellt und auf 50 ml mit bidest.

H,0 aufgefullt

= Tfb 1+2 werden nicht autoklaviert, Aliquots sollten sterilfiltriert werden;

Lagerung bei 4 °C
Tris/HCI (pH 8,5)

10 mM Tris in H,O

pH mit 37% HCI einstellen (spezielle Tris-Elektrode oder pH-

Papier)
10% Tween 20

50 mi Tween 20

= mit DEPC-H,0 auf 500 ml auffiillen

Torula RNA

50 mg/ml in DEPC-H,0 ldsen, in 1 ml Aliquots bei -20 °C lagern

X-Phosphat
Boeringer Kit 1299964

Chemikalien

Acetanhydrid

Aceton

Acrylamid, Gel 40

38% Acrylamid/2% Bisacrylamid
Agarose

Ammoniumacetat
Ampicillin Natriumsalz
Benzylalkohol
Benzylbenzoat

Boehringer Blocking Agent
Blocking reagent

BM purple

Borsaure

BSA (Rinderserumalbumin)
Caciumnirat Tetrahydrat
Calciumchlorid Tetrahydrat
Citronensaure Monohydrat

Sigma
Baker

Roth
Invitrogen
Merck
Roth
Merck
Merck
Roche
Roche
Roche
Applichem
Sigma
Merck
Merck
Merck
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Chaps
Chloroform

L-Cysteinhydrochlorid Monohadrat

DAPI

(4'6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs

Dithioreitol (DTT)

EDTA

Essigsdure

Ethanlol absolut

Ethanol vergallt
Ethidiumbromidldsung 1%
bFGF (rekombinant, human)
Ficoll 400

Formaldehyd 37%
Formamid

Gelatine

Gonadodropin (chorionic)
Glutharaldehyd

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hepes

Heparin Natriumsalz

Horse Serum
Isoamylalkohol

Isobutanol

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid

LB Agar

LB Broth

Magnesiumacetat Tetrahydrat
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Maleinséure

Methanol

MOPS

Natriumacetat Trihydrat
Natriumcitrat
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)2H,0

Roth
Merck
Fluka

Roche
Sigma
Sigma
Invitrogen
Sigma
Sigma
Merck

Riedel-deHaen

Apotheke
Roth
Promega
Sigma

JT Baker
Merck
Baker
Sigma
Sigma
Roth
Applichem
Roth
Applichem
Sigma
Invitrogen
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Gibco
Gibco
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Baker
Merck
Merck
Roth
Applichem



Material

39

Natriumdihydrogenphoshat ((NaH2PO,)
Paraformaldehyd

Phenol (Rotiphenol)

Phosphorsaure 85%
Polyvinylpyrrolidon

Proteinase K

RNase A

RNase T1

RNA Torula Typ IV

Saccharose

Salzsdure (HCI)

Streptomycin

TEMED

Tween 20 (Polyethylensorbitanmonolaureat)
Triethanolamin
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

UHU Sekundenkleber
Wasserstoffperoxid 30%

X-Gal

Xylencyanol

2.8 Radiochemikalien
[*°S]-Methionin

29 Kits

Microspin G-50 Columns

5-Bromo-2 -deoxy-uridine Labeling
and Detection Kit I

DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit

mMessage machine SP6

mMessage machine T3

mMessage machine T7

TOPO TA Cloning Kit

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for
Sequencing

Zero Blunt PCR Cloning Kit
MasterAmp PCR Core Kit

Miniprep Wizard Plus SV

Qiagen Gel Extraction

Qiagen PCR Purification Kit
Purescript RNA Isolation Kit

TNT Quik Coopled Transcription/Translation
System (T7)

SMART PCR cDNA Synthesis Kit

Fluka
Merck
Roth
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Invitrogen
Sigma
Sigma
Sigma
USB
Merck
UHU
Merck
BioTech Trade
Roth

Amersham (Braunschweig)

Amersham

Roche
Amersham
Ambion
Ambion
Ambion
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Epicentre Technologies
Promega

Qiagen

Qiagen

Gentra Systems

Promega
Clontech
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Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen

DIG RNA Labeling Mix 10x Roche

Fluo RNA Labeling Mix 10x Roche

2.10 Gerate

Bildschirm (Trinitron) Sony

Binokular Saur

Binokular (MVX10) Olympus

Binokular (SZH10) Olympus

Binokular (SZ2X12) Olympus
CO,-Inkubator MCO-17 ALC Sanyo

Brutschranke (WB22K) Mytron
Digitalkamera (C-3030) Olympus
Digitalkamera (DP 11) Olympus
Eismaschine (AF-10) Scotman
Elektroporationsmaschine (Gene pulser) Biorad

Gefriertruhe (-20 °C) Liebherr
Gefriertruhe (-80 °C; VX490E) Jovan
Gelelektrophoresekammer Werkstadt der Uni Gottingen
Geltrockner (Pherotemp40) Biotech Fischer
Heizblock (HBT130) HLC

Heizrihrer (MR3000) Heidoplph
Injektionsanlage (Pneumatic Picopump) World Precisions Instr., USA
Inkubationsschrank (37 °, 80 °C) Memmert
Kaltlichtquelle (EK-1) Euromex

Kapillaren (Borosilicatglas mit Filament 0,1 mm) H. Saur Laborbedarf
Kuhlschréanke Liebherr
Kihlzentrifuge (Biofuge primoR) Heraeus

Megafuge (1.0R) Heraeus

Mikroskop (Axiovert 25) Zeiss

Mikroskop (BH-2) Olympus
Mikroskop (BX60) Olympus
Mikrowelle (Micromat) AEG

Netzgerat (P25) Biometra
PCR-Gerét (T3 Thermocycler) Biometra

pH-Meter (CG837) Schott
Phospho-Imager (Fujix BAS 1000) Fuji

Photometer (SmartSpec 3000) Biorad

Pipetten Gilson

Puller (Herstellung der Injektionsnadeln;PN-30)  Narishige, Japan
Schuttler (rotatierend; Rocky) Frobel Labortechnik
Roller (horizontal) ILD GmbH
Sequenziergerat (ABI PRISM 377) Perkin-Elmer Corporation
Sicherheitswerkbank (BDK-SK 150) Luft- und Raumfahrttechnik GMBH
Screen (Phosphoimager; Fuji BAS I11S) Fuji

Tischzentrifuge (Biofuge pico) Heraeus
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UV-Transilluminator 312 nm
Schittler (S2-Labor; Certomat)
Vibratom (Serie 1000)
Vortexer (Vortex Genie 2)
Waage (PE360)

Wasserbader

2.11 Sonstiges

Alufolie

Einwegspritzen

Elektroporationskiivetten

Falcongefale

Whatmanpapier

Glasmaterialien (Flaschen, Pasteurpipetten,
Erlenmeyerkolben usw.)

Haushaltsfolie

Kanulen

Kunstoff-Einwegmaterialien (Spritzen,
Pipetten, Reaktionsgefalie, Petrischalen usw.)
Quarzkivetten

6-well Platten

24-well Platten

Parafilm

PCR-Tubes

Dumont Pinzetten

Bachofer

B.Braun

Technical Products Internat.
Scientific

Mettler

Kottermann Labortechnik

Gut & Billig
HeukeSassWolf GmbH
Biorad

Corning

Schleicher & Schuell

Brand, Schott
Gut & Billig
Braun

Eppendorf, Brand, Greiner, Sarstedt
Hellma

Greiner

Greiner

Pechiney

Biozym

Merck



Methoden 42

3 Methoden
3.1 Arbeiten mit Xenopus laevis
3.1.1 Haltung der Versuchstiere

Die Xenopus laevis Weibchen und Mannchen werden in Aquarien, die mit auf 19 °C
temperiertem und gefiltertem Wasser gefullt sind, gehalten. Sie werden mit
Trockenfischfutter und klein geschnittenem Fleisch gefittert. Die Weibchen pausieren
zwischen jeder Hormonbehandlung fur mindestens 3 Monate.

3.1.2 Stimulation von Xenopus laevis Weibchen zur Eiablage

Am Vortag des Ablaichens wird dem Xenopus laevis Weibchen das humane Hormon
Chorion Gonadotropin (hCG) in die laterale Ruckenregion unter die Haut gespritzt. Dieses
Hormon wird aus dem Urin schwangerer Frauen gewonnen. Es wird steril in einer 0,5 %
NaCl-Losung mit einer Konzentration von 3000 U/ml geldst, von welcher ca. 700-900 U
dem Weibchen gespritzt werden. Am folgenden Tag wird das Weibchen durch vorsichtiges
Massieren an Bauch und Riicken zum Ablaichen angeregt. Die Eier werden in eine
Petrischale abgelegt.

3.1.3 In-vitro Befruchtung von Xenopus laevis Eiern

Fur die in-vitro Befruchtung muss ein Mannchen getttet werden, aus welchem der Hoden
entnommen wird. Dieser wird in 1x MBSH gewaschen und in OCM-Medium bei 4 °C
gelagert. Um die Eier befruchten zu kénnen, wird ein kleines Stiick Hoden abgeschnitten,
in ca. 100 pl 1x MBSH mazeriert und mit 900 pl H,O verdunnt. Das H,O bewirkt eine
Erniedrigung der Salzkonzentration, so dass sich die Spermien bewegen kodnnen. Die
verdinnten Spermien werden nun mit den Eier in einer Petrischale vermischt. Nach ca.
einer halben Stunde sollten sich die Eier durch die Befruchtung gedreht haben. Sie werden
mit 0,1% MBSH aufgegossen und bei 14 °C inkubiert.

3.1.4 Entfernen der Gallerthllle von Xenopus laevis Eiern

Um die flr die folgende Injektion stérende Gallerthiille von den Eiern zu entfernen,
werden sie 1,5-2 Stunden nach der Befruchtung mit einer 2% Cysteinhydrochlorid-Ldsung
in einem Erlenmeyerkolben 3-5 Minuten geschwenkt. Die Gallerthiille hat sich ganz von
den Eiern gel6st, wenn diese eng aneinander liegen und die dichtest mdoglichste
Kugelpackung angenommen haben. Anschliefend wird 5x mit 0,1 MBSH gewaschen und
in 0,1 MBSH bei 14 °C inkubiert.

3.2 Mikroinjektion
3.2.1 Herstellung von Injektionsnadeln

Die Injektionsnadeln werden mit Hilfe des PN-30 Micropipette Pullers der Firma
Narishige hergestellt. Eine Glaskapillare wird in die Vorrichtung eingespannt; sie wird in
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der Mitte erhitzt und dabei ausgezogen. Auf diese Weise entstehen 2 Injektionsnadeln. Fir
die Injektion muss die Spitze abgebrochen werden, damit Flussigkeit aufgezogen werden
kann.

3.2.2 Die Mikroinjektion

Fur die Injektion werden die in-vitro transkribierte  mRNA oder Morpholino-
Oligonukleotide mit autoklaviertem Wasser verdinnt.

Die Embryonen von Xenopus laevis lassen sich relativ leicht manipulieren, da die
einzelnen Bastomere sehr gut erkenn- und unterscheidbar sind. Mit der feinen
Injektionsnadel entstehen nur kleine Verletzungen an den Embryonen, die wahrend der
Entwicklung heilen.

Die Injektion wird mit dem Pneumatic Picopump-Gerdt von World Precisions Instr.
durchgefihrt. In der Glaskapillare wird ein Vakuum erzeugt, durch welches die Flissigkeit
in diese aufgezogen wird. Stickstoffgas ermdglicht einen Druckaufbau, mit dessen Hilfe
die Injektion stattfinden kann. Alle VVorgénge wie Aufsaugen der Flussigkeit und Injektion
der Embryonen werden unter einem Binokular verfolgt. Die Glasnadel kann mit einem
Mikromanipulator gezielt bewegt werden. Die Embryonen werden zur Injektion in eine
kleine Petrischale, deren Boden zur Fixierung der Embryonen mit einem Netz ausgelegt
ist, in 3% Ficoll/ 1XMBSH uberfihrt. Das Ficoll besitzt eine hohe Viskositat, wodurch
beim Herausziehen der Nadel aus dem Embryo ein Austreten der injizierten Flissigkeit
oder des Dotters aus der Verletzungsstelle verhindert wird. Die hohe Salzkonzentration des
1x MBSH unterstitzt diesen Effekt. Nach der Injektion bleiben die Embryonen Gber Nacht
in dieser Ficoll/MBSH-L6sung und werden am folgenden Morgen in 0,1x MBSH
uberfihrt, um spatere Gastrulationsprobleme, die durch die hohe Salzkonzentration in 1x
MBSH entstehen, zu vermeiden. Die gewilinschten Embryonalstadien werden nach
Nieuwkoop und Faber (1975) bestimmt.

3.2.3 Entwerfen eines antisense Morpholino-Oligonkuleotids

Um den Einfluss von Genen auf die Entwicklung von X. laevis zu untersuchen, werden
héaufig Funktionsverluststudien durchgefuhrt. Hierzu bedient man sich sequenzspezifischer
antisense Morpholino-Oligonukleotide (MO; Heasman et al., 2000; Nasevicius und Ekker,
2000). Diese Morpholino-Oligonukleotide binden spezifisch an die umliegende Sequenz
des AUG Translationsstart der zu inhibierenden RNA und hemmen so die Expression des
spezifischen Gens (Heasman et al., 2000; Nasevicius und Ekker, 2000). Morpholino-
Oligonukleotide sind einzelstrangig und besitzen statt einem Zucker-Phosphat-Riickgrad
ein kunstlich synthetisiertes Morpholino-Phosphat-Rickgrad (Summerton, 1999). Durch
dieses kunstliche Rickgrad ist das Morpholino-Oligonukleotid vor der Aktivitat der
RNasen geschitzt und kann durch diese nicht abgebaut werden. Die Sequenzspezifitat des
antisense Morpholino-Oligonucleotids ist sehr wichtig, um eine Inhibierung weiterer Gene
zu vermeiden. Schon eine Fehlpaarung von 4 Basenpaaren kann die inhibierende Wirkung
des Morpholino-Oligonukleotids aufheben (Saulnier et al., 2002).

Beim Entwerfen der MO-Sequenz muss folgendes beachtet werden:

1. Die Lange des MO sollte zwischen 22-25 Nukleotide liegen.
2. Die Sequenz sollte Giber dem ATG-Codon des zu inhibierenden Gens liegen.
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w

Die Sequenz muss revers-komplementar zur Zielsequenz sein.

4. Das Morpholino-Oligonukleotid sollte nur die Translation des gewiinschten Gens
inhibieren. Hierzu kann die Sequenz mit allen im Internet vertffentlichten Xenopus
Sequenzen verglichen werden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

5. Mindestens 8 bp der Sequenz sollten im 5'UTR liegen, damit mit Hilfe eines
A5'UTR-Konstrukts "Rescue"-Experimente durchgefihrt werden kénnen.

6. Der GC-Gehalt sollte mdglichst > 50 % sein.

7. Die freie Reaktionsenthalpie AG sollte > 0 sein, damit sich innerhalb der

Morpholino-Oligonkuleotidsequenz keine Bindungen bilden. Die verschiedenen

Faltungsmoglichkeiten des MO kdnnen mit einem RNA-Faltungprogramm unter

folgender Internetadresse erstellt werden:

http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/cgi-bin/rna-form1.cgi.

Nach Wahl der Sequenz kann das Morpholino-Oligonukleotid bei der Firma Gene Tools,
LLC bestellt werden.

3.3 Immunohistochemische und histologische Methoden
3.3.1 Fixierung von Embryonen

Zur Fixierung von Embryonen werden die Embryonen in MEMFA bzw. MEMPFA (fir
Antikorperfarbungen) gebracht und fur mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur oder
uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die fixierten Embryonen kénnen in 100 % MeOH bei -20
°C gelagert werden.

3.3.2 Whole mount in-situ Hybridisierung

Mit dieser Methode kann man eine spezifische mRNA eines Gens, welche in einem
bestimmten Gewebsteil eines Embryos exprimiert ist, detektieren (Wilkinson und Nieto,
1993).

Die Embryonen werden hierfur in dem gewilinschten Stadium mit MEMFA fixiert und
anschlielend mit einer genspezifischen RNA-antisense Sonde, welche mit Digoxygenin
oder Fluorescein markiert wurde, hybridisiert. Die genspezifische RNA-antisense Sonde
bindet ausschlieBlich an komplementdre mRNAs. Im folgenden Schritt werden die
Embryonen mit  Antikorpern behandelt, die spezifisch Digoxygenin oder Fluorescein
erkennen. An den Antikorper ist eine Alkalische Phosphatase gekoppelt, ein Enzym, das
eine Farbreaktion katalysiert. Durch diese Farbreaktion wird die spezifische, rdumliche
Expression eines Gens zu einem Zeitpunkt der Entwicklung eines Embryos nachgewiesen.

Der ganze Versuch wird in Glasréhrchen durchgefihrt.
1. Tag
Rehydrieren der Embryonen:

¢ 5 Minuten 100% Methanol
¢ 5 Minuten 50% MeOH 50% H,O
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¢ 5 Minuten 25% MeOH/ 75% H,O
e 3x 5 Minuten TBST

Proteinase K Behandlung:

* 10 Sekunden (St. 12-20) bzw. 15-25 Sekunden (St. 20-30) Proteinase K in TBST
(3,6 ul Proteinase K (Stock 14 mg/ml) in 5 ml TBST) = NICHT rollen

Waschen:

e 2x 5 Minuten 0,1 M Triethanolamin (750 ul Triethanolamin + 100 pl 32% HCI auf
50 ml H,0)

* 5 Minuten 5 ml 0,1 M Triethanolamin + 12,5 ul Acetanhydrid = NICHT rollen

* Zugabe von weiteren 10 pl Acetanhydrid = NICHT rollen

* 2x Minuten TBST

Fixieren:

¢ 60 Minuten MEMFA + 0,1% Tween = NICHT rollen
e 5x 5 Minuten TBST

Vorhybridisierung:

» Uberstand bis auf einen kleinen Rest abnehmen, 500 pl Hybridisierungpuffer
hinzugeben, warten, bis sich Embryonen abgesetzt haben

» Uberstand vollstandig abnehmen, 500 ul Hybridisierungspuffer hinzugeben, 4
Stunden bei 60 °C (Wasserbad)

Hybridisierung:

* Sonde (ca. 1 pg RNA) in 0,5 - 1,5 ml Hybridisierungpuffer 5 Minuten bei 95 °C
erhitzen

e Uberstand von Embryonen abnehmen, 0,5 ml Sonde zugeben, Inkubation iber
Nacht bei 60 °C

2. Tag

* Sonde abnehmen und bei -20 °C lagern
Waschen:

e 20 Minuten mit 1 ml Hybridisierungpuffer bei 60 °C inkubieren (Hybridisierungs-
puffer vorher auf 60 °C erhitzen)

e 2x 20 Minuten 2xSSC bei 60 °C

* 2x 20 Minuten 2x SSC + 0,05% Tween + 20 ug/ml RNase A + 10 U/ml RNase T1
bei 37 °C

* 3x 20 Minuten 2xSSC + 0,05% Tween bei 60 °C
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e 2x 10 Minuten TBST
Blockieren:

* Embryonen 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 1 ml Blocking Solution inkubieren
= |eicht schwenken

e parallel: Antikorper 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Blocking Solution
inkubieren (500 pl + 1:10.000 verdiinnter Antikorper)

* Blocking Solution abnehmen, blockierten Antikoérper auf Embryonen geben,
Inkubation 2,5 Stunden bei Raumtemperatur = leicht schwenken

Waschen:

e 3x 5 Minuten 1x TBST
e (ber Nacht 1x TBST

3. Tag

Waschen:

e 5x 30 Minuten 1x TBST
e 2x 5 Minuten AP-Puffer

Farbung:
4 verschiedene Farben:

1. Blau-violett: 1 ml BM Purple AP Substrat, im Dunkeln bei Raumtemperatur,
Farbung kontrollieren.

2. Blau-violett: 1 ml AP-Puffer + 4,5 ul NBT + 3,5 ul BCIP, im Dunkeln bei
Raumtemperatur, Farbung kontrollieren.

3. Turkis: 1 ml AP-Puffer + 3,5 ul BCIP, im Dunkeln bei Raumtemperatur,
Farbung kontrollieren.

4. Rot: 3 x 10 Minuten in 0,1 M Tris/HCI (pH 8,2), 1 Tablette in 2 ml 0,1 M
Tris/HCI (pH 8,2) im Dunkeln l6sen, Farbung im Dunkeln bei 4 °C und
kontrollieren.

Abstoppen der Farbung:

e 2x 5 Minuten TBST
* Fixieren mit MEMFA + 0,1% Tween 1-2 Stunden bei Raumtemperatur

Reduktion des Hintergrundes:

* Inkubation in 100 % Methanol (nicht bei BM Purple AP Substrat!)
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3.3.3 Doppel-whole mount in-situ Hybridisierung

Mit Hilfe der Doppel-whole mount in-situ Hybridisierung konnen zwei verschiedene
MRNAs in einem Embryo detektiert werden. Hierzu werden die Embryonen parallel mit
zwei genspezifischen RNA-antisense Sonden inkubiert. Eine der beiden Sonden wird mit
Digoxygenin, die andere mit Fluorescein markiert. Im ersten Schritt werden die
Embryonen mit einem Antikorper, z.B. mit dem Anti-Digoxygenin-Antikorper, behandelt
und die Farbreaktion mit BCIP oder Fast Red durchgefuhrt. Nach Fixierung und
Inaktivierung der ersten Farbung folgt in einem zweiten Schritt die Inkubation mit dem
zweiten Antikorper, z.B. dem Anti-Fluorescein-Antikorper. Anschlielend werden die
Embryonen mit NBT/BCIP geféarbt.

Tag 1-3 siehe whole mount in-situ Hybidisierung (bis Farbung).

Anderungen:

1. Inkubation mit Sonde: parallel mit beiden Sonden, eine Sonde DIG-, andere Fluo-
markiert.
2. Antikorper: erst DIG, dann Fluo-Antikorper (oder andersherum)

3. 1. Farbung:
Turkis: 1 ml AP-Puffer + 3,5 ul BCIP, im Dunkeln bei Raumtemperatur, Farbung
kontrollieren oder
Rot: 3 x 10 Minuten in 0,1 M Tris/HCI (pH 8,2), 1 Tablette Fast Red in2 ml 0,1 M
Tris/HCI, im Dunkeln l8sen, Farbung im Dunkeln bei 4 °C und kontrollieren.

nach ausreichender ersten Farbung:

* 5 Minuten TBST
* 15 Minuten TBST bei 65 °C (Inaktivierungsschritt)
* 60 Minuten 1x MEMFA +0,1 % Tween + 0,2 % Glutaraldehyd

4. Tag

e 5 Minuten TBST
e 10 Minuten TBST

Blockieren:

* Embryonen 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 1 ml Blocking Solution inkubieren
= leicht schwenken

e parallel: Antikorper 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Blocking Solution
inkubieren (500 pl + 1:10.000 verdiinnter Antikorper)

* Blocking Solution abnehmen, blockiertern Antikérper auf Embryonen geben,
Inkubation 2,5 Stunden bei Raumtemperatur = leicht schwenken
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Waschen:

e 3x 5 Minuten 1x TBST
e (ber Nacht 1x TBST

5. Tag

Waschen:

e 5x 30 Minuten 1x TBST
e 2x 5 Minuten AP-Puffer

2. Farbung:

Blau-violett: 1 ml AP-Puffer + 45 pul NBT + 3,5 ul BCIP, im Dunkeln bei
Raumtemperatur, Farbung kontrollieren.

Abstoppen der Farbung:

e 2x 5 Minuten TBST
Fixieren mit MEMFA + 0,1% Tween 1-2 Stunden bei Raumtemperatur

3.3.4 BrdU-Markierung von Xenopus laevis Embryonen

(nach Hardcastle and Papalopulu, 2000 und Dr. D. Maurus)

Bei dieser Methode kdnnen proliferierende Zellen mit Hilfe von kinstlich appliziertem 5-
Bromo-2'-deoxy-Uridin (BrdU) markiert werden. Das BrdU wird von der DNA-
Polymerase bei der DNA-Replikation wéhrend der Zellteilung als Thymidin-Analog
eingebaut. Nach anschlieRender Fixierung der Embryonen weist man das BrdU mittels
eines BrdU-Antikorpers nach. Ein Unterschied in der Proliferationsrate der Zellen l&i3t sich
durch verschieden starke Farbung im Vergleich zum geférbten Kontrollgewebe
nachweisen.

Alle verwendeten Chemikalien stammen aus dem 5-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and
Detection Kit Il (Roche).

Durchfiihrung:

Die Embryonen werden im 8-Zellstadium unilateral mit dem jeweiligen MO injiziert.
Sobald sie Stadium 23 erreicht haben, werden 10 nl BrdU (Labeling reagent, 1000x conc.)
zweiseitig neben den Augenanlagen injiziert. Im Stadium 24 wurden die Embryonen fixiert
und in Methanol uberfuhrt (Lagerung bei -20 °C in Methanol mdglich).

1. Tag

Alle Reaktionen bei Raumtemperatur, wenn nicht anders vorgeschrieben. Alle Reaktionen
finden in Glasrorchen statt.
Rehydrieren der Embryonen:
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5 Minuten 100% Ethanol

5 Minuten 50% EtOH 50% PBS
5 Minuten 25% EtOH/ 75% PBS
5x 5 Minuten PBS

Proteinase K Behandlung:

e 10 Sekunden (St. 12-20) bzw. 15-25 Sekunden (St. 20-30) Proteinase K in TBST
(3,6 ul Proteinase K (Stock 14 mg/ml) in 5 ml TBST) = NICHT rollen

Waschen:

* 2x 5 Minuten mit PBS
HCI-Behandlung:

* 60 Minuten 2N HCI
Waschen:

¢ 5x 5 Minuten mit PBST
e 2x 30 Minuten in PBS + 0,3% Triton X-100 waschen

Blockieren:

* 60 Minuten in PBS + 3% Horse Serum
* 15 Minuten in 200 pul Incubation Buffer (Boehringer Kit 1299964) aquilibrieren

Hybridisierung:

e 4 Stunden bei 37 °C mit 200 pl Anti-BrdU Antikorperlésung (AK 1:10 in
Incubation Buffer) inkubieren

Waschen:

e 3x 15-30 Minuten mit PBST
e (ber Nacht bei 4 °C in PBST

2. Tag
Waschen:

¢ 5x 5 Minuten mit PBS + 0,1% Tween-20 waschen
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Blockieren:
* 60 Minuten mit PBS + 20% Horse Serum
Inkubation mit sekundarem Antikorper:

e 2,5 Stunden mit PBS + 20% Horse Serum + Anti-Maus-1gG-Antikorper (1:10),
leicht schwenken

Waschen:

e 3x 15-30 Minuten mit PBS + 0,1% Tween
¢ (iber Nacht bei 4 °C in PBS + 0,1% Tween

3. Tag

Waschen:

e 2x 5 Minuten mit PBS + 0,1% Tween
e 2x 5 Minuten in AP-Puffer

Farbung:

* von auflen: 5-30 Minuten bei 4 °C mit Farbelosung (3 ml AP-Puffer + 13 ul NBT +
10 pul X-Phosphat) inkubieren

e fur Schnitte: 20-24 Stunden bei 4 °C (3 ml AP-Puffer + 13 ul NBT + 10 pl X-
Phosphat) inkubieren

Abstoppen der Farbung:

e 2x 5 Minuten PBST
* Fixieren mit MEMFA + 0,1% Tween 1-2 Stunden bei Raumtemperatur

3.3.5 TUNEL-Markierung von Xenopus laevis Embryonen

(nach Hensey und Gautier, 1999).

Die TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling)-Férbung ist eine Standardmethode,
um Zellen in der Apoptose darzustellen. Als Apoptose bezeichnet man den
programmierten Zelltod, bei welchem die DNA fragmentiert wird und freie 3'-OH Enden
entstehen. Diese freien 3'-OH Enden konnen mit Hilfe des Enzyms TdT (terminal
nukleotidyl transferase) mit modifizierten Nukleotiden markiert werden, die von einem
spezifischen Antikorper, an den ein Enzym zur Umsetzung eines chromogen Substrats
gekoppelt ist, erkannt werden. Dadurch konnen die apoptotischen Zellen durch eine
Farbreaktion sichtbar gemacht werden. Die Embryonen werden im gewiinschten Stadium
mit MEMFA zwei Stunden bei Raumtemperatur fixiert und anschlielend mit 100 %
MeOH dehydriert.
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1. Tag

Alle Reaktionen bei Raumtemperatur, wenn nicht anders vorgeschrieben. Alle Reaktionen
finden in Glasréhrchen statt.

Rehydrieren der Embryonen:

5 Minuten 100% MeOH

5 Minuten 50% MeOH 50% PBS
5 Minuten 25% MeOH/ 75% PBS
3x 5 Minuten PBST

Proteinase K Behandlung:

* 20 Sekunden (St. 23-25) Proteinase K in PBST (3,6 ul Proteinase K (Stock 14
mg/ml) in 5 ml TBST) = NICHT rollen

Waschen:

e 2x 5 Minuten 0,1 M Triethanolamin (750 ul Triethanolamin + 100 pl 32% HCI auf
50 ml H,0)

* 5 Minuten 5 ml 0,1 M Triethanolamin + 12,5 ul Acetanhydrid = NICHT rollen

* Zugabe von weiteren 10 pl Acetanhydrid = NICHT rollen

e 2x 5 Minuten PBST

Fixieren:

¢ 60 Minuten MEMFA + 0,1% Tween = NICHT rollen
e 3x 15 Minuten und 3x 5 Minuten PBST

Enzymreaktion:
* 60 Minuten in 1x TdT-Puffer

* (ber Nacht Inkubation mit 0,5 uM dioxygenin-d'UTP und 150 U/ml TdT in 1x
TdT-Puffer

2. Tag
Abstoppen der Enyzymreaktion:

e 2x 30 Minuten inin 1 mM EDTA/PBS bei 65 °C
e 4x 60 Minuten in PBST
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Blockieren:

*  Embryonen 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 1 ml Blocking Solution inkubieren
= leicht schwenken

e parallel: Antikorper 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Blocking Solution
inkubieren (500 pl + 1:10.000 verdiinnter Antikorper)

* Blocking Solution abnehmen, blockiertern Antikérper auf Embryonen geben,
Inkubation 2,5 Stunden bei Raumtemperatur = leicht schwenken

Waschen:

e 3x 5 Minuten 1x PBST
e (ber Nacht 1x PBST

3. Tag

Waschen:

¢ 5x 30 Minuten 1x PBST
e 2x 5 Minuten AP-Puffer

Farbung:

* 1 ml BM Purple AP Substrat, im Dunkeln bei Raumtemperatur, Farbung
kontrollieren

Abstoppen der Farbung:

e 2x 5 Minuten TBST
* Fixieren mit MEMFA + 0,1% Tween 1-2 Stunden bei Raumtemperatur

3.3.6 Bleichen von Embryonen

Um die Farbung von pigmentierten Embryonen nach der WMISH, BrdU- oder TUNEL-
Markierung besser zu erkennen, kann man sie zwei Stunden bei Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4 °C in 30% H,O, inkubieren. So wird die stérende Pigmentierung zur besseren
Analyse ausgebleicht. Am nédchsten Tag wird das Wasserstoffperoxid durch 2maliges
5mindtiges Waschen mit TBST/PBST entfernt.

3.3.7 Transparenzbhandlung von Embryonen

Um eine Féarbung auch im Inneren des Embryos von aufRen sichtbar zu machen, kdnnen
diese transparent gemacht werden. Dadur werden die Embryonen fiir 5 Minuten in 100 %
MeOH inkubiert und anschlieBend in Benzylbenzoat/Benzylalkohol (2:1) tberflhrt (in
Glasschélchen, da diese Losung Plastik angreift). Nach ca. 5 Minuten werden die
Embryonen durchsichtig, so dass Farbungen im Inneren des Embryos sichtbar werden.
Nach Beobachtung/Dokumentation konnen die Embryonen wieder Gber MeOH in den
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urspriinglichen Puffer gebracht werden. Die Benzylbenzoat/Benzylalkohol-Losung kann
fir die Wiederverwendung bei RT gelagert werden.

3.3.8 Vibratomschnitte

Um Querschnitte von Embryonen zu erhalten, werden Vibratomschnitte gemacht. Die
Embryonen spéter Stadien (ab Stadium 40) werden Uber eine Glycerinreihe (25%, 50%,
75%, 100% Glycerin) mehrere Tage an die Gelatinelésung aquilibriert. Im ersten Schritt
wird in einer GuRform ein Podest aus gegossener Gelatinelésung, die mit Glutaraldehyd
erhartet wurde, vorbereitet (1 ml Gelatineldsung + 70 pl Glutaraldehyd schnell mischen
und eingielRen). AnschlieBend wird der &quilibrierte Embryo auf das Podest gelegt,
ausgerichtet, mit einem Papiertuch gut getrocknet und mit Gelatine eingebettet (1 ml
Gelatinelosung + 70 pl Glutaraldehyd schnell mischen und eingiefRen). Nachdem der Block
erstarrt ist, wird die GuBform entfernt, der Block getrimmt und mit UHU-Kleber auf einen
Metalltrager geklebt. Im Anschluf? daran kénnen von dem eingebetteten Embryo mit Hilfe
des Vibratoms Querschnitte gemacht werden. Die Schnittdicke kann zwischen 10 und 30
um variieren.

3.3.9 Knorpelfarbung (Alcianblaufarbung)

Durch die Alcianblaufarbung koénnen Knorpelstrukuren im Embryo angefarbt werden.
Gewunschte Embryonen werden in Stadium 47-48 mit MEMFA fixiert und folgende
Durchfihrung vorgenommen:

* 95 Minuten Farbung der Embryonen in 1 % Alcianblau (0,5 ml Eisessig + 99,5 ml
H.0)

uber Nacht 80 % EtOH/20 % Eisessig

3 Stunden in 30 % H,0,

waschen mit PBST, Hintergrund verbessert sich nach langerer Lagerung bei 4 ° C
Entfernen der Haut mit Hilfe von feinen Pinzetten

3.3.10 Antikdrperfarbung am ganzen Embryo

Mit Hilfe des Antikorpers 3A10 kdnnen Neurofilamente im Embryo sichtbar gemacht
werden. Hierzu wird nach folgendem Protokoll verfahren:

Fixierung mit MEMPFA (4 % Paraformaldeyd)

5x 5 Minuten waschen mit PBS

Permeabilisieren der Embryonen: 0,3 % Triton X-100 in PBS, 2x 30 Minuten
Blockieren: 3 % Horse Serum in PBS, 1-4 Stunden

Inkubation mit priméren Antikorper: 3A10 (1:100-Verdinnung), tber Nacht

6x 30 Minuten waschen mit PBS

Blockieren: 20 % Horse Serum in PBS, 1 Stunde

Inkubation mit sekundarem Antikorper: Mouse IgG (1:250-Verdinnung), 5-6
Stunden

e 3x 30 Minuten waschen mit PBS
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3.4 Arbeiten in der Zellkultur
3.4.1 Kultivieren von HEK-293 Zellen

Um die Lokalisation von des RGM A Proteins innerhalb einer Zelle zu untersuchen,
wurden HEK-293 Zellen kultiviert. Damit die HEK-293 Zellen nicht tiberwachsen, werden
diese jeden 3.-4. Tag gesplittet. Hierzu wird das DMEM-Wachstumsmedium abgesaugt
und die Zellen mit 1 x PBS gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit 2 ml Trypsin
vom Boden abgeldst und mit weiteren 2,5 ml Wachstumsmedium bei 1.000 rpm fir 3
Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, wohingegen die Zellen in 2-3 ml
Wachstumsmedium resupendiert werden. Im Anschluss daran werden 0,5-1 ml Zellen in
eine neue Schale pipettiert und diese mit neuem Wachstumsmedium auf 10 ml aufgefillt.
Das Wachstum der HEK-293 Zellen erfolgt bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.

3.4.2 Transfektion von HEK-293 Zellen

Am ersten Tag der Prozedur werden die Zellen in einer 24-well Platte mit
Wachstumsmedium ohne Antibiotika ausplattiert, so dass die Zelldichte am Folgetag
zwischen 50-80 % liegt. AnschlieRend wird die Transfektionslésung hergestellt. Die zu
transfizierende DNA (0,3 ug DNA) wird mit Lipofectamin (2 ul Lipofectamin auf 25 pl
DMEM) vermengt. Es folgt eine 45-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Danach
wird die Transfektionslosung 1:4 mit Wachstumsmedium verdinnt und davon werden 200
ul auf die Zellen gegeben, so dass diese von der Losung bedeckt sind. Es folgt eine 6-
stindige Inkubation bei 37 °C im COs-Inkubator. Anschlielend wird die
Transfektionslosung durch Wachsumsmedium ersetzt und die Zellen nach 24 bzw. 36
Stunden mit MEMPFA fixiert.

3.4.3 DAPI-Farbung

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4'6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid) bindet
selekitv an DNA und bildet stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe. DAPI wird sehr
schnell von den Zellen aufgenommen, wodurch stark fluoreszierende Zellkerne entstehen,
wéhrend eine zytoplasmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Fir die Farbung wird
die DAPI-Stammlésung (1 mg/ml H,0) 1:1000 in 1x PBS verdunnt. Die Zellen werden 10
Minuten in der DAPI-L6sung inkubiert (dunkel halten!) und anschlielend 5x 5 Minuten
mit 1x PBS gewaschen. Zellen auf Deckglaschen kdénnen mit Glycerin eingedeckelt und
am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.

3.4.4 Antikorperfarbung

Um die Lokalisation des RGM A Proteins innerhalb einer Zelle aufzukléaren, wurde eine
Antikorperfarbung mit dem monoklonalen anti-human/mouse/chicken RGM A Antikorper
durchgefuhrt. Hierzu werden RGM A-transfizierte Zellen auf Deckgléschen, die sich in 6-
Well Platten befinden, ausplattiert. Zuvor werden die Deckgldschen kurz in 100% EtOH
eingetaucht und abgeflammt. Wenn sich gentigend Zellen auf dem Deckgléschen befinden
(ca. 1-2 Tage), konnen die Zellen in MEMPFA fur 5 Minuten bei Raumtemperatur fixiert
werden. Im Anschluss daran folgt die Antikorperfarbung:
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Alle Schritte werden bei Raumtemperatur durchgefthrt:

3x mit 2 ml 1x PBS waschen

Permeabilisieren der Zellen mit 0,1 % Triton X-100, 2 Minuten

3x mit 2 ml 1x PBS waschen

blockieren mit 3 % Horse Serum in 1x PBS fur 1 Stunde

Vorbereitung der feuchten Kammer:

Petrischale am Rand mit 2 feuchten Zewa-Papieren bestlicken, die Mitte der

Petrischale mit einem Stiick Parafilm bedecken

* Inkubation mit primédren Antikdper (Monoklonaler anti-human/mouse/chicken
RGM A Antikorper):
50 pl des primaren Antikorpers (1:100 Verdinnung in 3 % Horse Serum) auf
Parafilm geben und Deckgléschen mit Zellseite nach unten von der Seite auf den
Tropfen legen, Petrischalen zudeckeln und Inkubation fiir 1 Stunde

* 3x mit 2 ml 1x PBS waschen (Deckglaschen mit Zellseite nach oben)

* Dblockieren mit 20 % Horse Serum in 1x PBS fir 1 Stunde

* Inkubation mit sekundirem Antiképer (Cy*-conjugated AffiniPure Goat Ant-Rat
19gG-Antikorper):
Prozedur siehe oben, Antikorper-Verdinnung: 1:200

e 3x mit 2 ml 1x PBS waschen

* mit Glycerin eindeckeln

* Auswertung und Dokumentation am Fluoreszenzmikroskop

3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Arbeiten mit RNA

Wahrend der Arbeit mit RNA ist diese der Aktivitdt von RNasen ausgesetzt, die Uberall zu
finden sind und RNA-Molekiile schnell degradieren. Aufgrund dieser Tatsache sollten
einige Vorsichtsmalinahmen eingehalten werden, wie z.B. das Arbeiten mit Handschuhen
und die Verwendung von autoklavierten Spitzen und sterilverpackten PlastikgefaRen und -
pipetten. Fur das Ansetzen von Losungen und Puffern wird ausschlieflich DEPC-H,0
verwendet und diese anschliefend autoklaviert. Die Arbeitsflache wird vor dem Arbeiten
mit Ethanol gereinigt.

3.5.2Herstellung von RNA-Sonden fur die whole mount in-situ
Hybridisierung

Die einzelstrdngigen RNA-Sonden mit definierter Lange werden (ber eine in-vitro
Transkription synthetisiert und mit DIG (oder Fluo) markiert. DIG-11-UTP (bzw. Fluo-11-
UTP) wird von einer RNA-Polymerase (SP6 oder T7) an jede 20. bis 25. Position des
Transkripts in die RNA-Sonde eigebaut.

Als Matrize kénnen linearisierte Plasmide oder PCR-Fragmente, bei welchen der bendétigte
Promotor mit Hilfe der Primer eingebaut wird, eingesetzt werden.
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Ansatz:
X ul lin. Plasmid (1 pg) oder PCR-Produkt (100-200 ng)
2 ul DIG (oder Fluo) RNA labelling mix 10 x (Roche)
2 ul 10x Transkriptionspuffer
1l RNase out
1l RNA-Polymerase
X pl RNase-freies H,O
= Vend = 20 HI

Inkubation bei 37 °C fir 2 Stunden. Anschlielend werden 2 ul DNase | (RNase-frei)
zugefligt mit anschlieBender Inkubation bei 37 °C fur 15 Minuten. Die Reinigung der RNA
geschieht Gber G50 Spin columns (Amersham). Zuletzt werden Qualitat und Reinheit Uber
eine Agarosegelelektrophorese bestimmt. Die RNA-Sonden kénnen nun in whole mount
in-situ Hybridisierungspuffer bei -20 °C gelagert werden.

3.5.3 In-vitro Transkription und Aufreinigung von mRNA fur die
Mikroinjektion

Fur die in-vitro Transkription wird der mMESSAGE MACHINE Kit von der Firma
Ambion verwendet. Dieser Kit synthetisiert groRe mRNA Mengen, die eine Cap-Struktur
aufweisen, welche bei den meisten eukaryotischen mRNAs am 5°-Ende als 7-Methyl-
Guanosin auftaucht. Die mRNAs, die mit Hilfe dieses Kits entstehen, enthalten in der
ersten Position eine (m’G(5 )ppp(5')G) Struktur. Da fiir die in-vitro Transkription als
Standardvektor das Plasmid pCS2+ eingesetzt wird, schliefit sich aufgrund des SV40
Polyadenylierungssignals ein Poly-A-Schwanz am 3"-Ende an.

Allgemeiner Reaktionsansatz:

10 pl 2xXNTP/Cap-Lo6sung

2 ul 10x Reaction Buffer

1pug lineare DNA (Matrize)

X },L| HzO

2 ul Enzym (SP6, T7 oder T3)
= Vend: 20 },L|

Es folgt erst eine 2stiindige Inkubation bei 37 °C und anschlieBend eine 15minitige
Inkubation mit 1 pul DNase | ebenfalls bei 37 °C. Die RNA wird mit Hilfe des RNeasy
Mini Kits von QIAGEN aufgereinigt und bei -80 °C gelagert.

3.5.4 RNA-Praparation aus embryonalem Gewebe
Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Kappen und Embryonen wird der Purescript RNA

Isolation Kit verwendet. Hierzu werden ca. 4 Embryonen fiir 5 Minuten bei -80 °C in
einem EppendorfgefaR tiefgefroren. Im Anschluss daran werden die Embryonen in 450 pl
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Cell Lysis Solution mit einem Plastikpistill sehr gut homogenisiert, 150 pl Protein-DNA
Precipitation Solution hinzugegeben, vorsichtig gemischt und fir 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Ausgefallene  DNA und Proteine werden 3 Minuten bei 13000 rpm
abzentrifugiert. Den Uberstand gibt man in ein neues EppendorfgefaR, wiederholt den
vorherigen Schritt und Gberfihrt den klaren Uberstand nochmals in ein neues
Eppendorfgefal. Dem klaren Uberstand werden 450 ul Isopropanol zugegeben, vorsichig
gemischt und die ausgefallene RNA 3 Minuten bei 13000 rpm abzentrifugiert; die RNA ist
als Pellet sichtbar. Der Uberstand wird verworfen, das RNA-Pellet mit 300 ul 70% Ethanol
bedeckt und 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Ethanol wird vorsichtig
abgenommen und das Pellet auf Zellstoff fir ca. 10 Minuten an Luft getrocknet.
AnschlieRend wird die RNA in 6 pl RNA Hydration Solution 10 Minuten auf Eis geldst,
mit 6 ul Dnase I-Puffer versetzt und mit 1 pul DNase | 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Agarosegelelektrophorese wird die Integritat der RNA Uberprift.

3.5.5 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese werden ca. 2 ug RNA eingesetzt. Der allgemeine Ansatz lautet:

X ul RNA (2 ng)
Xu HzO
1l Random Primer (50-250 ng)

Die Denaturierung der RNA erfolgt fir 10 Minuten bei 70 °C. Der Ansatz wird kurz
abzentrifugiert und fur 2 Minuten auf Eis inkubiert.

Zugabe von:
4 ul 1st strand buffer
1l 10 mM dNTP Mix
2 ul 0,1 MDTT
= Vges: 19 HI

Der Ansatz wird fir 2 Minuten bei 42 °C inkubiert und anschlieBend 1 pl (200 U)
Superscript Il Reverse Transkriptase (Invitrogen) (= Vges= 20 pl) hinzugefigt. Es folgt
eine Inkubation bei 42 °C fir 50 Minuten mit anschlieBender Inaktivierung bei 70 °C fir
15 Minuten.

3.5.6 PCR

Mit Hilfe der PCR (Polymerase Chain Reaction = Polymerasekettenreaktion; Saiki et al.,
1985; Saiki et al., 1986; Mullis et al., 1986) kann man DNA-Fragmente mit einer Lange
von ca. 5-6 kbp in vitro vervielféltigen, sofern die Sequenzen beider Enden des zu
amplifizierenden Stuickes bekannt sind.
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Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA durch Hitze von 95 °C in Einzelstrange
denaturiert. Zwei synthetische Oligonukleotide, die zu den 3"-Enden beider Strénge des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitt komplementir sind, werden in groRem Uberschuss zu
der denaturierten DNA gegeben und die Temperatur auf 50 bis 60 °C gesenkt. Dabei bleibt
die Matrize denaturiert, da die komplementéren Strédnge in einer zu geringen Konzentration
vorliegen, um wahrend der Inkubationsdauer aufeinander zu treffen. Die spezifischen
Oligonucleotide jedoch, die in sehr hoher Konzentration vorliegen, hybridisieren mit den
zu ihnen komplementéren Sequenzen in der Matrize ("Annealing™). Hierbei dienen die
Oligonucleotide als Primer fur die Synthese des DNA-Strangs, die anschlieend mit Hilfe
einer temperaturresistenten DNA-Polymerase bei einer Temperatur von 72 °C beginnt
("Elongation™); die Polymerase stammt beispielsweise aus Thermus aquaticus (einem
Bakterium, das in heiBen Quellen vorkommt). Dieses Enzym kann die Primer bei
Temperaturen bis zu 72 °C verldngern, die enzymatische Aktivitat bleibt wahrend der
Denaturierungsphase erhalten. Nach Abschluss der Synthese wird das gesamte Gemisch
auf 95 °C erhitzt, um die gerade gebildeten Doppelstrénge wieder zu schmelzen. Nun kann
sich ein neuer Zyklus anschlielRen. In wiederholten Zyklen wird die gewiinschte Sequenz
schnell amplifiziert. In jeder Runde verdoppelt sich anndhernd die Anzahl der Kopien, es
findet eine exponentielle Vermehrung des Fragmentes statt.

Beispielansatz:

2,5 ul 10x Puffer

1,5 ul 25 mM MgCl;

2 ul dNTPs (je 10 mM)
1l Primer 1 (10 uM)
1l Primer 2 (10 uM)
50-1000 ng DNA-Matrize
0,25 pl Taqg-Polymerase

X },L| HzO

= Vges= 25 pl

Die PCR wird in einem T3 Thermocycler mit Deckelheitzung durchgefuhrt.

Standardprogramm:

1. Schritt: 94 °C 1 Minute

2. Schritt: 94 °C 30 Sekunden
3. Schritt: 55 °C 30 Sekunden
4. Schritt: 72 °C 2 Minuten

Die Schritte 2-4 30mal wiederholen.

5. Schritt: 72 °C 10 Minuten
6. Schritt: 4 °C Temperatur halten
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3.5.7 Herstellung chemokompetenter Bakterien

5 ml LB-Medium werden mit Escherichia coli One Shot TOP-10 Bakterien berimpft, die
uber Nacht bei 37 °C wachsen. Am folgenden Tag beimpft man 100 ml LB mit 1-3 ml
dieser Vorkultur und l&sst diese bei 37 °C wachsen, bis sie eine O.D. zwischen 0,5 und 0,7
erreicht haben, schutteln. AnschlieBend werden die Zellen auf Eis abgekuhlt und in 2
vorgekuhlten 50 ml Falcon-Réhrchen Gberfiihrt. Die Zellen werden bei 4 °C und 2800 rpm
fir 4 Minuten abzentrifugiert. Das Medium wird abgeschuttet, das Pelett kurz getrocknet
und im AnschluB in 2/5 Volumen Tfb 1 resuspensiert. Es folgen eine 5-minitige
Inkubation auf Eis und eine Zentrifugation bei 2400 rpm und 4 °C fir 4 Minuten. Die
Losung wird abgeschittet, das Pelett in 1/25 Volumen resuspensiert. Die resuspensierten
Zellen inkubieren nochmals fir 15 Minuten auf Eis bevor 80 ul Aliquots in flussigen
Stickstoff eingefroren werden. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.

3.5.8 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

5 ml LB-Medium werden mit Escherichia coli ElektroMax DH10B Bakterien tberimpft,
die Gber Nacht bei 37 °C wachsen. Am folgenden Tag beimpft man 100 ml LB mit 1-3 ml
dieser Vorkultur und l&sst diese bei 37 °C, bis sie eine O.D. zwischen 0,5 und 0,7 erreicht
haben, schitteln. Anschlielend werden die Zellen auf Eis abgekihlt und in 2 vorgekihlten
50 ml Falcon-Rohrchen dberfuhrt. Die Zellen werden bei 4 °C und 2800 rpm fur 10
Minuten abzentrifugiert. Das Medium wird abgeschdttet, das Pelett kurz getrocknet und in
20 ml eigekuhltem H,O vorsichtig resuspendiert. Anschlieend wird erneut fiir 10 Minuten
bei 2800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen werden in 10 ml
eisgekuhltem H,O gewaschen. Es folgt ein Zentrifugationsschritt fir 10 Minuten und 2800
rom. Nach Verwerfen des Uberstandes werden die Bakterien in 6 ml einer eisgekiihlten 10
%igen Glycerin-Losung gewaschen und erneut zentrifugiert (10 Minuten, 2800 rpm).
AnschlieBend werden die abzentrifugierten Bakterien in 1-1,5 ml einer 10 %iger Glycerin-
Losung aufgenommen. Die elektrokompetenten Bakterien werden in 50 pl Aligouts in
fltissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.5.9 Chemotransformation kompetenter Bakterien

Im Fall der Chemotransformation erfahren die Bakterien einen kurzen Hitzeschock, durch
welchen ihre Membran durchldssiger wird. Dadurch sind sie in der Lage, ein Plasmid
aufzunehmen.

30 pl chemisch kompetenter Bakterien werden in einem Eppendorfgefal aufgetaut.
AnschlieBend fugt man 2-3 ul einer Ligation hinzu und mischt vorsichtig. Die Mischung
aus Bakterien und DNA wird 40 Minuten auf Eis inkubiert. Den anschliefenden
Hitzeschock erfahren die Bakterien eine Minute bei 42 °C. Danach wird das
Eppendorfgefa® mit den Bakterien sofort auf Eis gestellt. Nun kann man auf zwei
verschiedene Arten weiter verfahren:

a. Es werden 300 pl LB-Medium zugegeben und 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgt eine Zentrifugation 1 Minute bei 13.000 rpm. Vom
Uberstand werden bis auf 100 ul abgenommen, die abzentrifugierten Bakterinen
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mit dem restlichen 100 ul LB-Medium vermengt und auf Selektivplatten (LB +
Ampicillin) ausplattiert. Inkubation iber Nacht bei 37 °C.

b. Den Bakterien werden 150 ul LB-Medium zugegeben und ebenfalls 20 Minuten bei
37 °C inkubiert. Anschlielend werde je 75 ul LB/Bakterienmischung auf 2
Selektivplatten ausplattiert. Inkubation iber Nacht bei 37 °C.

Am folgenden Tag folgt eine Kolonie-PCR.
3.5.10Elektroporation kompetenter Bakterien

Eine weitere Methode, DNA in Bakterien einzuschleusen, stellt die Elektroporation dar.
Bei diesem Verfahren vermischt man Zellen mit DNA und setzt beide einem kurzen
Hochspannungsimpuls aus. Dies fiihrt zur voribergehenden Porenbildung in der Membran
der Bakterien (Calvin und Hanawalt, 1988). So lassen sich DNA-Molekile von bis zu 300
kbp mit ausreichender Haufigkeit in E. coli-Zellen einbringen. Die Poren entstehen
wahrscheinlich dadurch, dass sich die Phospholipide der Membran in dem elektrischen
Feld wie Dipole verhalten und so die Struktur der Membran verdndert wird (Neumann et
al, 1982).

Ablauf der Elektroporation:

* kompetente Bakterien werden auf Eis aufgetaut

* Elektroporationskivette mit 2 mm Elektrodenabstand vorkihlen

e 20 pl kompetente Zellen mit DNA (40 pg-100 ng) mischen (wichtig: der Salzgehalt
des Ansatzes sollte sehr gering sein, damit die Losung nicht wahrend des
elektrischen Spannungsimpuls explosionsartig verdampft.)

* Mischung in die Elektroporationskivette Gberfiihren

* Geréateeinstellungen kontrollieren:
c=25pF
V =18kV
R =200 Q

» Kuvette in Elektroporationsvorrichtung stellen

Auslosen des Impulses — Zeitkonstante T = RC sollte zwischen 4,0-4,7 liegen

500 pl LB- oder Solmedium zu den Bakterien in der Klvette

Uberfiihren der Bakterien in EppendorfgefaR

Inkubation bei 37 °C fiir 20-30 Minuten

abzentrifugieren und bis auf 100 pl Medium abnehmen, Bakterien in diesen 100 pl

Medium resupendieren und auf einer Platte mit Selektivmedium ausplattieren

uber Nacht bei 37 °C

* am n&chsten Tag Kolonie-PCR

3.5.11Kolonie-PCR

Mit Hilfe einer Kolonie-PCR kann man schnell viele Klone auf das gewtiinschte Insert hin
untersuchen.
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Dabei wird die Kolonie auf der Agar-Platte mit einer grauen Spitze angestochen, diese
anschlielend in einen Standard-PCR Reaktionsansatz (ohne DNA-Matrize, siehe Kapitel
3.5.6) eingetaucht und gut geruhrt, so dass Bakterien in Lésung gehen.

3.5.12 Anlegen von Gefrierkulturen transformierter Bakterien

700 pl einer dicht bewachsenen Kultur wird mit 300 ul Glycerin versetzt, gut durchmischt
und anschlie3end bei -80 °C tiefgefroren.

3.5.13 Plasmidpraparation
Minipréaparation

In dieser Methode werden die Bakterien durch alkalische Lyse aufgebrochen (Birnboim
und Doly, 1997). Es werden Uber Nacht gewachsene Bakterien verwendet und durch
Zugabe eines alkalischen Lysepuffers werden die Zellen aufgeschlossen (erkennbar am der
zdhen Konsistenz der Losung). Daran anschlieBend wird eine Kalliumacetat enthaltene
Losung zugegeben. Der niedrige pH-Wert und das Detergenz bewirken eine Denaturierung
der chroMOomalen, Plasmid-DNA und den Proteinen. Dann wird die Lésung neutralisiert,
worauf sich die Plasmid-DNA renaturiert. Die hochmolekulare chroMOomale DNA und
die grofRen Proteine werden in einem Komplex mit Kalium und SDS ausgeféllt und
abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA kann nun durch Zugabe von Ethanol mit
anschlielendem Abzentrifugieren geféllt werden.

Um Plasmid-DNA in kleinem Mafstab aus Bakterien zu isolieren, wird der Promega
Miniprep Wizard Plus SV Kit verwendet. Im ersten Schritt werden 5-10 ml dicht tber
Nacht bei 37 °C gewachsene Flussigkultur abzentrifugiert und die Bakterien in
Resuspensionsldsung resuspensiert. Mit diesem Verfahren koénnen die Plasmide sehr
schnell, mit sehr guter Reinheit und groflen Ausbeuten praparieren. Bei diesem Verfahren
wird eine Affinitatsdule (Promega) eingesetzt, an die die Plasmid-DNA selektiv bindet.
Wahrend der Durchfiihrung der Plasmidpréparation wird das Centrifugation Protocol
(www.promega.com) genau eingehalten. Die DNA wird in 50 pl Nuclease-Free Water
eluiert.

Midipréaparation

Diese Plasmidisolation wird mit dem QIAGEN Plasmid Midi Kit durchgefiihrt. Auch hier
handelt es sich um eine alkalische Lyse der Bakterien wie im Beispiel des Promega
Miniprep Wizard Plus SV Kits. In der Regel werden 50 ml einer tber Nacht bei 37 °C
geschuttelten Flussigkultur eingesetzt. Das Herstellerprotokoll (www.qiagen.de) wird
genau eingehalten.

3.5.14 Sequenzierung

Zur Bestimmung der Nukleotidsequenz eines DNA-Molekuls wird nach der von dem
britischen Wissenschaftler Frederick Sanger (Sanger und Coulson, 1975; Sanger und
Coulson 1978) entwickelten Methode verfahren. Diese Methode beruht auf der in-vitro
Synthese eines Komplementérstranges zu einem der beiden Einzelstrange der DNA, die
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man sequenzieren mochte. Das Verfahren basiert auf dem zufalligen Einbau modifizierter
Nukleotide (Didesoxyribonukleotide, denen zwei Sauerstoffatome fehlen), wodurch eine
weitere DNA-Synthese unterbunden wird. An einem Primer wird eine Serie von DNA-
Fragmenten synthetisiert, die jeweils dann enden, wenn ein Didesoxyribonucleotid
eingebaut wurde. Da dies aus statistischen Grunden an jeder beliebigen Position des DNA-
Molekiils passiert, entsteht ein vollstandiger Satz von Fragmenten, die um jeweils ein
Nukleotid verkirzt sind; das Gemisch représentiert die gesamte zu sequenzierende DNA.
Friher wurden zur Markierung der Fragmente radioaktive Primer benutzt, wahrend heute
fluoreszierende Substanzen, die an die zugefiigten DNA-Nukleotide gebunden sind,
verwendet, wobei jedes der Nukleotide durch eine unterschiedliche Farbe gekennzeichnet
ist. Dies ermdglicht die Durchfihrung aller vier Reaktionen in einem Ansatz; die
Didesoxy-Enden der fluoreszenzmarkierten DNA koénnen durch ihren Farbcode
unterschieden werden.

Die Fragmente unterschiedlicher Lange werden in einem hochprozentigen, extrem diinnen
Polyacrylamid-Gel getrennt, das DNA-Molekile auftrennen kann, die sich in ihrer Lange
nur um ein Nucleotid unterscheiden. Die Sequenz des neusynthetisierten Stranges kann
direkt von dem Bandenmuster des Gels abgelesen werden. Man kann daraus die Sequenz
des Matrizenstrangs ableiten.

Allgemeiner Ansatz:

2ul Mini
4 ul  Premix
1ul  Primer
3 },ll H,O
= Vend: 10 HI

Sequenzierungs-PCR-Programm:

1. Schritt: 94 °C 2 Minuten

2. Schritt: 94 °C 2 Sekunden
3. Schritt: 50 °C 15 Sekunden
4. Schritt: 60 °C 1 Minute

— die Schritte 2-4 werden 24mal wiederholt
5. Schritt: 4°C Pause

Es folgt eine Ethanol-Fallung. Im Anschluss daran wird das Pelett in Formamid-
Auftragspuffer gelost und auf das Sequenziergel aufgetragen.

3.5.15Ethanol-Fallung von DNA aus wassrigen Lésungen
Um die Konzentration von DNA zu erhthen, kann man diese mit Alkohol fallen

(Geiduschek und Gray, 1956). Man versetzt die Nukleisdure-Losung mit einfach
geladenem Salz und flgt Alkohol hinzu. Dadurch bewirken die Kationen des Salzes eine
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Neutralisation der negativen Ladung des DNA-Molekiils, so dass die DNA kollabiert und
eine kompakte, stabchenformige Struktur bildet (Eickbush und Mondriakis, 1978).

Es werden 1/10 des Ausgangsvolumens an 3M Natriumacetat pH 5,2 und 3 Volumen des
Ausgangsvolumens an 100% Ethanol hinzugegeben. Anschlieend wird stark gevortext
und 2 Stunden bei -20 °C inkubiert. Die DNA wird 15 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und nochmals zweimal mit 500 ul 70% Ethanol gewaschen.
Getrocknet wird die DNA bei Raumtemperatur und im Anschluss in H,O aufgenommen.

3.5.16 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist die einfachste und effektivste Methode, DNA-
Fragmente von 500 bp bis 25 kbp voneinader zu trennen. Zieht man zum Vergleich ein
Bandenmuster von Molekilen bekannter Gréf3e heran, kann man auch Molekilgréfien von
unbekannter DNA bestimmen.

Man kocht Agarose in TBE-Puffer auf und giel3t den homogenen Agarosepuffer in eine
horizontale Gelkammer, die einen Kamm enthélt, und l&t das Gel auspolymerisieren.
Nach ihrer Auftrennung in dem Gel macht man DNA-Molekile uber den
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid sichtbar. Hierzu wird das Gel entweder mit
Ethidiumbromid inkubiert oder der Farbstoff wird direkt nach dem Aufkochen in die
flissige Agaroseldsung gegeben. Dieses planare Molekul bindet sich an DNA, indem es
sich zwischen die Basenpaare schiebt (interkaliert). Durch diese Bindung wird
Ethidiumbromid in der DNA konzentriert und die Eigenfluoreszenz verstérkt. Beli
Bestrahlung des Gels mit ultraviolettem Licht fluoreszieren die DNA-haltigen Gelbereiche
viel stérker als die Bereiche ohne DNA.

3.5.17 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente kénnen mit Hilfe des QIAGEN Gel Extraction Kit aus Agarosegelen
isoliert werden. Das Prinzip basiert auf der Auflosung der Agarose in einem Puffer mit
chaotrophen Salzes (Vogelstein und Gillespie, 1978) und nachfolgender Aufreinigung der
DNA (ber eine DNA-Affinitatssaule.Das DNA-Gemisch wird auf ein Agarosegel
aufgetragen und aufgetrennt. AnschlieRend wird die gewilinschte Bande schnell auf dem
UV-Tisch mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Dann wird genau nach Anleitung
(www.qiagen.de) verfahren.

3.5.18Klonieren von DNA-Fragmenten

Die Klonierung ist die Einfuhrung eines DNA-Fragments in einen Vektor, der die
massenhafte Vermehrung dieser DNA ermdglicht. Seit der Einfuhrung der PCR kommt
man prinzipiell auch ohne die Klonierung aus, doch als Klon ist die DNA sehr stabil, so
dass man sie kaum verlieren kann. Durch den Vektor kann man dem Fragment noch
weitere Eigenschaften aneignen, die die Anwendungsmaoglichkeiten erweitern. So erlauben
RNA-Polymerase-Promotoren im Vektor die problemlose in-vitro Transkription von RNA,
wéhrend die viralen Promotoren im Konstrukt eine Expression in Saugetierzellen erlauben.
Man kann auf diese Weise auch Banken von genomischer DNA oder cDNA aus
verschiedenen Organismen und Geweben herstellen. Das Prinzip der Klonierung ist
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folgendermallen: man verdaut Vektor und DNA-Fragment, reinigt sie, ligiert sie
miteinander und transformiert die Ligation in Bakterien.

3.5.19 Restriktionsspaltung von DNA

Die DNA kann Uber Restriktionsenzymen an den Phosphodiester-Bindungen gespalten
werden. Restriktionsenzymen sind bakterielle Enzyme, die spezifisch vier bis acht
Basenpaar lange Sequenzen, die Restriktionsschnittstellen, erkennen und beide Strdnge an
dieser Stelle schneiden. Da diese Enzyme die DNA innerhalb des Stranges schneiden,
werden sie auch Restriktionsendonucleasen genannt. Viele Restriktionsschnittstellen, wie
beispielsweise die EcoRI-Schnittstelle, sind kurze invertierte Sequenzwiederholungen
(inverted repeats); das bedeutet, dass die Sequenz der Restriktionsschnittstelle in 5 — 3°-
Richtung gelesen auf beiden DNA-Stréangen identisch ist (Palindrom). Je nach Enzym
entstehen glatte DNA-Enden ("blunt ends™) oder 5°- bzw. 3-lberhdngende Enden ("sticky
ends"). Die Reaktion findet in einem ionischen Puffer mit einem definiertem pH-Wert
statt. Es sollte ein Puffer gewahlt werden, in welchem das Enzym eine ausreichende
Aktivitét besitzt (>75 %). Es wird eine Enzymaktivitat von etwa 1U Restriktionsenzym pro
ug DNA eingesetzt (Definition: eine "Unit" eines Restriktionsenzyms spaltet ein
Mikrogramm DNA in einem Volumen von 50 pl in einer Stunde). Bei einem
Doppelverdau sollte darauf geachtet werden, das ein Puffer verwendet wird, in welchem
beide Enzyme eine ausreichende Aktivitat besitzen. Findet sich keiner, verdaut man erst
mit dem Enzym, das die geringere Salzkonzentration bendtigt, und stockt dann
anschlielend den Ansatz mit Puffer auf, bis man die optimale Konzentration fur das zweite
Enzym erreicht hat.

Allgemeiner Ansatz:

0,2-1 ug DNA

2 ul 10x Puffer
1U Enzym

X },L| HzO

= Vend: 20 HI

Inkubation fir 2 Stunden bei 37 °C.
3.5.20Ligation von DNA-Fragmenten

Hierzu wird das Enzym Ligate-IT T4 DNA Ligase verwendet. Dieses Enzym katalysiert
die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3"OH-Gruppe am Ende eines
DNA-Stranges und der 5 -Phosphatgruppe am Ende des anderen Stranges (Weiss et al.,
1968). Diese Reaktion ist endergonisch, weshalb ATP erforderlich ist. Mit der
Verwendung dieses Enzyms lassen sich bei der Restriktion entstandenen DNA-Fragmente
in einen Vektor einbringen; die Produkte einer Ligation werden in E. coli Bakterien
transformiert und so vermehrt. Bei einer Ligation sollte das molare Verhaltnis von Vektor
zu Insert zwischen 1:3 bis 1:10 liegen.
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Allgemeiner Reaktionsansatz (*'sticky ends'"):

4 ul 5x Ligate-1T Reaction Buffer
3-10 molare Anteile Insert-DNA

1 molarer Anteil gespaltener DNA-Vektor
1l Ligate-IT T4 DNA Ligase

X },L| HzO

= Vend = 20 HI HZO

Die Inkubation erfolgt bei Raumtemperatur fur mindestens 1 Stunde.

3.5.21Ligation von PCR-Fragmenten in den pCR®4Blunt-TOPO Vektor

Die Ligation von PCR-Fragmente in einen pCR® 4Blunt-TOPO Vektor wird durch
folgenden Mechanismus erleichtert. Der pCRR 4Blunt-TOPO Vektor der Firma Invitrogen
liegt in linearisierter Form vor, an dessen 3'Enden eine Topoisomerase | des Vaccinina
Virus kovalent an den geoffneten Vektor gebunden ist; dieses Enzym katalysiert die
Ligation und wird anschlieRend freigesetzt (Shuman, 1994).

Reaktionsansatz:

0,5-4 ul PCR-Produkt
1ul TOPO-Vektor
1l Salzlésung (300 mM NACI, 15 mM MgCl)

Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieBende chemische
Transformation mit 2 ul des Reaktionsansatzes.

3.5.22Blau-Weil3-Selektion

Durch die Blau-WeiR-Selektion wird die Suche nach positiven Klonen auf einer Agar-
Platte erheblich erleichtert. Dieses Verfahren beruht auf der a-Komplementation der f-
Galactosidase. Wird die DNA-Sequenz, die flr das a-Peptid codiert, durch den Einbau von
fremder DNA unterbrochen, bleiben die Bakterienklone weil3. Bakterienklone, die
religierten Vektor aufgenommen haben, farben sich durch die Synthese des a-Peptids,
welches X-Gal umsetzt, blau. Bakterien, die keinen Vektor aufgenommen haben, wachsen
durch das Vorhandensein eines Antibiotikums erst gar nicht. Selektiv-Platten, die fir eine
Blau-WeiR-Selektion verwendet werden, werden eine halbe Stunde vor dem Ausplattieren
mit 20 pl 50 mg/ml X-Gal bestrichen. Das Austreichen von IPTG ist bei diesem
verwendeten Stamm nicht nétig.

3.5.23Herstellung von Deletionskonstrukten mit Hilfe des STRATAGENE
Quick-Change Site-Directed Mutagenesis Kit

Fur nahere Analysen eines Gens ist es h&ufig notwendig, gezielt Punktmutationen,
Deletionen oder Insertionen in einen Sequenzabschnitt einzubringen. In dieser Arbeit
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wurden Punktmutationen in die Pescadillosequenz eingefiigt, um die MO-Bindestelle so zu
verandern, dass keine Bindung des MO mehr mdglich ist. Hierzu wurde der Quick-Change
Site-Directed Mutagenesis Kit von der Firma Stratagene verwendet. Es wurde genau nach
Herstellerangaben verfahren (http://www.stratagene.com/manuals/200514.pdf). Mit Hilfe
einer von Stratagene entworfenen Internetseite
(http://www.stratagene.com/gcprimerdesign) konnen spezifische, 34-36 bp lange Primer
designt werden, welche die gewunschten Punktmutationen enthalten. Diese Primer werden
in einer anschlieBenden PCR eingesetzt. Die Amplifikation geschieht mit der sogenannten
"PfuUltra High Fidelity" DNA-Polymerase, die auch lange DNA-Fragmente (> 10 kb)
nahezu fehlerfrei vervielfaltigen kann. Im Anschluss an die PCR wird mit der
Endopeptidase Dpnl verdaut, die das von den Bakterien metylierte Ausgangsplasmid
abbaut; die neu amplifizierten, mutierten DNA-Fragmente bleiben erhalten. Daran folgt
eine Transformation in Bakterien.

3.5.24In-vitro Transkription/Translation (TNT-Kit)

Fur die in-vitro Transkription/Translation wird der T7 "TNT Quick Coupled
Transcription/Translation System" Kit der Firma Promega verwendet. Bei der
Durchfuhrung wird sich genau an die Angaben des Herstellers gehalten
(www.promega.com). Wahrend der Translation wird zuféllig [*°S]-Methionin eingebaut,
welches man dem Ansatz hinzufigt.

Allgemeiner Ansatz:

40 pl TNT-Mix
2 ul [*°S]-Methionin (200 nCi/20 ul)
1pug Plasmid

25 ug MO

X },L| HzO

= Vges= 50 pl

Die folgende Reaktion verlauft 60-90 Minuten bei 30 °C. AnschlieRend werden die Proben
auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Proteinprobe wird im Verhéltnis 5:1 (Protein:Puffer) mit
SDS-Probenpuffer versetzt, 10 Minuten bei 80 °C erhitzt und anschlieRend auf Eis gestellt.

3.5.25SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der Herstellung von SDS-PAGE (Michov, 1996) polymerisiert man Acrylamid in einer
waéssrigen, gepufferten Losung zwischen zwei Glasplatten. Durch die Zugabe von
Vernetzermolekilen kommt es zu einer Quervernetzung der entstehenden
Polyacrylamidketten. Das Verhéltnis von Acrylamid zu Vernetzermolekulen bestimmt die
PorengroRe des Gels, die in einem weiten Bereich variieren kann. Durch die Verwendung
von SDS (Natriumdodecylsulfat) sind die Proteine bereits vor und auch wéhrend der
Elektrophorese SDS ausgesetzt. SDS denaturiert Proteine, verursacht die Dissoziation
multimerer Komplexe in ihre Untereinheiten und zwingt alle Polypeptidketten in eine
gestreckte Konformation mit gleichem Ladungs-Masse-Verhéltnis. SDS beseitigt demnach
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alle Effekte, die auf Unterschieden in der Form beruhen, so dass die Kettenldnge, die der
Masse entspricht, die alleinige Determinante fur die Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteine in einer SDS-PAGE ist. Mit dieser Methode werden sogar Ketten, die sich nur
um 10% Molekulargewicht unterscheiden, aufgetrennt. Man kann auch das ungefahre
Molekulargewicht der Proteine abschatzen, indem man einen Proteinmarker mitauftragt.
Hier wird eine SDS-PAGE durchgefiihrt, die aus einem Sammel- und einem Trenngel
besteht. Erst wird das Trenngel, anschlielend das Sammelgel zwischen zwei Glasplatten
gegossen. Der Kamm wird in das obere Ende des Sammelgels eingebracht. Nach
Auspolymerisierung des Acrylamids werden die Proben aufgetragen und ein elektrisches
Feld angelegt. Durch die negative Ladung der Proteine wandern sie zur positiven
Elektrode. Kleinere Proteine kdnnen leichter und daher schneller durch die Poren des Gels
wandern als als groRe, schwere Proteine. Wéhrend der Wanderung werden die Proteine
daher nach ihrem Molekulargewicht in Banden aufgetrennt, die sich entweder durch einen
speziellen Farbstoffe oder eine radioaktive Markierung der Proteine sichtbar machen
lassen.

Ansatz fur zwei kleine Proteingele (Biorad):

Sammelgel (4,5%):

1,1ml Ldsung A

100 pl 10% SDS

2,5 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
6,4 ml H,O

50 pl 10% APS, frich ansetzen
30 ul TEMED

Trenngel (10%):

4 ml Ldsung A

3,7 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
150 pl 10% SDS

7,2 ml HzO

50 pl 10% APS, frisch angesetzt
25 pl TEMED

Die Elektrophorese wird mit SDS-Elektrophoresepuffer durchgefuhrt, der Einlauf in das
Sammelgel erfolgt bei 80 V, die Trennung im Trenngel bei 120 V.

Im Anschlul? an den Gellauf wird das Gel folgendermalien fixiert:
2mal 30 Minuten schitteln auf dem Horizontalschittler mit Fixierlosung 1 und 1x mit
Fixierlosung 2.

Dann wird das Gel auf dem Geltrockner mindestens fuir 2 Stunden bei 60-80 °C getrocknet,
bevor der Screen aufgelegt wird. Der Screen inkubiert Giber Nacht und am n&chsten Tag
folgt die Auswertung am Phosphorlmager.
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Prinzip des Phosphorimagers (Mulhardt, 2002):

Der Screen ist mit BaFBr:Eu-Kristallen beschichtet; Elektronen in dessen Kristallen
koénnen durch ionische Energie in einen angeregten, aber stabilen Zustand versetzt werden.
Nach erfolgreicher Exposition mit der hybridisierten Membran werden die Kristalle von
einem Laserstrahl abgetastet und dabei nochmals angeregt, diesmal aber in einen instabilen
Zustand, woraufhin die Elektronen in ihren Grundzustand zurlckfallen; dabei wird die frei
werdende Energie in Form von Licht abgegeben, welches gemessen wird. Diese Methode
ist fiir radioaktive Isotope (B- und y-Strahler wie *C, *S, **p, *3p, 1%°|, 131|) und UV-Licht
geeignet.
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4.  Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die potentiellen Zielgene Pescadillo, RGM A und DM-GRASP
nicht-kanonischer Wnt-Siganlwege funktionell zu untersuchen. Diese werden im

Folgenden der Reihe nach beschrieben.

4.1 Pescadillo

Teile dieses Projekts wurden in einer vorangegangenen Diplomarbeit (Gessert, 2004)
begonnen, in dieser Arbeit genauer erarbeitet und zu Ende gebracht.

4.1.1 Zeitliches und ré&umliches Expressionsmuster von Pescadillo in

Xenopus laevis

Durch eine semi-quantitative RT-PCR mit RNA aus verschiedenen Stadien wurde das
zeitliche Expressionsmuster von Pescadillo erfasst. Dies geschah im Rahmen der
Diplomarbeit. Daraus ergab sich, das Pescadillo schon maternal vorhanden ist und
wéhrend der gesamten Embryogense exprimiert wird (Gessert, 2004).

Das ortliche Expressionsprofil wurde mit Hilfe der whole mount in-situ Hybridisierung
erstellt. Hierzu wurde eine Pescadillo-spezifische revers-komplemtare RNA-Sonde
synthetisiert und eine whole mount in-situ Hybridisierung mit X. laevis Embryonen
verschiedener Entwicklungsstadien durchgefuhrt. Das spezifische Expressionsmuster von
Pescadillo beginnt in Stadium 18 in der anterioren Neuralplate (Abb. 9A). In den Stadien
23 und 26 zeigt sich die Pescadilloexpression im Auge und in den nach ventral
wandernden Neuralleistenzellen (Abb. 9B,C). Ein Querschnitt verdeutlicht die Expression
von Pescadillo in der duBeren Augenschicht und in der Mittelhirn-Hinterhirngrenze, dem
Isthmus (Abb. 9G). In Stadium 31 ist Pescadillo im Auge, speziell im periokularen
Mesenchym (Abb. 9F,I), im Isthmus (Abb. 9D), den Branchialbégen (Abb. 9F,H) und dem
Pronephros (Abb. 9E) exprimiert.
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Abbildung 9: Epressionsmuster von Pescadillo.

A. In Stadium 18 ist Pescadillo spezifisch in der anterioren Neuralplatte exprimiert (Pfeil). B.
Pescadillo wurde in Stadium 23 im Auge (Pfeilspitze) und den auswandernden Neurallleistenzellen
(Pfeil) detektiert. C. Embryonen in Stadium 26 zeigen eine Pescadillo Expression im Auge und den
Neuralleistenzellen. Die schwarz gestrichelte Linie zeigt die Schnittebene des Querschnitts in G. D.
Dorsale Ansicht eine Embryos in Stadium 31. Pescadillo ist in der Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze,
dem Isthmus, exprimiert (Pfeil). E. In Stadium 31 ist Pescadillo im Auge, den Neuralleistenzellen
und im Pronephros (Pfeil) exprimiert. Die weil3 gestrichelte Linie zeigt die Schnittebende des
Horizontalschnitts in I, die schwarz gestrichelte die des horizontalen Schnitts in H an. F.
Vergrofterte Aufnahme eines Embryos in Stadium 31. Pecadillo ist im periokularen Mesechym
exprimiert (Pfeil). G. Querschnitt eines Embryos in Stadium 26. Pescadillo zeigt eine Expression
im Isthmus (Pfeilspitzte) und am duReren Rand des Auges (Pfeil). H Horizontalschnitt eines
Embryos in Stadium 31. Pescadillo ist in den Kiementaschen exprimiert. 1. Horizontalschnitt eines
Embryos in Stadium 31.Im Auge ist Pescadillo im periokluaren Mesenchym exprimiert. Teilbilder
A und D wurden der Diplomarbeit enthommen.

4.1.2 Pescadillo als potentielles Wnt-4 Zielgen

Pescadillo wurde als potentielles Zielgen von Wnt-4 in einem Uberexpressionsscreen
identifiziert (Maurus, 2004). Um diese Daten zu verifizieren, wurde untersucht, ob der
Funktionsverlust von Wnt-4 einen Einfluss auf die Expression von Pescadillo hat. Dazu
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wurden 15 ng des Wnt-4 MO (Saulnier et al., 2002) in eine animal-dorsale Blastomere
eines Embryos im 8-Zell Stadium injiziert. Der Funktionsverlust von Wnt-4 fiihrte zu einer
Inhibierung der Pescadillo Expression auf der injizierten Seite, wahrend die Injektion eines
Control MO keinen Effekt auf Pescadillo ausiibte (Abb.10 A). Frizzled-3, ein putativer
Rezeptor fir Wnt-4, ist ebenfalls im Augenfeld exprimiert (Shi et al., 1998, Rasmussen et
al., 2001). Um den Effekt von Frizzled-3 auf die Pescadilloexpression zu untersuchen,
wurden 10 ng des Frizzled-3 MO wie oben beschrieben injiziert. Die Inhibierung von
Frizzled-3 fiihrte zu einer Reduktion der endogenen Pescadillo Expression (Abb.10 B).
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Daten des Uberexpressionsscreens von Wnt-4 (Maurus,
2004), dass Pescadillo ein potentielles Zielgen von Wnt-4 und seines putativen Rezeptors
Frizzled-3 ist.

A B
L} .
-
Uninjizierte Seite Control MO Uninjizierte Seite Control MO
—> ¢ —>
: 4
Uninjizierte Seite Wnt-4 MO Uninjizierte Seite Frizzled-3 MO

Abbildung 10: Pescadillo als potenitelles Zielgen von Wnt-4 und Frizzled-3.

Xenopus laevis Embryonen wurde unilateral im 8-Zell Stadium mit dem Wnt-4 (A), Frizzled-3 (B)
oder Control MO (A,B) injiziert. In Stadium 25 wurden die Pescadilloexpression (ber eine whole
mount in-situ Hybridisierung detektiert. A. Die Injektion des Wnt-4 MO bewirkt einen Verlust der
Pescadilloexpression sowohl im Auge (weiller Pfeil), als auch in den Neuralleistenzellen
(schwarzer Pfeil). B. Durch den Frizzled-3 Verlust kommt es zur Reduktion der
Pescadilloexpression.

4.1.3 Beschreibung des Phanotyps nach Funktionsverlust von Pescadillo

Um die Wirkungsweise einzelner Gene von Xenopus laevis zu analysieren, kann man sich

der schnellen und effektiven Methode der Injektion von antisense Morpholino-
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Oligonukleotiden bedienen. Um diese Technik anzuwenden, wurde ein 23 Basenpaar
langes Morpholino-Oligonukleotid hergestellt, welches revers-komplementar zur Sequenz
von Pescadillo ist. Um die Spezifitdt und Funktionalitdt des verwendeten Pescadillo
antisense Morpholino-Oligonukleotids (Pescadillo MO) zu tberprifen, wurde einerseits
ein gekoppelter in-vitro Transkriptions- und Translationstest (TNT) und andererseits ein
Spezifitatstest in-vivo durchgefuhrt (Abb. 11). Hiermit wird die F&higkeit des Morpholino-
Oligonukleotids getestet, die Translation der spezifischen mMRNA zu unterdriicken. Die
Anwesenheit des Pescadillo MO bewirkte eine Inhibierung der Translation des Pescadillo
Proteins (Abb. 11B), wéhrend das Control MO keinerlei Auswirkung auf die Translation
von Pescadillo aufwies. Des Weiteren wurde die Bindungsféhigkeit des Pescadillo MO an
ein  mutiertes  Pescadillokonstrukt ~ (Pescadillo_Mut)  getestet,  welches 9
Basenpaaraustausche zeigt (Abb. 11A). Wie aus Abb. 11C deutlich hervorgeht, hatte das
Pescadillo MO keinen Einfluss auf die Translation von Pescadillo_Mut. Somit konnte
dieses Konstrukt fur kommende "Rescue"-Experimente verwendet werden. Als weiteren
Morpholino-Oligonukleotid Spezifiatstest wurde ein Test in-vivo gemacht. Hierzu wurden
sowohl die Pescadillo MO als auch die die Pescadillo_Mut Sequenz (Abb. 11A) in einen
GFP (green fluorescence protein) exprimierenden Vektor vor die GFP Sequenz kloniert, so
dass der Leseranmen erhalten blieb. AnschlieRend wurden die entsprechenden mRNAs mit
Hilfe des SP6 mMessage mMachine Kit (Ambion) synthetisiert und in X. laevis
Embryonen im 2-Zell Stadium injiziert. Nach Koinjektion der Pescadillo-GFP mRNA mit
dem Control MO zeigte sich unter dem Fluoreszenzmikroskop die GFP Expression (Abb.
11C). Bei Ersetzen des Control MO durch das Pescadillo MO wurde die GFP Expression
inhibiert (Abb. 11C). Durch die Koinjektion von Pescadillo_Mut-GFP mit dem Pescadillo
MO kam es zum Leuchten (Abb. 11C). Diese beiden Tests verdeutlichen die Spezifitat und
Funktionalitat des Pescadillo MO und zeigen, dass das Pescadillo_Mut Konstrukt die

Bindungspezifitat des Pescadillo MO verloren hat.
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A Pescadillo MO Bindungsstellen:

Pescadillo GCG GAG ATG GGT GGT CTG GAG AA
Pescadillo_Mut AGA TCT ATG GGT GGC TTA GAG AA
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Abbildung 11: Spezifiat- und Funktionalitatstest des Pescadillo MO.

A. Bindesstelle des Pescadillo MO innerhalb der Pescadillo Sequenz. Das ATG-Startcodon ist
hervorgehoben. Die mutierten Basen in der Pescadillo_Mut Sequenz sind rot dargestellt. B. In-
vitro Transkriptions- und Translationstest. Plasmide, die die Pescadillo oder die
Pescadille_Mut Sequenz enthalten, wurden wie bezeichnet verwendet. Das Pescadillo oder
Control MO wurden wie beschrieben hinzugegeben. Das Pescadillo MO interferiert mit der
Translation von Pescadillo, wohingegen das Control MO diese Eigenschaft nicht zeigt. Das
Pescadillo MO blockiert die Translation von Pescadillo_Mut nicht. C. Effizienztest des
Pescadillo MO in-vivo. Die Oligonukleotide, die in A dargestellt sind, wurden vor und im
Leserahmen von GFP kloniert. Die mRNA, die fur das jeweiligen Konstrukt (Pescadillo
oder Pescadillo_Mut) kodiert, wurde zusammen mit entweder dem Control oder
Pescadillo MO injiziert. Das Pescadillo MO unterdriickt die Translation von Pescadillo,
jedoch nicht die von Pescadillo Mut. Das Control MO hat keinen Einfluss auf die
Translation von Pescadillo.

Da Pescadillo eine starke Expression in neuralem Gewebe wie Auge und
Neuralleistenzellen aufweist, wurde die Funktion von Pescadillo in der Neuralentwicklung
untersucht. Hierzu wurde das sequenzspezifische Pescadillo antisense Morpholino-
Oligonukleotid (Pescadillo MO) in Xenopus laevis Embryonen injiziert, wodurch die
Funktion von Pescadillo unterbunden wird. Um die optimale Dosis des verwendeten
Morpholino-Oligonukleotids zu finden, wurden 2, 4, 6 und 10 ng des Pescadillo MO
unilateral in eine animal-dorsale Blastomere im 8-Zell Stadium injiziert. Der GroRteil des



Ergebnisse 74

Nervensystems geht aus diesen Blastomeren hervor (Moody, 1987). Durch die unilaterale
Injektion wird nur eine Korperhalfte beeinflusst, so dass die andere Korperhélfte als
interne Kontrolle dient. In allen weiteren Experimenten zu diesem Kapitel wurde auf diese
Weise injiziert, bei Anderungen der Injektionsdurchfiinrung wird im jeweiligen Versuch
darauf eingegangen. Als weitere Kontrolle wurde ein Kontroll Morpholino-Oligonukleotid
(Control MO) auf gleiche Weise injiziert, welches mit keiner der bekannten X. laevis
MRNAs eine Hybridisierung eingeht.

Zur Analsye des Augenphédnotyps wurden die Embryonen in Stadium 42 fixiert und
ausgewertet. Embryonen mit einem Augendefekt von stark deformiert bis fehlend wurden
als Phanotyp bezeichnet (Abb. 12A-D), wohingegen Embryonen, deren Augen
unwesentlich kleiner oder normal erschienen, als normal eingestuft wurden (Abb. 12E,F).
Aus Abb. 12P ist ersichtlich, dass der Augenphénotyp, der durch das Pescadillo MO
hervorgerufen wurde, mit ansteigender Morpholino-Oligonukleotid-Dosis ebenfalls
anstieg. Zur néheren Beschreibung des Augenphénotyps wurden histologische Schnitte
angefertigt. Die mit Control MO injizierten Embryonen zeigten zwei morphologisch
normal entwickelte Augen mit all ihren spezifischen Strukturen, wie z.B. Linse und Retina
(Abb. 121). Das deformierte Auge zeigt eine Einstilpung der Linse ins Innere des Embryos
(Abb. 12H; Pfeil). An den Embryonen, an denen das Auge auf der mit Pescadillo MO
injizierten Korperseite fehlte, konnte man auch im histologischen Schnitt keinerlei
Augenstrukturen erkennen (Abb. 12G). Um die Spezifitdit des Augenphénotys zu
kontrollieren, wurde das Pescadillo MO mit der Pescadillo_Mut mRNA koinjiziert. Es
zeigte sich, dass die Pescadillo_Mut RNA den Effekt des Pescadillo MO auf den
Augenphénotyp von 64 % (Pescadillo+GFP) auf 31 % revertieren kann (Abb. 13C).

In weiteren Experimenten wurde der Funktionsverlust von Pescadillo auf die kraniale
Knorpelentwicklung untersucht. Dafiir wurden X. laevis Embryonen wie oben beschrieben
injiziert und in Stadium 48 fixiert. Anschlielend folgte eine Knorpelfarbung mit
Alcianblau und die Freipraparation des kranialen Knorpels (Kapitel 3.3.9). Die
Embryonen, die mit dem Pescadillo MO injiziert wurden, zeigten einen Defekt in der
kranialen Knorpelausbildung; der Effekt erstreckte sich vom kleineren bis zum
deformierten Knorpel (Abb. 12J-M). Control MO injizierte Embryonen wiesen einen
normal entwicklten Knorpel auf (Abb. 12N,O).
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Abbildung 12: Der Verlust der Pescadillofunktion resultiert in Defekten der Auge- und kranialen
Knorpelbildung.

A. Die unilaterale Injektion des Pescadillo MO fiihrt zu einem Augenphénotyp von deformiert bis
fehlend, wéhrend das Control MO die Augenentwicklung nicht beeintrachtigt. Die hisologische
Untersuchung bestatigt diese Beobachtungen. B. Unilateral injizierte Embryonen wurden in
Stadium 48 fixiert. Mit Hilfe der Alcianblaufédrbung wurden die Knorpelstrukturen visualisiert. Der
Funktionsverlust von Pescadillo fuhrt zur Reduktion des kranialen Knorpels, die mit dem
beobachtet Augenphdnotyp korreliert. C. Statistische Auswertung des Augenphénotyps, der mit
ansteigender Pescadillo MO Dosis stérker wird. Folgende Abbildungsteile wurden der
Diplomarbeit entnommen: A, B, E, F, G, I. ba: Branchialbdgen; ic = infrarostral cartilage; MK:
Meckel’s Knorpel; ta = tectum anterius; Abbildungen A, E, G, | wurden der Diplomarbeit
entnommen; n= Anzahl der unabhéngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezé&hlten Embryonen.
Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Um die Funktionen der verschiedenen Doméanen BRCT, SUMO und NLS im
Pescadilloprotein zu tberprufen, sollten im folgenden Experiment Deletionskonstrukte von
Pescadillo untersucht werden,. Es wurden drei verschiedene Konstrukte hergestellt, denen
jeweils eine Domane fehlte: PescadilloABRCT, PescadilloASUMO und PescadilloANLS
(Abb. 13A). Die Mutagenese aller 3 Deletionskostrukte basierte auf dem Pescadillo_Mut
Konstrukt, um die Bindung des Pescadillo MO an die Deletionskonstrukte und somit deren
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Inhibierung zu vermeiden. Anschlielend wurde das Pescadillo MO mit je einem der drei
Deletionskonstrukte koinjiziert und untersucht, welches Konstrukt in der Lage ist, den
Augenphéanotyp zu retten.
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Abbildung 13: Funktionelle Doménenanalyse von Pescadillo.

A. Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte von Pescadillo. B. Die mRNAs, die fiir
Pescadillo_Mut, PescadilloABRCT und PescadilloASUMO kodieren, sind in der Lage, den vom
Pescadillo MO ausgelosten Augenphdnotyp zu revertieren. Im Gegensatz dazu kann
PescadilloANLS den Augenphénotyps nicht retten. Reprasentative Embryonen sind dargestellt. C
Statistische Auswertung des beobachteten Phanotyps. n= Anzahl der unabhéngigen Experimente;
N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Abbildung 13 verdeutlicht, dass ausschliel3lich das PescadilloANLS Konstrukt nicht in der
Lage war, den Augenphéanotyp zu retten. Durch die Koinjektion von Pescadillo MO mit

PescadilloABRCT oder PescadilloASUMO hingegen kam es zu einer Reduktion des
Augenphénotyps.
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4.1.4 Einfluss der Inhibition von Pescadillo auf die Zellproliferation und

Zellapoptose

Im Folgenden wurde die molekulare Basis des beobachteten Phanotyps analysiert. Aus der
vorangegangenen Diplomarbeit (Gessert, 2004) gab es erste Hinweise, dass Pescadillo eine
wichtige Funktion in der Zellproliferation besitzt. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit
dieser Effekt ndher untersucht. Es wurden TUNEL (Kapitel 3.3.5)- und BrdU (Kapitel
3.3.4)-Experimente durchgefiihrt, um die Apoptose als auch die Proliferation von Zellen
nachzuweisen. Zur Analyse der Zellapoptose wurde das Pescadillo MO zusammen mit
dem Control MO unilateral im 8-Zell Stadium injiziert, die Embryonen in Stadium 25
fixiert und eine TUNEL-Farbung duchgefuhrt. Durch die Inhibierung von Pescadillo kam
es zur vermehrten Zellapoptose in der Augenanlage auf der injizierten Seite, wéhrend die
uninjizierten Embryonen nur vereinzelt Zellen in der Apoptose aufwiesen (Abb.14 A). In
einem weiteren Experiment wurde die Zellproliferation mit Hilfe eines BrdU-Protokolls
analysiert. Hierzu wurden 8-Zell Embryonen wie oben beschrieben injizert, in Stadium 23
mit der BrdU-Losung nahe der Augenanlage injiziert und nach 2-stiindiger Inkubation
fixiert. Die Koinjektion des Pescadillo MO mit dem Control MO resultierte in einer
Reduktion der Zellproliferation in der Augenanlage auf der injizierten Seite (Abb. 14B).
Die uninjizierten Embryonen zeigten eine gleichmaRBigen Zellproliferation im Bereich
beider Augenanlagen.

In einem né&chsten Schritt wurden diese Experimente in Kombination mit einem MO gegen
p53 durchgefiihrt. Das Tumorsurpressorgen p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach
DNA-Schédigung die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der
Induktion der Apoptose oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. In Zellultursystemen
wurde gezeigt, dass der Verlust von p53 zu einem Anstieg der Pescadillo Expression fuhrt.
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass der Funktionsverlust von Pescadillo eine
Inhibierung der Ribosomenbiogenese zu Folge hat (Kinoshita et al., 2001). Eine
Misregulation der Ribosomenanordnung wiederum resuliert in einer Akkumulation von
p53 (Dai et al., 2004). Dadurch kann es zu einer verminderten Zellproliferation und einer
erhdhten Zellapoptose kommen. Aufgrund dieser Daten sollte versucht werden, den
Proliferations- und Apoptosephanotyp, der durch das Pescadillo MO ausgeldst wird, mit
Hilfe eines p53 MO (Cordenonsi et al., 2003) zu revertieren. Durch die Koinjektion des
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Pescadillo MO mit dem p53 MO kam es zur Verrringerung der durch das Pescadillo MO
ausgelosten Zellapoptose (Abb. 14A). Auch die durch den Funktionsverlust von Pescadillo
verminderte Zellproliferation konnte durch Injektion des p53 MO gerettet werden (Ab.
14B). An diesem Punkt stellt sich die Frage, ob das p53 MO auch zur Revertierung des
vom Pescadillo MO ausgel6sten Augenphénotyps befahigt ist. Zur Lésung dieser Frage
wurde das Pescadillo MO mit dem p53 MO im 8-Zell Stadium in eine animal-dorsale
Blastomere injizert. Abbildung 14C macht deutlich, dass die Inhibierung von p53 nicht
genugt, um den Augenphénotyp zu retten.

Im folgenden Versuch sollte geklart werden, welchen Einfluss die verschiedenen Domanen
von Pescadillo auf die Zellproliferation austiben. Somit wurde das Pescadillo MO mit je
einem Deletionskonstrukt koinjiziert. Die Injektion des Pescadillo MO mit der GFP-
MRNA fuhrte zu einer Reduktion der Zellproliferation auf der injizierten Seite, wéhrend es
durch die Injektion des Control MO zu keiner Verminderung der Proliferation kam. Die
Koinjektionen des Pescadillo MO mit der Pescadillo_Mut oder der PescadilloASUMO
MRNA fuhrten zu Wiederherstellung der Zellproliferation, wohingegen die
PescadilloABRCT und PescadilloANLS Konstrukte den vom Pescadillo MO ausgeldsten
Proliferationsphéanotyp nicht retten konnten (Abb. 14D).
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Abbildung 14: Pescadillo reguliert die Zellapoptose und -proliferation tiber p53.

Embryonen wurden im 8-Zell Stadium mit dem Pescadillo MO (6 ng) zusammen mit dem Control
oder p53 MO (10-20 ng) injiziert. A. TUNEL-Farbung und die statistische Auswertung der
Zellapoptose in Stadium26. Die Koinjektion des p53 MO (10 ng) mit dem Pescadillo MO (6 ng)
reduziert die Anzahl der Emryonen mit erhohter Zellapoptose. B. BrdU-gefarbte Embryonen und
statistische Auswertung der Zellproliferation. Die Koinjektion des p53 MO (10 ng) mit dem
Pescadillo MO (10 ng) verringert die Anzahl der Embryonen mit erniedrigter Zellproliferation. C.
Die Koinjektion des p53 MO (10-20 ng) und Pescadillo MO (6 ng) kann den vom Pescadillo
ausgeldsten Phanotyp nicht revertieren. D. Das Pescadillo MO wurde zusammen mit mRNAs, die
fur GFP, Pescadillo_Mut, PescadilloABRCT, PescadilloASUMO und PescadilloANLS kodieren,
injiziert. Nur die Konstrukte Pescadillo_Mut und PescadilloASUMO kénnen die vom Pescadillo
MO ausgeldste Reduktion der Zellproliferation revertieren. n= Anzahl der unabhéngigen
Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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4.1.5 Analyse wichtiger Augenmarkergene bei Funktionsverlust von
Pescadillo

In der vorangegangenen Diplomarbeit (Gessert, 2004) wurde der Effekt von Pescadillo auf
die spezifischen Augenmarkergene Pax-6, Rx und Otx-2 beschrieben.
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Abbildung 15: Pescadillo MO-Injektion fihrt zu einer Reduktion der Expression notwendiger
Augenmarkergene Pax-6, Rx und Otx-2 in Stadium 23. A. Durch die unilaterale Injektion des
Pescadillo, doch nicht des Control MO, werden die augenspezifischen Markergene Pax-6, Rx und
Otx-2 unterdriickt, wohingegen der muskelspezifische Marker MyoD nicht reduziert ist. B.
Statistische Auswertung der Rx-Reduktion. Die Koinjektion des Pescadillo MO (6 ng) zusammen
mit den mRNA-Konstrukten Pescadillo_Mut, PescadilloABRCT und PescadilloASUMO (je 1 ng)
fuhrte zur Revertierung des Rx Verlustes. GFP und PescadilloANLS besitzen nicht diese Féhigkeit.
Teile der Abbildung A wurden der Diplomarbeit entnommen. n= Anzahl der unabhéngigen
Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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Der Funktionsverlust von Pescadillo fuhrte zu einer Reduktion aller drei genannten
Augenmarkergene auf der Pescadillo MO injizierten Seite in Stadium 23 (Abb. 15A). Der
Muskelmarker MyoD, ein Mesodermarker, war nicht betroffen (Abb. 15A).

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die oben beschriebenen Deletionskonstrukte von
Pescadillo die vom Pescadillo MO ausgeldste Reduktion des Augenmarkers Rx revertieren
konnen. Hierzu wurden Koinjektionen des Pescadillo MO mit den Deletionskonstrukten
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 15B gezeigt, ist das Konstrukt Pescadillo_Mut in der
Lage, die Reduktion von Rx zu retten. Auch die Deletionskonstrukte PescadilloABRCT
und PescadilloASUMO zeigten diese Eigenschaft. Ausschlielllich das PescadilloANLS

Konstrukt konnte die Reduktion von Rx nicht revertieren.

4.1.6 Die Funktion von Pescadillo in der Neuralleistenentwicklung

Weitere Expressionsdomédnen von Pescadillo in X. laevis sind die auswandernden
Neuralleistenzellen (Abb. 9B). Auch diese Expression lasst sich duch die Injektion von
Wnt-4 und Frizzled-3 MO negativ beeintrachtigen (Abb. 10A,B). Aus den
Neuralleistenzellen ensteht u.a. der kraniale Knorpel (Gilbert, 2006), der durch den
Funktionsverlust von Pescadillo geschadigt wird (Abb. 12J-M). Aus friheren
Veroffentlichungen ist bekannt, dass Faktoren aus dem kanonischen Signalweg, wie z.B.
Frizzled-3 und Dishevelled, einen Einfluss auf die Neuralleisteninduktion auslben,
wéhrend Faktoren aus dem nicht-kanonischen Whnt-Signalweg, wie z.B. Wnt-11, die
Wanderung der Neuralleisten beeinflussen (Deardorff et al., 2001; De Calisto et al., 2005).
Aus Abbildung 16A ist ersichtlich, dass die Expressionen von Wnt-4 und Frizzled-3 im
Neuralrohr Gberlappen und die Wnt-4 Expressionsdoméne an die von Slug, einem friihen
Neuralleistenmarker, angrenzt. Im Folgenden sollte die Funktion von Pescadillo im
Vergleich zu Frizzled-3 und Wnt-4 in der Neuralleistenentwicklung auf molekularer Ebene
untersucht werden. Hierzu wurden Embryonen im 8-Zell Stadium mit den antisense
Morpholino-Oligonukleotiden gegen Frizzled-3, Wnt-4 und Pescadillo injiziert und in
Stadium 17, in welchem die Induktion der Neuralleistenzellen abgeschlossen ist, fixiert.
AnschlieBend wurde eine whole mount in-situ  Hybridisierung mit den
Neuralleistenzellmarkern Slug und FoxD3, beide neuralleistenspezifische Markergene,
durchgefunhrt.
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Abbildung 16: Pescadillo beeinflusst die Migration der Neuralleistenzellen.

A. Eine whole mount in-situ Hybridisierung zeigt, dass Frizzled-3 im Neuralrohr und im anterioren
Neuralgewebe in unterschiedlicher Starke exprimiert ist. Wnt-4 und Slug zeigen eine teilweise
Uberlappende Expression. B. Die Injektion des Frizzled-3 MO interferiert mit der Induktion von
Slug in Stadium 17. Weder das Wnt-4 noch das Pescadillo MO beeinflussen die Slug Expression in
Stadium 17. Durch die Pescadillo MO Injektion wird die FoxD3 Expression in Stadium 17 nicht
beeintrachtigt. C. Die unilaterale Injektion des Wnt-4 und Pescadillo MO flhrt zu einem Defekt in
der Wanderung der Neuralleistenzellen, was durch die Marker Slug (Stadium 20) und Krox20
(Stadium23/24) dargestellt ist. Fir Pescadillo wurde zusétzlich der Marker FoxD3 in Stadium 20
getestet. Statistische Auswertung der beschriebenen Phé&notypen. n= Anzahl der unabh&ngigen

Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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Aus Abbildung 16B geht hervor, dass der Funktionsverlust von Frizzled-3 zu einer
Reduktion von Slug auf der injizierten Seite fuhrte. Die Injektion von Wnt-4, Pescadillo
und Control MO dagegen hatte keine Auswirkung auf die Expression von Slug (Abb.
16B). Zur ndheren Analyse des Pescadillophdnotyps wurde ein zweiter
neuralleistenspezifischer Marker, FoxD3, betrachtet. Auch die Expression dieses Markers
wurde durch den Funktionsverlust von Pescadillo nicht beeintrachtigt (Abb. 16B).

Nachdem Wnt-4 und Pescadillo keinen Einfluss auf die frihen Neuralleistenmarker
ausuibten, wurde im Folgenden der Effekt von beiden auf die Nerualleistenwanderung zu
einem spateren Entwicklungsstadium berpriift. Dazu wurden sowohl das Wnt-4 als auch
das Pescadillo MO unilateral im 8-Zell Stadium injiziert und deren Einfluss auf die in den
wandernden Neuralleisten exprimierten Markergene Slug, FoxD3 und Krox 20 untersucht.
Zum einen wurden die zu analysierenden Embryonen in Stadium 20 (Beginn der
Neuralleistenmigration) als auch in Stadium 23 (wahrend der Migration) fixiert. Wie aus
Abb. 16C zu erkennen ist, haben sowohl Wnt-4 als auch Pescadillo eine inhibierenden
Wirkung auf die Expression der in den wanderenden Neuralleistenzellen exprimierten
Marker Slug und Krox 20. Wie im Fall der FoxD3-Farbung in Stadium 20 zu erkennen ist,
schien der Verlust von Pescadillo eine Akkumulation der Neuralleistenzellen auf der
dorsalen Seite hervorzurufen (Abb. 16C). Im ndchsten Versuch wurde der Funktionsverlust
von Wnt-4 und Pescadillo auf einen Branchialbogenmarker, Sox-3, gestestet. Horizontale
Schnitte zeigen, dass Sox-3 im endodermalen Teil der Pharynxtaschen exprimiert ist (Abb.
17A). Im Vergleich dazu konnte Pescadillo in dem Teil der Kiemenbdgen visualisiert
werden, in den die Neuralleistenzellen einwandern (Abb. 17A). Die unilaterale Injektion
des Wnt-4 als auch des Pescadillo MO fuhrte zu einer Reduktion der Sox-3 Expression auf
der injizierten Seite (Abb. 17B). Zusatzlich zeigten die Embryonen eine Krimmung zur
injizierten Seite hin. Um die Spezifitét dieses Effekts nachzuweisen, wurden das Pescadillo
MO mit der Pescadillo_Mut RNA Kkoinjiziert, was eine Rettung der Sox-3 Expression zur
Folge hatte (Abb. 17C). Somit konnten die veroffentlichte Daten verifiziert werden; eine
Storung des kanonischen Wnt-Signalwegs, gezeigt durch die Frizzled-3 Inhibierung, flhrt
zur Hemmung der Neuralleisteninduktion, wohingegen der Funktionsverlust von Faktoren
des nicht-kanonischen ~ Wnt-Signalwegs, wie Wnt-4 und Pescadillo, die

Neuralleistenzellwanderung beeinflusst.
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Abbildung 17: Pescadillo beeintrachtigt die Expression von Sox-3.

A. Pescadillo ist in den Taschen der Kiemenbdgen lokalisiert, wohingegen Sox-3 im endodermalen
Teil der Kiemenbdgen, der die ektodermale Schicht berihrt, exprimiert ist. Weiterhin besitzt Sox-3
zwei dorsal gelegene Expressionsdoménen sowohl in der Ohr-, als auch in der Seitenlinienplakode.
B. Unilateral Wnt-4 oder Pescadillo MO injizierte Embryonen zeigen einen Verlust der Sox-3
Expression in den Kiemenbdgen, wohigegen die Expression von Emx1 und MyoD nicht betroffen
ist. n= Anzahl der unabhéngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezdhlten Embryonen.
Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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4.1.7 Uberexpression von Pescadillo

Um den Einfluss von Pescadillo bei Uberexpression zu untersuchen, wurden 1-2 ng der
Wildtyp-Pescadillo mRNA unilateral in eine animal-dorsale Blastomere in 8-Zell
Embryonen injiziert. Als Kontrolle dienten Embryonen, die mit 1-2 ng GFP (green
fluoroscence protein) mRNA injiziert wurden. Die mit der Wildtyp-Pescadillo mRNA
injizierten Embryonen zeigten keinerlei dufRerliche Verénderungen in Stadium 42 im

Vergleich zu den GFP mRNA-injizierten Embryonen.

42 RGMA

4.2.1 ldentifizierung des Klons E12F als RGM A

Im Rahmen eines Screens fir potentielle Wnt-4 Zielgene wurde ein Klon namens E12F
identifiziert (Maurus, 2004). Da ein Sequenzvergleich in der Datenbank erfolglos blieb,
wurde Uber das RACE (rapid amplification of 5' complementary DNA ends)-Verfahren
versucht, die Sequenz in 5 Richtung des E12F Klons zu analysieren. Nach mehreren
RACE-Schritten wurde eine Exonsequenz ermittelt, die im Datenbankvergleich eine hohe
Ahnlichkeit mit der veroffentlichten X. laevis RGM A (repulsive guidance molecule A)
Sequenz aufwies. Nach weiterer Suche in der Sequenzdatenbank stellte sich heraus, dass
die Sequenz von E12F in einem Intron zwischen Exon 3 und 4 von RGM A liegen muss.
Um dies zu unterstitzen, wurde eine Test-PCR mit spezifischen Primern aus der E12F und
der RGM A Sequenz auf genomischer DNA aus Stadium 45 von X. laevis durchgefihrt
(Abb. 18). Die Kombination der Primer RGM A_ex3 und E12F_RT_| fuhrte zu einem
PCR-Produkt, was ein Beweis daflr ist, dass es sich bei dem Klon E12F um RGM A
handelt.
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Abbildung 18: Der Klon E12F ist RGM A.

Aus Xenopus laevis Embryonen wurde genomische DNA isoliert und eine PCR durchgefiihrt. Im
ersten Ansatz wurde als Positivkontrolle ein Sequenzabschnitt aus Exon 4 von RGM A mit den
Primern RGM A _RT | und RGM A _RT _r amplifiziert. Im zweiten Ansatz wurde ein Primerpaar,
welches an E12F bindet, getestet. Im dritten Ansatz wurde ein Primerpaar eingesetzt, von welchem
ein Primer an einen Sequenzabschnitt aus Exon 3 der RGM A Sequenz (RGM A_ex3), der andere
an eine Sequenz aus dem E12F-Bereich (E12F_RT_I) bindet. Es resultiert ein
Ampilfikationsprodukt, was den entgiltigen Beweis erbringt, dass der isoliert Klon E12F dem
publizierten RGM A entspricht. Die Negativkontrolle mit den Primern RGM A_ex3 und
E12F RT_r erweist sich als negativ.

4.2.2 lIsolierung und Klonierung der vollstandigen RGM A Sequenz aus
Xenopus laevis

Zur genaueren Analyse von RGM A wurde ein Sequenzvergleich aller bekannten RGM A
Sequenzen auf Proteinebene durchgefuhrt. Es wurden die Aminosduresequenzen aus X.
laevis (hier als RGM A1l bezeichnet; Acc. No.: BC045008) und tropicalis (Acc. No.:
NM_203725), Homo sapiens (Acc. No.: AKO074966), Mus musculus (Acc. No.:
AJ557513), Gallus gallus (Acc. No.: NM_204537) und Danio rerio (Acc. No.:
NM_001001726) verglichen.
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Abbildung 19: Vergleich der RGM A Aminosduresequenzen.
Das Sequenzalignment zeigt, dass die RGM A Sequenz innerhalb der Vertebraten hoch konserviert
ist. Die Sterne kennzeichnen die vollkommene Ubereinstimmung der Aminosauren innerhalb der
aufgefihrten Organismen. Farbig gekennzeichnete Sequenzen markieren die einzelnen Doménen:
rot = Signalpeptid; grin = RGD-Doméne; blau = vWF-Doméne; gelb = hydrophobe Doméane;
violett = Anheftungsstelle fir GPI-Anker.
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Die RGM A Sequenz enthalt fogende Domanen: ein N-terminales Signalpeptid, eine RGD-
Doméne, eine von Willebrandfaktor Typ D Doméne und eine hydrophobe Domadne. Des
Weiteren konnte fiur alle Organismen mit Ausnahme von X. laevis eine GPI
(Glykosylphosphatidylinositol)-Ankersequenz am C-Terminus der Sequenz festgestellt
werden. Daraufhin wurden die veroffentlichten Sequenzen von X. laevis und tropicalis auf
Nukleotidebene naher analysiert und es zeigte sich, dass in der verdffentlichten RGM A
Sequenz von X. laevis an Postion 1293 eine Base (Adenin) im Vergleich zur X. tropicalis
Sequenz fehlte, was zu einer Rahmenverschiebung und einem Stopcodon an Position 1297
in der X. laevis Sequenz fuhren wirde. Um diese mogliche Mutation zu tberprifen, wurde
ein Primer gegen einen Sequenzabschnitt entworfen, der strangabwaérts des Stopcodons
innerhalb der X. tropicalis Sequenz liegt und mit der X. laevis Sequenz vollkommen
ubereinstimmt (RGM_hyp r). Der RGM A Sequenzvergleich zwischen X. laevis und
tropicalis ergab zudem, dass auch die Sequenzen im 5' Bereich sehr unterschiedlich waren.
Im Fall der X. tropicalis Sequenz lag das Startcodon 16 Basen weiter in Richtung des 5'
Endes; im Vergleich mit den RGM A Sequenzen aus Homo sapiens, Gallus gallus und
Danio rerio jedoch liegt das Startcodon der verdffentlichten X. laevis Sequenz an &hnlicher
Position. Dennoch wurde die 5' Region der X. laevis RGM A Sequenz néher betrachtet.
Hierzu wurde mit Hilfe des X. tropicalis Nukleotidsequenz ein Sequenzalignment
durchgefuhrt und eine EST (expressed sequence tag)-Sequenz (Acc. No.: DR730445) von
X. laevis gefunden, die der X. tropicalis Sequenz im 5' Bereich ahnlich ist. Somit wurde ein
weiterer Primer am 5' Ende vor dem Startcodon von X. tropicalis entworfen (RGM_hyp_|I).
Im Anschluss dessen wurde mit Hilfe dieser neuen Primer RGM_hyp_| und RGM_hyp r
ein sogenanntes hypothetisches RGM A (hier RGM A2 genannt) aus cDNA von X. laevis
Embryonen in Stadium 30 amplifiziert und verifiziert. Die nachfolgende Sequenzierung
ergab, dass in der hypothetischen RGM A Sequenz an Position 1293 ein zusatzliches
Adenin wie in der X. tropicalis RGM A Sequenz eingebaut ist. Es zeigte sich zudem, dass
sich am 5' Ende 16 Basen vor dem schon bekannten Startcodon ein weiteres ATG-Codon
befindet.
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4.2.3 Zeitliches und raumliches Expressionsmuster von RGM A in Xenopus

laevis

Um die Funktion von RGM A in X. laevis zu untersuchen, ist die Kenntnis wichtig, in
welchen Organen oder Geweben und Stadien dieses Gen exprimiert wird.

Zur Ermittlung der zeitlichen Expression von RGM A wahrend der Embryogenese wurde
eine semi-quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Dies geschah mit RNA aus Embryonen vom
Einzeller bis zu Stadium 45. RGM A ist wahrend der gesamten Embryogenese von X.
laevis exprimiert (Daten nicht gezeigt). Zudem wurden verschiedene adulte Geweben auf
RGM A hin untersucht (Abb. 20). RGM A konnte in folgenden Geweben nachgewiesen
werden: ZNS (zentrales Nervensystem), Hoden, Auge, Herz, Lunge, Darm und Leber.

S o @ <
y © © & ¥ o F o O3> S&F
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RGM A
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Abbildung 20: Adultes Expressionsprofil von RGM A.
RGM A ist in ZNS (zentrales Nervensystem), Hoden, Auge, Herz, Lunge, Darm und Leber vom
aulten Xenopus laevis exprimiert.

Die Aufklarung des ortlichen Expressionsmusters von RGM A geschah mit Hilfe der
whole mount in-situ Hybridisierung (siehe Kapitel 3.3.2). Hierzu wurde eine RNA-Sonde
spezifisch und revers-komplementar zur RGM A-Sequenz synthetisiert und mit dieser eine
whole mount in-situ Hybridisierung mit Xenopus Embryonen ausgewéhlter Stadien
durchgefiihrt (Abb. 21). Ab Stadium 13 beginnt die spezifische Expression von RGM A in
der anterioren Neuralplatte (Abb. 21A). Ein transversaler Schnitt durch einen Embryo in
Stadium 13 verdeutlicht, dass RGM A ausschlielich in der sensorischen Schicht des
Neuroektoderms exprimiert ist (Abb. 21H). In Embryonen des Stadiums 18 erkennt man
eine starke Expression von RGM A im Vorderhirn, eine schwéchere im restlichen Gehirn
und im Neuralrohr (Abb. 21B), was sich in Stadium 22 nicht &ndert (Abb. 21C). In
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Stadium 31 ist RGM A sehr stark im Hinterhirn und in den Branchialbdgen (Abb. 21E)

exprimiert.

19

St. 28 St. 28

RN

St13

Abbildung 21: Embryonales Expressionsmuster von RGM A.

A. In Stadium 13 ist RGM A in der anterioren Neuralplatte exprimiert (Pfeil). Die schwarze
gestrichelte Line zeigt die Schnittebene in H. B. In Stadium 13 verkleinert sich die RGM A
Expressionsdoméne (Pfeil). C. RGM A ist in Stadium 18 ausschlieBlich im Neuralrohr exprimiert
mit der stérksten Expression im Vorderhirn. D. In Stadium 22 konzentriert sich die Expression von
RGM A auf das Vordehirn und Neuralrohr. E. Laterale Ansicht eines Embryos in Stadium 31.
RGM A ist in den Branchialbdgen (Pfeil), im Neuralrohr (v.a. im Hinterhirn) und schwach in der
Skelettmuskulatur (Pfeilspitze) exprimiert. F. Nahaufnahme eines Embryos in Stadium 31. RGM A
konnte in den Branchialbogen (Pfeil) visualisiert werden. G. Nahaufnahme eines Embryos in
Stadium 38. Die Expressions von RGM A in den Branchialbdgen hat sich verstarkt (Pfeil). H.
Horizontalschnitt eines Embryos in Stadium 13. RGM A lésst sich in der sensorischen Schicht des
Neuroektoderms nachweisen (Pfeil). 1. Ein anterior gelegener Querschnitt durch einen Embryo in
Stadium 28. RGM A ist im ventralen und medialen Bereich des Gehirns (Pfeil) und den
Branchialbdgen (Pfeilspitze) zu beobachten. J. Ein mehr posterior gelegener Querschnitt durch
einen Embryo in Stadium 28. RGM A ist spezifisch in ventralen und medialen Bereich des
Neuralrohr exprimiert (Pfeil). a = Auge.
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In Stadium 38 hat sich die Expression von RGM A in den Branchialbdgen verstarkt (Abb.
21F,G). Die Hinterhirnexpression bleibt weiterhin bestehen. Abb. 211 und J zeigen
Transversalschnitte eines Embryos in Stadium 28. Aus Abbildung 211 geht hervor, dass
RGM A im ventralen und medialen Teil des Mittelhirns und in den Branchialbdgen
exprimiert wird. Ein weiter posterior gelegener Schnitt zeigt eine starke RGM A

Expression im ventralen und medialen Teil des Neuralrohrs (Abb. 21J).

4.2.4 Beschreibung des Phanotyps nach Funktionsverlust von RGM A in

Xenopus laevis

Untersuchung der Augenentwicklung nach Inhibition von RGM A

Da RGM A ab Stadium 13 eine spezifische Expression in der anterioren Neuralplatte
aufweist (Abb. 21A), sollte zundchst eine moégliche Funktion von RGM A auf die
Neuralentwicklung in X. laevis analysiert werden. Hierzu wurde der Funktionsverlust von
RGM A mit Hilfe eines spezifischen Morpholino-Oligonukleotids (Kapitel 2.2.3)
untersucht. In Kapitel 4.2.2 wurde gezeigt, dass die RGM A Sequenz zwei mogliche
Startcodons aufweist, woraufhin je ein spezifisches Morpholino-Oligonukleotid pro
Startcodon entworfen wurde (RGM Al MO und RGM A2 MO). Um die Spezifitat der
Morpholino-Oligonukleotide zu uberpriifen, wurde eine in-vitro Translation- und
Transkriptionsanalyse (TNT) durchgefiihrt (Kapitel 3.5.25). Zur Uberpriifung des RGM
Al MO wurde die verdffentlichte RGM A Sequenz (RGM A1; Acc. No.: BC045008) mit
(5'UTR RGM A1) als auch ohne den 5UTR (A5'UTR RGM A1) in den pCS2+-Vektor
kloniert. Das 5'UTR RGM A1l Konstrukt weist die vollstindige RGM Al MO-
Bindesequenz auf (Abb. 22A), wéhrend das AS'UTR RGM A1 Konstrukt 12 Mutationen in
diesem Sequenzabschnitt besitzt (rote Sternchen, Abb. 22B). Abbildung 22B stellt dar,
dass die Expression des 5’UTR RGM A1l Konstrukts durch das RGM Al MO unterdriickt
wird, wohingegen das Control MO keinen Einfluss auf dessen Expresssion austibt. Des
Weiteren wird gezeigt, dass die Expression des A5S'UTR RGM A1l Konstrukts nicht durch
das RGM A1 MO blockiert wird.

Im ndchsten Schritt sollte die Spezifitdt des RGM A2 MO berpriift werden. Hierzu wurde
das hypothetische RGM A (RGM A2, siehe Kapitel 4.2.2) mit (5'UTR RGM A2) wie auch
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ohne 5UTR (A5'UTR RGM A2) in den pCS2+-Vektor kloniert. Das 5UTR RGM A2

Konstrukt beinhaltet die vollstandige Bindesequenz fir das RGM A2 MO. Im Gegensatz
hierzu zeigt das A5S'UTR RGM A2 Kontrukt 10 Basenaustausche in dieser Region (Abb.22

RGM A2 MO
RGM Al AGAAGCTGCTTCTTAGTACAAGTTTCTGATGATCCTTTCTTCTTCTTCTGTCTCTTAACT 60
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Abbildung 22: Spezifitatsanalyse der RGM A Morpholino-Oligonukleotide.

A. Vergleich der dem Startcodon umgebenen Sequenz von RGM Al und RGM A2. Erstes ATG-
Startcodon ist griin, zweites rot gekennzeichnet. Die Sequenz des RGM A2 Morpholino-
Oligonukleotids ist blau, die von RGM Al violett eingekéstelt. B. Bindestellen des RGM A1 MO
(rote Sternchen kennzeichnen die verdnderten Basen im A5'UTR RGM A1l Konstrukt) und das
Gelbild des TNT-Kits. Durch Zugabe des 5'UTR RGM A1l Plasmids wird das RGM Al-Protein
translatiert. Zugabe des RGM Al MO zu der Reaktion flihrt zur Inhibierung der Translation. Das
Control MO beeinflusst die Translation von RGM Al nicht. Die Translation des A5’'UTR RGM Al
wird durch das RGM Al MO nicht blockiert. C. Gleicher Aufbau und Ergebnis wie in
Abbildungsteil B. Anstelle von RGM Al wird das RGM A2-Konstrukt verwendet. D. Das RGM
Al MO besitzt die Fahigkeit, die Translation von RGM A2 zu hemmen.

Abbildung 22 C verdeutlicht, dass das RGM A2 MO die Translation von 55UTR RGM A2
inhibiert, wohingegen die des A5'UTR RGM A2 Kontruktes nicht beeinflusst wird. Die

Anwesenheit des Control MO hat keinen Einfluss auf die Translation von RGM A2. Des
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Weiteren sollte untersucht werden, ob das RGM Al MO auch in der Lage ist, die
Translation des RGM A2 Konstruktes zu hemmen. Aus Abbildung 22 D geht hervor, dass
das RGM Al MO die RGM A2 Translation leicht inhibiert. Fir die folgenden in-vivo
Experimente wurden daher beide RGM A MO injiziert.

Im Folgenden sollte der Einfluss des Funktionsverlustes von RGM A in-vivo untersucht
werden. Zundchst wurden 20-30 ng des RGM Al MO in eine animal-dorsale Blastomere
inm 8-Zell Stadium injiziert und die Embryonen in Stadium 42 fixiert. Es zeigte sich, dass
die Inhibition von RGM A1l einen starken Einfluss auf die Augenentwicklung der
Embryonen ausubt (Abb. 23). 21 % der RGM Al MO injizierten Embryonen hatten ein
kleineres und 50 % ein kleines bis deformiertes Auge auf der injizierten Seite. In 1 % der
Embryonen fehlte das Auge vollstandig. Die Injektion eines Control MO hatte keine
Auswirkung auf die Augenentwicklung der X. laevis Embryonen.
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Abbildung 23: Der Verlust der RGM A1 Funktion fiihrt zu einem Augendefekt.

A. Unilaterale Injektion des RGM A1l MO resultiert in deformierten und fehlenden Augen (Pfeile),
wahrend die des Control MO keinen Effekt auf die Augenentwicklung ausiibt. B. Quantifizierung
des beobachteten Augenphanotyps. n= Anzahl der unabhdngigen Experimente; N= Anzahl der
ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Im n&chsten Schritt wurde das RGM A2 MO auf gleiche Weise injiziert. Zundchst wurde
die optimale MO-Dosis austitriert, wobei 10-30 ng des MO injiziert wurden. Auch die
Injektion dieses MO fihrte zu einer Verédnderung in der Augenentwicklung von X. laevis.
Aus Abbildung 24 wird deutlich, dass sich dieser Effekt dosisabhangig auf die Embryonen
auswirkt. Mit steigender MO-Dosis steigt auch der Prozentsatz des starken
Augenphéanotyps wie deformiertes und fehlendes Auge.
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Abbildung 24: Inaktivierung von RGM A2 fiihrt zu einer Stérung der Augenentwicklung.

A. Die Injektion verschiedener RGM A2 MO Konzentrationen hemmt die Augenentwicklung mit
dosisabhangiger Wirkung. Reprasentative Embryonen sind dargestellt. B. Quantitative Auswertung
des Augenphanotyps. Mit ansteigender MO-Dosis erhéht sich der Prozentsatz an deformierten und
fehlenden Augen. n= Anzahl der unabhdngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten
Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Da sich die Injektion von 30 ng RGM A2 MO am starktsten auf die Augenentwicklung
auswirkte, wurde in den folgenden Experimenten mit dieser Dosis gearbeitet. Nur 20 % der
injizierten Embryonen zeigten ein normal enwickeltes Auge, 23 % hatten ein kleineres, 50
% ein deformiertes Auge und 7 % der Embryonen besallen keinerlei Augenstrukturen
(Abb. 24B).

Untersuchung von Neuralmarkergenen nach Inhibition von RGM A

Da RGM A schon friih in der anterioren Neuralplatte exprimiert ist (Abb. 21A) und einen
Augenphénotyp aufweist (Abb. 23,24), sollte in diesem Kapitel der Einfluss dieses Gens
auf verschiedene Neuralmaker wie Rx (Augenmarkergen), Emx1 (Markergen fir
Vorderhirn), En2 (Marker fir Miteelhirn-Hinterhirngrenze) und Krox20 (Marker fiir Teile
des Hinterhirns) tberpruft werden. Hierzu wurden 30 ng des RGM AL, als auch 30 ng des
RGM A2 MO unilateral in eine animal-dorsale Blastomere in Embryonen des 8-Zell
Stadiums injiziert. In Stadium 23 wurden die Embryonen fixiert und einer whole mount in-
situ Hybridisierung mit den neuralspezifische Markern unterzogen. Die Injektion beider
RGM A MO, aber nicht des Control MO, resultierten in einer Reduktion aller getesteten
Markergene (Abb. 25).
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Abbildung 25: Inhibierung von RGM A fiihrt zu einem Verlust der Expression molekularer
anteriorer Neuralmarker.

A. Unilaterale Injektion von 30 ng RGM Al MO in eine animal-dorsale Blastomere reprimiert die
Expression von Rx, Emx1, En2 und Krox20 auf der injizierten Seite, wohingegen das Control MO
keinen Einfluss auf die Expression besagter Markergene ausibt. Die statistische Auswertung ist
dargestellt. B. Bei der Injektion von 30 ng RGM A2 MO laRt sich eine vergleichbare Repression
der anterioren Markergene beobachten. Die Quantifizierung des beobachteten Phénotyps ist
dargestellt. n= Anzahl der unabh&ngigen Experimente; N= Anzahl der ausgez&hlten Embryonen.
Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Es zeigte sich, dass das RGM A2 MO einen starkeren Einfluss auf die Expression der
Neuralmarker als das RGM Al MO ausubt (Abb. 25). Rx, ein augenspezifischer Marker,
und Emx1, welches im Vorderhirn exprimiert ist, waren am starksten vom Funktionverlust
von RGM A betroffen. Im Vergleich dazu wiesen En2, ein Marker fir die Mittelhirn-
Hinterhirngrenze, und Krox20, spezifisch fir Teile des Hinterhirns, nur eine geringe
Reduktion auf. Die Injektion des Control MO hatte keinen Einfluss auf die Expression der

Neuralmarker.

Analyse der Zellapoptose nach Funktionsverlust von RGM A
In einer vorangegangenen Studie im Hihnchen (Matsunaga und Chédotal, 2004) wurde
gezeigt, dass die Inhibition von RGM A zu einem Anstieg der Zellapoptose fuhrt. Um die
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Funktion von RGM A in der Zellapoptose von X. laevis zu klaren, wurden 30 ng RGM A2
MO unilateral in eine animal-dorsale Blastomere von Embryonen im 8-Zell Stadium
injiziert. Um sicherzustellen, dass die Morpholino-Oliogonukleotide am richtigen Ort ihre
Wirkung austiben, wurde eine Koinjektion von GFP (green fluorescence protein) mMRNA
vorgenommen. Mit Hife von UV-Licht l&sst sich die Verteilung des gebildeten GFP
Proteins in-vivo nachweisen. Die Embryonen, bei welchen insgesamt keine GFP-
Fluoreszenz auftrat oder diejenigen, bei denen die GFP-Fluoreszenz in Stadium 13 im
Neuralgewebe ausblieb, wurden aussortiert und nicht in die Wertung miteinbezogen.
Diejenigen Embryonen, bei welchen das GFP ausschlieRlich oder hauptsachlich in der
anterioren Neuralplatte zu sehen war, wurden in Stadium 23 fixiert. Im Anschluss folgte
ein TUNEL-Assay zum Nachweis von apoptotischen Zellen (Kapitel 3.3.5). Die
Auswertung ergab, dass in 23 % der RGM A2 MO injizierten Embryonen die Zellapoptose
im anterioren Neuaralgewebe erhoht ist (Abb. 26). Im Gegensatz dazu zeigten nur 5 % der

Control MO injizierten Embryonen eine starkere Zellapoptose.
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Abbildung 26: Der RGM A2 Funktionsverlust hat einen geringen Effekt auf die Zellapoptose in
anterioren Neuralbereich. A. Die unilaterale Injektion des RGM A2 MO fiihrt zu einer
ansteigenden Anzahl apoptotischer Zellen auf der injizierten Seite (Pfeile). Die Control MO-
Injektion beeintréchtigt die Zellapoptose nicht. B. Statistische Auswertung der Zellapoptose. n=
Anzahl der unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken:
mittlerer Standardfehler.
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Einfluss von RGM A auf die Zellproliferation in X. laevis

Niederkofler et al. (2004) zeigten, dass RGM A weder einen Einfluss auf die
Zellproliferation, noch auf die -apoptose im Gehirn der Maus besitzt. Die beschriebenen
TUNEL-Daten jedoch zeigten einen geringen Effekt von RGM A auf die Zellapoptose in
X. laevis. Im Folgenden sollte der Einfluss von RGM A auf die Zellproliferation in X.
laevis getestet werden. Hierzu wurden 30 ng des RGM A2 MO einseitig in eine animal-
dorsale Blastomere von 8-Zell Embryonen injiziert. Um die Injektion zu Gberpriifen,
wurden 0,5 ng GFP koinjiziert. In Stadium 21 wurden 10 nl der BrdU-L6sung bilateral
neben den Augenanlagen injiziert. Nach zweistlindiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Embryonen fixiert und der BrdU-Assay durchgefuhrt (Kapitel 3.3.4). Der
Funktionsverlust von RGM A2 flihrte zu einer Reduktion der Zellproliferation von 49 %
auf der injizierten Seite, wahrend die Injektion eines Control MO nur einen Effekt von 6 %
auf die Proliferation austbte (Abb. 27).
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Abbildung 27: RGM A2 Funktionsverlust flihrt zu einem Absinken der Zellproliferation im
anterioren Neuralbereich.

A. Unilateral RGM A2 MO injizierte Embryonen zeigen eine Reduktion in der Zellproliferation auf
der injizierten Seite (Pfeile), wohingegen in Control MO-injizierte Embryonen keine Verdnderung
in der Proliferation zu beobachten ist. B. Quantifizierung der Zellproliferation. n= Anzahl der
unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer
Standardfehler.
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Beschreibung des RGM A Funktionverlusts in der Neuralleistenentwicklung
von Xenopus laevis

In Kapitel 4.1.6 wurde die Funktion von Wnt-4 und dessen Zielgen Pescadillo auf die
Neuralleistenentwicklung dargestellt (Abb. 16). Die beiden Genen zeigten einen Effekt auf
die Neuralleistenmarker Slug und FoxD3 in Stadium 20 und Krox20 in Stadium 23,
wéhrend die Expression von Slug und FoxD3 in Stadium 17 nicht beeintrachtig war. Wie
Pescadillo wurde auch RGM A als ein potentielles Zielgen von Wnt-4 beschrieben
(Maurus, 2004). Im Folgenden sollte nun der Frage nachgegangen werden, ob auch RGM
A einen Einfluss auf die Neuralleistenentwicklung besitzt. Es wurden 30 ng RGM A2 MO
und 0,5 ng GFP in eine animal-dorsale Blastomere von Embryonen im 8-Zell Stadium
koinjiziert. AusschlielRlich die Embryonen, die in Stadium 13 in der anterioren Neuralplatte
eine Grinfluoreszenz zeigten, wurden in einer darauffolgende whole mount in-situ
Hybridisierung bearbeitet. Ein Drittel der Embryonen wurde in Stadium 17, ein weiteres
Drittel in Stadium 20 und der Rest der Embryonen in Stadium 23 fixiert. Folgende
Neuralleistenmarker wurden getestet: Slug und FoxD3 in Stadium 17 und 20, Krox20 und
Twist in Stadium 23.
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Abbildung 28: Der RGM A2 Funktionsverlsut hat keine Auswirkung auf die Spezifizierung der
Neuralleistenzellen. A. Weder die Injektion des RGM A2 MO, noch die des Control MO
beeintrachtigt die Expression der neuralleistenspezifischen Markergene Slug und FoxD3 in
Stadium 17. B. Statistische Auswertung der Experimente aus A. n= Anzahl der unabhédngigen
Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

In Stadium 17 ist die Induktion der Neuralleistenzellen abgeschlossen, wéhrend in Stadium
20 die Wanderung der Neuralleisten zur ventralen Seite des Embryos beginnt und sich in
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Stadium 23 fortsetzt. Aus Abbildung 28 ist zu entnehmen, dass die Hemmung von RGM
A2 die Expression von Slug und FoxD3 in Stadium 17 nicht beeinflusst.

In Stadium 20 dagegen fuhrte die Reduktion von RGM A2 zu einer verminderten
Neuralleistenwanderung, was durch die Marker Slug und FoxD3 veranschaulicht wird
(Abb. 29). In Control MO inizierten Embryonen hingegen konnte keine Reduktion der
Neuralleistenmigration beobachtet werden.
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Abbildung 29: Inaktivierung von RGM A2 fihrt zu einer Hemmung der
Neuralleistenzellwanderung.

A. Eine whole mount in-situ Hybridisierung zeigt, dass die Inhibierung von RGM A2 eine
Reduktion der Neuralleistenzellmigration in  Stadium 20 zur Folge hat. Die
neuralleistenspezifischen Marker Slug und FoxD3 wurden analysiert. Die Pfeile markieren die
injizierte Seite. B. Quantitative Auswertung des beobachteten Wanderungsdefekts. n= Anzahl der

unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer
Standardfehler.

In einem weiteren Experiment wurden in Stadium 23 die Marker Krox20 und Twist
getestet, die in den wandernden Neuralleistenzellen exprimiert sind. Auch hier flhrte der
Verlust von RGM A2 zu einer Inhibition der Neuralleistenwanderung (Abb. 30).
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Abbildung 30: Inhibierung von RGM A2 filhrt zu einer Reduktion der
Neuralleistenzellwanderung.

A. Die unilaterale Injektion des RGM A2 MO, aber nicht die eines Control MO, resultiert in einer
Stérung der Neuralleistenzellmigration auf der injizierten Seite, was durch eine whole mount in-situ
Hybridisierung mit den Markern Krox20 und Twist in Stadium 23 veranschaulicht ist. Die injizierte
Seite ist durch Pfeile gekennzeichnet. B. Statistische Auswertung der analysierten Phanotypen. n=

Anzahl der unabhéngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezdhlten Embryonen. Fehlerbalken:
mittlerer Standardfehler.

Die Neuralleistenzellen wandern u.a. in die Branchialbdgen ein, die sich im Laufe der
Entwicklung wiederum zu den Kiemenbogen entwickeln (Sadaghiani und Thiébaud,
1987). Um den Einfluss von RGM A auf die Entwicklung der Kiemenbdgen n&her zu
untersuchen, wurde der fur die Branchialbogen spezifische Marker Sox-3 getestet. Hierzu
wurden 30 ng RGM A2 MO unilateral in eine animal-dorsale Blastomere von Embryonen
im 8-Zell Stadium injiziert. Daran schloss sich eine whole mount in-situ Hybridisierung in
Stadium 32 an. Aus Abbildung 31 geht hervor, dass die Injektion des RGM A2 MO zu
einer Reduktion der Sox-3 Expression in den Branchialbogen flhrte. Im Vergleich dazu
hatte die Injektion eines Control MO keinen Einfluss auf die Expression von Sox-3 auf der
injizierten Seite des Embryos (Abb. 31A,B).
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Abbildung 31: RGM A beeinflusst die Expression von Sox-3.

A. Durch die unilaterale Injektion des RGM A2 MO kommt es zur Repression der Sox-3
Expression in den Branchialbégen (Pfeil), wohingegen die Expression in der Ohr- und
Seitenlienenplakode (Pfeilspitze) nicht betroffen ist. Im Kontrast hierzu fiihrt die Control MO-
Injektion nicht zu einer Reduktion der Sox-3 Expression. B. Quantifizierung des Phanotyps. n=
Anzahl der unabhéngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen.

Untersuchung der kranialen Nerven nach Funktionsverlust von RGM A

Nervus trigeminus Nervus opticus Nervus Nervus hypoglossus Nervus mandibularis
(V) (1) oculomotorus (111) (X11) (Va)

Nervus
maxillaris
(Vz)

Nervus
mandibularis
(Va)

Nervus
ophthalmicus
(V1)

Nervus facialis
(Vi

Abbildung 32: Beschreibung der kranialen Nerven mit Hilfe einer Antikorperfarbung mit dem
neurofilamentspezifischen Antikérper 3A10.

Dorsale (A) und ventral (B) Ansicht eines Embryos in Stadium 42. Die Hirnnerven sind markiert
und bezeichnet.
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Ein weiterer Zelltyp, zu dem die Neuralleistenzellen beitragen, sind die kranialen Nerven
(Gilbert, 2006). Um eine mogliche Funktion von RGM A auf die Entwicklung der
kranialen Nerven zu untersuchen, wurden 20-30 ng des RGM Al MO unilateral in eine
animal-dorsale Blastomere im 8-Zell Stadium injiziert. In Stadium 45 erfolgte die
Fixierung der Embryonen und einen anschlieBenden Antikérperfarbung mit dem
monoklonalen, neurofilamentspezifischen Antikérper 3A10 (siehe Kapitel 3.3.10). Durch
die 3A10 Antikorperfarbung kénnen alle kranialen Neuronen 1-XI11 in X. laevis sichtbar
gemacht werden (Abb. 32).
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Abbildung 33: Der RGM A1 Funktionsverlust fihrt zu einer Stérung der kranialen Nerven.

A. In RGM Al MO-injizierte Embryonen konnte eine Stérung der Verzweigung des Nervus
trigeminus (V) beobachtet werden (dorsale Ansicht, Pfeile). Die ventrale Ansicht veranschaulicht
die Reduktion bzw. den Verlust des Nervus hypoglossus (XII; Pfeile) aufgrund der
Translationshemmung von RGM ALl. Die Injektion eines Control MO hat keine Auswirkung auf
die Aushildung der Hirnnerven. B. Statistische Auswertung des beobachteten Phénotyps, der
anhand der Reduktion des Nervus hypoglossus ausgewertet wurde. n= Anzahl der unabhdngigen
Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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Die Inhibiton von RGM A hatte zur Folge, dass Zweige des kranialen Nervs V (Nervus
trigeminus) weniger komplex ausgebildet sind bzw. verschwinden (Abb. 33A). Bei
Betrachtung der ventralen Seite der RGM Al MO injizierten Embryonen fallt auf, dass der
kraniale Nerv XII (Nervus hypoglossus) in 53 % der Embryonen nicht ausgebildet ist
(Abb. 33B).

4.2.5 Analyse des Phanotyps nach der RGM A Uberexpression

Untersuchung des Augenphanotyps bei Uberexpression von RGM A

In diesem Kapitel sollte der Einfluss der Uberexpression der RGM A2 mRNA analysiert
werden. Hierzu wurde die 5UTR RGM A2 mRNA in X. laevis Embryonen injiziert. Wie
in Kapitel 1.3.2 beschrieben, besitzt das RGM A Protein einen GPI-Anker, der dafir
verantwortlich ist, dass das RGM A Protein in der Zellmembran verankert werden kann.
Um sicherzustellen, dass dies auch mit RGM A2 der Fall ist, wurden in einem Vorversuch
Experimente in der Zellkultur mit HEK-293 Zellen durchgefiihrt. HEK-293 Zellen wurden
zundchst mit dem Plasmid RGM A2 in pCS2+ transfiziert und nach 24- bzw. 36-stiindiger

Expression bei 37 °C fixiert. Im Anschluss daran wurde eine Antikorperfarbung mit einem
RGM A Antikorper durchgefihrt (Kapitel 3.4.4).

A

Abbildung 34: Aufnahme von HEK-293 Zellen nach der Transfektion von RGM A2 und einer
Antikorperfarbung mit dem RGM A Antikorper.

A. Nach der 24-stiindigen Expression von RGM A2 ist das RGM A2-Protein nicht in der
Zellmambran lokalisiert (Pfeile). B. Nach 36 Stunden Expression wurde RGM A2 in der
Zellmembran detektiert (Pfeile). Durch die DAPI (4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-. dihydrochlorid)-
Farbung wird der Zellkern sichtbar gemacht.
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In Abbildung 34A sind beispielhaft jene HEK-Zellen abgebildet, die eine RGM A
Antikorperfarbung nach 24-stiindiger Expression erfuhren; RGM A2 konnte nicht in der
Zellmambran detektiert werden, wohingegen nach 36 Stunden eine Translokation von
RGM A in die Membran der transfizierten Zellen zu erkennen ist (Abb. 34B).

Nachdem in den vorangegangenen Zellkulturexperimenten gezeigt werden konnte, dass
das RGM A2 Konstrukt in die Zellmembran transportiert wird, wurde der Einfluss der
Uberexpression von RGM A2 auf die Entwicklung von X. laevis untersucht. Hierzu
wurden 2 ng der 5’UTR RGM A2 mRNA einseitig in eine animal-dorsale Blastomere in 8-
Zell Embryonen injiziert. Kontrollembryonen wurden mit 2 ng GFP mRNA auf gleiche
Weise injiziert. Zur Analyse des Augenphanotyps wurden die Embryonen in Stadium 42
fixiert und ausgewertet. Die Injektion der 55UTR RGM A2 mRNA ergab eine Storung der
Augenentwicklung (Abb. 35A) mit &hnlichen Prozentanteilen wie bei der Injektion des
RGM A2 MO (Abb. 24). Nur 19 % der injizierten Embryonen zeigten ein normal
entwickeltes Auge, 12 % hatten kleinere, 64 % klein-deformierte Augen und bei 5 % der
Emryonen fehlte das Auge vollstdndig auf der injizierten Seite (Abb. 35B).
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100 1
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Abbildung 35: Die Uberexpression von RGM A2 I6st eine Stérung in der Augenentwicklung aus.
A. Die Injektion einer RGM A2 mRNA fiihrt zu einem Defekt in Entwicklung des Auges, wahrend
nicht-injizierte Embryonen normal entwickelte Augen aufweisen. B. Statistische Auswertung der
Uberexpressionsdaten. WT= Wildtyp-Embryonen. n= Anzahl der unabhédngigen Experimente; N=
Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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Die Injektion von 1-2 ng der Wildtyp RGM Al RNA ergab keinen Augenphénotyp (Daten
nicht gezeigt).

Analyse einiger Neuralmarker nach Uberexpression von RGM A

In einem weiteren Experiment wurden die Neuralmarker Rx, Emx1, En2 und Krox20 nach
der Uberexpression von RGM A2 untersucht. Die Injektion der 5’'UTR RGM A2 mRNA
geschah wie oben beschrieben. Im Anschluss daran folgte eine whole mount in-situ
Hybridisierung in Stadium 23. Laut Abbildung 35 16st der Funktiongewinn von RGM A2
eine Reduktion von Rx, Emx1, En2 und Krox20 aus; im Fall von Krox20 ist sowohl die
Expressionsdomane in den Rhombomeren, als auch die in den wandernden
Neuralleistenzellen beeintrachtigt (Abb. 36A).
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Abbildung 36: Uberexpression von RGM A2 hemmt die Expression anteriorer Markergene.
A. Die Injektion der RGM A2 mRNA bewirkt eine Reduktion von Rx, Emx1, En2 und Krox20
(Pfeile). Wildtyp- oder GFP-injizierte Embryonen fiihren nicht zur Inhibierung der genannten
Markergene. B. Statistische Auswertung des Phanotyps. WT= Wildtyp-Embryonen; GFP= griin
fluoreszierendes Protein; n= Anzahl der unabhéngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten
Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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Beschreibung Neuralleistenzell-spezifischer Markergene bei Uberexpression
von RGM A

Zur Analyse der Neuralleistenentwicklung bei Uberexpression von RGM A wurde die
5UTR RGM A2 mRNA wie oben beschrieben injiziert. Zundchst wurde die
Neuralleisteninduktion betrachtet, wofur die Embryonen in Stadium 17 fixiert und die
frihen Neuralleistenmarker Slug und FoxD3 untersucht wurden. Die Uberexpression von
RGM A2 fuhrte zu einer verbreiterten und ektopischen Expression von FoxD3 auf der
injizierten Seite (Abb.37A). Auch im Falle von Slug ergab die RGM A2 Uberexpression
ektopische Expressionsdoménen. 19 % der injizierten Embryonen zeigten zusétzlich eine
reduzierte endogene Slug Expression (Abb. 37B).
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Abbildung 37: RGM A2 Uberexpression beeintrachtigt die Spezifizierung der Neuralleistenzellen.
A. Die Injektion der RGM A2 RNA resultiert in ektopischen Expressionsdoménen von Slug und
FoxD3 in Stadium 17. Des Weiteren zeigt ein geringer Prozentsatz dieser Embryonen eine
reduzierte endogene Expressionsdomane (die Pfeile markieren die injizierte Seite). In GFP-
injizierte Embryonen kann keine Veranderung der Slug- und FoxD3-Expression beobachtet
werden. B. Quantifizierung des analysierten Phénotyps. n= Anzahl der unabhangigen Experimente;
N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.
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Die Kontrollembryonen, die mit GFP mRNA injiziert wurden, wiesen eine normal
Expression von FoxD3 und Slug auf (Abb. 37A,B). Des Weiteren wurde der Einfluss der
RGM A2 Uberexpression auf die Neuralleistenwanderung analysiert, wobei folgende
neuralleistenspezifische Markergene betrachtet wurden: Slug und FoxD3 in Stadium 20,
Twist und Krox20 in Stadium 23-24. Abbildung 38 zeigt die Embryonen in Stadium 20.
Die Uberexpression von RGM A2 fiihrte in diesem Stadium einerseits zu einer Hemmung
der FoxD3 und Slug Expression in den wanderenden Neuralleisten und andererseits zu
ektopischen Expressiondoménen von sowohl FoxD3 als auch Slug am posterioren Ende
des Embryos (Abb. 38).
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Abbildung 38: Uberexpression von RGM A2 fiihrt zu Defekten in der Neuralleistenentwicklung in
Stadium 20.

A. \Unilaterale Injektion von RGM A2 mRNA fihrt einerseits zur Stérung in der
Neuralleistenzellmigration (Pfeilspitzen) und andererseits zu ektopischen Expressiondomanen
(Pfeile) der Neuralleistenzell-spezifischen Markergenen FoxD3 und Slug auf der injizierten Seite.
Die GFP-Injektion besitzt keinen Einfluss auf die Expression von FoxD3 und Slug. B. Statistische
Auswertung des beobachteten Phéanotyps. Reduziert steht fur den Verlust der
Neuralleistenzellwanderung. n= Anzahl der unabhédngigen Experimente; N= Anzahl der
ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Abbildung 39 stellt die Untersuchung der spéaten Neuralleistenmarker dar. In Stadium 23
ist Krox20 in den wandernden Neuralleisten exprimiert, die aus Rhombomere 5 in den
dritten Viszeralbogen einwandern (Bradley et al., 1992). Die RGM A2 Uberxpression
fUhrte zu einer Reduktion der Krox20 Expression (Abb. 39A); zusatzlich kam es zu einer
posterior gelegenen ektopischen Expressiondoméane nahe der endogenen Expression (Abb.
39A). Im Gegensatz zu Krox20 ist Twist in allen wandernden Neuralleistenzellen
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exprimiert. In RGM A2 mRNA injizierten Embryonen konnte eine Abschwdachung der
Expression von Twist in den posterior wandernden Neuralleistenzellen festgestellt werden
(Abb. 39A). Zudem kam es zur ektopischen Expression neben der endogenen Doméne
(Abb. 39A).
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Abbildung 39: Injektion von RGM A2 beeintrachtigt die Expression spater Neuralleistezell-
spezifischer Markergene.

A. Die Uberexpression von RGM A2 resultiert in Defekten der Expression von Krox20 und Twist
auf der injizierten Seite. Einerseits ist die Migration der Neuralleistezellen betroffen (Pfeilspitze),
andererseits sind ektopische bzw. unstrukturierte Expressionsdoménen von Slug und Twist zu
beobachten (Pfeile). B. Quantitative Analyse des Phanotyps. Reduziert steht fiir Defekte in der
Zellmigration. n= Anzahl der unabhdngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten
Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

4.3 DM-GRASP

DM-GRASP wurde in einem Screen als ein potentielles Zielgen des nicht-kanonisches
Whnt-Signalwegs identifiziert (Prieve und Moon, 2003). In dieser Arbeit sollte die Funktion
von DM-GRASP wahrend der embryonalen Entwicklung von X. laevis untersucht werden,
was im Folgenden beschrieben wird.

4.3.1 Klonierung zweier Pseudoallele von DM-GRASP

Im folgenden Experiment sollte DM-GRASP fir weitere Studien kloniert werden.
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Xenopus laevis 1 57 45 60 53 70 44 49 86 71
Danio rerio 39 45 36 34 43 48 40 62 50
Carassius auratus 39 50 35 31 43 51 40 62 50

C

0,13330
0,29240 I
1 0,13984
0,0347¢
0,014%5 0,31330 l—o'11754
| 0,11754
0,42615
0,03523
0,42615
0,03670
0,45981

Abbildung 40: Strukturanalyse von DM-GRASP.
A. Die beiden Pseudoallele von DM-GRASP in Xenopus laevis sind untereinander hoch
konserviert. Die Sterne markieren (bereinstimmende Aminosduren. Die DM-GRASP Sequenz
beinhaltet ein Signalpeptid (rot), finf Ig-Doménen (orange) und eine Transmembrandomane
(griin). B. Schematische Darstellung des DM-GRASP-Proteins. Die Proteinsequenz von DM-
GRASP ist innerhalb der Vertebraten hoch konserviert. C. DM-GRASP-Proteine der verschiedenen
Organismen liegen evolutiondr nah beeinander. SP = Signalpeptid; Ig = Immunglobulin.
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Die Suche nach DM-GRASP in der digitalen Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ergab zwei sehr &hnliche Sequenzen mit folgenden
Acc. No.: DM-GRASP |: BC074313 und DM-GRASP Il: BC073670. Um diese
Sequenzen zu Uberprifen, wurden DM-GRASP | und Il kloniert und sequenziert (Abb.
40). Die DM-GRASP Il Sequenz zeigte keine Unterschiede zur verdffentlichten Sequenz,
wéhrend in der DM-GRASP | Sequenz eine Aminosdureaustausch an Position 533 von
Alanin zu Serin gefunden wurde. Die DM-GRASP | und Il Proteine besitzen eine Lange
von 570 und 573 Aminosauren und ein errechnetes Molekulargewicht von 62,5 und 63
kDa. Ein Vergleich der Amionosauresequenzen zeigt, dass die beiden Sequenzen eine
Homologie von 89 % zueinander aufweisen. Eine detailierte Sequenzanalyse weist das
Vorhandensein verschiedener Domanen, wie die eines Signalpeptids, finf Ig-Doméanen
und einer Transmembrandomane, auf (Abb. 40A). Diese verschiedenen Doménstrukturen
findet man auch in den DM-GRASP Sequenzen anderer Organismen (Abb. 40B). Eine
phylogenetische Analyse der DM-GRASP Sequenzen verschiedener Organismen ergab,
dass die DM-GRASP Proteine evolutionar nahe beeinander stehen (Abb. 40C).

4.3.2 Zeitliches und raumliches Expressionsprofil von DM-GRASP in

Xenopus laevis

Mit Hilfe eine semi-quantitativen RT-PCR wurde das zeitliche Expressionsmuster von
DM-GRASP in X. laevis aufgenommen. Die Primer wurden so gewéhlt, dass beide
Pseudoallele erfasst wurden. Aus Abbildung 41A wird ersichtlich, dass die DM-GRASP
Expression ab Stadium 11 beginnt und in Stadium 12,5 starker wird. Eine weitere
Zunahme der Tanskriptmenge konnte in keinem der analysierten Stadien beobachtet
werden. Zudem wurden verschiedene adulte Geweben auf die Expression von DM-GRASP
hin untersucht (Abb. 41B). Dabei konnte DM-GRASP in folgenden Geweben
nachgewiesen werden: ZNS, PNS (peripheres Nervensystem), Hoden, Auge, Herz, Lunge,
Haut und Darm.
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Abbildung 41: Expressionprofil von DM-GRASP.

RNA aus verschiedenen Stadien bzw. verschiedenen Organen wurde isoliert und eine cDNA-
Synthese durchgefiihrt. Im Anschluss daran folgte eine RT-PCR. Positivkontrolle = H4,
Negativkontrolle = -RT. A. Zeitliches Expressionmuster von DM-GRASP. Ab Stadium 11 beginnt
die DM-GRASP Expression, die in Stadium 12,5 ansteigt und bis zu Stadium 46 konstant bleibt. B.
Adultes Expressionprolfil von DM-GRASP. DM-GRASP ist in folgenden Organen vorhanden:
ZNS, PNS, Hoden, Auge, Herz, Lunge Haut undDarm. Blut, Muskel, Fett und Leber sind frei von
DM-GRASP. H4 =Histon-4; RT = Reverse Transkriptase; PNS = peripheres Nervensystem; ZNS =
zentrales Nervensystem.

Im n&chsten Schritt wurde die ortliche Expression von DM-GRASP | und Il wahrend der
Embryogenese in X. laevis (ber eine whole mount in-situ Hybridisierung (Kapitel. 3.3.2)
erfasst. Hierzu wurden zwei verschiedene RNA-Sonden verwendet, um das

Expresssionsprofil beider DM-GRASP Pseudoallele aufzunehmen.

Expressionsmuster von DM-GRASP |
Die spezifische Expression von DM-GRASP | beginnt in Stadium 15 in anterioren
Neuralgewebe (Abb. 42A).
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Abbildung 42: Raumliches Expressionsmuster von DM-GRASP I.

A. Anteriore Ansicht. Ab Stadium 15 ist DM-GRASP in der anterioren Neuralplatte und im
Neuralrohr (Pfeil) lokalisiert. B. Anteriore Ansicht. In Stadium 19 beschrankt sich die Expression
von DM-GRASP auf die Vorlauferzellen der ektodermalen Plakoden (Pfeil) und das Neuralrohr. C.
Laterale Ansicht eines Embryos im Stadium 23. DM-GRASP konnte in der anterodorsalen
Seitenlinienplakode (pAD) und der Trigeminus Plakode (pPrV) visualisiert werden. D. In Stadium
28 ist DM-GRASP zusatzlich im Pronephros (Pfeil) exprimiert. E. Lateralansicht eines Embryos in
Stadium 32. DM-GRASP Expression in den kranialen Ganglien, der Stomodeumanlage (schwarze
Pfeilspitze), dem Herz (Pfeil) und im Neuralrohr (weiller Pfeil). Gestrichelte Linien stellen die
Schnittebenen aus Abbildung 42 dar. F. Lateralansicht eines Embryos in Stadium 40. DM-GRASP
ist in den kranialen Genglien und in der Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze (Pfeil) lokalisiert. G.
Nahaufnahme des Embryos aus Abbildungsteil E. DM-GRASP Expression in folgenden kranialen
Ganglien: Profundalganglion (gPr), Trigeminusganglion (gV), anterodorsales Seitenlinienganglion
(gAD), mittleres (gM) und posteriores Seitenlinienganglion (gP), epibranchiale Ganglien egVIl,
eglX und egXl und in den Zellen, die zum vagalen und posterioren Seitenlinienganglion gehdren
(gVPL). Gestrichelte Linien stellen die Schnittebenen aus Abbildung 42 dar. H. Kopfansicht des
Embryos aus Abbildungsteil F. DM-GRASP ist im anterodorsalen Seitenlinienganglion (gAD), in
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der Anlage des auswandernden dorsalen Seitenlienenganglions (d), im mittleren (m) und
posterioren Seitenlinienganglion (gP) und in den Epibrachnialganglien egVII, 1X und 2/3 zu
beobachten. Abkiirzungen sind nach dem Englischsprachigen benannt: egVIIl = facial epibranchial
ganglion; eglX = glossopharyngeal epibranchial ganglion; egXI = first vagal epibranchial ganglion;
egX2/3 = fused second and third vagal epibranchial ganglion; gPr = profundal ganglion; gV =
trigeminal ganglion; gAD = anterodorsal lateral line ganglion; gM = middle lateral line ganglion;
gP = posterior lateral line placode; gVPL = cells contributing to the vagal and posterior lateral line
ganglion; pAD = anterodorsal lateral line placode; pPrV = profundal-trigeminal placodal area.

In Stadium 19 ist DM-GRASP | weiterhin in den Neuralfalten zu erkennen, wobei die
Expression in der anterioren Neuralplatte abnimmt. Stattdessen ist DM-GRASP | im
Bereich der ektodermalen Plakoden zu detektieren (Abb. 42B). Zu einem spdteren
Entwicklungsstadium, Stadium 23, befindet sich DM-GRASP | spezifisch in den beiden
neurogenen Plakoden, der anterodorsale Seitenlinienplakode (pAD) und der Trigeminus
Plakode (pPrV). Die Expression im Neuralrohr bleibt weiterhin bestehen (Abb. 42C). In
Stadium 28 ist DM-GRASP 1 in den beiden Plakoden, im Neuralrohr und im Pronephros
exprimiert (Abb. 42D). Ein Querschnitt durch diesen Embryo zeigt, dass DM-GRASP | an
der dorsolateralen Grenze des Neuralrohrs exprimiert ist (Abb. 43C). Eine Doppelfarbung
mit Isl-1 macht deutlich, dass DM-GRASP 1 Isl-1 positve Zellen anférbt, die sogenannten
dorsalen Interneurone 3 (dI3) (Abb. 43E; Wilson und Maden, 2005). Die Isl-1 Féarbung in
den ventral gelegenen Motoneuronen beginnt erst in mehr posterior gelegenen Schnitten
(Brade, 2007). In mehr posterior gelegenen Schnitte bewegt sich die DM-GRASP |
Farbung in den dorsalen Bereich des Nerualrohrs (Abb. 43G). Die DM-GRASP | Farbung
im Neuralrohr ist in Stadium 32 noch detektierbar, in Stadium 40 verschwindet sie. In
Stadium 32 ist DM-GRASP in vielen neuronalen Ganglien erkennbar (Abb. 42E; 42H,1,K):
auf der ventralen Seite in den epibranchialen Ganglien egVIl, eglX und egXIl und in den
Zellen, die aus dem vagalen und posterioren Seitenlinienganglion auswandern (gVVPL); auf
der dorsalen Seite des Embryos ist DM-GRASP in folgenden Ganglien exprimert: im
Profundalganglion  (gPr), im  Trigeminusganglion (gV), im anterodorsalen
Seitenlinienganglion (gAD), im mittleren (gM) und posterioren Seitenlinienganglion (gP).
Nicht-neurale Expressionsdomanen von DM-GRASP | in diesem Stadium sind das Herz
(Abb. 41E;42L), die Pronephros- und Stomodeumanlagen (Abb. 42E;42J). In Stadium 40
ist DM-GRASP hauptsachlich in folgenden neuronalen Ganglien exprimiert (Abb. 42F):
im anterodorsalen Seitenlinienganglion (gAD), in der Anlage des auswandernden dorsalen
Seitenlienenganglions (d), im mittleren (m) und posterioren Seitenlinienganglion (gP) und
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in den Epibranchialganglien egVII, IX und 2/3. Eine neue Expressionsdoméne ist der
Isthmus, die Mittelhirn-Hinterhirngrenze.

Abbildung 43: Ortliches Expressionsprofil von DM-GRASP 1.

C-G, J-L = Querschnitte, H-1 = Horizontalschnitte. Schnittebenen siehe Abbildung 41. A.
Lateralansicht eines transparenten Embryos in Stadium 28. DM-GRASP ist im Neuralrohr
exprimiert (Pfeil). B. Dorsale Ansicht des Embryos aus A. Im anterioren Neuralrohr ist DM-
GRASP in zwei lateral gelegenen Linien exprimiert (Pfeile), die posterior zusammenlaufen
(Pfeilspitze). C. DM-GRASP (rot) in den dorsal gelegenen Interneuronen 3 (dI3) (Pfeile). D. Isl-1
(tirkis) ist in dI3 exprimiert (Pfeil). E. Uberlappende Expression von DM-GRASP (rot) und Isl-1
(tarkis) in den dI3 (Pfeil). F. In Stadium 32 ist DM-GRASP im anterioren Neuralrohr in den dI3
exprimiert (Pfeile). G. Dorsale DM-GRASP Expression in Stadium 32 im posterioren Neuralrohr
(Pfeil). H und 1. Horizontaler Schnitt durch einen Embryo in Stadium 32. Kraniale Genglien sind
bezeichnet. J. DM-GRASP ist in der Stomoduemanlage lokalisiert (Pfeil). K. DM-GRASP in den
kranialen Ganglien. L. DM-GRASP ist im Myokardium exprimiert (Pfeil). Abkirzungen der
kranialen Ganglien aus dem Englischsprachigen entnommen: egVIl = facial epibranchial
ganglion; eglX = glossopharyngeal epibranchial ganglion; egXI = first vagal epibranchial
ganglion; gPr = profundal ganglion; gV = trigeminal ganglion; gAD = anterodorsal lateral
line ganglion; gM = middle lateral line ganglion; gP = posterior lateral line placode; gVVPL
= cells contributing to the vagal and posterior lateral line ganglion; pAD = anterodorsal
lateral line placode; pPrV = profundal-trigeminal placodal are; nr = Neuralrohr; cd =
Chorda dorsalis; ov = Ohrvesikel.
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Expressionsprofil von DM-GRASP I

Die spezifische Expression von DM-GRASP Il beginnt in Stadium 12,5 in der anterioren
Neuralplatte (Abb. 44A). In Stadium 13 ist diese Expressionsdoméne verstérkt. Ein Schnitt
durch einen Embryo in diesem Stadium gibt eine detailierte Ansicht der Expression; DM-
GRASP 11 konnte im anterioren Teil der Neuralplatte, in der Epithelschicht und im
sensorischen Teil des Neuroektoderms, jedoch nicht im mesodermalen Gewebe visualisiert
werden (Abb. 44K,L). In Stadium 21 ist DM-GRASP Il im Auge, den kranialen Plakoden,
im Gehirn und im Neuralrohr exprimiert (Abb. 44C).
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Abbildung 44: Embyonale Expression von DM-GRASP I1.

A. In Stadium 12,5 beginnt die DM-GRASP Expression in der anterioren Neuralplatte (Pfeil). B. In
Stadium 13 hat sich die Expression von DM-GRASP in der anterioren Neuralplatte verstarkt
(Pfeil). Gestricheltet Linie zeigt die Schnittebene von K und L. C. Anteriore Ansicht eines
Embryos in Stadium 21. DM-GRASP ist im Auge (schwarzer Pfeil), den kranialen Placoden (roter
Pfeil), im Gehirn und um Neuralrohr zu beobachten. D. Ventralansicht eines Embryos in Stadium
25. DM-GRASP ist in kardialem Gewebe exprimiert (Pfeil). E. Lateralansicht eines Embryos in
Stadium 23. DM-GRASP léasst sich in den kraniale Plakoden (bezeichnet), im Hinterhirn (Pfeil)
und im Pronephros (Pfeilspitze) nachweisen. Im Auge ist DM-GRASP nur noch schwach zu
visualisieren. F. Ab Stadium 25 ist DM-GRASP zusétzlich im Herz (Pfeil) exprimiert. G. Ein
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Embryo in Stadium 30 veranschaulicht, dass DM-GRASP in den kranialen Ganglien, dem Isthums
(roter Pfeil), dem Hinterhirn (weiBer Pfeil),dem Pronephros (Pfeilspitze) und im Herzen (schwarzer
Pfeil). H. In Stadium 38 verschwindet die Pronephrosfarbung; die Farbung in den kranialen
Ganglien, im Isthmus (roter Pfeil) und im Herzen (schwarzer Pfeil) bleibt bestehen. I.
Nahaufnahme eines Embryokopfes ins Stadium 30. Die Expression in den kranialen Ganglien ist
bezeichnet. J. VergréRerte Aufnahme eines Embryokopfes in Stadium 38. K + L. Langsschnitte
durch den Embryo aus B. DM-GRASP ist im anterioren Teil der Neuralplatte, in der Epithelschicht
und im sensorischen Teil des Neuroektoderms, jedoch nicht im mesodermalen Gewebe exprimiert.
M. Querschnitt durch einen Embryo in Stadium 36. DM-GRASP ist im posterioren Teil des
Herzens im Myokardioum nachzuweisen. Die spezifische Ganglienexpression ist beschrieben. e =
Epithelschicht; m = Mesoderm; np = Neuralplatte; sne = sensorisches Neuroektoderm.
Abkirzungen der kranialen Plakoden und Ganglien dem Englischsprachigen entnommen: egVIl =
facial epibranchial ganglion; eglX = glossopharyngeal epibranchial ganglion; egXl = first vagal
epibranchial ganglion; gPr = profundal ganglion; gV = trigeminal ganglion; gAD = anterodorsal
lateral line ganglion; gM = middle lateral line ganglion; gP = posterior lateral line placode; gVPL =
cells contributing to the vagal and posterior lateral line ganglion; pAD = anterodorsal lateral line
placode; pPrV = profundal-trigeminal placodal area;.

Die Expression im Pronephros beginnt in Stadium 23. Die erste spezifische Expression im
Herzen ist im Stadium 25 detektierbar (Abb. 44D,F). Schnitte durch einen Embryo in
Stadium 36 zeigen, dass DM-GRASP Il im Myokardium des Herzens exprimiert wird
(Abb. 44M). Wie DM-GRASP 1| ist auch DM-GRASP Il in den oben beschriebenen

kranialen Ganglien exprimiert.

4.3.3 Einbindung von DM-GRASP in den nicht-kanonischen Wnt-Signhalweg

DM-GRASP als potentielles Zielgen von Wnt-4

DM-GRASP wurde in einen Screen als potentielles Zielgen des nicht-kanonischen Wnt-
Signalwegs isoliert (Prieve und Moon, 2003). Aus dem Expressionsmuster von DM-
GRASP wird ersichtlich, dass es Ahnlichkeiten mit der Expression von Wnt-4 (McGrew et
al., 1992) gibt. Gleiche Expressionsdoménen sind das Gehirn, kraniale Plakoden und die
Nierenanlage. Somit liegt die Vermutung nahe, dass DM-GRASP ein potentielles Zielgen
von Wnt-4 ist. Um dies zu untersuchen, wurden 5 ng des Wnt- 4 MO in eine animal-
dorsale Blastomere eines 8-Zell Embryos injiziert. Um die endogene Expression von DM-
GRASP zu untersuchen, folgte eine whole mount in-situ Hybridisierung in Stadium 13. Der
Funktionsverlust von Wnt-4 fihrte zu einem Verlust der endogenen DM-GRASP

Expression auf der injizierten Seite, wéhrend ein Control MO diesen Effekt nicht austibte
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(Abb. 45A). Dies unterstitzt die Hypothese, dass DM-GRASP ein potentielles Zielgen von
Wnt-4 sein konnte.
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Abbildung 45: Funktionsverlust von Wnt-4 flihrt zu einer Reduktion der DM-GRASP Expression
in der anterioren Neuralplatte.

A. Die unilaterale Injektion von 5 ng des Wnt-4 MO resultiert in einem Verlust der DM-GRASP
Expression auf der injizierte Seite (Pfeil), wohingegen die Injektion eines Control MO keinen
Effekt auf die DM-GRASP Expression auslibt. B. Statistische Auswertung des beobachteten
Phénotyps in A. n= Anzahl der unabhédngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten
Embryonen.

DM-GRASP und Wnt11-R als potentielle Zielgene von Wnt-11

Neben der neuronalen Expression ist DM-GRASP zudem ab Stadium 25 im Herzen von X.
laevis exprimiert (siehe Abb. 44D,F). Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass Wnt-
11 wichtige Aufgaben wahrend der Herzspezifizierung in X. laevis hat (Pandur et al.,
2002). Aufgrund dieser Studien wurde analysiert, ob der Funktionsverlust von Wnt-11 die
Expression von DM-GRASP oder Wnt11-R beeintrachtigt.

Um die Funktion von Wnt-11 zu inhibieren, wurde eine dominant-negative Form (dnWhnt-
11) des Konstrukts verwendet. Um zu untersuchen, ob Wnt-11 einen Einfluss auf die DM-
GRASP Expression im Herzen von X. laevis hat, wurde 1 ng der dnWnt-11 mRNA in eine
D2 Blastomere in Embryonen des 8-Zell Stadiums injiziert. In Stadium 28 wurden die
Embryonen fixiert und die Expression von DM-GRASP und Wntl11-R mit Hilfe einer
whole mount in-situ Hybridisierung untersucht. Um die Aktivitat der verwendeten mRNA
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zu kontrollieren, wurde parallel eine whole mount in-situ Hybridisierung auf Tnlc
durchgefiihrt, da dieses Gen bei Funktionsverlust von Wnt-11 inhibiert wird (Pandur et al.,
2002). Durch die Injektion der dnWnt-11 RNA kam es zum Verlust der Expression von
Tnlc, DM-GRASP und Wntl11-R auf der injizierten Seite, wahrend die un- oder GFP-
injizierten Embryonen nicht betroffen waren (Abb. 46).
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Abbildung 46: DM-GRASP als potentielles Zielgen von Wnt-11.

A. Durch die Injektion einer dominant-negativen Wnt-11 RNA kommt es zu einer Inhibierung der
Expression von Tnlc, DM-GRASP und Wntl11-R. Die Injektion einer GFP RNA (bt keinen
Einfluss auf die Expression genannter Gene aus. B. Quantifizierung des Phénotyps in A. n= Anzahl
der unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer
Standardfehler.

4.3.4 Analyse des Phanotyps nach Funktionsverlust von DM-GRASP

Aufgrund der starken Expression von DM-GRASP im kardialen Gewebe, wurde in dieser
Arbeit die Funktion von DM-GRASP wahrend der Herzentwicklung von X. laevis néher
untersucht. Ein erster Schritt hierbei ist das Entwerfen eines MO, um spezifisch die DM-
GRASP Funktion in X. laevis zu hemmen. Es wurde eine MO-Sequenz gewahlt, welche in
der Lage ist, beide Pseudoallele zu inhibieren. Um die Bindungsaffinitat und -spezifitat zu
testen, wurde eine in-vitro Transkriptions- und Translationsassay (TNT) durchgefihrt
(Kapitel 3.5.25). Aus Abbildung 46A geht hervor, dass das DM-GRASP MO die
Translation von DM-GRASP spezifisch blockiert, wéhrend das Control MO dazu nicht in
der Lage ist. Fur in-vivo Spezifitatsexperimente wurde ein A5S'UTR DM-GRASP-Konstrukt
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kloniert, welches 9 Mutationen in der MO-Bindungsstelle aufweist. Dadurch verliert das
MO die Bindungaffinitat zu diesem Konstrukt (Abb. 47A).

Um die Konsequenzen eines Funktionsverlustes von DM-GRASP auf die Herzentwicklung
zu analysieren, wurden 8 ng des DM-GRASP MO in beide D2 Blastomere in die
Marginalzone von Embryonen im 8-Zell Stadium injiziert. Schicksalskartierungs-
experimente hatten gezeigt, dass diese Blastomere in der weiteren Entwicklung zu
Herzgewebe beitragen (Dale und Slack, 1987; Moody, 1987). Zur Untersuchung der
Herzentwicklung wurden die Embryonen nach Abschlul der Herzschleifenbildung in
Stadium 42 fixiert. 78 % der analysierten Embryonen zeigten eine unvollstandige
Schleifenbildung des Herzens (Abb. 47C). In der weiteren Entwicklung entstanden
perikardiale Odeme an der ventralen Seite der Embryonen, was in Stadium 43 zum Tode
fiihrte. Die mit Control MO injizierten Embryonen zeigten normal entwickelte Herzen, die
den Schleifenprozess abgeschlossen hatten. Flr eine detailiertere Beschreibung dieses
Herzphanotyps wurden Herzen aus Embryonen im Stadium 42 prapariert (Abb. 47C). In
DM-GRASP MO injizierten Embryonen waren die einzelnen Komponenten wie Truncus
arteriosus, Ventrikel und Atrium entwickelt, wobei das ganze Organ kleiner im Vergleich
zu dem des Control MO injizierten Embryo war. Der Hauptdefekt des DM-GRASP
Funktionsverlusts in der Herzentwicklung spiegelte sich in einer unvollstdndigen
Schleifenbildung wider. Die Herzen aus mit Control MO injizierten Embryonen konnten
sich normal entwickeln und hatten sich zu einer Schleife gefaltet. Im ndchsten Schritt sollte
analysiert werden, wie sich der Funktionsverlust von DM-GRASP auf die
Herzentwicklung in einem friiheren Entwicklungsstadium auswirkt. Zur Kl&rung dessen
wurden DM-GRASP MO injizierte Embryonen in Stadium 35 auf Nkx2.5 geféarbt und
Vibratomschnitte angefertigt. Die Nkx2.5 Farbung erleichtert das Erkennen von
Herzgewebe. In diesem Entwicklungsstadium beginnt der Loopingprozess des Herzens,
was in den Control MO injizierten Embryonen zu erkennen ist (Abb. 47B). Im Vergleich
dazu zeigten die Embryonen, die mit DM-GRASP MO injiziert wurden, eine Stérung in
der Herzentwicklung; die SchlieBung des Herzschlauches konnte nicht abgeschlossen

werden, was sich in zwei nicht verschmolzenen Herzfeldern widerspiegelte (Abb. 47B).
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Abbildung 47: DM-GRASP besitzt eine Funktion in der Herzentwicklung von Xenopus laevis.

A. Bindestellen des DM-GRASP MO im 5UTR DM-GRASP- und A5'UTR DM-GRASP-
Konstrukt. Im A5'UTR DM-GRASP-Konstrukt sind neun Basen verdndert (markiert durch rote
Sternchen). Der TNT-Kit zeigt, dass das DM-GRASP MO die Translation des 5'UTR DM-
GRASP-Konstrukts blockiert, wéhrend die des A5'UTR DM-GRASP-Konstrukts nicht
beeintréchtigt ist. B. DM-GRASP MO- und Control MO-injizierte Embryonen in Stadium 35 nach
Nkx2.5 gefarbt. Gestrichelte Linien zeigen die Ebene der Schnitte, die im unteren Teil dargestellt
sind. Die DM-GRASP-Injektion bewirkt, dass beiden Herzfelder nicht fusionieren, wohingegen
sich das Herz des Control MO-injizierten Embryos im Looping-Prozess befindet. C. Ventrale
Darstellung von Embryonen (oberer Teil) und isolierte Herzen (unterer Teil). Durch den Verlust
der DM-GRASP-Funktion kommt es zur morphologischen Veranderung des Herzens. Das Herz ist
unvollstandig gefaltet. Im Vergleich dazu hat sich das Herz aus einem Control MO-injizierten
Embryo normal entwickelt. D. Statistische Auswertung des beobachteten Herzphéanotyps in C. n=
Anzahl der unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken:
mittlerer Standardfehler.
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4.3.5 Untersuchung von Herzmarkergenen nach Verlust der DM-GRASP

Funktion

In diesem Kapitel sollte die molekulare Basis des beobachteten Herzphanotyps ndher
untersucht werden. In einem ersten Schritt wurde mittels whole mount in-situ
Hybridisierung die Expression von DM-GRASP Il mit der von bekannten

Herzmarkergenen verglichen.
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Abbildung 48: Kardiale Expression von DM-GRASP Il im Vergleich zur Expression bekannter
Herzmarker. A. Isl-1, Nkx2.5 und Tbx20 sind in Stadium 20 in den fusionierten Herzprimordien
lokalisiert. DM-GRASP kann in diesem Stadium nicht in kardialem Gewebe visualisiert werden. B.
In Stadium 29 sind Nkw2.5, Tbx20, DM-GRASP und Tnlc im primaren Herzfeld exprimiert. Im
Vergleich dazu kann die Expression von Isl-1 im sekunddren Herzfeld beobachtet werden
(Pfeilspitze).

In Stadium 20 sind Isl-2, Nkx2.5 und Tbx20 im fusionierten Herzprimordium lokalisiert
(Abb. 48A). In Stadium 29 zeichnet sich ab, dass DM-GRASP, wie auch Nkx2.5, Thx20
und Tnlc in den beiden Herzfeldern, die den linearen Herzschlauch bilden, exprimiert sind
(priméres Herzfeld; Abb. 48B). Im Kontrast dazu ist die Isl-1 Expression zusétzlich weiter
anterior zu beobachten, dem sogennanten sekundaren Herzfeld (Abb. 48B; Brade, 2007).
Da die spezifische Expression von DM-GRASP erst ab Stadium 25 beginnt, wurde
zundchst der Einfluss des Funktionsverlustes von DM-GRASP auf die spaten

Herzmarkergene untersucht.
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Abbildung 49: Funktionsverlust von DM-GRASP resultiert in einer Reduktion spéter kardialer
Marker.

A. DM-GRASP MO-injizierte Embryonen zeigen einen Verlust der Herzmarkergene Thx20, Tnlc,
cActin und Wntl11-R in Stadium 28, wahrend Isl-1 und Nkx2.5 nur gering beeinflusst sind. Das
Control MO hat keinen Einfluss auf die Expression der genannten Markergene. B. Statistische
Auswertung der Ergebnisse aus A. n= Anzahl der unabhangigen Experimente; N= Anzahl der
ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Hierzu wurden 10 ng des DM-GRASP MO unilateral in den dorsalen Marginalbereich
einer D2 Blastomere von Embryonen im 8-Zell Stadium injiziert. Die uninjizierte Seite
diente als interne Kontrolle. Auf gleiche Weise erfolgte die Kontrollinjektion mit dem
Control MO. In Stadium 28, in welchem die zwei Herzfelder noch getrennt vorliegen,
wurden die Embryonen fixiert und mit Hilfe der whole mount in-situ Hybridisierung
(Kapitel 3.3.2) herzspezifische Markergenen wie Isl-1 (Islet-1), Nkx2.5, Tbx20, Tnlc,
cActin und Wnt-11R visualisiert. Wie in Abbildung 49 gezeigt, fiihrte der Funktionsverlust
von DM-GRASP zum Hemmung der Expression von Thx20, Tnlc, cActin und Wntl11-R
auf der injizierten Seite. Im Gegensatz dazu hatte das Control MO keinen Effekt auf die
Expression dieser Herzmarkergene. 37 % der Nkx2.5 gefarbten Embryonen zeigten auf der
mit DM-GRASP MO injizierten Seite eine Reduktion der Expression, jedoch keinen
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kompletten Verlust (Abb. 49A,B). Die Isl-1 Expression war durch den Verlust von DM-
GRASP nicht betroffen (Abb. 49A,B).
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Abbildung 50: In-vivo Spezifitatstest des DM-GRASP MO.

A. Die Koinjektion des DM-GRASP MO zusammen mit der GFP mRNA hat den Verlust der
Markerexpression von Thx20, Tnlc und cActin in Stadium 28 zur Folge (die Pfeile markieren die
injizierte Seite). Durch das Ersetzen der GFP mRNA mit der DM-GRASP mRNA (A5'UTR DM-
GRASP) wir die vom DM-GRASP MO ausgel6sten Reduktion der besagten Herzmarker revertiert.
B. Quantifizierung der Ergebnisse in A. Die Rettung des Markerverlusts durch die DM-GRASP
MRNA (A5'UTR DM-GRASP) geschieht dosisabhdngig. n= Anzahl der unabhéngigen
Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Um die Spezifitat des DM-GRASP MO Effekts in-vivo zu untersuchen, wurden 10 ng des
DM-GRASP MO zusammen mit 1 und 2 ng der 55UTR DM-GRASP RNA unilateral in
eine D2 Blastonmere injiziert. Die Embryonen wurden in Stadium 28 fixiert und auf Tx20,
Tnlc und cActin gefarbt (Abb. 50). Durch die Koinjektion des 5'UTR DM-GRASP
Konstrukts kam es zur Rettung der Expression von Thx20, Tnlc und cActin, was die
Spezifitat des verwendendeten DM-GRASP MO belegt. Mit ansteigender Konzentration
der 5UTR DM-GRASP mRNA konnte sich dieser Effekt noch verstarkt werden (Abb.
50B). Des Weiteren wurde der Einfluss von DM-GRASP auf die Expression friher

Herzmarkergene untersucht. Hierzu wurden 10 ng des DM-GRASP MO unilateral in eine
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D2 Blastomere im 8-Zell Stadium injiziert, die nachfolgend im Stadium 20 fixiert wurden.
AnschlieBend wurde eine whole mount in-situ Hybridisierung mit den friilhen Herzmarkern
Tbx20, Isl-1 und Nkx2.5 durchgefiihrt. Aus Abbildung 51 wird deutlich, dass der
Funktionsverlust von DM-GRASP keinen Einfluss auf die Expression der untersuchten
Herzmarker in Stadium 20 ausiibte (Abb. 51), was im Einklang mit der DM-GRASP

Expression im Herzen steht.
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Abbildung 51: Die Spezifizierung des Herzens ist nicht durch den DM-GRASP Funktionsverlust
beeintréchtigt.

A. Der Funktionsverlust von DM-GRASP hat keine Inhibierung der friihen Herzmarker Thx20, Isl-
1 und Nkx2.5 in Stadium 20 zur Folge. Die Injektion des Control MO bewirkt keinen Effekt auf die
Expression genannter Gene. B. Statistik des Phanotyps in A. CoMO = Control MO; n= Anzahl der
unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer
Standardfehler.

4.3.6 Einbindung von DM-GRASP in das Netzwerk kardialer Herzgene

Im folgenden Experiment sollte der Einflu3 von Wntll-R auf die Expression
verschiedener Herzmarkergene untersucht werden. Folgende Marker wurden analysiert:
Nkx2.5, Isl-1 und Tbx20 als friihe Spezifizierungsmarker und DM-GRASP, Tnlc, cActin

und MHCa (myosin heavy chain ) zur Untersuchung der Differenzierung des Herzens.
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Abbildung 52: Einfluss von Wnt11-R auf verschiedene Herzmarkergene.

A. Die Inhibierung der Wnt11-R Translation bewirkt eine Reduktion der spaten Herzmarker Tnlc,
cActin und MHCa in Stadium 28; die Expression von DM-GRASP ist nur gering beeintrachtigt
(Pfeile zeigen die injizierte Seite). Die fruhen Marker wie Nkwz2.5, Isl-1 und Tbx20 werden durch
den Funktionsverlust von Wnt11-R nicht beeinflusst. Das Control MO zeigt keinen Einfluss auf die
Expression der getesteten Herzmarker. B. Quantitative Auswertung der Ergebnisse in A. n= Anzahl

der unabhéngigen Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer
Standardfehler.

Abbildung 52 zeigt, dass Wntl11-R keinen Einfluss auf die Expression der friihen
Herzmarker hat, wohingegen die spaten Herzmarker Tnlc, cActin und MHCa stark
betroffen sind. Auf die DM-GRASP Expression hat der Funktionsverlust von Wnt11-R nur
einen geringen Effekt von 28 % (Abb. 52B).
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Einfluss verschiedener Transkriptionsfaktoren auf die Expression von DM-
GRASP

Es ist bekannt, dass die Transkriptionsfaktoren Isl-1 (Yuan und Schoenwolf, 2000; Cai et
al., 2003; Dodou et al., 2004; Laugwitz et al., 2005; Lin et al., 2006; Moretti et al., 2006;
Brade, 2007), Thx20 (Brown et al., 2003; Brown et al., 2005; Shelton et al., 2007) und
Nkx2.5 (Cleaver et al., 1996; Grow und Krieg, 1998) einen wichtigen Beitrag an der
Herzentwicklung haben.
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Abbildung 53: Isl-1 reguliert die Expression von DM-GRASP und Wnt11-R.

A. Die unilaterale Injektion des Isl-1 MO fihrt zu einem Verlust der Expression von DM-GRASP
und Wntl11-R (Pfeile), wohingegen die Control MO-injizierten Embryonen keine Reduktion der
genannten Marker aufweisen. B. Statistische Auswertung von A. n= Anzahl der unabhéngigen
Experimente; N= Anzahl der ausgezéhlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Um den Einfluss von Isl-1 auf Wnt11-R und DM-GRASP zu analysieren, wurden 10 ng
des Isl-1 MO (Brade, 2007) unilateral in die Marginalzone einer D2 Blastomere injiziert.
AnschlieBend wurden die Embryonen in Stadium 28 fixiert und einer whole mount in-situ
Hybridisierung mit den RNA-Sonde gegen Wnt11-R und DM-GRASP unterzogen. Der
Funktionsverlust von Isl-1 fuhrte zur einer Inhibierung sowohl von DM-GRASP als auch
von Wnt11-R (Abb. 53), wohingegen die Injektion des Control MO keinen Einfluss auf die
Expression von DM-GRASP und Wnt11-R zeigte. Im ndchsten Schritt wurde die Wirkung
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von Thx20 auf mehrere herzspezifische Markergene untersucht. Hierzu wurden 40 ng

zweier Thx20 MO (Brown et al., 2005) in eine D2 Blastomere im 8-Zell Stadium injiziert.
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Abbildung 54: Thx20 beeinflusst die Expression verschiedener Herzmarkergene.

A. Der Funktionsverlust von Thx20 resultiert in einer Hemmung der Expression von Nkx2.5, DM-
GRASP, Tnlc, cActin und Wntl11-R, wahrend die Isl-1 Expression nur in wenigen Embryonen
reduziert ist. Control MO-injizierte Embryonen weisen keine Reduktion der getesteten Marker auf.
B. Quantitative Auswertung der Ergebnisse aus A. n= Anzahl der unabh&ngigen Experimente; N=
Anzahl der ausgezahlten Embryonen. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

Die Fixierung erfolgte in Stadium 28 und im Anschluss daran wurde die Expression der
Herzmarkergene Nkx2.5, Isl-1, DM-GRASP, Tnlc, cActin und Wntl1-R mittels einer
whole mount in-situ Hybridisierung visualisiert. In diesem Stadium bewirkte der
Funktionsverlust von Thx20 eine starke Genrepression von Nkx2.5, DM-GRASP, Tnlc,
cActin und Wntl11-R (Abb. 54A,B), wahrend im Falle von Isl-1 nur bei 19 % der

injizierten Embryonen eine Reduktion zu erkennen war (Abb. 54A,B). Im Gegensatz
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hierzu zeigten die Control MO-injizierten Embryonen keine Veranderung der Markergen-
expressionen.
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Abbildung 55: Nkx2.5 reguliert die Expression von Herzmarkergenen.

A. Die Inhibierung von Nkx2.5 flihrt zur Reduktion der Expression von DM-GRASP, Thx20 und
cActin (Pfeile markieren die injizierte Seite). Uninjizierte Wildtyp-Embryonen zeigen keine
Hemmung dieser Marker. B. Statistische Auswertung der Ergebnisse aus A. Der Prozentsatz an
Embryonen mit einem Phénotyp steigt mit hoher werdender Nkx2.5LP mRNA Dosis. ng =
nanogramm; n= Anzahl der unabhangigen Experimente; N= Anzahl der ausgezahlten Embryonen;
Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler.

AnschlieBend wurde der Einfluss des Tranksriptionsfaktors Nkx2.5 auf die Expression von
Tbx20, Tnlc, cActin und DM-GRASP analysiert (Abb. 55). Fir den Verlust der Nkx2.5
Funktion wurde ein dominant-negatives Konstrukt (Nkx2.5LP; Grow und Krieg, 1998)
verwendet. Dieses Konstrukt enthélt ein Prolin- statt eines Leucinrestes zwischen Helix 11
und 1l der Homeodoméne, wodurch dessen Fahigkeit, DNA zu binden, gestort wird,
wéhrend die F&higkeit zu Protein-Protein Interaktionen aufrecht erhalten bleibt. Durch die
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Uberexpression des Nkx2.5LP Konstrukts werden wichtige Partnerproteine des endogenen
Nkx2.5 zu Komplexen niedriger DNA-Bindungsfahigkeit gebunden und so die Funktion
des endogenen Nkx2.5 Proteins gehemmt. Zur Inhibierung der Nkx2.5 Funktion wurden
0,25-1 ng der in-vitro synthetisierten Nkx2.5LP mRNA in eine D2 Blastomere von
Embryonen im 8-Zell Stadium injiziert. Es zeigte sich, dass die Funktion von Nkx2.5 nétig
ist, damit die Gene Thx20, Tnlc, cActin und DM-GRASP exprimiert werden konnten
(Abb. 55A); zudem war eine Dosis-abhéngige Reduktion der Expressionen zu erkennen
(Abb. 55B).
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5 Diskussion

Im Gegensatz zum kanonischen Wnt-Signal, welches tber B-Catenin vermittelt wird,
geschieht die Signaltransduktion im nicht-kanonischen Wnt-Signalweg unabhéangig von 3-
Catenin. Bekannte nicht-kanonische Signalwege sind der PCP- und der Wnt/Ca?*-
Signalweg. Nicht-kanonische Whnt-Signale sind an vielen embryonalen Entwicklungs-
vorgéangen beteiligt (siehe Einleitung). In den folgenden Kapiteln sollen die potentiellen
Zielgene Pescadillo, RGM A und DM-GRASP des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs
funktionell in Bezug zu bekannten Funktionen des nicht-kanonischen Signalwegs, wie der
Augenentwicklung (Cavodeassi et al., 2005; Lee et al., 2006; Maurus et al., 2005;
Rasmussen et al., 2001), der Neuralleistenwanderung (De Calisto et al., 2005; Garriock
und Krieg, 2007) und der Herzentwicklung (Pandur et al., 2002; Garriock et al., 2005),
gesetzt werden.

51 Die Funktion von Pescadillo, RGM A und DM-GRASP wahrend der

anterioren Neuralentwicklung

5.1.1 Pescadillo ist fur die Augenentwicklung notwendig

Pescadillo wird ab Stadium 18 in der anterioren Neuralplatte von Xenopus laevis
exprimiert (siehe Abb. 9). Um die Funktion von Pescadillo wéhrend der Entwicklung von
Xenopus laevis zu ermitteln, wurde daher die Translation von Pescadillo in-vivo durch
Injektion eines Pescadillo antisense Morpholino-Oligonukleotids (Pescadillo MO)
inhibiert. Die injizierten Embryonen wiesen einen starken Augendefekt auf der injizierten
Seite auf. Die Spezifitat des aufgetretenen Phanotyps konnte einerseits durch die Injektion
eines Control MO, was nicht zu einem Augendefekt fuhrte, und andererseits durch die
Koinjektion eines Pescadillo Konstruktes, was die Revertierung des Augenphénotyps zur
Folge hatte, bestatigt werden. Ein weiterer Hinweis fir die Spezifitdt des vom
Pescadilloverlust auftretenen Augendefekts zeigte die Markergenanalyse mit Rx, Pax-6
und Otx-2. Rx und Pax-6 sind schon ab Stadium 12-12,5 im anterior gelegenen Augefeld
exprimiert und fur die friihe Differenzierung der Augenanlage notwendig (Mathers et al.,
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1997; Hill et al., 1991; Callaerts et al., Chow et al., 1999). Otx-2 hingegen ist erst zu
einem spateren Zeitpunkt wahrend der Entwicklung im Auge exprimiert. Da Pescadillo erst
ab Stadium 18 eine spezifische Expression in der anterioren Neuralplatte aufweist, wurde
in Stadium 23 die Expression der augenspezifischen Markergene Rx, Pax-6 und Otx-2
nach Funktionsverlust von Pescadillo untersucht. Die Hemmung der Expression von
Pescadillo rief eine Reduktion der Expression aller drei Augenmarkergene hervor. Bei den
untersuchten Kontrollmarkergenen MyoD (muskelspezifischer Marker) und Emx-1
(Marker fur das Vorderhirn) hingegen konnte keine Verminderung der Expression
festgestellt werden. Die erzielten Ergebnisse weisen auf eine spezifische Funktion von
Pescadillo bei der Augenentwicklung hin. Doch es bleibt weiterhin ungeklart, ob die
Regulation der Augenmarkergene direkt oder indirekt geschieht. Sikorski et al. (2006)
zeigten, dass Pescadillo direkt mit der menschlichen Hdmoxygenase-1 interagiert, indem
Pescadillo an an das Cadmium Response Element innerhalb des Hamoxygenase-1
Promotors bindet. Diese Ergebnisse liefern den ersten Hinweis, dass Pescadillo auch als
Transkriptionsfaktor agieren kann. Bei einer erste Uberpriifung der -3 kb Region von Rx
konnte solch ein Bindemotiv jedoch nicht gefunden werden.

Ein weiterer Beleg fiur die Spezifitdt des Phénotyps stellt die evolutiondre Konservierung
des Augenphanotyps innerhalb der Vertebraten dar. Auch in Danio rerio konnte gezeigt
werden, dass der Verlust der Pescadillofunktion eine Storung in der Augenentwicklung zur
Folge hat (Allende et al., 1996).

Zur néheren Analyse des Pescadilloproteins und seinen Domdnen waéhrend der
Augenentwicklung wurden Deletionskonstrukte von Pescadillo angefertigt. Um die
Funktion der einzelnen Domanen zu untersuchen, wurden Koinjektionen von Pescadillo
MO mit je einem Deletionskonstrukt vorgenommen und der Augenphénotyp ausgewertet.
Es zeigte sich, dass das PescadilloANLS Konstrukt nicht in der Lage ist, den
Augenphénotyp zu revertieren, wéhrend die Konstrukte PescadilloASUMO und
PescadilloABRCT den Augenphénotyp retten konnen. Um diese Beobachtung zu
unterlegen, wurden diese koinjizierten Embryonen auf den Augenmarker Rx hin
untersucht. Auch auf molekularer Ebene besallen ausschlielich die Konstrukte
PescadilloASUMO und PescadilloABRCT die Fé&higkeit, die vom Pescadilloverlust

ausgeltste Reduktion von Rx zu retten. Somit wurde gezeigt, dass die Lokalisation von
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Pescadillo im Zellkern von wichtiger Bedeutung fiir die molekulare und morphologische
Entwicklung des Auges in Xenopus laevis ist. Experimente in Hefe und anderen
Zellkultursystemen veranschaulichten, dass Pescadillo auch in diesen Zellen im Zellkern
lokalisiert ist. Dort besitzt Pescadillo wichtige Aufgaben in der Ribosomenbiogenese, der
Kontrolle der Zellproliferation, der DNA-Replikation und der Genregulation (Adams et al.,
2002; Du and Stillman, 2002; Grimm et al., 2006; Lapik et al., 2004; Lerch-Gaggl et al.,
2002; Oeffinger et al., 2002; Sikorski et al., 2006).

Des Weiteren stellte sich Pescadillo als ein wichtiger Zellzyklusregulator heraus (Du und
Stillman, 2002; Grimm et al., 2006; Haque et al., 2000; Killian et al., 2004; Kinoshita et
al., 2001; Lerch-Gaggl et al., 2002; Maiorana et al., 2004; Oeffinger et al., 2002; Prisco et
al., 2004). Um diesen Aspekt in Xenopus laevis wéhrend der Augenentwicklung zu
analysieren, wurden BrdU- und TUNEL-Experimente gemacht. In unilateral Pescadillo
MO injizierten Embryonen, die in Stadium 25 fixiert wurden, konnte gezeigt werden, dass
die Proliferation unterdriickt und die Apoptose erhdht wurde. Die Kontrollinjektionen
(Control MO) hingegen zeigen diesen Effekt nicht. Aus vorangegangenen Studien ist
bekannt, dass Pescadillo an der Verarbeitung der pra&-RNA beteiligt ist (Holzel et al., 2005;
Lapik et al., 2004). Ein Defekt dieses Prozesses hat eine Stérung in der Anordnung der 60S
rRNA Untereinheiten zur Folge. Es kommt zur Anh&ufung von freien Ribosomen, zur
Inhibierung der E3 Ubiquitinligase Mdm2 und schlussendlich zur Akkumulation und
Aktivierung von p53 (Dai et al., 2004; Rubbi und Milner, 2003). Die Koinjektion des
Pescadillo MO mit dem p53 MO filihrte zur Revertierung des vom Pescadilloverlust
ausgelosten Proliferations- und Apoptosephdnotyps. Im Gegensatz hierzu konnte der
morphologische Ph&notyp durch den p53-Verlust nicht revertiert werden. Dies weist darauf
hin, dass der beobachtete Augenphéanotyp nach dem Verlust der Pescadillofunktion nicht
hauptsachlich auf einer Storung der Proliferation/Apoptose zurlickzufiihren ist. Auch die
"Rescue”-Daten des Proliferationsassays mit den verschiedenen Deletionskonstrukte
unterstreichen diese These, da das PescadilloABRCT Konstrukt zwar den molekularen und
morphologischen Augenphanotyp, aber nicht den Proliferationsdefekt revertieren kann.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die BRCT-Domane von Pescadillo essentiell fur
die Zellproliferation in Xenopus laevis ist. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass
die BRCT-Domane erforderlich fir die Funktion von Pescadillo ist. Mutationen in der
BRCT-Domaéne fihren zur Verzogerung im Zellzyklus und ein Fehlen dieser Doméne
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resultiert in einer Storung der richtigen Lokalisation von Pescadillo innerhalb des Zellkerns
(Kinoshita et al., 2001; Lerch-Gaggl et al., 2007). Des Weiteren konnte beobachtet
werden, dass die BRCT-Doméne fiir Interaktionen mit Proteinen, die im Zellzyklus eine
wichtige Funktion einnehmen, notwendig ist (Sakumoto et al., 2001; Lerch-Gaggl et al.,
2007).

Die verschiedenen "Rescue"-Experimente zeigten, dass das PescadilloASUMO-Konstrukt
zur Rettung aller untersuchten Phanotypen (Augen-, Rx- und Zellproliferationsphanotyp)
beféhigt ist. Demnach scheint diese Doméne fir die Funktion von Pescadillo in den in
dieser Arbeit untersuchten Prozessen bedeutungslos zu sein. Die SUMO-Domadne ist eine
Bindungsstelle fir SUMO-1. SUMO-1 kann durch eine posttranslationale Modifikation an
die SUMO-Doméne von Pescadillo angefligt werden, wobei die Proteingréfie von
Pescadillo von 72 kDa auf 94 kDa zunimmt (Kinoshita et al., 2001). Die Konsequenzen
der Modifikation von Pescadillo durch SUMO-1 sind noch nicht geklart. Aus
vorangegangenen Studien uber die Proteinmodifikation durch SUMO-1 ist bekannt, dass
dadurch  verschiedene  Prozesse, wie DNA-Replikation, Transkription, Protein-
stabilisierung, Protein-Protein-Interaktionen und Transportvporgdnge im Zellkern,
regulieren werden konnen (Verger et al., 2002; Johnson, 2004; Hay, 2005). Um
aufzuklaren, welche Funktion die SUMO-Domdne von Pescadillo hat, ist weitere
Forschungarbeit notwendig.

Bei Madusen fihrt der Funktionsverlust von Pescadillo zum Tod im
Praimplantationsstadium (Lerch-Gaggl et al., 2002). Fur diese unterschiedlichen
Auswirkungen kann es mehrere Grinde geben. Ein Grund kann darin bestehen, dass im
friihen Xenopus laevis und Danio rerio Embryo ein maternaler Depot an Proteinen, Fetten
und Ribosomen vorhanden ist, auf die diese Organismen in friihen Embryonalstadien
zuriickgreifen konnen, wohingegen dies in der Maus nicht der Fall ist. Zudem handelt es
bei der Injektion eines Morpholino-Oligonukleotids um eine "Knock-down"-Studie, d.h., es
kommt nicht zu einem volligen Verlust der Genfunktion, sondern ausschlielRlich zu einer
Inhibierung von dieser. So kann durch Injektion verschiedener Konzentrationen die
optimale Morpholino-Dosis ermittelt werden, so dass die Embryonen zwar einen Phanotyp

aufweisen, jedoch nicht sterben.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Xenopus Pescadillo eine entscheidene Rolle
wéhrend der Augenenwicklung spielt. Diese Daten unterstiitzen publizierte Studien, die
besagen, dass nicht-kanonische Wnt-Signalwege in der Augenentwicklung eine wichtige
Funktion ausuben (Cavodeassi et al., 2005; Lee et al., 2006; Maurus et al., 2005;

Rasmussen et al., 2001).

5.1.2 RGM A als essentieller Faktor wahrend der anterioren Neuralwicklung

von Xenopus laevis

Die Expressionsstudie von RGM A zeigte, dass RGM A ab Stadium 12,5-13 in der
anterioren Neuralplatte exprimiert ist. Diese Expression zieht sich ab Stadium 14 auf den
Bereich des Neuralrohrs zurtick.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RGM A fir die Augenentwicklung notwendig
ist. Die Hemmung der Translation von RGM A durch spezifische antisense Morpholino-
Oligonukleotide fiihrt zu einem starken Augendefekt bis hin zum vollstandigen Verlust des
Auges. Auf molekularer Ebene &3t sich dieser Phé&notyp durch den Verlust des
Augenmarkergens Rx in Stadium 23 nachweisen. In Stadium 13 war keine Reduktion von
Rx zu beobachten. Zudem sind die Gehirnmarker Emx1 (Vorderhirn), En-2 (Mittelhirn-
Hinterhin Grenze) und Krox20 (Hinterhirn) in Stadium 23 aufgrund des RGM A Verlustes
reduziert. Der Hemmung der RGM A Funktion wirkte sich am stdrksten auf die anterior
gelegenen Markergene Rx und Emx1 aus, wahrend die Marker En-2 und Krox20 nur mit
einem geringen Prozentsatz beeinflusst waren. Dies weist auf die Spezifitdt des
beobachteten Phénotyps hin, da dass Expressionslevel von RGM A im Vorderhirn am
stérksten ist. Der morphologische und molekulare Phanotyp konnte durch Injektion zweier
verschiedener Morpholino-Oligonukleotide, die an zwei verschiedene ATG-Condons im
Abstand von 16 bp binden, nachgewiesen werden. Weiterhin konnte die Spezifitat der
verwendeten RGM A Morpholino Oligonukleotide in-vitro (TNT-Experiment) gezeigt
werden. Der in-vivo Spezifitdtsnachweis durch "Rescue"-Injektionen erwies sich als
schwer. Ein Grund hierfur konnte darin liegen, dass die Uberexpression von RGM A
ebenso zum Augenverlust fihrte wie der Funktionsverlust von RGM A. Durch das
Austitrieren verschiedener Konzentrationen fir das RGM A MO als auch der RGM A
MRNA konnte der Augendefekt nicht revertiert werden. Zellkulturexperimente zeigten,
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dass das RGM A2 Protein erst 48 Stunden nach der Transfektion in der Zellmembran
eingebaut ist. Mdoglicherweise liegt der Grund fir die fehlgeschlagenen "Rescue™-
Experimente in der Dauer dieses Einbaus von RGM A2 in die Zellmembran. Insbesondere
in frihen Entwicklungsstadien erfolgen die Zellteilungen in Xenopus Embryonen sehr
rasch (ca. 40 Minuten bei 14 °C), so dass im Falle einer 48-stiindigen Sekretionsdauer das
RGM A2 Protein nicht rechtzeitig in die Zellmembran gelangen kann, um dort seine
Funktion auszutiben. "Knock-out"-Studien in der Maus zeigten Defekte in der Schlielung
des Neuralrohrs und in dorsalen Gehirnstrukuren (Niederkofler et al., 2004), wohingegen
jedoch Storungen in der Augenentwicklung nicht beschrieben wurden.

Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass RGM A verschiedene Funktionen auf die
Zellproliferation und -apoptose hat. Im Hihnchen fuhrt die Inhibition von RGM A zum
Anstieg der Zellapoptose (Matsunaga und Chedotal, 2004). In der Maus hingegen konnte
fur den RGM A Funktionsverlust keine Veradnderung weder in der Zellproliferation, noch
in der -apoptose festgestellt werden (Niederkofler et al., 2004). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die Injektion des RGM A Morpholino-Oligonukleotids eine
Reduktion auf die Zellproliferation ausiibt. Die Zellapoptose ist durch den RGM A
Funktionsverlust nur geringfiigig beeintrachtigt. Eine Erklarung fur die unterschiedlichen
Funtkionen von RGM A in verschiedenen Studien konnte sein, dass das RGM A Signal in
verschiedenen Organismen, Geweben und/oder VVorgéngen Uber verschiedene Signalwege
vermittelt wird. Zum einen wirkt RGM A als Korezeptor fir BMP2 und BMP4, wodurch
der bekannte BMP-Signalweg aktiviert wird (Babitt et al., 2005; Xia et al., 2007). Fir den
BMP-Signalweg wurde gezeigt, dass dieser in neuralem Gewebe, wie Neuralrohr und
Vorderhirn, einen Einfluss auf die Zellproliferation und -apoptose austibt (Liu und
Niswander, 2005). Jedoch konnte der BMP-Signalweg bisher noch nicht mit der Funktion
von RGM A in der Zellproliferation in Verbindung gebracht werden. Zum anderen verfligt
RGM A (ber die Fahigkeit, an den Neogeninrezeptor zu binden und so sein Signal an
RhoA, Rho-Kinase und PKC und zu tbermitteln (Wilson und Key, 2006; Conrad et al.,
2007). Diese Signalkaskade konnte mit der RGM A Eigenschaft, Axone in ihrer
Wegfindung zu beeinflussen, in Verbindung gebracht werden. Fir den Neogeninrezeptor
wurde gezeigt, dass die Uberexpression von Neogenin Zellapoptose auslést (Matsunaga
und Chédotal, 2004), wahrend die Ko-Uberexpression von Neogenin und RGM A eine
Reduktion dieser beobachteten Zellapoptose hervorruft. Der Funktionsverlust von RGM A
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zeigt zudem einen Anstieg in der Zellapoptose, wohingegen der Verlust von RGM A und
Neogenin diese Apoptose blockiert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Neogenin als
Rezeptor von der RGM A Funktion abh&ngig ist. Aufgrund dieser komplexen
Eigenschaften von RGM A ist weitere Forschungsarbeit nétig, um seine Funktion im
Zellzyklus zu klaren.

Durch welchen Signalweg wird das RGM A-Signal in Bezug auf die anteriore
Neuralentwicklung vermittelt? Zur Aufklarung dieser Frage wurden erste Experimente
durchgefihrt. In einem ersten Schritt wurden die Expressionsmuster von Neogenin, BMP2
und BMP4 wéhrend der Entwicklung von Xenopus laevis aufgenommen (Daten nicht
gezeigt; Knochel et al., 2001). Es zeigte sich, dass Neogenin spezifisch im Auge und
Neuralrohr exprimiert ist. BMP-4 wurde ab Stadium 25 im dorsalen Bereich des Auges
detektiert, wohingegen BMP-2 keine spezifische Expression im Auge aufwies. Weder flr
BMP-4, noch fiir BMP-2 konnte eine Expression im Neuralrohr wéhrend der Entwicklung
von Xenopus laevis beobachtet werden. Aufgrund der spezifischen Expression von
Neogenin im Auge und Neuralrohr wurden "Knock-down"-Studien mit Hilfe eines
antisense  Morpholino-Oligonukleotids fur Neogenin (Wilson und Key, 2006)
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass der Neogeninverlust eine Storung der Augenentwicklung
hervorruft, ebenso wie eine Reduktion der anterioren Neuralmarker Rx, Emx1, En2 und
Krox20 (Daten nicht gezeigt). Die Ahnlichkeit der beobachteten Phanotypen fir den
Neogenin und RGM A Funktionsverlust deuten darauf hin, dass RGM A im anterioren
Neuralgewebe sein Signal Uber den Neogeninrezeptor vermittelt. Dennoch ist nicht
auszuschlieBen, dass RGM A in der anterioren Neuralenwicklung als BMP-Korezeptor
wirkt, da insbesondere in der Augenenwicklung das BMP-Signal essentiell ist.
Vorangeganene Studien konnten zeigen, dass Faktoren des BMP-Signalwegs an Prozessen
wie der Induktion der Linse, der dorso-ventralen Musterung des Auges und der
retinotektalen Projektion entscheidend sind (Lang, 2004; Lupo et al., 2006; Behesti et al.,
2006; Hocking und McFarlane, 2007).

Wie Pescadillo ist auch RGM A an der Augenentwicklung von Xenopus laevis beteiligt
und der beobachtete Phanotyp kann mit den bekannten Aufgaben des nicht-kanonischen

Whnt-Siganwegs in Bezug gebracht werden.
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5.1.3 Pescadillo und RGM A in der Neuralleistenwanderung

Durch Expressionsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass Pescadillo ab Stadium 18
in der anterioren Neuralleiste und in Stadium 23 in den wandernden Neuralleistenzellen
exprimiert ist. RGM A hingegen konnte ab Stadium 15 ausschlief3lich im Neurallrohr und
ab Stadium 30 in den Branchialbdgen visualisiert werden. In dieser Arbeit wurde
beobachtet, dass Wnt-4 und seine potentiellen Zielgene Pescadillo und RGM A wichtige
Faktoren fur die Wanderung der kranialen Neuralleistenzellen sind. Im Falle des
Funktionsverlusts von Pescadillo spiegelt sich dieser Zellwanderungsdefekt in einer
Storung der kranialen Knorpelbildung wider. Erste Beobachtungen weisen darauf hin, dass
sowohl die Wnt-4-, als auch die RGM A-defizienten Embryonen einen Defekt in der
kranialen Knorpelentwicklung aufweisen (Daten nicht gezeigt). Markerstudien machten
deutlich, dass die Inhibierung von Wnt-4, Pescadillo und RGM A keine Auswirkung auf
die Induktion der Neuralleisten hat. Ab Stadium 20 (Beginn der Migration der
Neuralleistenzellen) bewirkt der Funktionsverlust von Wnt-4, Pescadillo und RGM A eine
Storung der Zellmigration, was in spéteren Stadien (Stadium 23) ebenso bestatigt werden
konnte. Die Neuralleistenzellen akkumulieren an der dorsalen Seite der injizierten
Embryonen. Die Ergebnisse fiur den Verlust von Pescadillo ausschlielich auf die
Neuralleistenwanderung passen sehr gut zum o6rtlichen Expressionmuster von Pescadillo.
Zum Zeitpunkt der Neuralleisteninduktion (Stadium 11) ist Pescadillo nicht spezifisch in
diesem Gewebe lokalisiert. Kurz vor Beginn der Neuralleistenwanderung in Stadium 18
jedoch kann eine spezifische Expression von Pescadillo im anterioren Nerualgewebe,
welches die Neuralleiste einschliel3t, beobachtet werden. Im Vergleich zu Pescadillo zeigt
die Wnt-4 Expression in Stadium 18/19, dass diese direkt neben der Slug
Expressionsdoméne angrenzt. Da Wnt-4 ein extrazellulares Glykoprotein ist, kann es sein
Signal als diffusibles Molekil an Nachbarzellen weiterleiten und so die
Neuralleistenwanderung beeinflussen. RGM A ist im Zeitraum von Stadium 15 bis 30
ausschlieBlich im Neurallrohr exprimiert, also ebenso wie Wnt-4 nicht in den
Neuralleistenzellen. Doch im Vergleich zu Wnt-4 ist RGM A durch seinen GPI-Anker in
der Zellmembran verankert, kann also nicht diffundieren. Die Neuralleisten wandern aus
dem dorsalen Neuralrohr in ventrale Richtung u.a. in die Branchialbdgen ein (Gilber,
2006). Da Neogenin sowohl im Neuralrohr, als auch in den wandernden Neuralleisten
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exprimiert ist, liegt die Vermutung nahe, dass RGM A sein Signal fur die Auswanderung
der Neuralleistenzellen ber Neogenin bermittelt. Eine Inhibierung von RGM A wirde
diese Signaltransduktion unterbrechen und zu einer Stoérung der Neuralleistenwanderung
fihren. Um dieser Hypothese nachzugehen, sollte in Erfahrung gebracht werden, ob auch
Neogenin an der Neuralleistenmigration beteiligt ist. Erste Beobachtungen zeigten, dass
die Hemmung von Neogenin eine Stérung in der kranialen Knorpelbildung zur Folge hat,
was auf eine Beeintrachtigung der Neuralleistenentwicklung hindeutet. Doch zur Klarung
der genauen Funktion von Neogenin in diesem Prozess sollten weitere Studien gemacht
werden, z.B. konnten Uber eine whole mount in-situ Hybridisierung verschiedene
Neuralleistenmarker in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht werden. Auch
Uberexpressionsstudien von RGM A belegen, dass bei einer Stérung der RGM A Funktion
die Neuralleistenentwicklung beeintrachigt ist. Die Injektion von einer RGM A mRNA
fiihrte zur einer ektopischen Expression von den neuralleistenzellspezifschen Markergenen
Slug, FoxD3 in Stadium 17 und 20 und Twist und Krox20 in Stadium 23. Gleichzeitig
konnte eine Storung in der Neuralleistenzellmigration auf der injizierten Seite beobachtet
werden. Da noch keine Daten (iber die Folgen einer Uberexpression von Neogenin
vorliegen, kann dieser Ph&notyp noch nicht mit Neogenin als Rezeptor in Verbindung
gebracht werden. Studien Uber den BMP-Signalweg zeigten, dass auch das BMP-Signal
notwendig fir die Neuralleistenentwicklung ist (Wawersik et el., 2005). Samad et al.
(2005) konnten zeigen, dass DRAGON (RGM B) als BMP-Korezeptor fungiert. Die
Uberexpression von DRAGON zusammen mit Smadl wirkt verstirkend auf die
Expression von endodermalen und mesodermalen Markern. Des Weiteren beobachteten
sie, dass die Uberexpression von DRAGON in Xenopus laevis Embryonen zum einen
Defekt in der Migration der Neuralleistenzellen und zum anderen ektopische
Expressionsdoménen von N-Tubulin, einem panneuralen Marker, hervorruft. Dennoch
konnten diese beobachteten Phanotypen nicht mit dem BMP-Signalweg in Verbindung
gebracht werden. Um die Signalvermittlung von RGM A in der Neuralleistenentwicklung
aufzuklaren, sind weitere Untersuchungen in der Zukunft notwendig.

Mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen konnten die publizierten Daten verifiziert
werden; eine Storung des kanonischen Wnt-Signalwegs, gezeigt durch die Inhibition von
Frizzled-3, fiihrt zur Hemmung der Neuralleisteninduktion (Chang und Hemmati-
Brevanlou, 1998; Deardorff et al., 2001), wéhrend der Funktionsverlust von Faktoren des
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nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs, wie Wnt-4, Pescadillo und RGM A, die Wanderung
von Neuralleistenzellen beeintrachtigt (De Calisto et al., 2005; Garriock und Krieg, 2007).

5.1.4 RGM A ist notwendig fur die Wegfindung von kranialen Nerven

Fur Faktoren des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs wurde beschrieben, dass diese an der
axonalen Wegfindung und Migration beteiligt sind (Lyuksyutova et al., 2003; Song et al.,
2006). Studien in verschiedenen Systemen belegen, dass RGM A eine abstoRende Wirkung
auf das Wachstum bzw. auf die Wegfindung neuronaler Zellen besitzt (Brinks et al., 2004;
Matsunaga et al., 2006; Monnier et al., 2002; Stahl et al., 1990; Wilson und Key, 2006).
Da RGM A die Wanderung der Neuralleistenzellen beeinflusst und die kranialen Nerven
u.a. aus Neuralleistenzellen enstehen (Gilbert, 2006; Barlow, 2002), wurde der Einfluss
von RGM A auf die Entwicklung der kranialen Nerven untersucht. Hierzu wurden
Funktionsverluststudien mit Hilfe des RGM A Morpholino-Oligonukleotids gemacht und
die kranialen Nerven tiber den neurofilamentspezifischen Antikorper 3A10 visualisiert. Die
Antikorperfarbung zeigte deutlich, dass der Funktionsverlust von RGM A eine Reduktion
des Netzwerks des Nervus trigeminus (kranialer Nerv V) und einen Verlust des Nervus
hypoglossus (kranialer Nerv XII) herbeifuhrt. Erste in-vivo Experimente bewiesen, dass
RGM A in Xenopus laevis borealis eine wichtige Funktion in der Wegfindung des
supraoptischen Trakts im Vorderhirn besitzt (Wilson und Key, 2006). Im Hiihnchen hat die
Storung der RGM A Expression eine Storung der retinotectalen Projektion zur Folge
(Matsunaga et al., 2006). Die Funktion fir RGM A in der Wegfindung der kranialen
Nerven anderer Organismen wurde bisher noch nicht beschrieben. Fur die Reduktion der
Zweige des Nervus trigeminus und Nervus hypoglossus aufgrund des RGM A Verlustes
kann es mehrere Grinde geben. Zum einen kann die Stérung der Neuralleisten-
zellwanderung eine mogliche Erklarung dafir sein. Da die kranialen Nerven teilweise aus
Neuralleistenzellen gebildet werden, kann eine Beeintrdchtigung der Migration der
Neuralleistenzellen an den Zielort zu Defekten in der Ausbildung der kranialen Nerven
fihren. Ein weiterer Erklarungsansatz liegt in der Expression von RGM A im Gehirn, da
die Nuklei der verschiedenen Hirnnerven im Gehirn lokalisiert sind (McDiarmid und Altig,
1999). Ein Verlust der RGM A Funktion koénnte eine Storung der Bildung dieser Nuklei

zur Folge haben, was sich wiederum auf die Bildung der kranialen Nerven auswirkt.
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Weiterhin kann der Effekt von RGM A auf die Hirnnerven auch indirekt geschehen. Die
Missbildung der durch die kranialen Nerven innerviete Strukturen wie Auge und kranialer
Knorpel kann die Reduktion der Zweige zur Folge haben. Der Nervus hypoglossus
innerviert die Zunge (in Xenopus laevis nicht vorhanden) und den unteren Kieferknochen.
Die Zweige des Nervus trigeminus, Nervus mandibularis (unterer Kieferknochen), Nervus
maxilliaris (oberer Kieferknochen) und Nervus ophtalmicus (Auge, Linse), innervieren den
Kiefer und das Auge. Da es durch den Funktionsverlust von RGM A zur Stoérung der
Augen- und Knorpelausbildung kommt, kann die Reduktion der kranialen Nerven eine
indirekte Folge dessen sein. Da die genaue Auswirkung von RGM A auf die kraniale
Knorpelbildung von Xenopus laevis noch nicht beschrieben ist, sind Experimente zur
Unteruchung der Knorpelstrukturen in Folge des Funktionsverlustes von RGM A
notwendig, um die missgebildeten Knorpel mit den innervierenden kranialen Nerven in

Verbindung bringen zu kénnen.

5.1.5 DM-GRASP in der anterioren Neuralentwicklung

Die raumliche Expressionsstudie der beiden Pseudoallele von DM-GRASP ergab, dass
DM-GRASP | (berwiegend in den kranialen Plakoden/Ganglien exprimiert ist,
wohingegen DM-GRASP |1 verstarkt im Auge, Herz und der Nierenanlage detektiert
werden konnte. Ob diese unterschiedlichen Expressionmuster von DM-GRASP | und I
real oder ob sie auf die unterschiedliche Qualitat der verschiedenen antisense RNA-Sonden
zuriickzufuhren sind, ist nicht gekléart.

DM-GRASP Il zeigt eine spezifische Expression ab Stadium 13 in der anterioren
Neuralplatte von Xenopus laevis. Aufgrund dieser Expression wurde ein spezifisches
antisense Morpholino-Oligonukleotid zur Hemmung der DM-GRASP Translation in
Xenopus laevis Embryonen injiziert und die Entwicklung kranialer Strukturen beobachtet.
Der Funktionsverlust von DM-GRASP fiihrte zu einer Stérung der Augen- und kranialen
Knorpelbildung (Daten nicht gezeigt). Auf molekularer Ebene konnte die Reduktion der
augenspezifischer Markergene Rx und Pax-6 weder in Stadium 13, noch in Stadium 23
beobachtet werden. Erste Untersuchungen in der Neuralleistenentwicklung zeigen, dass
DM-GRASP keinen Einfluss auf die Induktion, doch eventuell einen Effekt auf die
Neuralleistenwanderung ausubt (Daten nicht gezeigt). Um diese Ergebnisse zu
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untermauern, sind weitere Experimente erforderlich. In der Literatur wurde fir DM-
GRASP eine Funktion in der Morphogenese des Auges oder kranialen Knorpels noch nicht
beschrieben. Doch es gibt Daten, die belegen, dass DM-GRASP ein essentieller Faktor im
Prozess der axonalen Wegfindung ist (Boschert et al., 1993; Kanki et al., 1994; Ott et al.,
1998; Avci et al., 2004; Weiner et al., 2004). Ob DM-GRASP auch in Xenopus laevis
solch eine Funktion erfillt, sollte in der Zukunft analysiert werden.

Eine weitere Expressionsdoméane von DM-GRASP stellen die kranialen Plakoden und
Ganglien dar. Aufgrund dieser spezifischen Expression wurde der Einfluss des DM-
GRASP Funkionsverlusts auf die Expression verschiedener plakodenspezifischer
Markergene tber eine whole mount in-situ Hybridisierung getestet. Erste Daten zeigten,
dass die Injektion des DM-GRASP Morpholino-Oligonukleotids keine Einfluss auf die
Expression der Plakodenmarker Six1 und Six2 besitzt (Daten nicht gezeigt). Um eine
madgliche Funktion von DM-GRASP auf die Entwicklung der kranialen Plakoden nédher zu

analysieren, sind weitere Experimente erforderlich.

5.1.6 Pescadillo, RGM A und DM-GRASP als potentielle Wnt-4 Zielgene

Pescadillo und RGM A wurden als potentielle Wnt-4 Zielgene identifiziert (Maurus et al.,
2005). Die Daten dieser Arbeit unterstiitzen diese Beobachtung, da der Funktionsverlust
von Wnt-4, als auch der von Frizzled-3, eine Reduktion der Pescadilloexpression sowohl
im Auge, als auch in den auswandernden Neuralleistenzellen in Stadium 23 hervorruft. Fir
RGM A konnte dies in Stadium 13 bislang nicht gezeigt werden. Da der Funktionsverlust
von Wnt-4 zu einer Reduktion des RGM A Expressionsniveau (RT-PCR) in Xenopus
laevis Embryonen in Stadium 20 bewirkt (Maurus, 2004), sollte dieses Experiment zu
einem spateren Entwicklungsstadium wiederholt werden. Die in dieser Arbeit aufgefiihrten
Daten fur Pescadillo und DM-GRASP in Bezug auf die Augen- und Neuralleisten-
entwicklung stehen im Einklang mit den verdffentlichten Beobachtungen. Wie in
vorangegangenen Studien gezeigt werden konnte, bewirkt eine Hemmung des nicht-
kanonischen Wnt-Signals eine Stérung der Augenentwicklung (Cavodeassi et al., 2005;
Lee et al., 2006; Maurus et al., 2005; Rasmussen et al., 2001), als auch der
Neuralleistenwanderung (De Calisto et al., 2005; Garriock und Krieg, 2007).
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DM-GRASP wurde als nicht-kanonisches Wnt-Zielgen identifiziert (Prieve und Moon,
2003). Doch ist DM-GRASP auch ein Zielgen von Wnt-4? Um dieser Frage nachzugehen,
wurde ein spezifisches Wnt-4 Morpholino-Oligonukleotid in Xenopus laevis Embryonen
injiziert und eine whole mount in-situ Hybridisierung gegen DM-GRASP gemacht. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Wnt-4 Translation zu einem
Verlust der DM-GRASP Expression in der anterioren Neuralplatte in Stadium 13 fuhrt. Ob
es sich hierbei um einen direkten oder indirekten Einfluss handelt, ist noch nicht geklart,
doch die Daten geben einen ersten Hinweis darauf, dass DM-GRASP von der Wnt-4
Funktion abhangig ist.

Ob diese drei untersuchten Gene direkte oder indirekte Zielgene des nicht-kanonischen
Whnt-Signalwegs sind, bleibt weiterhin ungeklart. Im Falle der direkten Regulation wirde
der jeweilige Wnt-Faktor einen der bekannten, nicht-kanonischen Signalwege aktivieren,
wodurch es zur Transkription des Zielgens k&me. Bei der indirekten Regulation kénnten
weitere Faktoren/Signalwege zwischengeschaltet sein. Um dies aufzukldren, sind weitere

Experimente nétig.

5.2 Die Rolle von DM-GRASP in der Herzentwicklung

Da DM-GRASP verstarkt im kardialen Gewebe exprimiert ist, wurden
Funktionsverluststudien durchgefiihrt. Diese Experimente zeigen, dass DM-GRASP
notwendig fur die normale Herzentwicklung in Xenopus laevis ist. Die Injektion des DM-
GRASP antisense Morpholino-Oligonukleotids fiihrte zu einem morphologischen
Herzphénotyp. Insbesondere der Prozess der Schleifenbildung konnte nicht abgeschlossen
werden. Ob die Aufgabe von DM-GRASP in der Herzentwicklung innerhalb verschiedener
Organismen konserviert ist, ist noch unbekannt. Aus Studien in Danio rerio ist bekannt,
dass DM-GRASP in den Kompartimenten Atrium und Ventrikel des Herzens exprimiert ist
(Schilling et al., 1999). Experimente, in denen die Funktion von DM-GRASP wéhrend der
Herzentwicklung untersucht wurde, sind noch nicht bekannt. In anderen Organismen, wie
Maus und Huhnchen, wurde bisher weder die Expression, noch eine mégliche Aufgabe
von DM-GRASP wéhrend der kardialen Entwicklung beschrieben. Erste Beobachtungen in
der Maus zeigten jedoch, dass DM-GRASP ab dem Embryonaltag 9,5 in kardialen Gewebe
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lokalisiert ist (Daten nicht gezeigt). Somit ist eine mogliche Funktion von DM-GRASP in
der Herzentwicklung der Maus nicht ausgeschlossen.

In weiteren Experimenten wurde analysiert, worin die Ursache des morphologischen
Herzphanotyps des DM-GRASP Funktionsverlusts liegt. Zunéchst wurde der Einfluss von
DM-GRASP auf molekularer Ebene untersucht. Es zeigte sich, dass DM-GRASP die
herzspezifischen Marker Tbx20, Tnlc, cActin und Wntl1l-R in Stadium 28 reguliert,
wohingegen die Expression von Thx20, Nkx2.5 und Isl-1 in Stadium 20 durch den
Funktionsverlust von DM-GRASP nicht beeintrachtigt wird. Diese Daten passen zum
Expressionsmuster von DM-GRASP 1l, da DM-GRASP erst ab Stadium 25-27 im
kardialen Gewebe visualisiert werden konnte. Die Spezifitdt des beobachteten
Markerphénotyps konnte durch "Rescue"-Experimente bestatigt werden. Wie diese
Regulation der Herzmarkergene vonstatten geht, ist noch ungeklart. DM-GRASP gehort
der Familie neuronaler Zelladh&asionsmolekiile an. Neben ihrer adh&siven Eigenschaften
kann die Bindung von neuronalen Zelladh&sionsmolekilen auch die Weiterleitung von
intrazlluldaren Signalen bewirken. Es ist bekannt, dass sie auch an Entwicklungsprozesse
wie Zellmigration, -proliferartion und -differenzierung beteiligt sind (Crossin und Krushel,
2000). Die Bindung von N-CAM (neural cell adhesion molecule) an Zellen fuhrt zur
Aktivierung zahlreicher Signalwege, von denen einige in der Regulation von Genen enden.
Ob dies auf den Einfluss von DM-GRASP auf die Regulation spater Herzmarkergene
zutrifft, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Der Funktionsverlust von
DM-GRASP resultiert in einem Verlust der Wnt11-R Expression in Stadium 28. Eine
Studie Uber das Xenopus Wnt11-R veranschaulichte, dass Wnt11-R an der Morphogenese
der Herzens beteiligt ist (Garriock et al., 2005). Dieser Effekt beruhte nicht auf einer
Veranderung der Expression herzspezifischer Markergene, sondern auf dem Verlust der
Adhésion myokardialer Zellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von JNK
eine dem Wntl1-R &hnliche Funktion auf die Herzentwicklung austibt und Wntl11-R die
Aktivierung von JNK unterstitzt. VVorangegangene Studien erbrachten den Hinweis, dass
Zelladh&sionsmolekule wichtige Aufgaben in der Herzentwicklung besitzen. Fir einige
Zelloberflachenproteine wurde gezeigt, dass sie fir die Struktur und Kommunikation der
Zellen verantwortlich sind (Li et al., 2006). Eines dieser Faktoren ist N-Cadherin, ein
Ca’*-abhangiges Transmembran-Adhasionsprotein, welches den Zellkontakt von
Kardiomyozyten vermittelt (Zuppinger et al., 2000). Damit Kardiomyozyten ihre
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Aufgaben erfillen kdnnen, ist die Kommunikation zwischen den Zellen unerldsslich. Dies
wird u.a. Uber Gap Junction (Zell-Zell-Kanéle) und Desmosmen vermittelt (Li et al.,
2006). Untersuchungen erbrachten, dass der Funktionsverlust von N-Cadherin zu einer
Inhibierung der Connexinexpression fiihrt, was eine Storung der Stabilisation von Gap
Junctions mit sich bringt (Li et al., 2000). Toyofuku et al. (2000) beobachteten, dass auch
Whnt-Faktoren an der Adhasion myokardialer Zellen beteiligt sind. Sie zeigten, dass der
Whnt-Frizzled-2-Signalweg an der morphologischen Anordnung von Kardiomyozyten
beteiligt ist, indem Cadherin-g-Catenin-Komplexe stabilisiert werden. Ob DM-GRASP
ebenso an der Aufrechterhaltung der Zelladhdsion myokardialer Zellen beteiligt ist, konnte

in dieser Arbeit nicht geklart werden.

5.2.1 DM-GRASP in Bezug auf nicht-kanonische Wnt-Signalwege

Da DM-GRASP als potentielles Zielgen des nicht-kanonische Wnt-Signalwegs isoliert
wurde (Prieve und Moon, 2003), sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die DM-
GRASP Expression durch den Funktionsverlust von Wnt-11 oder Wnt11-R beeintrachtigt
ist. Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass Wnt-11 und Wntll-R wichtige
Aufgaben wahrend der Herzentwicklung von Xenopus laevis haben. Wéhrend Wnt-11 eine
essentielle Funktion in der Herzspezifizierung und -morphogenese hat (Pandur et al.,
2002), beeintrachtigt Wnt11-R ausschlie3lich die Morphogenese des Herzens (Garriock et
al., 2005). Unilateral dnWnt-11 mRNA injizierte Embryonen zeigten eine Reduktion der
Expression von sowohl DM-GRASP als auch Wnt11-R auf der injizierten Seite. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass Wnt-11 in der Abfolge von Signalen zeitlich friiher
als DM-GRASP und Wnt11-R aktiv ist und diese, ob direkt oder indirekt, reguliert. Die
Hemmung der Wnt11-R Translation fiihrte nur zu einem geringen Verlust der DM-GRASP
Expression (28%), wéhrend der Funktionsverlust von DM-GRASP zu einer massiven
Inhibierung der Wntl11-R Expression fuhrte (65%). Somit scheint DM-GRASP im
kardialen Netzwerk von Signalmolekdilen zeitlich vor Wnt11-R angeschaltet zu sein. Zur
Beantwortung der Frage, ob diese Regulationen direkt oder indirekt geschehen, muss mit
Hilfe weiterer Experimente in Erfahrung gebracht werden.

An diesem Punkt stellt sich die Frage, in welchen nicht-kanonischen Wnt-Signalweg DM-
GRASP in seiner Funktion, die Herzentwichlung zu beeinflussen, involviert ist. Wahrend
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der Herzentwicklung wird das nicht-kanonische Wnt-Signal zum Teil durch den JNK (Jun-
N-terminal kinase)-Signalweg vermittelt (Pandur et al., 2002; Tada et al., 2002, Garriock
et al., 2005). Pandur et al. (2002) zeigten, dass Wnt-11 in der Lage ist, das p-Catenin
Signal zu hemmen, wéhrend der PCP/JNK-Signalweg aktiviert wird. Andere Arbeiten
zeigten (Garriock et al., 2005), dass Wnt11-R in der Lage ist, INK zu phosphorylieren und
somit zu aktivieren. In dieser Arbeit wurde zudem die JNK-Funktion wahrend der
Herzentwicklung von X. laevis dargestellt. Es konnte beobachtet werden, dass JNK im
Myokardium exprimiert wird und der Verlust dieses Faktors zu einer Stérung der
Zelladhésion im Myokardium fuhrt. Da die DM-GRASP Expression von der Wnt-11
Aktivitat abhdngt und DM-GRASP fiir die Wnt11-R Expression notig ist, wurde in dieser
Arbeit analysiert, ob die Aktivitat von JNK fiir die DM-GRASP Expression notwendig ist.
Um die Aktivitdt von JNK zu hemmen, wurde der chemische Inhibitor SP600125
verwendet (Bennet et al., 2001). Die Inhibierung von JNK jedoch fiihrte nicht zum Verlust
der DM-GRASP Expression, was den Schluss zulésst, dass DM-GRASP nicht von JNK
reguliert wird. Da in dieser Arbeit nicht aufgeklart werden konnte, an welchem nicht-
kanonischen Wnt-Signalweg DM-GRASP beteiligt ist, mussen zur Aufklarung dieser

Frage weitere Experimente durchgefiihrt werden.

5.2.2 Einbindung von DM-GRASP in das Netzwerk kardialer Markergene

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, DM-GRASP in das Netzwerk kardialer Markergene
einzubringen. Hierzu wurden Funktionsverluststudien in Stadium 28 durchgefthrt, um zu
analysieren, wie die Herzmarkergene sich untereinander regulieren. Hierzu wurden
zundchst die  Expressionsprofile  wichtiger ~ Herzmarkergene  wahrend  der
Embryonalentwicklung von Xenopus laevis mit der Expression von DM-GRASP
verglichen. Durch Zellschicksalskartierungen konnte gezeigt werden, dass kardiale
Progenitorzellen aus der dorsalen Marginalzone des friihen Xenopus Embryos hervorgehen
(Moody, 1987). Zu Beginn der Neurulation befinden ich die beiden primaren Herzfelder
im anterioren Mesoderm an den Réandern der Neuralplatte. Wé&hrend der Neurulation
wandern diese in Richtung ventraler Mittellinie, wo sie in Stadium 16-19 fusionieren
(Kolker et al., 2000; Mohun et al., 2003). Markergene, die in Stadium 20 in diesen
fusionierten Herzprimordien exprimiert sind, sind u.a. Nkx2.5, Thx20 und Isl-1; DM-
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GRASP ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht im kardialen Gewebe zu beobachten (Abb. 56).
Ab Stadium 28 beginnt die Bildung des linearen Herzschlauchs, welche in Stadium 32/33
abgeschlossen ist. Zu diesem Stadium beginnt der Prozess der Schleifenbildung, der in
Stadium 36 vollzogen ist. Die kardialen Vorlduferzellen, die den linearen Herzschlauch
bilden, stammen urpringlich aus der kardialen Leiste, dem sogenannten primaren
Herzfeld. Um das reife Herz zu formen, muss der lineare Herzschlauch durch Zellteilung
und -verdickung expandieren. Im Hihnchen und der Maus konnte gezeigt werden, dass
nach der Bildung des linearen Herzschlauches zusatzliche Zellen in das Herz eingebracht
werden (Buckingham et al., 2005; Kelly, 2005; Moorman et al., 2007). Diese Zellen
stammen aus dem sogenannten sekunddaren Herzfeld. Der LIM-Homeodoméanen
Transkriptionsfaktor Isl-1 wurde vor wenigen Jahren als ein Markergen fir dieses
sekundare Herzfeld beschrieben (Yuan und Schoenwolf, 2000; Kelly et al., 2001; Cai et
al., 2003; Brade, 2007). Isl-1 wird auch als pankardialer Markergen betrachtet (Prall et al.,
2007), doch dies ist noch Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. In Stadium 29
zeichnet sich ab, dass DM-GRASP, wie auch Nkx2.5, Thx20 und Tnlc in den beiden
Herzfeldern, die den linearen Herzschlauch bilden, exprimiert sind (priméres Herzfeld,
Abb. 56). Im Vergleich dazu ist die Isl-1 Expression zusatzlich weiter anterior zu
beobachten, dem sogennanten sekundaren Herzfeld (Abb. 55; Brade, 2007). Die Analyse
der Herzmarkergene nach Funktionsverlust von DM-GRASP in Stadium 28
veranschaulicht, dass DM-GRASP, passend zu seiner Expression im priméren Herzfeld,
ausschliellich jene Herzmarker reguliert, die in diesem Herfeld exprimiert sind. Die Isl-1
Expression hingegen wurde durch den DM-GRASP Funktionsverlust nicht beeintrachtigt.
In Stadium 20 hat der DM-GRASP Funktionsverlust keinen Einfluss auf die Expression
von Nkx2.5, Isl-1 und Thx20. DM-GRASP ist demnach an der Aufrechterhaltung der
kardialen Identitdt im priméren Herzfeld notwendig.

Die weitere Auswertung ergab, dass der Funktionsverlust der frih exprimierten
Herzmarker wie Isl-1, Tbx20 und Nkx2.5 die Expression der sowohl friihen, als auch
spaten Herzmarker inhibiert (Brade, 2007; Grow und Krieg, 1998). Demzufolge sind diese
Gene an der Regulation friiher Spezifizierungsmarker beteiligt. Die Tbhx20 MO injizierten
Embryonen zeigten keine Reduktion der Isl-1 Expression, was vielleicht mit der

Expression beider Gene zusammenhéngt.
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Stadium 20 Stadium 29

Isl-1

Nkx2.5, Tbx20, DM-GRASP,
Tnlec, Wnt11-R, MHCu

Isl-1, Nkx2.5, Tbx20

Abbildung 56: Schematische Darstellung der Expression verschiedener Herzmarkergene.

In Stadium 20 sind Isl-1, Nkx2.5 und Tbx20 in den kardialen Progenitorzellen exprimiert (lila). In
Stadium 28 kann Isl-1 im sekunddren Herzfeld (rot) visualisiert werden; Nkx2.5, Thx20, Tnlc,
Wntl11-R und DM-GRASP sind im priméaren Herzfeld zu beobachten.

In Stadium 29 ist Tbx20 ausschlieBlich im primaren Herzfeld exprimiert und hat
demzufolge keinen Effekt auf die Isl-1 Expression, da Isl-1 im sekundéaren Herzfeld
exprimiert ist. Die Hemmung von Wntl1-R, welches erst ab Stadium 27 im Herzen
exprimiert ist, fihrte zur Inhibierung von spét exprimierten Herzmarkergenen, von
welchen DM-GRASP jedoch am schwachsten betroffen war. Wie DM-GRASP ist Wnt11-
R somit an der Aufrechterhaltung der Expression kardialer Marker beteiligt.

AbschlieBend kann man sagen, dass DM-GRASP als potentielles Zielgen des nicht-
kanonischen Wnt-Signalwegs ein essentieller Faktor fiir die Herzentwicklung von Xenopus
laevis ist und dass diese Funktion zu den schon bekannten Aufgaben des nicht-kanonischen
Whnt-Signalwegs in der Herzentwicklung passt.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die potentiellen Zielgene Pescadillo, RGM A und DM-GRASP des
nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs wahrend der Embryogenese von Xenopus laevis
untersucht und deren Funktion in Bezug zu bekannten Aufgaben des nicht-kanonischen
Whnt-Signalwegs gesetzt.

Die gewebsspezifische Expression von Pescadillo beginnt in Stadium 18. Ab diesem
Zeitpunkt beschrankt sich das Expressionsmuster auf die anteriore Neuralplatte; in Stadium
25 beschrénkt sich die Expression von Pescadillo auf Auge und wandernde Neuralleisten-
zellen. Bei Funktionsverlust von Pescadillo durch Injektion eines sequenzspezifischen
antisense Morpholino-Oligonukleotids kommt es zur Stérung der Augenentwicklung und
kranialen Knorpelbildung auf der injizierten Korperseite. Des Weiteren flhrt die Injektion
des Pescadillo Morpholino-Oligonukleotids zu einer spezifischen Repression von
Augenmarkergenen und zur Inhibition der Neuralleistenwanderung. TUNEL- und BrdU-
Experimente zeigten, dass Pescadillo im Zusammenspiel mit p53 an der Regulation der
Zellproliferation und -apoptose beteiligt ist.

Die RGM A Expression beginnt ab Stadium 12,5/13 in der anterioren Neuralplatte von
Xenopus laevis. Sowohl Funktionsverlust-, als auch Uberexpressionsstudien zeigen, dass
RGM A an der Augenentwicklung und Neuralleistenwanderung beteiligt ist. Auf
molekularer Ebene fiihrt sowohl der Funktionsverlust-, als auch die Uberexpression von
RGM A zu einer Inhibibierung von anterioren Neuralmarkern auf der injizierten Seite.
Zudem kann in RGM A Morpholino-Oligonukleotid- bzw. RGM A mRNA-injizierten
Embryonen eine Stérung der Neuralleistenwanderung festgestellt werden. Die
Uberexpresssion von RGM A resultiert zusitzlich in einer ektopischen Expression von
neuralleistenspezifischen Markern. Die beobachteten Funktionen von Pescadillo und RGM
A wahrend der embryonalen Entwicklung stimmen mit den bekannten Aufgaben des nicht-
kanonischen Wnt-Signalwegs wéhrend der Augenentwicklung und Neuralleistenzell-
wanderung uberein.

DM-GRASP kann ab Stadium 25 im kardialen Gewebe von Xenopus laevis visualisiert
werden. Die Funktion von DM-GRASP wurde mittels Injektion eines sequenzspezifischen
antisense Morpholino-Oligonukleotids untersucht. Zunéchst konnte gezeigt werden, dass

der Verlust der DM-GRASP Funktion zu einem morphologischen Herzphanotyp fihrt. Auf
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molekularer Ebene kann eine Repression spéter herzspezifischer Markergene beobachtet
werden. Aus weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass DM-GRASP Teil des
komplexen Netzwerks an Regulatoren ist, die flr die normale Herzentwicklung notwendig
sind. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der schon bekannten Aufgabe des nicht-
kanonischen Wnt-Signalwegs in der Herzentwicklung.
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7 Summary

This work describes the investigation of the potential target genes Pescadillo, RGM A and
DM-GRASP of non-canonical Wnt-signaling pathway during embryogenesis of Xenopus
laevis.

The gene Pescadillo is expressed in the anterior nerual plate at stage 18. At stage 23
Pescadillo is visualized in the eye and migrating neural crest cells. Knock-down of
pescadillo function by a specific antisense morpholino moligonucleotide results in an eye
and cartilage phenotype. Injection of the Pescadillo morpholino leads to a repression of
eye specific marker genes and to impaired expression of neural crest cell markers. BrdU
incorporation and TUNEL assays indicate that a loss of pescadillo function affects
proliferation and triggers apoptosis through a p53 mediated mechanism.

The specific RGM A expression starts at stage 12.5/13 in the anterior neural plate. The
downregulation as well as the overexpression of RGM A results in defects of eye and
neural crest cell development. Loss and gain of RGM A function also leads to a repression
of anterior neural maker genes. Loss and gain of function analysis suggest that RGM A is
involved in neural crest cell migration. Overexpression of RGM A mRNA additional leads
to an ectopic expression of neural crest cell marker genes. These data are in full agreement
with previous observations that non-canonical Wnt signaling is required for proper eye
development as well as neural crest migration.

At stage 25 DM-GRASP starts to express in the cardiac tissue of Xenopus laevis.
Repression of DM-GRASP expression by injection of a DM-GRASP specific antisense
morpholino oligonucleotide results in a morphological heart phenotype. Whole mount in-
situ hybridization exhibits the requirement of DM-GRASP function for the expression of
late cardiac marker genes. Further experiments show that DM-GRASP is part of the
regulatory network which is essential for the normal development. These results fit to the

known function of the non-canonical Wnt-signal in heart development.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungsvereichnis

AK
ALCAM
Amp
AP
APS
ATP
BMP
BRCA1
BRCT
BrdU
BSA

C

ca.
CamKllI
cDNA
Da
DAPI
DCC
DEPC
DIG
DNA
dNTP
DEP
DIX
DM-GRASP

ds cDNA
Dsh
DTT
EGF
egVll
eglX
egXl
egX2/3
Fluo
Fz

gVv
gAD
GFP
gM

gP

GPI

Antikorper

activated leukocyte-cell adhesion molecule
Ampicilin

Alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

bone morphogenetic protein

breast cancer-associated protein

BRCAL carboxyl-terminal domain

5-Bromo-2 -deoxy-uridin

Bovine serume albumin (Rinderserumalbumin)
constant

circa

Ca?*/Calmodulin-dependent kinase I
complementdre DNA

Dalton

4’ ,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid
deleted in colorectal cancer
Diethylpyrocarbonate

Dioxygenin

Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
desoxy-Nukleosidtriphosphat
dsh-EGL10-Pleckstein

dishevelled and axin

immunoglobulin-like restricted axonal surface protein that is
expressed in the dorsal funiculus and ventral midline
double strand cDNA (doppelstrangige DNA)
dishevelled

Dithiothreitol

epidermal growth factor

facial epibranchial ganglion

glossopharyngeal epibranchial ganglion

first vagal epibranchial ganglion

fused second and third vagal epibranchial ganglions
Fluorescein

Frizzled

trigeminal ganglion

anterodorsal lateral line ganglion

green fluorescence protein

middle lateral line ganglion

posterior lateral line placode
gycosylphosphatidylinositol
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gPr profundal ganglion

GSK3p Glycogen-Synthetase-3f3

gVPL cells contributing to the vagal and posterior lateral line
ganglion

h hour (Stunde)

hCG humanes Chorion Gonadotropin

HEK-239 human embryonic kidney-239

HJV hemojuvelin

HMG high motility group

hyp hypothetisch

Id1 inhibitor of differentitation

Ig Immunglobulin

19G Immunglobulin G

irreC-rst irregular chiasm C-roughest

IRS-1 insulin receptor substrate-1

JNK c-Jun N-terminal kinase

LB Luria-Bertani

LIM Linl1, Isl-1, Mec-3

LEF lymphocyte enhancer factor

LRP low-density-lipoproten receptor-related protein

M Marker

MCS multiple cloning site

memD melanoma metastsis clone D

MeOH Methanol

MO antisense Morpholino-Oligonukleotid

MRNA messenger RNA (Boten RNA)

Mtap 1b microtuble associated protein 1b

MuSC murine SC-related protein

n Anzahl der Experimente

N Anzahl der ausgezahlten Embryonen

NBT Nitroblautetrazolium

NDFs nucleolus-derived foci

Nkx2.5 Homeodomanen der Transkriptionsfaktoren der Nk-Klasse

NLS nuclear localisation signal

NTP Nukleosidtriphosphat

ORC origin recognition complex

ORF open reading frame (offener Leserahmen)

pAD anterodorsal lateral line placode

PCP planar cell polarity

PCR polymerase chain reaction (Polymerase- Kettenreaktion)

PKC Proteinkinase C

PNS peripheres Nervensystem

pPrv profundal-trigeminal placodal area

RACE rapid amplification of 5' complementary DNA ends

RGM A repulsive guidance molecule A

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

ROK Rho-abhangige Kinase
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RPE
rpm
RT
RT-PCR
RZPD
S
SDS-PAGE
St.
SUMO
Taq
Thx20
TCF
TGF-p
Tnlc
TNT

U

0.N.
UTR
V
X-Gal
Xnr-3
Xpes
ZNS

Aminosauren:

Alanin
Cystein

Aspartatsaure
Glutaminsaure

Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Thyrosin

retinales pigmentiertes Epithelium

rotations per minute (Umdrehungen/Minute)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR

Deutschen Resourcenzentrum

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Stadium

small ubiquitin modification

Thermus aquaticus

T-box 20

T-cell factor

transforming growth factor-g

Troponin Ic

transcription and translation

Unit

uber Nacht

untranslated region (untranslatierter Bereich)
variable
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid
xenopus nodal-related 3

Xenopus Pescadillo

Zentralnervensystem
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8.2 Vollstandige Nukleotidsequenz der Pescadillo mRNA

Blau markiert = Startcodon

Rot markiert

ORF:

1

46
91
136
181
226
271
316
361
406
451
496
541
586
631
676
721
766
811
856
901
946
991
1036
1081
1126
1171

1216

Stoppcodon

ggtggtctggagaaaaaaaagtatgagagaggttctgctacc
G 6 L E K K K Y ERG S AT
aactatatcacaaggaacaaagcacgaaagaagttgcagcttagt

N Y I'' T R N K A R K
ctgcctgatttcagacgactatgtatcctaaagggtatctaccca
L P DFRRWLTCI1LIKTGTI Y P

catgaacccaagcacaagaagaaggttaacaagggatccactgcc
H E P K H K KK V N K G S T A
cctcggacattttacctgctcaaggacatcaaatttttactccat
P R T F Y L L KD 1 K F L L H
gaaccaatcgtaggaaaattcagagagtacaaggtttttgttcgt
E P I V6 K F R EY KV F VR
cgtcttcgcaaagcctatggaaaacgtgaatgggattcagtggac
R L R K AY G KREWUD S V D
agaattagagataataagccttcatacaaactagatcatatcatt
R I R D NKP S Y KL DH 1 1
aaggaaaggtatccaacatttattgatgccgtccgtgacctagat
K ERY P TF 1 DAV R DLD
gatgctctgtccatgtgectttctcttctctacttttcctcgeacg
D A L S c F L F STV FPRT
ggaaagtgtcacgttcagaccatccagctgtgccgtagactgagt
G K CHVQTI1T QL CRIR L S
gtggaattcctcaactatgttatagattctcgttcactgcgtaag
V E F L NY VI D SR S L RK
gttttcctgtcaattaaaggaatctattaccaagcagacatcctt
vV F L S 1 K GI1 Y Y Q A D1 L
gggcagactttaacatggatcactccttatgcattctcccatgat
G Q T L T W 1 TPY A F S HD
caccctacagatgtagattacagagttatggcaacctttactgag
H P T D V DY R V A T F T E
ttctatactacgctgcttggatttgtgaacttccacctctaccag
F Yy T T L L G F V N F H L Y Q
actttaaatctacaatacccaccaaagttagattctttctcagaa
T L NL QY P P KULD S F S E
gttgatcttaagtcagatggtgaagacaaatatgcactggagact
vV D L K SDGEUDIK Y AL E T
gaagtatacatggagaaattggcagctctgagtgctagtctgtcc
E V. Y E K L AAL S A S L S
cgagtaattcccagcgaacctaatgatgacacggaggtagatgaa
R v 1 P S EPNDUDTE V D E
ttccctgeccgatccagagaatgctggtctggaggaagagcaaaag
F P ADPENAGULEEE Q K
aggcaactgcaggaggaggaaaaacataagtcattgtttgtgggg
R Q L Q E EE K HIK S L F V G
ctcaagttcttcttaaatcgggaggtaccacgtgatgcccttgec
L K F F L NREV P RDA AL A
tttatcatccggagttttgggggtgaggtgtcttgggacgectct
F 1 I R S F G G EV S W D A S
gtctgcattggggcaacctacaacagcacagacccatctataacg
v ¢ I G A TYNSTDU®PS I T
caccatatagtggaccgacccagcatacagacccagattatcaac
H H 1 VvV DRP S I QT Q I 1 N
agatattatttgcaaccacagtgggtgtttgactgtgtaaatgct
R Y YL Q P Q W V F C V. N A
cgcttgcttcttcctgttgaggactattttcctggggtgcttctg
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1261
1306
1351
1396
1441
1486
1531
1576
1621
1666

1711

8.3

Blau markiert
Rot markiert

S'UTR:

R L L L PV EIDYFPGV L L
ccccctcatctttectccatttgtccatgagaaggagggagactac
P P HL S P FV HUEIKEG DY
attcctcctgaaaaactacggctgatggcaatgcaaaaaggagag
Il P P E KL R L A Q K G E
aatcttggactagatgaggaggatgatgatgatgatgatgatgat
N L G L DEEDDDUDDD D D
gaagaggaggatgatgatgatgatgaagaggaagaagataagaaa
E E E D D D D D E E E E D K K
ctgagacagttagaaaataaaaaagtcggacagaagaacctgaat
L R QL ENIKI KV G Q K N L N
gttaaggtaacagcaggcaaggttaaggtggaagaccgcacacaa
v K VvV T A G KV KV E DR T Q
gttgcagagcaggagaaaaatgaggagaagcgtctagcaatt
V A E Q E K N E E K R L A I
aagaagaaagagaaatatctgtataacaaaatcatottt
K K K E K Y L Y N K 1 F
ggcaaaaaacgcaaagtccgggaggccaacaaactggcattgaag
G K K R KV REANIKTILATIL K

aggaaagctcatgatgaagcagtgaaagttgaacggaagaagaag
R K A°HDEAV KV E R K K K
gctaagaagcac 1725

A K K H

Startcodon
Stoppcodon

Vollstandige Nukleotidsequenz der DM-GRASP | mRNA

1 gacagtcagt cacagcgacc agcgactgag gaggaactga gtgctccaca gcaaacatcc

61
121
181
241
301
361
421

OREF:

424

469

cgccgagaca
gtcgctgtgt
cacattggct
cagccctgcet
gcggggttta
taggtgtagg
gct

gcccgecectt
gagaacttct
cctgtcgggt
gggaagggca
ctgagtggta
ttgcccaggc

gtgcatcctc
ctcccgagtg
tgttcttcta
gactacgtgc
cttcattacc
gaggtcgggc

cctgcacact
gaagttggct
gtcatttccc
ctgtttgggg
gggagttgcc
agctcctctg

gaagcaagtgcaaggaccttgctggtcgtgtgtgtgctgtgt
E AS ARTWLWLVV CVLSC

gcagccaccctaaggacaggctttggactacatacagtcaatgca

AAATLRTGF G L HTV N A

514

559

gtttatggagaaacgatt
VY G E T
gatgatcttctgtttgcaagctggaaatatgaaacacctgatgga

P C G H

ataccatgtggtcatgaaatagtg

E 1 V

b DLLFASWIKYETPDG

604

actgcagtatttctagcttcccggtctgcagtgaaaaacaaaatc

T AV F L ASRSAV KN K I

649

acctatggtgacgctgtagaatacaaaactcgactggaactgtca

T Y G DAV EY K TR L E L S

694

E NY T L S 1 S

739

784

aagagatttgtgtgc
K R F Vv C
gaaccaacagtagtcagagtgttcaagcctccatcgaaaccagaa

N A V 1

gaaaactatacattatccatctcaaatgccgtaatagatgatgag

D D E

cttgtaacagcagacaatgtttttgaa

L v T A DNV F E

E P TV VRV F K P P S K P E
gaaacaggaaaaataaatagg

829

attctagagcagccaaaaatc

cacctgcccg
gcgcactttc
ctttctttgt
agtctttcgc
atttgatact
tcgttgggac

gagtgctgct
agggatccct
gaatcaggag
gcacaataca
cggcccattc
cggatcctgg



Anhang

170

874

919

964
1009
1054
1099
1144
1189
1234
1279
1324
1369
1414
1459
1504
1549
1594
1639
1684
1729
1774
1819
1864
1909
1954
1999
2044
2089

2134

3'UTR:

2161 aaggaatgct gtaaaggcct gtctaaagaa tccaagtgga ttgtaattat ggaaatgaaa

Il L E Q P K 1 E T G K I N R
gttggagtctgtgttgccaaagatagctacccagatggaaacatt
v 6 v CVAIKDSY P DG NI
acgtggtacagaaatggcatoattcttttgccagttgatggagct
T W Y R N G Il L L PV D G A
gtgattatagagtggaatagagaaaaaaattcttctagtggcctt
v 1 I EW NREKNS S S G L
tatagcatgcagtcatcacttcaatatatggcaacaaaggaggac
Y S Q S S L QY A T K E D
ataagagcttttttcagatgtacagtaacctactttatgccaaat
l R AF FRCTVTYF P N
ggacaagtatcggctgaatctgacactgctagctttgatatatac
G Q VS A ESDTAST FEFUDTILY
tacccaacagagaaggtaacaatacagatacagccatcaaaaaaa
Y P T E KV T 1 Q I Q P S K K
tatataaaggaaggtgataacatcactatccaatgtaaaggaaat
Y I K E G DN1T T 1 Q C K G N
ggaaatccgcctccgcaagaatttttgtattaccttccaggtcag
G NP PP QEF LY Y L P G Q
gaagaaggtatcgtcagctcaagtgcctaccacataaccgacata
E E G I VS S S A Y H 1 T D I
aaacgaaatgcaactggggattataaatgttctctttcggataaa
K R NA T G DY K C S L S D K
aat gcatctgcaacagtcactgtgcattatctagacctg
N AS ATV TV HY L DL
tctttaacaccaagtggagaagttacgaaacagattggagatacc
S L TP S GEVTIKQI1 G DT
ttttctgtattgtgtgttccatttgcaagtaaaaatgtatcagtc
F S v L CVZPZFASIKNVSYV
tttatgaaagacagcaaaatattgacagcacttccttttaag
F K DS K 1 L T AL P F K
aacttacagtatcgtgattcaggtgtttatgaatgcttggctaac
N L Q YRDS G VY ECTUL AN
ctggaagaagaaggtttacaaagtcgaaaaacatttaagcttact
L E EE G L Q S R K TF K L T
gtagaaggaaaaccaaaacttaaacttactaaaaatacatcctct
V E 6 K P K L KL T KNT S S
gatggaaagactaaaacaatcagttatgaagttgaaggctttcca
b 6 K T K T 1 SY EVE G F P
aagccagaagtgtcctgctccggtactggaaacttaaacaaaaca
K P EV S CSGTG NULNKT
gaagagactgtgataagtaatattaggtattctgccaaaatcatt
E E TV I S NI1T RY S A K 11
atctcaccagaagaaaatactactgtaatctgtgttgctgaaaac
Il S P EENTTV 1 CV A E N
agactgggaaaagaagttcgatcacttaatgtttcagcaatcagc
R L 6 K E VR SLNWVSAI S
atcccagagacagatgagcctaatgataggagtgatgacagtagc
Il P ETDEPNUDR RS D D S S
gatcatgcaaaactcattgtgggaatagtcgttggccttctcctg
DHAKULIIV G I VV G L L L
gcagcacttatagctggagcagcctactgtatatatagtaggaaa
AA LI A G AAYCI1 Y S RK
tccagctcagcaacgaaacatgtaggaaaagaacttggaaacaca
S S S A TIKWHV G K E L G NT
gaagaaaacaagaagcttgaggaaaataaccacaagtccgatgcc
E E N K K L E E N NHK S D A
2136

gaat tgtataaata caaataactc



Anhang

171

2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

8.4

Blau markiert
Rot markiert

S'UTR:

ggagaagctg
tataaggaat
gcttaccatg
cttttatgta
tgctgttctc
taaacatgaa
ccattgcata
ataaatggaa
aatcaaaatg
ttatgaatga
aaaaaaaaaa

caactagtca
aatatctcag
ttgtgttttg
aattttttta
ggatgtaaag
gttctggttg
aattatgttt
acctttgtca
atgttactga
ctggaattca
aa

Startcodon
Stoppcodon

tggttgaagt
taccggataa
ttatttttat
cgtagctatt
cataatgtta
ctatcagtaa
tgccaatata
ctatcattgc
tagcatatca
ctttgttctt

attaacattt
acaaaaactg
gtaaatgtct
tttatacact
tatatttttt
atgactataa
attataatta
aacggcatca
gatagaactg
cactttctta

gtaccaagtt
ttcaaacagc
gcactgaaaa
gtaaggcttt
ttgtatattt
taatcattta
attgccattt
ttgacaaacc
gtttcttatt
catcatcaaa

gtcccaggat
catgatgata
tttgttttgc
gttctggagt
tacacacagg
ggagattttg
tatttacaaa
tcactaaatt
tctccataat
aaaaaaaaaa

Vollstandige Nukleotidsequenz der DM-GRASP Il mRNA

ctgagtgctccagagcaaacatceegeccttgtgeatcccecctgeactcteacctgeccggacctaccattectatctgetgtgtga
gaacttatctcctcagtggaagttggttgcgeaccttcagggatctctcaacattggttgttettcttctigecatttetectttetitgtgaa
tcgttatcaggagcagcecctgctgggaagggceagactacgtgectgtttggggagtcttactgactgtcacttcattgccgggaget
gccagttgatatccgggecattccaggtgtaggtggeccacgcettggttgggeagetecteegtegttgggatcggatcgtgggct

OREF:

356

gaagcaagtgcaaggatttccctggtcgtgtgtgtgctgtgt

E A S A R 1

S L v v CVLC

401 gcagccaccctaaggacaggctatgggctacaaacagtcaatgca
AAA T LRTS GY G L QT V N A

446

491

536

581

626

671

716

761

806

851

896

941

986

1031

1076

gtttttggagaaacgattataataccatgtggtcgtgaaatagtg
v F G E T 1 11 P CGRE I V
gaagatctactgtttgcaagctggaaatatgaaacacctgatgga
E DLLFASWIKYETP DG
attgcagtatttctagcttcccggtctgcagtgaaaaacaaaatc
Il AV F L A SR S AV KN K I
aactatggtgatgctccagaatacaaaaatcgtttggaactgtca
NY GD AP EY KN RLE L S
gaaaactatacattatccattgcaaatgcagtaatagatgatgag
E NY T L S 1T A NAV I D DE
aagcgatttgtgtgcatgcttgttacagtagacaatgtttttgaa
K R F Vv C L v T V DN V F E
gaaccagcagtagtcaaagtgttcaagcctccatcaaaaccagaa
E P AV YV KV F K P P S K P E
attctagagcagccaaaaatcatggaaacaggaaagataaatagg
Il L E Q P K 1 E T G K I N R
gttggagtctgtgttgctaaagatagctacccagatggaaacatt
v 6 v CVAIKDSY P DG NI
acgtggttcagaaatggcaagatgcttttgccagttgatagagct
T W F R N G K L L PV DR A
gtgattatagtgtggcataaagaaaaaaattcttctagtggcctt
v 1 I vV WH KE KNS S S G L
tatagcacgcactcatcacttcagtacttgacaacaaaggaggac
Y S T H S S L QY L T T K E D
ataagagcttttttcagctgtacagttacctactttatgccaaat
Il R AF F S CTVTYF P N
ggacaagtatcggctgaatctgacactgctagctttgatatttat
G Q VvVsSsS A ESDTAST FEFUDTILY
tacccgacagagaaggtaacaattcagatacagccatcaaaaaag



Anhang

172

1121
1166
1211
1256
1301
1346
1391
1436
1481
1526
1571
1616
1661
1706
1751
1796
1841
1886
1931
1976
2021

2066

3'UTR:

gaattgtataaattacaaataactcaaggaatgttgtaaagatctttictaaagaagaatcaaagtggattgta

Y P T E KV T 1 Q1 Q P S KK
tacataaaggaaggtgataacatcactctccaatgtagaggaaat
Y I K E 66D N1 T L Q CR G N
ggtaatccgcctccgcaagaatttttgtattaccttccaggtcaa
G NP PP Q EF LY Y L P G Q
gaacaaggtgtcgtcagttcaagtgcctaccacataaccgacata
E Q GV VS S S AY H1T TDI
aaacgaaatgcaactggggattataaatgttctctatcagataaa
K R NA T G DY K C S L s D K
aac gcatctacaacagtcactgtgcattatctagacctg
N A S T TV TV HY L DL
tctttaacaccaagtggagagattactaaacaaattggagattcc
s L TP S G E 1T TIKQI1I G D S
ttttctgtgttgtgtgttccatttgcaagtaaaaatgtatcagtc
F S VL CVPFASIKNUVSYV
ctgtttatgaaagacagcaaaatattgacagcaatcccttctaag
L F K bs K I L T A1 P S K
aacttacagtatcgtgattcaggtgtttacgaatgcttggctaac
NL QY RD S G VY ET CTUL AN
ctggaagaggaaggtttacaaagtcgaaaaacatttaagcttact
L E EE GL Q SR K TFK LT
gtagaaggaaaaccaaaacttaaactaataaaaaatccgttctct
V E 6 K P K L KL I KNP F S
gatggaaagactaaaacaatcagttacgaagttgaaggctttcca
D6 K TKTI1II SYEVEGFP
agaccagaagtgtactgctccagtgcaggacaattggtccaccta
R P EV Y CSSAGI QL V HL
aacaaaacagaagagacggtgataagtaatattaggtattctgct
NK TEETV I S N1T R Y S A
aaaatcattatctcaccagaagaaaatactactataagttgtgta
K 1 1 1 S P EENTTI1 S CV
gctgaaaacaggctgggaagagaagttcgatcactaaatgtttca
AAENRULGREVR S L NV S
gcaatcagcatcccagagaaagatgagcgtaatgatagcagtgat
Al S 1 P E KD ERNUD S S D
gacagtagtgatcatgcaaaactcattgtgggaattgtcgttggc
DS SDHAKIULIV G I V VG
cttctcctggccgecacttgtcgctggaatagecctattgtttatac
L LLAALV AGI AYCLY
atcaggaaatctggcgcaggaacgaaacatgtaggaaaagaactt
Il R K S G A G TKHV G K E L
ggaaacaaagaagaaaacaagaagcttgaggaaaataaccacaag
G N K E E N KK L E E NN HK
tcagaagcc 2077

S E A

attatggagataaaaggagaagctgcaactagtcatggttgaagtattaacatttgtaccaagttgtcccaggattataaggaataata
tctcagtaccggataaacaaaaactgttcaaacagccatgatgatagcttaccatgttgtgttttgttatttttatgtaaatgtctgeactg
aaaatttgttttgccttttatgtaaatttttttacgtagctatttttatacactgtaaggctttgttctggagttgctgttctcggatgtaaagcat
aatgttatatatatattttttttgtatattttacactgttgactgcacaggtaaacatgaagttctgattgctatcagtaactataattatcagtt
aggaaattttgccattgcacaaattatgttttgccaatgttattacaattaatggccatttcaatgctaaaataaatgaaaaacgtttgeca
ccaccattgtgcaattctgcttgcaacggcatcattgacaaacttcgctacattaatcagaatgatgttactgatagcatttcagataga
actggtttcttattttccataatttatgaatgactggaattcacatggttctttactgccttacatcatcaaaggaaacaaaacactaaaaa

aatgcgcccaac aaggggceagatccaagggat tatttaaaga aagaatccca aataatttat aaatttttat
attcttcaatacattatgtatttaattggaagtttctgtctattttacattagcacagaatatggttaaaattagtaaga tttcattctt

cattccttct gtctttggtc tttttgtgta tttcctgtttttggtaaact



Anhang 173

aacaattgcaactatttgcatctacttacctcatccectgataataaaatggaatggtacaaatggggttttagaaaaaatgggtggaa
attgttaaattgcagtaaatagtttttgccatattttttcttaacaatcaccattattggccctggacttgcaggctaggtttacatgtattect
gtgtgctcttgtctaatggttgggatatggeatatgtaagcacctttggtctgaaagtttgggttacttttgttctttaatccagagattgec
acaaccaggagtctttaaatgggatgcttttatgttgtgaagcacttttgtttcacagccatgcatttcagtatatacttctcaaatggete
atattcacttgtgcttgctcttgcatccattgggtgctgttttatgtaccagttgtgcatgagcttaatttaagtgtcagtgacacctactaa
agattcagatggatagttggcaccacataatcagaaaaacatcttctgctttattacagctgccagtacctagacacacattttatcag
gaatcatgttgttatgtttctggagtaatttcccttgtggtgactgataaactaatcttgaattattgtattttaattcttgcaaattctcaaata
agttaatcttgagtcttacctaagaaattatggtcttattatagtatgggctggeagtttccagecatttaaggagtcaattg
acaccacaaaaaataataatacaggtatgggatccagaaacccattatccagaaaactcagaattatgtgatagcetgtct
tccataaact acattatatccaaataatcc aagtatttaa agggattctg tcatgatttt
tattgtgtagtttttatttctaaattaaactgtatacaccgtatgtaattcactctagcttataaagtttcattcctaacccaataagtgtaaatt
agctgtaatattggtgtgtaggcagccatctcaggttattatgectggtgatgtgctttcagaaagagccagtectgeactatggacct
gctttctgacaggctattgttectectactcaatgtaactggagaagttgcagtgggacttggatatttactattgagtgctgttcatatat
ctaccagggagctgttatctggttaccttcccattgttctgtgatgggcettctgggggggagggaggagggttatatcacttcaacttg
cagggcagcagtaaagagtgactgaattttatcagagcacaagtcacatgactgaggtacctgggaaactgacaatatgtatagec
tcatatcagatttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaanaaaaaaaa

8.5 Vollstandige Nukleotidsequenz der RGM A2 mRNA

Startcodon
Stoppcodon

Blau markiert
Rot markiert

S'UTR:

cctcgggetgggaaggggcete

RGM A2 ORF:

22 cagccgataagggcgaaggttgcggttaaagcccaagectgga
Q P 1 R A KV AV KAQGQAG

67 tgg ggtatggggagaggggcaggacccaaagccctgggattce
w G G R GA GP KAWL G F

112 ttcaaaatcctcactgtcttcttgtgcacttttcatacagtgagc
F K 1 L TV FLICTFHT V S

157 tcatcgtgcaagattttgaagtgcactgctgactacttgcaagcg
s S CK 1 L KCTADY L QA

202 acttccaacccgcaccatcacacaggagctgaggacacggtggag
T S NP HHHTGAETDT V E

247 atctgcacggcattacgcacctacgcccactgcagccgacgcaca
I ¢C T A LRTYAHTCSIRRT

292 gcacgcacttgcagaggagacctggcttaccattcaactgtccat
ARTI CRGDULAYHSTVH

337 ggcatcgatgacctc agccaccataactgctccaaagatggc
G I D D L S HHNICS K D G

382 cccacctctcagccacgtgtgcgcatcttgcccccaggagacage
P T S Q PRV R 1 L P P G D S

427 caagagaggtcggacagccctgaaatatgtcattatgaaaaaagc
Q ER S DS PE 1T CHY E K S

472 ttccacagaccctctgcccttccaaactacacccactgtggcctc
FHRPSALUPNYTHTCGIL

517 tttggagacccccatcttaggacgttttcagacacttttcagacc
F 6 DPHLRTFSDTFQT

562 tgcaaaatccaaggcgcttggcccctcatagacaataattacttg
Cc K 1 Q GA WP L I DNNYL



Anhang

174

607

652

697

742

787

832

877

922

967

1012

1057

1102

1147

1192

1237

1282

1327

aacgtgcaggttaccaacactcctgtgcttccaggatcaactgcc
NV Q VT NTP VL P G S T A
acagccaccagcaagttgactatcattttcaagaacttccaggag
T A T S KL T1T 1 F K N F Q E
tgtgtagaccagaaagtgtaccaggctgagatggatgaacttcct
cC v D Q KV Y Q A E D E L P
gcagctttcattgatggttcgaaaaatggtggagacaagagtgga
A°A F I D G S KNG G D K S G
gccaacagcttgagaatcattgagaaagttgccgggcagcacatt
AN S L R 1 I E KV A G Q H I
gagatccaggccaagtacatcggcaccacaattgtggtccgtcag
E 1 Q AK Y I 6T T 1 V V R Q
gtgggtcactacttgaccttcgcagtccggatgccagaggaggtt
vV 6 HY L T F A V R P E E V
gtgaatgctgtggaggacaaggataaccagggactttacttgtgce
V N AV EDIKDNUQGTUL Y LC
ctccacggttgccctcaaaaccagcagattgactttcgaaacttt
LHGC®POQNTO OO OQTIDTFTR RNF
cacttgcaagccccagagactggtcttaagaggctaaccagtgcc
HL Q A PETGULI KW RLT S A
tccagtgctgcttccttcaccccccaaacggcagaagccaagtge
S S AASFTWPQTAEAKEC
aaggagaagctgccagtgaaggacctctacttccagtcttgcgtc
K E K L PV KDULY F Q S CV
tttgacctcctcaccacaggggacgtgaatttcacattagctgct
F DLLTTGUDVNUEFT L A A
tattacgccttcgaggatgtgaagctattacactccaacaagaac
Y YA F EDV K LLH S N KN
aaagtccatttgtttgaaaggaccatagacttggggcctccgaat
P P N

K VvV HL F E R T 1 L G
actgctccccgagccggg gacattcccaaactcctagtggct
T A P R A G DI P K L L V A

ttcgtgtgtttgattcttcagtgctgtgca ttgctg 1368

F v CL 1 L Q C C A L L



Anhang 175

8.3 Vektorkarten

8.3.1 pCS2+ Vektorkarte

B-globin  BamHi (80)
Clal (88)

CS2insertion| |/ ories  gy40 Iate Poly A signal

Stu1(104)

SP6 promotor (100.0f%)
Hindlll (29

Xhol (108) /' pipal (279)
Xbal (116) / Eagl| (347)
SnaBl (14‘1') Not | (347)

CMV immediate early
promotor .

Sadl (353)
S\ Ndel (3662 = Nsil (365)
B NN Apal (372)
Kpn 1 (378)

T3 promotor (94.1%)
M13r (100.0%)

N
Msd (3475) /

\

Bss HIl (411)
Pvull (596)
Sal 1(3109) | pcszplus
4095 bp
Nae(2910)
ColE1 ori
Dralll (2807)

F1 intergenic
region

N ,

Asp EI (1665)

APr



Anhang

176

8.3.2 pCR™4-TOPO

Comments for pCR®4-TOPO®
3956 nucleotides

lac promoter region: bases 2-216
CAP binding site: bases 95-132
RNA polymerase binding site: bases 133-178
Lac repressor binding site: bases 179-199

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
[ - ] -

S8y PCR |
elielell o, Product B

T7 priming site

n

Start of transcription: base 179
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZa-ccdB gene fusion: bases 217-810

LacZa portion of fusion: bases 217-497
ccdB portion of fusion: bases 508-810

T3 priming site: bases 243-262

TOPOP Cloning site: bases 294-295

T7 priming site: bases 328-347

M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370
Kanamycin promoter: bases 1021-1070

Kanamycin resistance gene: bases 1159-1953
Ampicillin (bla) resistance gene: bases 2203-3063 (c)
Ampicillin (bla) promoter: bases 3064-3160 (c)

pUC origin: bases 3161-3834

(c) = complementary strand

Quelle: www.invitrogen.com



Anhang

177

8.3.3 pCR"4Blunt-TOPO

Comments for pCR®4Blunt-TOPQ®
3956 nucleotides

lac promoter region: bases 2-216
CAP binding site: bases 95-132
RNA polymerase binding site: bases 133-178
Lac repressor binding site: bases 179-199

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site I T3 priming site
| I |

201 CAC
GTGTC

Spe | Pst | Pmel EcoRI EcoR | Not |

| | | | |
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTTREINNLN @ ACGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTAAGCG GGAANMMMLLISEMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

CCGCTARATT CAATTC GJC CC TATAGTGAGT CGTA TT:“~.I CAA TTC :‘~.ICT GGCC GTCGTTTT .'"‘.CI

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAARATG

3N

Start of transcription: base 179
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZa-ccdB gene fusion: bases 217-810

LacZa portion of fusion: bases 217-497
ccdB portion of fusion: bases 508-810

T3 priming site: bases 243-262

TOPOQOP® Cloning site: bases 294-295

T7 priming site: bases 328-347

M13 Forward (-20) priming site: bases 355-370
Kanamycin promoter: bases 1021-1070

Kanamycin resistance gene: bases 1159-1953
Ampicillin (bla) resistance gene: bases 2203-3063 (c)
Ampicillin (bla) promoter: bases 3064-3160 (c)

pUC origin: bases 3161-3834

(c) = complementary strand

Quelle: www.invitrogen.com



Anhang
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8.3.4 pCRR-TOPO

M13 Reverse priming site

CACACAGGAA ACAG

—r 2,
GTGTIGTCCTT

R ————

T TGTCG

Linlon

ATACT

N A

NS'“

Hillm L]

: Blunt PCR Product :

Xho |

Nsi| )I<bal
LGCATGC

CTCGTACG

M13 Forward (-20) priming site

Miul

TTAGGTGACG CGT
AATCCACTGC

ECTRI

CCTGAATTCT

Pst| Eci')RV

GCAGATA

GTCGTATTAC AATTCACTGG CCGTCGTTTT ACRACGTCGT G2 7
\CZ-.C-BATP‘A;C- TTAAGTIGACC GGCAGCAAAA TGI'TGCAGCA GGGACC
® [
PCR™-Blunt E
)
3
3.5kb s
. g
Comments for pCR®-Blunt

3512 nucleotides

Lac promoter/operator region: bases 95-216
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZ-alpha ORF: bases 217-570

T7 promoter priming site: bases 400-419

M13 Forward (-20) priming site: bases 427-442

Fusion joint: bases 571-579

ccdB lethal gene ORF: bases 580-882

Kanamycin resistance ORF:

bases 1231-2025

Zeocin resistance ORF: bases 2231-2605
pUC origin: bases 2673-3386

Quelle: www.invitrogen.com
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