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Zusammenfassung

Die anterio-posteriore, dorso-ventrale und Links-Rechts-Achse des
Wirbeltierbauplans wird friih in der Embryonalentwicklung festgelegt.
Transkriptionsfaktoren vom Homeoboxtyp spielen in allen Phasen der
Achsenentwicklung eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit wurden zwei
Homeoboxgene, goosecoid und Pitx2, untersucht, die an der Entstehung von
Korperachsen ursachlich beteiligt sind.

In den 20er Jahren identifizierten Hans Spemann und Hilde Mangold in
Amphibienembryonen die dorsale Urmundlippe als Organisator der Gastrulation
und somit der Achsenentwicklung. In den klassischen Transplantations-
experimenten konnten sie nachweisen, dass verpflanztes Organisator-Gewebe
in Empfangerembryonen eine komplette neue Korperachse induzieren konnte.
Das Homeoboxgen goosecoid (gsc) wird im Organisator der Wirbeltiere
exprimiert, und besitzt in Fehlexpressionsexperimenten ebenfalls eine Achsen
induzierende Eigenschaft. Die gezielte Inaktivierung des gsc Gens in der Maus
resultiert jedoch nicht in einem Achsendefekt. Um eine komplementierende
Genaktivitat in der gsc Nullmutante nachzuweisen wurde im Rahmen der
Dissertation ein zweites gsc Gen (gsc2) in der Maus kloniert. In der
Expressionsanalyse konnte jedoch keine gsc2 Transkription im Organisator von
Gastrulaembryonen detektiert werden. Dies schloss gsc2 als
komplementierende Genaktivitat in der gsc Nullmutante aus.

Die Links-Rechts Achse der Wirbeltiere ist charakterisiert durch die
asymmetrische Lage der inneren Organe, Herz, Lunge und Gastrointestinaltrakt
(Situs solitus). In der Embryonalentwicklung kdnnen drei Phasen der
Lateralitdtsentstehung unterschieden werden. 1. Bruch der bilateralen
Symmetrie. 2. Asymmetrische Genexpression in Organisator und
Seitenplattenmesoderm (SPM). 3. Asymmetrische Organmorphogenese. Das
Homeoboxgen Pitx2 dient als Mediator zwischen dem TGF3 ahnlichen
Wachstumsfaktor nodal im linken SPM und der asymmetrischen
Organmorphogenese, und vermag in Missexpressionen in Frosch und Huhn den
Situs umzukehren. In dieser Arbeit wurden zwei Pitx2 Isoformen im Frosch
Xenopus leavis kloniert und analysiert. Nur Pitx2A, nicht Pitx2B, war
asymmetrisch im linken SPM, Herz und Darm exprimiert, und spezifisch durch
nodal induziert. Pitx2A stellt somit die linke Isoform dar, welche funktionell in der
Entstehung von Lateralitat beteiligt ist. Funktionelle Experimente lassen darauf
schliessen, dass Pitx2A in einer negativen Rickkopplungsschleife die nodal
Expression im linken SPM beendet, um zeitgleich durch Autoinduktion seine
eigene Expression sicherzustellen.

Zusatzlich wird in dieser Arbeit die embryonale Expression der Pitx2 Isoformen
und von Pitx1 in Xenopus beschrieben.



Specification of body axis: The role of homeobox
transcription factors of the goosecoid and Pitx gene
families during early vertebrate embryogenesis

Abstract

The vertebrate body axes anterio-posterior, dorso-ventral and left-right are
determined during early embryogenesis. In all phases of axis development
transcription factors of the homeobox family play a pivotal role. In this work two
important homeobox genes in axis formation, goosecoid and Pitx2, were
analysed.

In the early 20™ century Hans Spemann und Hilde Mangold identified the
upper dorsal blastopore lip as the amphibian organiser of gastrulation. Their
classical experiments showed that the transplantation of organiser tissue into a
host embryo induced the formation of a complete secondary axis. The homeobox
gene goosecoid (gsc) is expressed in all vertebrate organisers and has an axis-
inducing potential in misexpression experiments. Targeted inactivation of the
gsc gene in the mouse did not however result in any axis defects. To investigate
the postulated compensatory gene activity in the gsc mutant, a second gsc gene
(gsc2) was cloned. The expression analysis could not however detect any gsc2
transcription in the organiser of gastrulating mouse embryos. gsc2 therefore is
not the compensating gene activity in the gsc null mutant.

The vertebrate left-right axis is characterised by the asymmetric position of the
inner organs such as heart, lung and gastrointestinal tract. During
embryogenesis the development of laterality can be divided into three phases.
1. Breakage of bilateral symmetry. 2. Asymmetric gene expression in the
organiser and lateral plate mesoderm (LPM). 3. Asymmetric organ
morphogenesis. The homeobox gene Pitx2 serves as a mediator between
nodal, a TGFR like growth factor, in the left LPM and the asymmetric organ
morphogenesis. Misexpression of Pitx2 in chick and frog leads to inversion of the
organ situs. In this work two Pitx2 isoforms were cloned and analysed in the frog
Xenopus laevis. Only the Pitx2A isoform, not Pitx2B, was asymmetrically
expressed on the left side of the LPM, heart and gut, and was specifically
induced by nodal. Pitx2A is therefore the left isoform which is functionally
involved in the development of laterality. Functional experiments suggest that
Pitx2A acts in a negative feedback loop to end nodal expression in the left LPM,
and that Pitx2A maintains its own transcription in a positive autoregulatory
feedback loop after the downregulation of nodal.

Additionally this work presents the embryonic expression patterns of Pitx2
isoforms and Pitx1 in Xenopus.
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1. Einleitung

Die Embryonalentwicklung von der befruchteten Eizelle tber die
Gastrulation (Entstehung der Keimblatter: Ektoderm, Mesoderm und Entoderm)
zu einem reifen Organismus ist gepragt von der positionsabhéangigen
Differenzierung von Organen und Geweben entlang der Kérperachsen. Das Ziel
der experimentellen Embryologie ist es, die zeitlichen und 6rtlichen
Mechanismen aufzuzeigen, die dieser Achsenentwicklung zu Grunde liegen.
Die molekulare Entwicklungsbiologie bedient sich hierfur der Identifikation und

der Analyse von embryonal aktiven Genen.

1.1 Klassische Experimente

Die Beschreibung der Normalentwicklung ist eine Voraussetzung fur die
Interpratation von experimentellen Manipulationen. Drei klassische
experimentelle Ansétze werden im folgenden dargestellt, die fir das Verstandnis
der Achsenentwicklung von herausragender Bedeutung sind. Im einzelnen sind
dies die Aufklarung des Anlageplans des Amphibienembryos durch Vogt und die
Identifizierung der fur die Achsenentwicklung wichtigen Signalzentren durch

Spemann und Nieuwkoop.



Vogt

Vogt analysierte bei meheren Amphibienarten (Axolotl und Molch) das
Entwicklungsschicksal verschiedener embryonaler Regionen wahrend der
Gastrulation (Vogt, 1929). Dazu applizierte er Agarstiuickchen, welche mit
Vitalfarbstoffen (z.B. Neutral Rot) saturiert waren, auf aussere Bereiche der
Embryonen und farbte sie somit an. Die Postion der Farbungen wurden
wahrend der Gastrulation und der spateren Entwicklung verfolgt, identifiziert und
in einer Anlagen-Karte zusammengefasst. Vogt konnte so nachweisen, dass nur
bestimmte dorsale Regionen der animalen Hemisphéare des Pragastrula-
Embryos zu neuralem Gewebe differenzierten, wahrend sich die ventralen
Anteile hauptsachlich zu Oberflachenektoderm entwickelten. Desweiteren
identifizierte er eine zwischen dem animalen und vegetativen Pol liegende,
aquatoriale Region, die mesodermale Randzone, welche in dorso-ventraler
Abfolge die Anlagen des embryonalen Stitzgewebes (Chorda dorsalis), der

Somiten und des lateralen Mesoderms darstellte (Vogt, 1929).

Spemann

In den klassischen manipulativen Experimenten von Hans Spemann und
Hilde Mangold gelang es in den 20er Jahren, die dorsale Urmundlippe von
Amphibien als einen Organisator fur die Gastrulation zu identifizieren (Abb.1 und
3, Spemann und Mangold, 1924). Die dorsale Urmundlippe wird erkennbar
durch die beginnende Invagination der dorsalen mesodermalen Randzone (des
zukunftigen prachordalen bzw. chordalen Mesoderms). Spemann's
Experimente, in denen dorsale Urmundlippen von Gastrulae isoliert und in die
ventrale Randzone von Empfangerembryonen transplantiert wurden, fihrten zur
Ausbildung sekundarer Korperachsen (Abb.1). Das transplantierte
Organisatorgewebe differenzierte sich in diesen sekundaren Achsen
herkunftsgemaf und zellautonom zu embryonalem Stutzgewebe (Chorda
dorsalis), wahrend Neuralrohr und Somiten induziert wurden, das heisst aus

Wirtsgewebe entstanden (Abb.1).
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Abb.1 Der Spemann-Organisator und die Entstehung der Ké&rperachsen.
Siamesische Zwillingskaulquappen (D; E) entstehen nach (A) Transplantation der oberen
Urmundlippe (Spemann Organisator, rot) auf die ventrale Seite des Empfangerembryos
(grain); (B) Mikroinjektion von goosecoid mRNA (rot) in ventrale Zellen eines 4 Zell-
Froschembryos (griin); (C) Transplantation des Maus-Knotens (rot), in einen Frosch-
Empféangerembryo (griin). (E) Schematische Darstellung der Zwillingskaulquappe. Das
embryonale Stiitzgewebe (Chorda dorsalis; Ch.) der Sekundéarachse, das sich
herkunftsgemaf aus der transplantierten dorsalen Urmundlippe entwickelt, ist rot gezeichnet.
(F) Histologischer Schnitt (Schnittebene durch Linie markiert). Der Organisator induziert im
Wirtsgewebe Neuralrohr (Nr.) und Somiten (So) der Sekundéarachse (2°). D, dorsal; V, ventral,
1° Nr., Neuralrohr der primaren Koérperachse.

Die Entdeckung dieser, nicht zellautonomen Effekte der neuronalen
Induktion und mesodermalen Musterbildung war die Basis zur Entwicklung des
Organisatorkonzepts der Gastrulation (Hamburger, 1988). Demnach erflllt der
Organisator vier Hauptfunktionen: 1. Der Organisator differenziert sich zu
dorsalem Mesoderm, wie zum Beispiel Kopfmesoderm und Chorda dorsalis. 2.
Der Organisator dorsalisiert angrenzendes Mesoderm zu einer mehr lateralen
Identitat (Somiten). 3. Der Organisator dorsalisiert angrenzendes Ektoderm zu

Neuroektoderm. 4. Der Organisator initiert die Gastrulationsbewegungen.

Desweiteren konnten Spemann und Mangold durch gleichgeartete
Experimente Unterschiede in der induktiven Potenz von friihen und spaten
dorsalen Urmundlippen nachweisen. Der, zum Beginn der Gastrulation aktive,
frihe Organisator konnte komplette sekundaren Achsen mit Képfen induzieren,
der spate, wahrend der Gastrulation aktive Organisator hingegen nur
unvollstandige Zwillingsachsen ohne Kopfstrukturen. Daraus schloss Mangold
(1933) auf die Existenz von einem Kopf- und einem Rumpforganisator, die in der
frihen Gastrula in der dorsalen Urmundlippe tberlappten. Der Spemann-

Organisator stellt somit ein Gewebe dar, welches die Entwicklung der dorso-
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ventralen, anterio-posterioren Achse massgeblich steuert. Da diese Achsen
notwendig sind, um die linke bzw. rechte Korperseite des Embryos festzulegen,

spielt der Organisator vermutlich auch hier eine wichtige Rolle.

Nieuwkoop

In einer Reihe von Experimenten in den 60er Jahren untersuchte Pieter
Nieuwkoop die Entstehung der mesodermalen Randzone, d.h unter anderem die
des Organisators. Er beobachtete, dass sich explantierte und kutivierte animale,
aquatorielle bzw. vegetative Regionen eines Blastulaembryos, der Anlagekarte
entsprechend, zu ektodermalen, mesodermalen bzw. endodermalen Geweben
entwickelten (Abb. 2 A). Flgte er jedoch animale und vegetative Explantate
zusammen (Sandwichexperiment), so differenzierte sich die animale Region zu
Mesoderm, das sowohl dorsale als auch ventrale Identitat besass (Abb. 2 B).
Eine Kombination von animaler Region mit dorsalen vegetativen Blastomeren

fuhrte zu ausschlieslicher Induktion von dorsalem Mesoderm.

Aus diesen Ergebnissen folgerte Nieuwkoop, dass die mesodermale
Randzone durch induktive Signale des vegetativen Pols gebildet wird. Dartber
hinaus besitzen dorsale vegetative Blastomere die Potenz, dorsales Mesoderm
und somit den Spemann-Organisator zu induzieren (Nieuwkoop, 1969; 1973,
1977). Die dorso-vegetative Region mit Organisator-induzierender Eigenschaft

wird nach ihrem Entdecker Nieuwkoop-Zentrum genannt.



A animaler Pol
Polkappe * - -
Ektoderm
P }
aquatorielle Mesoderm
Randzone s/
i vegetativer Pol
Mesoderm
Entoderm -
!
Entoderm
B animaler Pol
I‘ ventral@ dorsal { |
ventrales dorsales
Mesoderm vegetativer Pol Mesoderm
Abb. 2 Mesoderm- und Spemann Organisator Induktion durch Entoderm

des vegetativen Pol.

(A) Die Kultivierung isolierter Blastulabereiche fuhrt zur Gewebedifferenzierung geméss der Anlage
Karte. Im ,Sandwich” induziert das Entoderm des vegetativen Pols eine mesodermale
Differenzierung des Polkappengewebes. Das induzierte Mesoderm besitzt sowohl ventrale
(z.B. Blut) als auch dorsale (Chorda dorsalis) Identitat.

(B) Das ventrale Entoderm induziert im ,Sandwich* Experiment ausschlieslich ventrales Mesoderm,
wahrend das dorsale Entoderm (Nieuwkoop Zentrum) die animale Polkappe zu
organisatorspezifischem, dorsalen Mesoderm transformiert.

1.2 Entwicklungsgenetik

Die 20-er Jahre waren von einem Disput gekennzeichnet, der die Rolle
von Genen in der Embryonalentwicklung betraf. Die européischen Embryologen
lehnten im Gegensatz zu den amerikanischen Genetikern die Vorstellung, dass
Gene die Embryonalentwicklung kontrollierten, ab. Sie konnten sich nicht
vorstellen wie Chromosomen, die in jeder Zelle identisch vorhanden sind, fur die
Entstehung verschiedener und sich verandernden Zelltypen verantwortlich sein
koénnten. Thomas Hunt Morgan, der urspringlich ebenfalls diese Meinung

vertrat, konnte jedoch an Hand von Drosophila Mutationen nachweisen, dass
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Faktoren, die die Entwicklung von Augenfarbe, Kérperfarbe, Flugelform und
Geschlecht regulierten, gemeinsam X-chromosomal vererbt wurden. Jedoch der
Beweis, dass frihe Entwicklungsprozesse, beispielsweise die Gastrulation,

durch Gene gesteuert sind, war damit nicht erbracht (Gilbert, 1987).

In den 40er Jahren suchten amerikanische Wissenschaftler daher
Mutationen, welche die frihe Phase der Embryonalentwicklung beeintrachtigten.
Salome Gluecksohn-Schoenheimer schloss aus der Analyse der Mausmutante
Brachyury, dass die posterioren Defekte des Embryos durch das axiale
Mesoderm verursacht wurden (Gluecksohn-Schoenheimer, 1938). Es sollte
noch 50 Jahre dauern bis das Brachyury Gen kloniert und dessen Funktion fur
die Mesodermentstehung und die Morphogenese der Chorda dorsalis

nachgewiesen war (Herrmann et al., 1990).

Heutzutage liefert die Kombination aus experimenteller Embryologie mit
den Techniken der molekularen Entwicklungsgenetik die Moglichkeit, Wirkketten
und Signalkaskaden in Entwicklungsprozessen aufzuklaren. Dies zeigt sich
exemplarisch in der weit fortgeschrittenen Aufklarung der anterio-posterioren
Achsenentwicklung der Taufliege Drosophila melanogaster, einem Meilenstein
der modernen Embryologie. Die Enwicklung der anterio-posterioren Polaritat hat
ihren Ursprung in der Positionierung von maternalen Boten RNAs an
verschiedenen Regionen des Fliegeneies. Die Proteine dieser
Maternaleffektgene diffundieren durch das Ei, bilden Proteingradienten aus und
aktivieren bzw. reprimieren bestimmte zygotische Gene. Die
Transkriptionsfaktoren bicoid und hunchback bestimmen so die Entwicklung von
anterioren Strukturen, wahrend nanos und caudal den posterioren Teil des
Embryos festlegen. Abh&ngig von den gebildeten Proteingradienten der
Maternaleffektgene werden zygotische Segmentierungsgene zunéachst in
breiteren, dann in immer kleineren Bereichen transkribiert, welches durch
komplexe aktivierende und reprimierende Interaktionen der beteiligten Gene
erreicht wird (Johnston und Nusslein-Vollhard, 1992). Die Segmentierungsgene

definieren Polaritat und Anzahl der Kérpersegmente. Desweiteren regulieren sie



die zur eigentlichen Bestimmung der Identitat und Reihenfolge der

Korpersegmente notwendigen homeotischen Gene.

Diese Gene sind Transkriptionsfaktoren der Homeobox-Klasse. Da diese
Gene fur die Spezifikation von Kdrperteilen verantwortlich sind, fihren
Mutationen teilweise zu bizarren Phanotypen. William Bateson nannte sie 1894
.,Homeotische Mutanten“. Eine dominate Mutation im Antennapedia Gen fuhrte
dazu, dass am Kopf von Drosophila anstatt Antennen Beine entstehen (Gilbert,
1997).
Die Daten der Drosophila Forschung bestétigten exemplarisch die allgemeine
genetische Theorie der Entwicklung, wonach Entwicklungsprozesse auf

Wirkungen und Wechselwirkungen von Genen basieren.

1.3 Homeoboxgene

Homeoboxgene codieren fir eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die
durch eine 60 Aminosauren umfassende DNA Bindedomaéne, die sog.
Homeodomaéne, charakterisiert ist. Die Homeodoméane faltet sich in 3 a-Helices,
wobei die dritte die DNA-Erkennungshelix darstellt. Das konservierte 4 Basen
Erkennungsmotiv TAAT kommt in den meisten Homeodomanen-
Bindesequenzen vor, wobei die Selektivitdt in den 3" benachbarten
Basenpaaren liegt. Das direkt nach dem TAAT Motiv folgende Basenpaar wird
von der Aminosaure 50 der Erkennungshelix erkannt. Mutationsanalysen an
bicoid bzw. Anntenapedia Homeodomanen Proteinen zeigten, dass Lysin bzw.
Glutamin an Position 50 der Homeodomane fur die Selektivitat verantwortlich
sind. Das Lysin der bicoid bzw. das Glutamin der Anntenapedia Homeodomaéane
erkennt G in GC bzw. A in AT Paaren. So fuhrt ein Aminosdureaustausch an
Position 50 der bicoid Homeodomane von Lysin zu Glutamin dazu, dass das
mutierte bicoid Protein Anntenapedia Bindesequenzen erkennt (Hanes und
Brent, 1991).



Homeoboxgene kommen in allen eukaryotischen Organismen vor und
besitzen wichtige Funktionen in allen Entwicklungsvorgédngen. So bestimmen
Homeoboxgene die Gechlechtstypisierung bei Hefe (Wolberger et al., 1991) und
die Blutenmusterbildung bei Pflanzen (Williams, 1998).

In der Achsenentwicklung der Invertebraten und Vertebraten spielen
Homeoboxgene eine herausragende Rolle. Die homeotischen Effektorgene mit
ihrer determinierenden Funktion in der anterio-posterioren Achsenentwicklung
(siehe oben) sind Beispiele hierfir. Der Klonierung der acht homeotischen Gene
in Drosophila folgte die Identifizierung ihrer genomischen Position. Alle fanden
sich in 2 Abschnitten auf Chromosom 3 wieder, der als homeotischer Komplex
(HOM-C) bezeichnet wird. Der Anntenapedia Komplex umfasst finf, der Bithorax
Komplex drei Homeoboxgene. Verbliffenderweise waren die Gene innerhalb
des HOM-C Komplexes in der gleichen Abfolge arrangiert, in der sie zeitlich und
raumlich entlang der anterior-posterioren Achse exprimiert werden. So wird das
Homeoboxgen labial, welches im HOM-C Komplex das ausserste 3" liegende
Gen darstellt, am frihesten und im anteriorsten Teil des Embryos exprimiert,
wahrend das ausserste 5° Gen, AbdB, zu einem spateren Zeitpunkt die
posteriore Entwicklung des Abdomens bestimmt. Diese raumliche und zeitliche
Kolinearitat von genomischer Position und Expressionsort wurde ebenfalls in
den vier HOM-C Komplexen (HoxA - HoxD) der Maus nachgewiesen (Boncinelli
et al., 1988; McGinnis und Krumlauf, 1992).

Desweiteren zeigen die homeotischen Homeoboxgene von Fliege und
Maus grosse Homologien sowohl in den Homeodomanen als auch in der
Regulation. Beispielsweise vermag ein Drosophila Deformed Enhancerelement
in transgenen Mausen, das korrekte Expressionsmuster des maushomolgen
Gens wiederzugeben (Awgulewitsch und Jacobs, 1992; Malicki et al., 1992).
HOM-C Komplexe sind innerhalb der Tierstamme weit verbreitet und stellen
vermutlich die genetische Grundlage von der anterio-posterioren
Achsenentwicklung im gesamten Tierreich dar. Die ,runder Plattwurm* (roundish
flatworm) Hypothese geht sogar davon aus, dass ein Vorlauferorganismus, aus
dem vor ca. 500 Millionen Jahren in der kambrischen Radiation, die Tierstamme

hervorgingen, einen HOM-C Komplex besass (Gerhart und Kirschner, 1997).
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1.4 Die dorso-ventrale Achse

Die dorso-ventrale Achsenentwicklung der Wirbeltiere wird ebenfalls von
Homeoboxgenen kontrolliert. Die klassischen Experimente von Spemann und
Nieuwkoop lassen sich nun anhand von differenzieller Genexpression
nachvollziehen. Die Entstehung der dorso-ventral Achse im Frosch beginnt im
Amphibienei. Es besitzt bereits eine animale-vegetative Achse, die durch die
maternale Lagerung von Dotterproteinen am vegetativen Pol gebildet wird. Die
Festlegung der dorso-ventralen Achse geschieht mit der Befruchtung durch das
Spermium in der animalen Polregion. Die dorsale Seite entsteht in etwa auf der,
dem Eintrittspunkt des Spermiums, gegenuberliegenden Seite. Eine
Voraussetzung hierfur ist eine ca 30° Verschiebung der ausseren,
mikrotubulireichen Rindenschicht des Eicytoplasmas (Cortex) gegentber dem

inneren Cytoplasma.

Als Folge der Rotation akkumuliert, durch einen unbekannten
Mechanismus, [3-catenin in den dorso-ventralen Zellkernen (Moon und
Kimmelman, 1998). R-catenin ist ein multifunktionelles Protein, das einerseits an
der Zellmembran als Anker fur Cadherine dient, im Cytoplasma mit dem
Tumorsupressor APC (Adenomatus polyposis coli) interagiert, und das
andererseits ein Transkriptionsfaktor vom HMG Typ (High Mobility Group) im Wnt
-Signaltransduktionsweg darstellt. Auf der dorso-vegetativen Seite aktiviert
3-catenin vor der Gastrulation direkt die Transkription der Homeoboxgene
Siamois und Twin. Diese Homeodomanen-Proteine induzieren nun ihrerseits
Organisator-spezifische Gene, wie zum Beispiel das Homeoboxgen goosecoid.
[3-catenin , Siamois und Twin kénnen nach ventraler Fehlexpression eine
zweite, ektopische Achse induzieren. Die frihe dorsal-vegetative Lokalisation
von 3-catenin und die darausfolgende Induktion von Siamois und Twin stellt
vermutlich die molekulare Wirkkette dar, die via Nieuwkoop-Zentrum den

Spemann-Organisator entstehen lasst (Moon und Kimmelmann, 1998).



Die sekretierten Wachstumsfaktoren noggin, chordin und follistatin sind
die molekulare Basis der nicht zellautonomen Spemann-Organisatorfunktionen.
Diese vom Organisator sekretierten Stoffe antagonisieren die Wirkung von BMP
Proteinen, (Bone Morphogenetic Proteins) welche Wachstumsfaktoren vom
TGFR Typ sind. BMP2 und BMP4 werden sowohl im Ektoderm als auch im
Organisator benachbarten Mesoderm exprimiert. Sie besitzen eine antineurale
bzw. ventralisierende Wirkung auf Ektoderm und Mesoderm, welches im
letzteren Fall durch die direkte Aktivierung der Homeoboxgene Xventl und
Xvent2 erreicht wird (Gawantka et al., 1995; Onichtchouk et al., 1998). Die
Organisator-Signalstoffe noggin, chordin und follistatin verhindern dies, indem
sie eine direkte Bindung mit den BMP Molekiilen eingehen und somit eine
Rezeptorinteraktion verhindern (Hemmati-Brivanlou et al., 1994; Sasai et al.,
1994; Sasai et al., 1995; Piccolo et al., 1996; Fainsod et al., 1996).

Die neuralisierende bzw. dorsalisierende Potenz des Organisators ist
demnach kein instruktives Ereignis, sondern eine permissive Folge der
Hemmung des BMP Signaltransduktionsweges. Dies beweisst auch die
dorsalisierende und neuralisierende Wirkung eines fehlexpremierten
dominantnegativen BMP Rezeptors. Die Regulation der Transkription von
noggin, chordin und follistatin ist somit eine der wichtigsten Voraussetzungen fur
die Organisatorfunktion. Fir das chordin Gen konnte nachgewiesen werden,
dass das Homeoboxgen goosecoid fur dessen transkriptionelle Aktivierung

mitverantwortlich ist (Sasai et al., 1994).
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1.5 goosecoid

goosecoid (gsc) war das erste klonierte Organisator-spezifische
Homeoboxgen (Blumberg et al.,1991; Cho et al., 1991). gsc gehoért zur bicoid
Klasse von Homeodomé&nen Proteinen, die wie in Abschnitt 1.3 beschrieben ein
Lysin an Position 50 der Erkennungshelix besitzen. gsc wurde in allen
Wirbeltier-Modellorganismen identifiziert (Blum et al., 1992; Izpisua-Belmonte et
al., 1993; Stachel et al.,1993; Schulte-Merker et al., 1994; Blum et al., 1994), und
zeigt trotz unterschiedlicher Anatomie der jeweiligen Gastrula-Embryonen eine
konservierte organisatorspezifische Expression im dorso-anterioren Mesoderm
(Abb. 3).

‘00
1o

Abb. 3 Schema des Frosch-Organisator und der homologen Struktur in der
Maus.

(A) In der sphérischen frihen Frosch-Gastrula beginnt die Invagination des Mesentoderm an der
dorsalen Seite des Embryos. Die dorsale Urmundlippe (Spemann Organisator / rot) ist
erkennbar. Das zuklinftige Mesoderm liegt in der lateralen Randzone (hell griin) zwischen dem
Ektoderm des animalen (griin) und dem Dotterentoderm des vegetalen Pols.

(B) Die zylinderférmige Mausgastrula bildet auf der posterioren Seite den Primitivstreifen (pink) und
an dessen Ende den Knoten aus. Wie die dorsale Urmundlippe expremieren die Knotenzellen
goosecoid und wandern schlieslich anterior (Pfeile) um die Prachordalplatte zu bilden.
Extraembryonale Gewebe der Maus sind nicht gezeigt.

Ventrale Fehlexpression von gsc in Xenopus fuhrt zur Induktion einer zweiten
Kdrperachse (Abb. 1). Dies beweist, dass das goosecoid Protein ausreichend
potent ist einen ektopischen Organisator auszubilden, der die Gastrulation initiert
und fortfihrt. Zellmarkierungsexperimente zeigten, dass in der durch gsc
induzierten Kérperachse die gsc exprimierenden Zellen durch Zellmigration die

Gastrulation einleiteten, sich autonom zu prachordalen Mesoderm differenzierten
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und zusatzlich benachbarte Zellen in die dorsale Achse rekrutierten (Abb. 1;
Niehrs et al.,1993). Im ganzen erinnerte die Achseninduktion durch gsc stark an
die klassischen Transplantationsexperimente der dorsalen Urmundlippe von
Spemann. Dies lies vermuten, dass gsc ein zentrales Gen der Gastrulation

darstellt.

Dartberhinaus konnte ein negativer Rickkopplungsmechanismus von gsc
auf seine eigene Expression festgestellt werden, was auf eine stringente
Kontrolle der Dosis dieses potenten Proteins schliessen liess (Danilov et al.,
1998). Eine Inaktivierung des gsc Gens in der Maus sollte somit
schwerwiegende Gastrulationsdefekte zeigen. Dies war jedoch nicht der Fall.
Die gsc Nullmutante zeigte nur craniofaziale Defekte, die ihren Ursprung in der
zweiten Phase der goosecoid Expression wahrend der Organogenese hatte
(Yamada et al., 1995; Rivera-Perez et al., 1995; Zhu et al., 1998). Damit musste
ein Kompensationsmechanimus fir den Verlust des gsc Gens angenommen

werden.

Ein zu gsc verwandtes Gen mit einer wahrend der Gastrulation
Uberlappenden Expression kdnnte das Fehlen eines friihen Phanotyps in der
gsc Mausmutante erklaren. Die Klonierung und Analyse eines zweiten Gens
vom goosecoid Typ im Huhn (cgsx) untermauerte diese Mdglichkeit (Lemaire et
al., 1997). Abb. 4 zeigt schematisch die Expressionsdomé&nen von gsc und cgsx

in der frithen Huhn-Gastrula.

HH Stadium1 HH Stadium?2 HH Stadium3

gse @ @
o Q @

Abb. 4 Koexpression von gsc und gsx in der frithen Huhn Gastrula.

Die Kollersche Sichel ist eine Stuktur die am posterioren Ende des Pragastrula Embryos (HH
Stadium1l) entsteht. Sie stellt einen friihen Organisator der Gastrulation dar und koexprimiert gsc
und gsx. Am Beginn der Gastrulation (HH Stadium?2) exprimiert der Primitivstreifen gsc und gsx,
wahrend spater (HH Stadium3) die Transkriptionsdoméanen sich trennen. gsc ist nun im anterioren,
gsx im posterioren Primitivstreifen exprimiert. (hach Lemaire und Kessel, 1997)
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Die morphologisch erkennbare Koller'sche Sichel markiert vor dem
eigentlichen Beginn der Gastrulation den posterioren Pol des Embryos, und hat
vermutlich auch eine Gastrulation-induzierende Eigenschaft. gsc und cgsx sind
dort und im frihen Primitivstreifen der Gastrula koexprimiert. In etwas spéteren
Stadien der Gastrulation trennen sich die Expressionsdomanen in einen
posterioren, cgsx positven, und einen anterioren, gsc positiven Teil (Abb.3). Zum
Zeitpunkt des identifizierbaren Hensen schen Knotens, dem Spemann-
Organisator des Huhns, lasst sich dort nur gsc Expression nachweisen, wahrend
gsx im Neuroektoderm transkribiert wird (Lemaire et al.,1997). Aus der Sicht der
gsc Nullmutante kénnte cgsx wahrend der frihen Gastrulation der
kompensierende Faktor sein. Ein Ziel dieser Arbeit war daher, ein cgsx-
homologes Gen in der Maus zu klonieren und mdgliche

Kompensationsmechanismen zu tUberprifen.

1.6 Die Links-Rechts Asymmetrie der Wirbeltiere

In der Embryonalentwicklung der Wirbeltiere werden Herz, Lunge und der
Gastrointestinaltrakt asymmetrisch entlang der links-rechts Achse positioniert.
So nehmen Herz, Milz und Magen der Saugetiere eine links-, die Leber eine
rechtsgerichtete Lage ein. Desweiteren stellt die Aufwindung von Dinn- und
Dickdarm mit einem rechts liegenden Blinddarmfortsatz, und die
unterschiedliche Anzahl von Loben der Lungenfligel beider Seiten eine
asymmetrische Lagebeziehung dar (Moore und Persaud, 1993). Die
asymmetrische Anordnung der Organe wird als situs solitus bezeichnet. Beim
Menschen tritt in 1 von 10000 Geburten eine komplette Inversion der Organlage
(situs inversus) auf, die keinerlei Gesundheitsschaden nach sich zieht.
Anatomen war seit langem bekannt, dass Situsinversionen in eineiigen und
siamesischen Zwillingen vorkommen. Schwerwiegende Folgen gibt es im Falle
von Heterotaxie, wenn Herz- und Darm-Situs (situs cordis und situs viscerum) in
einer gegensatzlichen Lateralitat angelegt werden (Burn, 1991; Bowers et al.,
1996; Kosaki und Casey, 1998).
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Erste aussagekraftige embryologische Experimente zur Entstehung der
Lateralitat des Wirbeltierbauplans wurden wiederum von Spemann und seinen
Mitarbeitern an Amphibien durchgefihrt. In drei experimentellen Ansatzen

wurden Lateralitatsdefekte beobachtet.

1.6.1Klassische Studien

Zum einen konnte Spemann Situsinversionen in, durch komplette bzw.
partielle Ligaturen von Molchembryonen experimentel erzeugten, normalen bzw.
siamesischen Zwillingen beobachten (Spemann, 1904). In einer weiteren
Studie wiesen Spemann und Falkenberg (1919) nach, dass bei solchen
Schnurungsexperimenten nur der rechte Zwilling in Bezug auf Lateralitat

beinflussbar war und in ca. 50% der Félle zu einer Situsinversion fuhrte.

Die Erzeugung von Situsinversionen von einzelnen Amphibienembryonen
gelang Spemann (1906), indem er den mittleren Teil einer Neuralplatte
entfernte, das Explantat um 180° rotierte, und so in die Wunde einsetzte, dass
die rechte und linke Seite vertauscht waren. Nach 5 bis 15 Tagen konnte in fast
allen manipulierten Embryonen eine komplete Situsinversion von Herz und
Darm beobachtet werden. Spemanns Experimente und Ergebnisse wurden von
Meyer wiederholt und bestatigt (Meyer, 1913). Darluberhinaus bemerkte Meyer,
dass das Gewebe, welches rotiert wurde, nicht die Herzanlage beinhaltete, die in
einer ventralen Position entsteht. Meyer schloss daraus, dass ein Mediator aus
der rotierten Region die Positionsinformation zur Herzanlage tbermitteln musste,
wahrend fur die beobachte Darminversion solch ein Mediatior nicht notwendig
war, da ein Teil des Explantates gastro-intestinales Vorlaufergewebe beinhaltete
(Meyer, 1913).

Spemann erklarte die Ergebnisse der Zwillings- und Inversions-
experimente mit einer intrinsisch festgelegten linksseitigen Biegung des
Gastrointestinaltraktes, die besonders ausgepragt im mittleren und experimentell
rotierten Abschnittes sei. Demnach fiihrte die Rotation des Explantates sekundar
zu einer Inversion des gesamten Darmabschnitts. Da die Herzanlage von der

Operation nicht betroffen war, vermutete Spemann, dass die asymmetrische
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Herzenwicklung von der des Darmes abhangig war (Spemann und Falkenberg,
1919). Die zufallige Situs-Festlegung des rechten Zwillings wére demnach die
Folge einer natlrlich bevorzugten linksseitigen Darmwindung des linken

Zwillings, die der des rechten Zwillings entgegenwirkt.

Eine andere Interpretation der Ergebnisse von Spemann und Meyer
folgerte Hedwig Wilhelmi aus ihren Experimenten. In von ihr durchgefihrten
Schnurungsexperimenten beobachtete sie einige Situsinversionen, die nicht das
Resultat von Zwillingsentstehung waren (Wilhelmi 1921). Wilhelmi vermutete,
dass in diesen Fallen durch die Schnirung ein Teil der linken Seite des
Embryos entfernt wurde. Um die Beobachtung zu tberprtfen, entfernte sie
linksseitig kleine Regionen von Gastrula- und frihen Neurula-Embryonen.
Wahrend in der Gastrula linke Ablationen zu der Entwicklung von normalen
Embryonen fuhrte, vermochten linksseitige Ablationen an friihen Neurula
Embryonen in wenigen Fallen vollstdndige Situsinversion hervorzubringen
(Wilhelmi, 1921). Hedwig Wilhelmi folgerte ,Situs inversus [....] erklart sich
dadurch, dass die linke Seite des Keimes etwas hat, was die rechte Halfte nicht
hat", und dass wenn dieser linke Einfluss fehlt, die Windung des Darms zufallig
zur rechten oder linken Seite erfolgte (Wilhelmi, 1921).

Spemann’s Endeckung des Organisatorphanomens verhinderte weitergehende
Untersuchungen zur Entstehung der Lateralitat. Diese wurden wieder in den

letzten zehn Jahren experimentell aufgenommen.
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1.6.2 Die Entstehung von Lateralitat wahrend der Embryogenese

Die Entstehung der Wirbeltierlateralitat wahrend der
Embryonalentwicklung l&sst sich prinziell in drei zeitlich aufeinander folgende
Phasen unterteilen. Phase 1 ist gepragt vom Bruch der urspringlichen
bilateralen Symmetrie von Gastrula- bzw. Neurula-Embryonen. Phase 2 wird
durch asymmetrische Genexpression im Bereich des Primitivknotens und des
Seitenplattenmesoderms charakterisiert, die zu asymmetrischen

Organmorphogenese in Phase 3 fihrt.

1.6.2.1 Phase 1: Bruch der embryonalen Symmetrie

Naiv gesehen ist die rechte bzw. linke Seite des Embryos mit der
Festlegung der dorso-ventralen und anterio-posterioren Achse ebenfalls
angelegt. Positionsspezifische Organentwicklung fordert jedoch eine molekulare
Determination der beiden Kdrperhélften. Bisher konnten weder Ort, Zeitpunkt,
noch ein molekularer Mechanismus der initialen rechts- bzw. linksseitigen
Determination des Wirbeltierembryos experimentell aufgeklart werden. In einer
theoretischen Betrachtung postulierten Brown und Wolpert (1990) ein chirales
Molekul, das die Entstehung von rechter bzw. linker Achse mit der dorso-
ventralen und anterio-posterioren Achse koppelt. Ein solches Molekil kénnte
moglicherweise membranstandig am gerichteten Transport von Wirkstoffen und
deren rechts- bzw. linksseitigen Akkumulation beteiligt sein. Tatséchlich konnte
bei der Entstehung der frihen Xenopus Lateralitat eine Mitwirkung von Gap-
junctions, die einen direkten cytoplasmatischen Kontakt zwischen Nachbarzellen

herstellen, nachgewiesen werden (Levin und Mercola, 1998).

Die von Spemann beobachtete Situsinversionen in experimentell
erzeugten Zwillingen deutet auf eine sehr frihe Determinierung der lateralen
Achsen hin. Neuere Analysen, in denen Doppelachsen durch Missexpression
von Organisator - Genen (zum Beispiel goosecoid; siehe 1.5) erreicht wurde,
entsprachen weitgehend Spemann’s Beobachtung von der Randomisierung des
Situs im rechten Zwilling (Nascone und Mercola, 1997). Die Induktion einer

Doppelachse im Frosch mit siamois und [3-catenein, Genen, denen eine Funktion
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im Niewkoop-Zentrum zugewiesen wird, fuhrte in 100% der rechts induzierten
Zwillingen zu situs solitus (Nascone und Mercola, 1997). Der maternal
exprimierte TGFR ahnliche Wachstumsfaktor Vg1, dem ebenso eine Funktion im
Nieuwkoop Zentrum (Kessler und Melton, 1995) zugeschrieben wird, konnte,
nach Injektion in rechte laterale vegetative Blastomeren, den Situs zu 100%
invertieren (Hyatt and Yost, 1998). Vgl RNA wird wahrend der Oogenese
synthetisiert und ist gleichmassig in der vegetativen Hemisphere von Ei und
frihem Embryo lokalisiert (Rebagliati et al., 1985). Das Protein wird zunachst als
inaktive Vorstufe gebildet, die zur Aktivierung eine proteolytische Abspaltung
bendtigt. Es bleibt abzuwarten, ob tatséchlich eine spezifische linksseitige
Aktivierung von Vgl die linke Achse determiniert (Hyatt et al., 1996). Die
Eigenschaften von siamois, 3-Catenin und Vgl in den genannten Experimenten,
deuten aber auf eine wichtige Funktion des Nieuwkoop-Zentrums in Bezug auf

die Lateralitatsentwicklung hin.

In der Maus gibt es zwei Mutationen, iv und inv, die vermutlich an einem
frihen Punkt der Lateralitatsentwicklung wirken. Die iv Mauslinie zeigt eine
zufallige Auspragung des Situs (Hummel und Chapman, 1959), wahrend inv
Mause einen 100% situs inversus aufweisen (Yokoyama et al., 1993). Die
Klonierung der mutierten Gene brachte jedoch keinen grossen Fortschritt bei der
Identifizierung des die links-rechts Asymmetrie bestimmenden molekularen
Mechanismus. Das inv Genprodukt, welches inversin benannt wurde, codiert fur
ein grosses Protein mit unbekannter Funktion (Morgan et al., 1998; Mochizuki et
al., 1998). Im Falle von iv war ein axonemales Dynein, das sog. ,left-right
dynein“ (Ird), mutiert (Supp et al., 1998), welches am Tag 7.5 der
Embryonalentwicklung spezifisch, aber nicht asymmetrisch, in den ventral

gelegenen Zellen des Knotens exprimiert ist.

Die ventralen Zellen des Knotens, wie die der Chorda dorsalis und der
Préachordalplatte, tragen Monocilia (Suklik et al., 1994). Anhand des
menschlichen Kartagener Syndroms, welches durch unbewegliche Cilien und
ein haufiges Auftreten von Situsinversionen charakterisiert ist (Afzelius et al.,
1995), liess sich eine mogliche Rolle von Cilien in der Lateralitatsentwicklung

ableiten. In einer Studie von Nonaka et al., (1998) konnte gezeigt werden, dass
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die Knotencilien gegen den Uhrzeigersinn rotieren und eine links gerichtete
Flissigkeitsbewegung (sog. Nodal Flow in Abb. 5 B) verursachten.
Daruberhinaus fanden sich in Mausen nach gezielter Inaktivierung von KIF3B,
einem Motorprotein der Kinesinfamilie, keine Cilien im Knoten und
randomisierter Situs (Nonaka et al., 1998). Das selbe traf fir Mause mit
inaktiviertem HFH-4, einem Transkriptionsfaktor aus der Forkheadfamilie, zu
(Chen et al.,1998). Der aus diesen Daten folgenden Hypothese nach sollte die,
durch die Monocilien des Knotens ausgeldste, linksgerichtete Flussigkeits-
bewegung sekretierte Wachstumsfaktoren spezifisch auf die linke bzw. rechte
Seite des Knotens verteilen und somit als friihestes Ereignis die Lateralitat

festlegen.

Ein Nachweis der Kausalitat von ,Nodal Flow" und Lateralitdt muss jedoch
noch erbracht werden. So musste zum Beispiel in der inv Mausmutante die
Fliesrichtung der Knotenflissigkeit rechtsgerichtet sein. Zusatzlich kann der
,Nodal Flow" als ein allgemeingultiger Mechanismus fur den Bruch der
bilateralen Symmetrie in der friihen Wirbeltier-Neurula ausgeschlossen werden.
Denn wahrend andere Séugetier- und Huhnembryonen in dem frihen Neurula-
Knoten Monaocilia besitzen, trifft dies fur die homologe Struktur im Frosch
Xenopus laevis, die spate dorsale Urmundlippe, nicht zu (Kénig und Hausen,
1993; Hausen, Max-Planck-Institut Tubingen, personliche Mitteilung). Ein
weiteres Argument gegen die generelle Bedeutung des ,Nodal Flow* war der
experimentelle Nachweis eines linken Koordinators ausserhalb des
Huhnknotens, der fir die asymmetrische linksseitige Expression des
Wachstumsfaktors shh im Knoten in der zweiten Phase der Lateralitats-
entstehung verantwortlich war (Abb. 5 A; Pagan-Westphal und Tabin, 1998).
Eine Verwendung verschiedener Mechanismen fir den Bruch der bilateralen
Symmetrie kann innerhalb der Wirbeltier Klassen jedoch nicht vollig
ausgeschossen werden, da neuere Studien molekulare Unterschiede klar

belegen (siehe unten).
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1.6.2.2 Phase 2: Die Links - Rechts Signalkaskade bei Huhn, Maus und

Frosch

Phase 2 der embryonalen Lateralitatsentwicklung wird durch
asymmetrische Genexpression in Knoten, Seitenplattenmesoderm und Mittellinie
charakterisiert. In dieser Phase stellt das Huhn das bestuntersuchte
Modellsystem dar, in dem linke und rechte Gene beschrieben wurden. Bei den
Genprodukten handelte es sich meist um Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und
Transkriptionsfaktoren. Die linke Kaskade im Huhn (Abb. 5A) wird durch eine
linksseitige Expression des Wachstumsfaktors sonic hedgehog (shh) im Knoten
eingeleitet. Das linke shh Signal fihrt Gber einen unbekannten Faktor X zur
spezifischen Induktion von nodal, einem Wachstumsfaktor vom TGF Typ, im
linken Seitenplattenmesoderm (Harvey, 1998; Levin, 1998; Ramsdell und Yost,
1998). In der rechten Kaskade hemmt das sekretierte, TGF[3 ahnliche Protein,
Activin BB eine mdgliche shh Expression im rechten Knoten und induziert dort
uber den Activin Rezeptor IIA die Expression des Wachstumsfaktors FGF8. Das
FGF8 Protein bewirkt eine Repression der nodal Transkription im rechten
Seitenplattenmesoderm und erméglicht dort die Expression des
Zinkfingertranskriptionsfaktors cSnR-1 (chick snail related 1, Isaac et al.,1997;
Boettger et al., 1999). In funktionellen Studien wurde die tatséchliche
Wirksamkeit der Kaskadenkomponenten auf die asymmetrische
Achsenentwicklung Uberpruft. Fehlexpressionen von shh und nodal bzw.
ActivinBB und FGF8 auf der rechten bzw linken Seite des Huhnembryos
vermochten die Lage des Situs zu &ndern (Levin et al., 1995; Boettger et al.,
1999). Mit spezifischen cSnR-1 Antisense Oligos konnte die Translation der
cSnR-1 mRNA auf der rechten Seite von Huhnembryonen unterbunden werden,

was zu Randomisierung der Herzschleifenbildung fuhrte (Isaac et al., 1997).

19



Huhn Maus Frosch
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Abb. 5 Vereinfachtes Schema der, an der Lateralitats-Kaskade, beteiligten

Gene bei Huhn, Maus und Frosch.
In allen drei Modellorganismen sind nodal bzw Pitx2 in dem Seitenplattenmesoderm (SPM) und
Pitx2 wahrend der asymmetrischen Organogenese exprimiert (A, B, C). Zielgene von Pitx2 sind
unbekannt. Eine wichtige Funktion in der Lateraltatsentwicklung ist fir die Mittellinie (Chorda
dorsalis und Boden der Neuralplatte) von Maus (z.B. Lefty-1) und Frosch nachgewiesen worden.
Links-rechts Signale in der Gastrulation sind unbekannt (Frosch) oder bei Huhn und Maus
verschieden. Eine durch Cilien verursachte links gerichtete Flissigkeitsbewegung im Organisator
(NF; nodal flow) wurde bis jetzt nur in der Maus beobachtet (B). Der Vergleich der Genexpression
von links-rechts bestimmenden Wachstumsfaktoren im Organisator (Knoten) zwischen Maus und
Huhn erscheint spiegelbildlich. Wahrend im Huhn sonic hedgehog ein die linke Seite
determinierendes Gen ist (A), repremiert es in der Maus die Expression von nodal und Pitx2 im
rechten Seitenplattenmesoderm (B). In der Maus (B) scheint der Fibroblasten Wachstumsfaktor 8
die linke, im Huhn (A) die rechte Kaskade zu bestimmen. (Details und Referenzen siehe Text.)

Die im Huhn aufgeklarte Kaskade kann nicht ohne weiteres auf Maus oder
Frosch Ubertragen werden, da keine asymmetrische Expression von shh,
Activin3B, Activin Rezeptor IIA und FGF8 im Knoten bzw. in der dorsalen
Urmundlippe nachweisbar war. Die, im Huhn stromabwaérts von shh liegenden
Gene nodal und Pitx2 (siehe unten 1.6.3) zeigten hingegen eine konservierte
Expression im linken Seitenplattenmesoderm in allen untersuchten
Wirbeltierspezies. Ausserdem konnten bis heute in Maus und Frosch keine
Gene der rechten Kaskade isoliert werden, die ein asymmetrisches
Expressionsmuster zeigten. Eine Beteiligung von shh bzw. FGF8 an der
Entstehung der Lateralitat in der Maus wurde anhand der gezielten Inaktivierung
des shh bzw. FGF8 Genes nachgewiesen, die in beiden Mutanten zu
Lateralitatsdefekten, wie zum Beispiel abnormaler Herzdrehung fihrte.
Uberraschenderweise war die Expression der linken Marker nodal und Pitx2 in
der shh Mausmutante Gberwiegend bilateral (I1zraeli et al., 1999; Meyers und

Martin, 1999), wahrend in der FGF8 Nullmutante keine Transkription von nodal
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und Pitx2 detektierbar war (Meyers und Martin, 1999). Dies bedeutet, dass das
im Huhn die linke Kdrperseite bestimmende Gen shh in der Maus eine
gegensatzliche, also rechte Funktion ausibt. FGF8 hingegen legte im Huhn die
rechte Achse und in der Maus die linke Achse fest (Abb. 5 A, B). Dieser
Wiederspruch konnte im Mausembryo auch funktionell durch rechte und linke
Fehlexpression von shh und FGF8 reproduziert werden (Meyers und Martin,
1999). Im Frosch Xenopus laevis durchgefiihrte Misexpressionsexperimente mit
shh fuhrten, wie im Huhn, zu einer Transkription von nodal im rechten
Seitenplattenmesoderm (Sampath et al., 1997) was auf eine, allerdings
unbewiesene, linke Kaskadenfunktion von shh bei den Amphibien schliessen
lasst. Ob dieser gegensatzlichen Verwendung von shh und FGF8 in der friihen
lateralen Achsenfestlegung in Huhn und Maus grundlegende mechanistische

Unterschiede zwischen Vdgeln und Saugern zugrunde liegen ist nicht klar.

Die Rolle der dorsalen Mittellinie bei der Entstehung der Links-Rechts

Asymmetrie

Es wird diskutiert, dass die rechtseitige Funktion von shh in der
Lateralitatentstehung in der Maus kein im Knoten lokalisierter Effekt sei. Die
rechte Funktion sei eine, durch die Mittellinienexpression von shh ausgehende,
spezifische Reprimierung von nodal im rechten Seitenplattenmesoderm (Meyers
und Martin, 1999; Abb.5 B). Tatsachlich wurde fur die Mittelinie (Chorda dorsalis
und Bodenplatte der Neuralrinne) eine wichtige Rolle in der Rechts-Links
Entwicklung nachgewiesen. Die experimentelle Entfernung der
Mittellinienstrukturen aus Xenopus Neurulaembryonen fuhrte zu einer bilateralen
Expression von Xnrl (Xenopus nodal related 1), was auf eine, linke Signale
abweisende Barrierenfunktion der Mittellinie schliessen liess (Abb. 5 C) (Lohr et
al., 1997; Ramsdell und Yost, 1998).

Eine molekulare Untermauerung der Barrieren-Theorie erbrachte die
Klonierung des Wachstumsfaktors vom TGF[ Typ Leftyl in der Maus. Wahrend
das verwandte Lefty2 -Gen asymmetrisch im linken Seitenplattenmesoderm
exprimiert wurde, fanden sich die Leftyl Transkripte in der linken Bodenplatte

der Neuralrinne (Abb. 5 B). Die gezielte Inaktivierung des Leftyl Gens fuhrte,
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wie die Mittellinien-Ablation im Frosch, zu bilateraler nodal Expression und zu

einem linken Isomerismus der Organe in mutierten Mausen (Meno et al., 1998).

Eine mdgliche mechanistische Erklarung fur die Barrierenwirkung von
Leftyl lieferte das zu Leftyl strukturell stark verwandte Gen antivin im Zebrafisch.
Die TGFZ Familie von Wachstumsfaktoren ist strukturell durch die Anwesenheit
des sog. Cystein-Knotens charakterisiert. Die Anordnung dieser sechs Cysteine
im Protein erlaubt u.a. die Dimerisierung der TGF3 Molekule, welches eine
Vorausetzung fur die Aktivierung der Rezeptoren darstellt. Im antivin Protein
fanden sich, wie bei Lefty, nur finf Cysteine, und die Strukturanalyse zeigte, dass
die Dimerisierungsdomane nicht exestierte (Thiesse und Thiesse, 1999), so dass
Rezeptorbindung des antivin Monomers nicht zu einer Rezeptoraktivierung fuhrt.
antivin zeigte tatsachlich im Rahmen der Mesoderminduktion bei Zebrafisch eine
den TGFR Signaltransduktionsweg hemmende Repressoreigenschaft (Thiesse
und Thiesse, 1999). Falls dieser Mechanismus ebenfalls fur Leftyl zutrifft,
konnte Leftyl eine Ausbreitung von linken TGF(3 Signalen (z.B. nodal) Uber die

Mittellinie verhindern.

1.6.2.3 Phase 3: Asymmetrische Organogenese von Herz und Darm

Im letzten Stadium der Lateralitatsentstehung vollfihren die urspringlich
linearen Organe Herz und Darm eine Schleifenbildung, die die Organe in ihre
asymmetrische Lage bringt. Raumlich begrenzte Aktivitaten im Herz und Darm
von Transkriptionsfaktoren (Herz: eHAND, dHAND, Srivastava et al., 1995),
sowie von Komponenten der extrazellularen Matrix (flectin, Tsuda et al., 1996)
und des Cytoskelets (Aktin, Desmin und Cytokeratine, Itasaki et al., 1989;
Schaart et al., 1989; Price et al., 1996) wurden berichtet. Eine Beteiligung dieser
Faktoren bei der Schleifenbildung konnte durch genetische Manipulationen
nachgewiesen werden (Itasaki et al., 1991; Srivastava et al., 1995). Der
molekulare Mechanismus dieser asymmetrischen Morphogenese ist jedoch nicht
klar. Jedoch konnte in letzter Zeit die Frage wie die transiente asymmetrische
Genexpression in Phase 2 zu positionsgerechter Organentwicklung in Phase 3
fuhrt erhellt werden. Das Homeoboxgen Pitx2 konnte als ein Mediator von linker

Positionsinformation zwischen Phase 2 und 3 identifiziert werden.
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1.6.3 Das Homeoboxgen Pitx2: Mediator zwischen asymmetrischem
nodal Signal im linken Seitenplattenmesoderm und asymmetrischer

Organmorphognese.

Pitx2 zahlt zur bicoid Familie der Homeoboxtranskriptionsfaktoren
(Gehring et a., 1994). Gene dieser Gruppe haben wichtige Funktionen wahrend
der Embryonalentwicklung von Insekten bis zu Wirbeltieren (De Robertis et al.,
1992; Klein und Li, 1999). Die Klonierung und Analyse von Pitx2 Genen aus
Drosophila, Mensch, Maus, Huhn und Xenopus liess auf die Beteiligung von
Pitx2 an einer Reihe von Entwicklungsvorgéngen schliessen (Semina et al.,
1996; Mucchielli et al., 1996; Vorbriiggen et al., 1997; Kitamura et al., 1997;
Gage und Camper, 1997; Logan et al., 1998; Meno et al., 1998; Piedra et al.,
1998; Ryan et al., 1998; St. Amand et al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Campione
et al., 1999). Bei Mensch und Maus wurden zudem drei verschiedene Pitx2
Isoformen beschrieben, die sich im N-terminalen Abschnitt des Proteins

unterscheiden (Arakawa et al., 1998).

Neben den in der Literatur beschriebenen Funktionen in der Augen-,
Hypophysen - und Zahnentwicklung (Mucchielli et al., 1996; Semina et al., 1996;
Drouin et al., 1998) spielt Pitx2 eine wichtige Rolle in der Entstehung der Links-
Rechts Achse von Wirbeltieren. Fiur Xenopus, Huhn, Maus und Zebrafisch
konnte eine konservierte Expression im linken Seitenplattenmesoderm
nachgewiesen werden (Logan et al., 1998; Meno et al., 1998; Piedra et al., 1998;
Ryan et al., 1998; St. Amand et al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Campione et al.,
1999 und diese Arbeit, siehe Abb.13 und 14). Die konservierte Kolokalisation
von Pitx2 mit nodal im linken Seitenplattenmesoderm der Wirbeltiere liess auf
eine Interaktion dieser Faktoren schliesen. Die Pitx2 Expressions-Analyse von
Embryonen der iv Mausmutante, die eine zufallige Lage des Organsitus
aufweisst, unterstrich dies. Im linken Seitenplattenmesoderm von iv Embryonen
fanden sich vier verschiedene Pitx2 Expressionsmuster, entweder normal, nur
rechts, bilateral oder keine. Dies entsprach sowohl qualitativ als auch quantitativ
dem beobachteten nodal Expressionsmuster in iv Embryonen (Campione et
al.,1999). Ein zeitlicher Vergleich der Expressionsmuster von Pitx2 und Xnrl,

dem nodal Homolog, im Seitenplattenmesoderm des Frosches, gab Hinweise
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auf die Interaktionsart. Es zeigte sich, dass Xnrl bereits in Stadium 19 Neurula
Embryonen asymmetrisch exprimiert wurde (Lustig et al., 1996; Blum et al.,
1999), wahrend Pitx2 mRNA erstmals in Stadium 25/26 Kaulquappen
asymmetrisch im Seitenplattenmesoderm detektierbar war (Campione et
al.,1999, Blum et al., 1999). Die zeitliche Abfolge der Expressionsmuster im
Frosch legte eine Induktion von Pitx2 durch nodal im linken
Seitenplattenmesoderm nahe. Tatsachlich konnte ektopische Pitx2 Expression
durch rechtsseitige Missexpression von nodal in Huhn und Frosch Embryonen
beobachtet werden (Logan et al., 1998; Meno et al., 1998; Piedra et al., 1998;
Ryan et al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Campione et al., 1999).
Zusammenfassend plazieren diese Analysen Pitx2 stromabwarts von nodal in

der Phase |l der links-rechts Kaskade.

Zeitliche und raumliche Vergleiche von Pitx2 und nodal in Maus, Frosch
und Huhn wiesen auf eine weitergehende Funktion von Pitx2 hin. So fand sich
linksseitige Pitx2 Expression im Herz vor und wéahrend der Schleifenbildung,
wahrend nodal im Herz nie nachweisbar war. Desweiteren war nodal nur
transient im linken Seitenplattenmesoderm expremiert, im Unterschied zu Pitx2,
dessen Expression zunachst im linken Seitenplattenmesoderm und spater
wéahrend der asymmetrischen Morphogenese des Magen-Darmtraktes, auch
ohne nodal, erhalten blieb. Die rechtsseitige Missexpression von Pitx2 in
Xenopus- und Huhn-Embryonen resultierte in Inversion des Herz- und Darm-
Situs, sowie in fehlerhafter Organogenese (Logan et al., 1998; Meno et al., 1998;
Piedra et al., 1998; Ryan et al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Campione et al.,
1999). Somit kdnnte Pitx2 ein Mediator sein, der das linke nodal-Signal im
Seitenplattenmesoderm mit der asymmetrischen Organogenese verbindet, und

als linke Positionsinformation die Herz und Darmentwicklung festlegt.
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1.6.4 Ziele der Arbeit

a) Der Nachweis einer gsc kompensierenden Genaktivitat in der Maus durch
Klonierung und Analyse eines gsx homologen Gens.

b) Die Untersuchung der Regulation des Pitx2 Gens in Xenopus laevis wahrend
der Links-Rechts Entwicklung.

c) Die Untersuchung der Rolle der Pitx2 Isoformen bei der

Lateralitéatsentstehung.

2. Ergebnisse

2.1. Klonierung eines goosecoid (gsc) verwandten Gens der
Maus.

Die konservierte Expression im Wirbeltierorganisator, sowie die Fahigkeit
zur Induktion ektopischer Achsen (De Robertis et al., 1994), legten eine wichtige
Funktion von goosecoid (gsc) bei der Entstehung der Korperachsen nahe.
Gezielte Inaktivierung von gsc in der Maus flhrte jedoch zu keiner Stérung der
Achsenbildung (Yamada et al., 1995; Rievera-Perez et al.,1995). Dieser Befund
sprach fur eine Komplementation der gsc Funktion durch eine verwandte
Genaktivitat. Im Huhn wurde mit cgsx ein goosecoid verwandtes Gen
beschrieben (Lemaire et al.,1997). Von anderen Labors verwendete
Standardmethoden der Durchsuchung von Mausgenbibliotheken mit einer cgsx
(Huhn cgsx) Sonde, schlugen fehl (Michael Kessel, MPI Géttingen persoénliche
Mitteilung). Als alternativer Ansatz wurde daher eine Klonierung mit der
Polymerase Kettenreaktion (PCR) versucht. Da wichtige Funktionen, wie z.B.
DNA Bindespezifitat, von der Aminosauresequenz der Homeodomane
abhangen (Gehring et al., 1994), wurde dort ein hoher Grad an Homologie

zwischen Huhn und Maus angenommen.
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Basierend auf der Aminosauresequenz der cgsx Homeodoméne wurden
eine Reihe von PCR Oligos entworfen. Um mdglichen Speziesunterschieden in
der Verwendung des genetischen Codes Rechnung zu tragen, wurden
degenerierte Oligos konstruiert, die jede Codonverwendung bericksichtigten.
Funktionalitat, Spezifitat und Reaktionsbedingungen wurde in PCR
Kontrollexperimenten an cgsx und Maus gsc DNA getestet (nicht gezeigt). Ein
genomischer, 5 Kilobasen umfassenden cgsx Klon, freundlicherweise von Juan
Carlos Izpisua-Belmonte (Salk Institut, San Diego) zur Verfiigung gestellt, diente

als Positivkontrolle in den PCR Reaktionen.

In einer ersten umfangreichen Versuchsreihe wurde eine Vielzahl von
PCR-Produkten kloniert, die sich nach Sequenzierung als Artefakte heraustellten
(nicht gezeigt). Als Template wurde RNA von E7.5 und E12.5 Mausembryonen,
genomische Maus DNA sowie RNA von Di-Methyl-Sulfoxid behandelten P19
Zellen eingesetzt, die in der Northern Analyse mit einer gsc Sonde zwei Banden
zeigte (nicht gezeigt). Durch eine Abanderung des Standard PCR Protokolls, die
eine erleichterte Hybridisierung der eingesetzten Oligos erlaubte (siehe Material
und Methoden), konnte ein genomisches, 750 bp grosses PCR Fragment mit den
Oligos 1 und 2 amplifiziert werden (Abb. 6 A, B).

Die Klonierung und Sequenzierung ergab, dass das PCR Fragment fur
eine partielle Homeodomé&ne codierte, die zu gsc und cgsx verwandt war (Abb. 6
B). Die bei gsc und cgsx konservierte Lage des Introns (Abb. 6 A, B) und das
Vorhandensein eines konservierten Lysins an Position 50 der Homeodomane
liessen den Schluss zu, dass es sich um ein zweites gsc Gen der Maus handelte

(gsc2).
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A

Oligo1 3 ¢ Oligo2

TRRHRTIFTE EQLQALETLF HQNQYPDVIT REHLANRIHL REEKVEVWFK NRRAKWRHQK
Exon 24 Exon 3

cgsx
Homeodoméane
PCR-Oligo 1 PCR-Oligo 2

5'ttycaycaraaycartayccngayg 3° 5'yttytgnyknckccayttngcne 3°
F H Q N Q Y P D V K O H R W K A R

B gsc2 PCR Fragment

10 30 50
TACAGAACCAGTATCCCGACGTAGGCACACGCGAACGCTTGGCGGTCCGCATCCGCCTGC
Q N o Yy P DV G TR ERL AV R I R L R
70 90 110
GAGAGGAGCGCGTGGAGGTGGGTGTTCAGCCCGCAGCCTGGAGGCCAACTCCGGCGCCAC
E E R V E
130 150 170
TCTTATTTTTCAAAGACCGACCTTCCAGAAGGGGCTTCAACTCGTAGCCGGCTACACTGA
190 210 230
AGGGAGACCCCCTATGATCACTCGATGAGGGCGCGGGGCCGGTTCTTCCAGCACGTTATT
250 270 290
TGGGTGTCCCTGGAACTGGAAGAGGTCAAGAGTCGTTTTCTTTGACTTTGTCCGGCTCCC

CAGTTTCCCCTGATGATGAAATGCACGTTTGTTCCTGCCCCAGATGTGAGAAAGTTAAGA
AATGTTC;Z&TCTAGTCAGGCATAGTGéggTGTATCTGTAATCCCAAéégCTGGGGGATG
GAGGCTGéigCATGAGTTCATCAAAGTé;gTCTCCTCACACAGTAAG:ZgCCGCCTAGCC
ACCTAGG%%XCAAGGAGGAGAGGTGGGé%gGGAAGAAGGGGAGAGAG;%XGAGAGAGAGA
GAGAGAG;égGAGAGAGAGAGAGAGCGg;gCTGAGCCTGGGCTCAGGg%gGGAAAGTGTG

TGAGGGAAGGAGGTTGCAGATCCATTCACCTACACCTCCATTGAAGCCTACCACCTAGCC
670 690 710
CTTCCAAAGTTCTTTGGATGATGGATCCTTGGGGCCTGAGCTGTCCTGGTCTCCCTCCTC

CTCAGGTCTGGTTCAAGAACCGCCGGGCAAAGTGGCGACACCAAAAG
vV W F K N R R A K W R H Q K

C gsc2 codierende Region

10 30 50
ATGGCGACTGCAGGCAGCGCGGCCAGCCGCAGGGACCCCGGGCGACCCTGCCCTIITCTCC
M A TA G S A A S R R D P G R P C P [ S

70 90 110
ATCGAGCACATCCTICCAGCCTGCCGGAGCGCAGGCCCGCGACGCGGCCACCGCAGLCCC
r £ H I L | s L P E R R P A T R P P Q P

130 150 170
GTCGGTGGTCGGAACCCCGCCGAGCTAGACGAACCCGAGGCGCCCGTCCCCGCTGCTCCT
vV G G R NP A EL D E P EA P V P A A P

190 210 230
TGCGCCTGCTGCTGCTGCTGCAACCCGCGCGCTGCGACCCGCGGAACCCCGGAGACATCG
¢ A CCCCCNUPIRAATI RGT P E T S

250 270 290
TCCGGGCCGGGCTTGCGGCTGGCGTGGCCGCTGAGGTTGGCGCCCGCCACGCCCTCTCCC
s G P G L R L A W PULURULAUPA AT P s P

310 330 350
TTGACGGCGCCTAGAGCAGGCTCCCCGGCGCTGACTGGCACGAGCGGCCCCGGCCCGCAG
L T AP R A G S P AL T G T S G P G P Q

370 390 410
AGGCGCACGCGGCGCCACCGTACCATCTTCAGCGAGGAGCAGCTGCAGGCGCTCGAGGCA
R R T R R H R T I F s E E Q L Q A L E A

430 450 470
CTCTTCGTACAGAACCAGTATCCCGACGTAGGCACACGCGAACGCTTGGCGGTCCGCATC
L F V. Q N o Y P DV G T R E R L A V R I

490 510 530
CGCCTGCGAGAGGAGCGCGTGGAGGTCTGGTTCAAGAACCGCCGGGCAAAGTGGCGACAC
R L R E E R V E V W F K N R R A K W R H

550 570 590
CAAAAGCGTGCTTCCTCATCGAGGCTCCTGCCTGGGACTAAGAAAACTCCCAAGGAGAGT
Q K R A s s s R L L P G T K K T P K E S

TGTTGA
C *
:l Homologie zu engrailed Repressions-Doméne

Homeodoméne
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Abb. 6 Klonierung eines goosecoid verwandten Gens in der Maus.

(A) PCR Oligo Design. Basierend auf der Aminosauresequenz der Huhn gsx Homeodoméne
[cgsx-HD] wurden degenerierte Oligos erstellt. Oligol war 128-fach und Oligo2 64-fach
degeneriert. An Positionen, an denen der genetische Code fiir Aminosauren alle
Basenkombinationen ermdglicht, wurden Inosin Nukleotide (n) eingebaut. y=C oder T,r=A
oder G; k = G oder T; n = Inosin. Der Pfeil in der Homeodomanensequenz deutet die Position
von Intron 2 im cgsx Gen an.

(B) DNA- und Aminosauresequenz des amplifizierten Fragmentes.

Als Basis der Reaktion diente genomische Maus DNA. Die Aminosauresequenz und die Lage
des Introns deuten auf ein goosecoid verwandtes Gen hin.

(C) Die Codierende DNA- und Aminosauresequenz von gsc2 umfasst
606 Basenpaare und kodiert fir 201 Aminosauren.

An diesem Punkt der Arbeit wurde im Rahmen des Genomprojekts der
gesamte gsc2 Locus von Maus und Mensch publiziert (Galili et al.;1997; Gottlieb
et al.;1997). Galili et al. identifizierten genomische Maussequenzen, die
synthenisch zu der bei DiGeorge Patienten deletierten minimalen kritschen
Region waren, wahrend Gottlieb et al. diese Region am Menschen untersuchten.
Um eine langere In situ Hybridisierungsprobe zu erhalten wurde, basierend auf
den veroffentlichten Sequenzdaten, mit PCR die kodierenden Abschnitte von
gsc2 aus genomischer DNA kloniert (nicht gezeigt). Das gsc2 (oder goosecoid-
like gscl , Galili et al.;1997; Gottlieb et al.;1997).) Gen besteht aus 3 Exonen und
kodiert fuir ein aus 201 Aminosauren bestehendes Protein (nicht gezeigt und
Abb.6 C). Die Homologie von gsc2 und gsc beschrankte sich auf die
Homeodoméne (Abb. 7), die Exon/Intron Struktur sowie eine sieben
Aminosauren umfassende Domane am N-Terminus, die Ahnlichkeiten zu einer
Repressionsdomane von Drosophila engrailed aufwies (Abb. 6 C, Smith and
Jaynes, 1996).

cgsX TRRHRTIFTEEQLQALETLFHONQYPDVITREHLANRIHLREEKVEVWFKNRRAKWRHQK

gsc2 TRRHRTIFSEEQLQALEALFVQONQYPDVGTRERLAVRIRLREERVEVWFKNRRAKWRHQK

gsC KRRHRTIFTDEQLEALENLFQETKYPDVGTREQLARKVHLREEKVEVWFKNRRAKWRRQK

Abb. 7 Vergleich der Homeodoméane der goosecoid-verwandten Gene cgsx
(Huhn) und goosecoid (Maus) mit gsc-2 (Maus).

Die Ahnlichkeiten bzw. Identitaten im paarweisen Aminosaurevergleich betragen: gsc/gsc2 = 85%

bzw. 75%, cgsx/gsc2 = 88% bzw. 86%, cgsx/gsc = 85% bzw 77%. | = identische Aminosauren, :

= gleiche chemische Eigenschaften . = &hnliche chemische Eigenschaften
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Ein paarweiser Vergleich der Homeodomanen von gsc, gsc2 und Huhn
cgsx zeigte, dass in Bezug auf biochemischen Eigenschaften der kodierten
Aminosauren der Grad an Ahnlichkeit zwischen gsc und gsc2 (85%) bzw cgsx
und gsc2 (88%) nicht signifikant verschieden war (Abb. 7). Eine nahere
Verwandtschaft von cgsx zu gsc2 als zu gsc kdnnte aus der Anzahl der
identischen Aminosauren innerhalb der Homeodoméne geschlossen werden
(86% zu 75%; Abb.6). Der Vergleich der gesamten Proteinsequenz von gsc2
und cgsx erbrachte eine Homologie von lediglich 55% (Abb. 8). Zur Klarung der
Frage, ob es sich bei gsc2 und cgsx dennoch um homologe Gene handelte,
wurde eine gsc2 Expressionsanalyse durchgefuhrt. Insbesondere sollte ein gsc

komplementierendes Gen wahrend der Gastrulation aktiv sein.

gsc2 .MATAGSAASRRDPGRPCHFSIEHILJSSLPERRPATRPP...Q.. ... 39

cgsx MSAEPTLDASSGRR AVQCSFSIENILASPAERSPQVLVPLCLQGILDC 48

gsc2 .PVG..... G. RNPAELDEPEAPVPAAPCACCCCCNPRAATRGTPETSSG 82

Cgsx APKGLCELEGIALQEEEEEEEEELEGAACSCCCCSH .T.GTRPLQDP 93

gsc2 PGLRLAWPLRLAP...ATPSPLTAPRAGSPALTGTSGPGPQRRTRRHRTI 129

cgsx PG.. WLGSLGPCDCSTRRSEAAKRAGQPQ RAAGLPADPRRTRRHRTI 138

gsc2 FSEEQLQALEALFVQNQYPDVGTRERLAVRIRLREERVEVWFKNRRAKWR 179

Ccgsx EEQLOALETLFHONQYPDVITREHLANRIHLREE KVEVWFKN 188
gsc2 HQKRASSSRLLPGTKKTPKESC 201

cgsx HQKRASASALVLQAADAHKESR 210

|:| Homologie zu engrailed Repressions-Doméane

Homeodoméane
Abb. 8 Vergleich der Aminoséauresequenzen von gsc-2 und gsx.
Die 55% Homologie beruht weitgehend auf Ahnlichkeiten in der Homeo- und der engrailed
Domane. | =identische Aminoséauren, : = gleiche chemische Eigenschaften . = &hnliche

chemische Eigenschaften

Die Analyse des gsc2 Expressionsmusters durch In situ Hybridisierung
erwies sich als schwierig, da die zunachst als Sonde verwendeten codierenden
Sequenzen einen hohen GC Gehalt (70 %) aufwiesen. Daher wurde ein
Fragment, bestehend aus Exon 3 und der 3" untranslatierten Region (580
Basenpaare), mit PCR aus genomischer DNA kloniert (nicht gezeigt). Eine gsc2
Expression zum Zeitpunkt der Gastrulation (E6,5 und E7,5) konnte nicht
nachgewiesen werden (nicht gezeigt und Abb. 9 A). Als Positivkontrolle fur die
technische Durchfihrung diente gsc (Abb. 9 B). Positive Signale fur eine gsc2
Transkription fanden sich im Gehirn von 12,5 Tagen alten Mausembryonen in
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der sich entwickelnden Pons des Mesencephalon und im Plexus choroideus des
vierten Ventrikels. (Abb.8C). Von anderen Arbeitsgruppen wurden weitere
Expressionsorte publiziert, wie zum Beispiel im rostralen Vorderdarm
(E8,5)(Saint-Jore et al.;1998) oder primordalen Stammzellen (E9,5 bis
12,5)(Galili et al.; 1998). Diese konnten in der vorliegenden Analyse nicht
bestatigt werden.

Abb.9 Keine gsc2 Expression wahrend der Gastrulation der Maus.
Expressionsanalyse durch radioaktive In situ Hybridisierung von histologischen Schnitten.

(A) Sagitaler Schnitt eines E7.5 Embryos hybridisiert mit gsc2. Es konnte keine gsc2 spezifischen
Signale detektiert werden.

(B) Sagitaler Schnitt eines E7.5 Embryos hybridisiert mit gsc1.
Als positive Kontrolle, fir die technische Durchfiihrung des Experimentes diente eine
goosecoid Probe. Sie zeigt das gsc Expressionsmuster in Prachordal-Platte [P] und Knoten
[K].

(C) Transversaler Schnitt durch das Gehirn eines E12.5 Embryos.
gsc2 spezifische Expression findet sich in Pons [P] und Plexus choroideus [Pc]. (Pfeile). (C")
zeigt die Silberkérner im Hellfeld.

H, Hellfeld; D, Dunkelfeld; em, emryonal; ex, extraembryonal.

Aus der Sequenz- und Expressionsanalyse (Abb. 6 - 8) folgte, dass es
sich bei gsc2 nicht um das cgsx Homolog handelte. Die fehlende gsc2
Expression wahrend der Gastrulation legt nahe, dass dieses Gen nicht die
gesuchte gsc komplementierende Genaktivitat darstellt. Weitere Versuche mit
PCR ein cgsx homologes Gen der Maus zu klonieren fuhrten bisher nicht zum
Erfolg.
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2. 2 Klonierung, Expressionsanalyse und Regulation des
Homeoboxgens Pitx2 wahrend der Entwicklung der Links-
Rechts Asymmetrie

Auf der Suche nach gsc-verwandten Genen der Maus wurde das
Homeoboxgen Pitx2 aus P19 Teratokarzinomzellen kloniert (Campione et al.,
1999). Dieses Gen war asymmetrisch im linken Seitenplattenmesoderm und
Herz exprimiert (Campione et al., 1999). Um die Pitx2 Regulation und Funktion
aufzuklaren habe ich das Xenopus Pitx2 Gen kloniert. Der Modellorganismus
Xenopus eignet sich, um Fragen der Lateralitatsentstehung durch
Missexpressionsexperimente im Kontext des Embryos zu analysieren. Bereits im
4-Zellstadium wird die dorso-ventral Achse festgelegt. Zuséatzlich bildet die
animal-vegetative Achse des Froscheies eine Art von anterior-posterior Achse,
was dazu fuhrt, dass linke und rechte Seite des Embryos klar unterscheidbar

sind.

2.2.1Klonierung des Homeoboxgens Pitx2 im Frosch Xenopus laevis

und Zebrafisch

Zur Klonierung von Pitx2 in Xenopus wurden 10° Phagenklone einer
Neurula cDNA Genbibliothek (Stadium 18) unter reduzierter Stringenz mit einer
Maus cDNA Sonde durchsucht (siehe Material und Methoden 4.7). 16 positive
Klone wurden isoliert. Darunter fanden sich drei verschiedene Transkripte, die
Homologie zu Mausgenen zeigten. Zwei davon waren Pitx2 Klone, die
unterschiedliche Isoformen reprasentierten. Der dritte Typ von Klonen war die
Xenopus Version des Pitx1 Gens. Die Sequenzen der cDNA Klone sind mit
Translation in Abb. 10 A-C dargestellt. Die Pitx2 Isoform, mit dem grdssten
offenen Leseraster (327 Aminoséauren; Abb. 9A) wurde Pitx2A, die mit dem

kirzeren (317 Aminoséauren; Abb. 9B) Pitx2B genannt. Eine dritte, bei Mensch,
Huhn und Maus identifizierte Pitx2 Isoform (Pitx2BA; siehe unten und
Abb.12) wurde in diesem Screen nicht gefunden und konnte auch in RT-PCR

Experimenten wahrend der Froschentwicklung nicht nachgewiesen werden. Die

Xenopus Pitx1 cDNA codiert fur ein 306 Aminosauren grosses Protein (Abb. 10
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C). Die Pitx2B bzw. Pitx1 cDNA Klone waren unvollstandig und stromaufwarts

bzw. stromauf- und stromabwarts der translatierten Region mit ribosomalen RNA

Sequenzen fusioniert (nicht gezeigt).

A

XPitx2A

3 50
TCTCCATGCCTGTT TCAGCATCCCTTGTGCA

10
GGCACGAGCGTT TAGTGAATGA!
AGTGCTEAGCCTEGATACAGTEGCATCTCTCTGCCCAGTGEECACCTGCCTT TAATGC TCC
TGACAGATCTCTAGGAGGATTTCC TTCCATCACCCTGTAGCAACGAGTGAGGAGCTCAGC
AGCCTTCAT TATTAC TGTAGTGGACCCATCAGGACT TACATG TARGCCTGTACT TAC TCA
GcAGccTég gCTGTC CTACATACC! CTGg;‘EGGTGCCJXTCACTTGGACTgig‘AGTAGTGTCA
TTGAATT%%:TTGCGACT TTCGGGCGC;‘;‘% CATTCAGTTCTC! TGATT]JA;‘Q‘TGGACTTGGA

TATTTTTGTGAGCCTACTGTACTE TACCCCAGCATC CTC CATGAR CTC TATGARAGAGCC
M N S M K E P

430 450 470
TTTACATTTGGATCACTTGGCTGEGAGTAGAGT TGC TGCAGC TTC TTCCCATCACCACCA
L BELDHTLSASG S@RVYVAAHSETS S HEHHH
CCATCATCACCACCAGCACCAGACAGTGAC CCTTGTATC CATGGE CTCCTCATTEGGTCA
H H HHEQHOQTJVTILVSHMMASTS S L G Q
GCGCTCTGGEEAGTG TARGTCARGGCTAGAGGTGCATAC CATCTC TGACACCTCCAGCCT
R 8§ G ECX S8 R LEVUHTTISDT S § F

610 630 650
AGACACTGCAGATARAGACAARAG TCACCAAACARAGAACGAGGACAGCAGTACCGATGR
DT AD DK S HOTZEKTUN DS § T DD

670 710
TCCCTC C TCACTTCACCAGCCAGCAGCTGCA
P s ¥ K R Q R R Q R T HF T § _’% 0 Q
GGAGCTGGAAGCGAC TTT CCAGAGGARTCGCTACCCOGACATG TCCACCAGGGAGGARAT
ELEATTFOQRUNZRTYFPDHMS TR I
790 410 830
CGCAGTGTGGACCAATCTGACAGAGGCCAGAGTCAGGGT CTGG TT TAAGAA TCGCAGGGC
AV WTNTLTEAZRVYV®RVYVWF KNTRR A

B850

70 BG0
CARGT AACRAGCCGAGCTCTGTARARATGGTTTTGGCCC
K W R KR ERUMNG QQATETLTCTZKTNGTF G P

910 950
CCAGTTCAATGGACTGATGCAGCCATATGATGACATGTA CCC CAGTTACTCGTACAACAR
Q F N 6 L M g P Y DDMTYP S ¥ S ¥ NN

1010
CTGGGCAGCCAMGGECCTGACTTCAGCCTC TCTTTC CAC TAAGAGCTTCCCCTTCTTCAR
W A A K G L T SASLSTTZKTSTF P F F N
1030 1050 1070
TTCTATGAATGTCAACCCACTGTCCTCCCAGAGTATGTT CTCCTCGCCCARTTCCATTTC
M NV NP LS S 0 8 MF S 85 P NS I §
10 1 1120
TTCCATGAGCATGTCCTC TGGCATGETCCC CTCTGC TGT TAC TGEGETECCAGGCTC TG
S M S M S S G MV P S AV TGV P G S G
1150 117 1190
TTTARATAGCTTGAATAACCTGARCARTCT CAGCAACCC TTC CCT CARCAC TGCAGTGCC
L N § L NN LHNUNTLSDNTESILNTATYE
1210 1230 1250
AACGTCGGCCTGCCCCTATGCTCC COCTACACCTCC TTATGTC TACAGAGACACATGTAR
T S ACP Y A PP TPPY VY RDTCDN
1270 1290 1310
CTCCAGCCTGECARGCCTGAGACT CARAGC CAMGCAACACTC TABTTT TGGCTATGC CAC
€ 8 L A S L RLEKOATZKT GOQTHTS S F G Y AT
1330 1370
CGTTCAGACCCCAGGATCCARCCTCAGCGE CTGCCAATA TGCAGTGGACAGACCCGTGTG
v o T PGS NLSACOTYHATYVDTZRPV *
1390 1410 1420
ATACCTGTGTATATGCATGAGCCTGTATATATACTGTCC TGTA TGGGAACTACTCTGARR
1450 1470 1480
CCTCTCARTCACATACCTGGGTCACTACCAAAAGAGAATAGACARGGAGGAACATGCAGR
AACGCCTARATTCAT TTT TATTCCAGCGGATGTCCTGCAGTGARA CTACAR CAGACATTT
TTAATTCTTAGAARTATAAAT TTGGGCACCARAGAC TGGACGTGGCAT TTTAATATTATT
TCTGGCTTGAATTTTTTT TTTAATCTTAAT TAACCATCAARCGTCARAAAGGACTGARAG
GCTGTATATATATATGTATATTGAAATG TCARATTAATT TTATARARACAGTTGTCC TTC
ATATCTTTACAGTGT TARTAACACACATTAGGC TTGAGAG TARAGCATGCAAACGAARGC
1810 1.

1850
CCAGH i TTGTATTTT:

XPitx1

10 30 50
ATGGATTCC TTTARAGGAGCTATGAAT TTGGARAGATTGCCTGAGAGT TTAAGACCCCAG
M DS F KGAMNMNNTILTETSRTLT®PESLREZP Q
CCTTCCCACGACATGGCCACCAGT TTCCAT TTGCAGAGATCATCTGARGCCAGGEATCCC
P S HDMSATSESTFHLOERTSTEESATRTDTFP
130 150 170
ATGGACAAT TCAGCCAGTGAGTCT TCTGATACTGARAT GARCGRACCGGG
M DN S A S ES S DTZETITVETE KZETRT G

1580 210 230
GABCCAARAGGAGAGGACGEGAATGEGEATGATCCCAGCARGAAMARGAAGCAGAGGAGA
E P XK G ED G NG DDFPSE K KZEKZKQRER
CARAGGACTCACTTTACCAGCCAGCAGCTGCAGGAGCTGGAGGCCACT TTC CAGAGGARC
QR THF TS QQLOQELEHS ATTFOQRN

210 330 350
CGATATCCAGACATGAGCATGAGAGAGGAGATTGCTGTATGGACCARTCTGACTEAAGCC
R Y P DM S M RETETIARAZTYVWTDNTLTE &

370 330 410
AGGGTCAGGGTGTEE TTCARGAAC CGCCGAGCCARGTGGAGGARGAGGGAGCGGARC CAG
RV RV WFEKUNERAEKTEWR RIEKTERTETERINQ

CAGATGGACCTGTGTAAGAATGGT TACG TGCCCCAGTTCAGCGGGCTCATGCAGCOGTAC
Q M DL C K G YV P QF S G L M QP Y

GACGAGATGTACGCAGGATACCCC TACAACAACTGEGCCACARARAGCCTCACCCCTGCC
D EM Y A GVY P ¥ N NWATEKT S L T P 4

550 570 590
CCCCTGTCOACCARGAGCTTCACC TTCTTCAACTCCATGAGTCCC TTGTCT TCCCAGTCC
F S P L § S Q S

ATGTTCTCCGECCCOCAGE TCCATC TCTTCCATGAGCATGCCC TCCAGCATEGGTCACTCT
M F S G P S s I S S M S M P S S M G H §
GOGGTGCCAGGCATGECCARCTCCAGCCTCARTARCATCAATARCCTGAACARCATCAGS
AV P G M ANS S L NNTIDNNTIELDNMNTISE
0 750

CTCAACTCAGCCATGTCTTCTACT
L N S A M S S T G

GGCTECT

TTGTCOC TATGEACCC CCTGETTCC
G s 8 C P Y G P P G S

XPitx2B

10 30 50
CCGAATTCGGECACGAGC TOGCATCTC COAGCTGGAGC TCCCARCCCACGEGTTCTTGGGA
TATTGTCT TGGE TTGTT TCC CTTTGC CTTGEATTG TCCTTT TCCTATGCGCTTCTT TGET
TCCACAAC CAAAAGTGCCTC CAGGAT TTC TCTGCAGCAAGGARAGCAGAGGGCAGRARGC

190 230

TCTACTACTARGTCAACCGGTAR

SAATGGA ACTGCCGCARACTGE
M D N © R v

290
AGTGTCTCTTTTCTARGG
E C L F S8 K E

250 270
TGACAACC TGTGTC CAACTAGGAGTGCAGCOCTCGECAGT
T T C V¥V QL GV QP S AV

AGTCTGATATGAAGARGGGEGGT TTT TCTGCTGCAGATGGAACCEARGGAARCCGCARGE
s DM K K G G F S A A DGTETGDN R K E

370 390 410
ARACTGGAARACGSTTTAGC CGGATTCAC CARAGTGGCAGTGATARAGACARAAGC CACC
TG XK RF S R I HEOSG § DK 8 H 0
430 470

GATCCCTC! CAGAGGCEAC
D P S K K B0 R R Q

iy
s KN E DN S T D
AGAGGACT CACTTCACCAGTCAGCAGCTGCAGGAGCTGEARGCGACT TTCCAGAGAARTC
RTHFTSQQLSTgELEATFQRNR
GTTACCCOGACATGTCCACCAGGGAGGRARATCGCAGTGTGEACCARTCTGACAGAGGCCA
Y PDMST®RETETISATYVTWTDNTLTE A R

610 630 650
GAGTCAGEGTTTGETTTAAGANC CGCAGGECCARG TEGAGAAAGAGGGAGAGGARCCARC
¥ R VW F KN RRALKTWZRTE KTZRETRUNOQ Q
ARACTGAGCTCTGOARAARCGGCTTTGGC COCCAGTTCAATGGACTGATGCAGCCA TATG
T E L C K G G P Q FNGLMOTP ¥ D

730 750 770
ATGATATGTACCCCAGTTAC TCGTACAACARCTGGGCAACCAAGEGC CTGACTTCAGCCT
DM Y P S Y S Y NN W ™ G L T S A §

790 810 830
CTCTGTCCACTAAGAGCTTTCCTTTC TTCART TCTATGAATGTCARCCCACTGTCOTCCC
L s T KS F P F F N S MNUVDNFPTL S 8 0
250

870 890
AGAGTATGTTCTCCTCGCCCAATTCCATT TCT TCCATGAGCATGTOC TCTGGCATGETCC
s M F s s P NS I S S M S M S S 6 M V P

CCTCTGCTGTTACTGEAG TGCCAGGE TCTGETCTAAATAGC TTGARTAAC CTGAACAATT
s AV TGV PGS GLNTGSTLNDNTLDNDNL
970 990 1010
TGAGCAAC COTTCC CTCAATACTECAGTGCCARCG TCGECC TGCCCTTATGCTCCOCCAR
s N P S LNTATYVU®PTSAZCTPTYAPTPT
103 1050 ]
CACCTCCC TATGTC TACAGAGACACATGTARC TCCAGCCTEGCAAGC CTGAGACTCARAG
P P YV Y R DTTCDN S S L A& R L K &
1080 1110 13
CCAMGCARCACTCTAGT TTTGGC TATGTT CAARAC CCAGGATCCARCCTCAGCGCCTGCC
XK Q H 8 8§ F G Y V¥V 0QNPGSUNTLSATCDQ

1150 1170 1190
AATATGCAGTGGACAGACCCGTGTGATAC CTGTGTATATGC ATGAGCCT
Y 2 VDR P V *

TACTG

1210 1230 1250
TCCTGTATGGGAAC TACTCTGARACC TCT CAATCACATACC TGGETCACTACCARRAGAG
AATAGACAAGGAGGARCATGCAGARACGC CTAAAT TCATTT TTATTC CAGCGGATG TCCT
GCAGT T,

TTTAAT TCTT: TATAMATTTGGGCACCARAGAC

1390 1410 1430
TGGACGTGGCATTT TARTAT TATTTC TGGCTTGAR TTTTTT TTTTAATCT TAATTAACCA
1450 1470 1490
TCARACGT CARARAGGACTGARAGGC TGTATATATATATGTATATTGARATGTCARATTA
511
AT TTGTC CTTCATATC TTT: T TTAGGCTTG

1610
TGTATATAATAARCGAGAACATT

1570
AGAGTARAGCATGCARACGAARGCCCAGE,

GTATTTTAARAARAARAA

ZbPitx2

10 30 50
GAGGATC CETCCAAGAAGAAGAGAC ARAGGCGGCARCGARCGCATT TTACTAGCCAGCAG
EDP S KK KR QU RRG QP RTHTFT S g 0
TTACAGGARCTGGAGGCCACTTTTCAGAGGARTOGCTATCCGGACATGT CGACTAGAGAG
L Q ELEATTFOQ®RMNRYPDUHMSETTR RE
130 150
GAGATCGCCGTTTGGACARATTTAACAGAGGCCAGAGTCCGAGTGTGGT TCARGRATCGA
E I AV WTUNTLTTEATRTYTRTYVIMWTF XK N R
180 210 230
CEEGCARARTGGAGAAARAGGGAGAGGAATCARCAGGCTGAGC TETGTAARAACGGTTTC
RAKWREKE RETRUYNIOQOQAETLTCZEKTDNG GTF
GECCCTCARTTCAACGGAC TTATGCAGC CCTACGATGACATGTATCCCAGCTATACGTAC
G P QF N L M Q P Y DDUMTYP S Y T Y
310 330 350
GACARCTGGGCTECAAAGGGACTCACGT CGGCCT CTCTGTCTACCAAAAGCTTTC CCTTT
DN WAATZ KT GTLTTSASTLSTTZ XS STF P F
370 390 410
TTCARTTCCATGAATGTCAATCCGE TGT CGTCCCAGACCATET TOTCTC CRCCARACTCT
F N 8 M NV NPILSSQTUMTFSFPFPUNS
ATCTCTTCAATGAGCATGTCCTCCAGTATGGTTCCGTCTGCTGTCACCGGTGTAC CAGGA
= 5 GG GGG A G VvV T GV PG
TCAAGTT TAARCAGCCTCAATAACT TGAATARCC TCAGCAACCCCTCTC TAAATTCGGGEE
s L W S L N NLNWNTLGSNTESTLDNS G
550 570 590
GTTCOCACGCCGECETECC CTTACGCCC CACCGACGCCTCOGTATG TTTACCGGGACACT
Vv P TPACTP?YATPZPTTE PTPTYTYVTYRTDT

TGTARCTCCAGTC TTGCCAGCCTGAGAC TCAAAGCCARGCA
C N S S L ASTLGRTLZKRA K

Abb. 10 Pitx cDNA Klone aus Xenopus und Zebrafisch
(A) Xenopus Pitx2 Isoform A (1853 bp / 327 Aminoséauren)
(B) Xenopus Pitx2 |soform B (1638 bp/ 317 Aminosauren)
TeccmTIACAGTTe e cTeccttaceemsescerateceitsanerermen. (C) Xenopus Pitx1 (1015 bp / 306 Aminosauren)
o ® (D) Zebrafisch Pitx2 PCR Fragment (641bp / 215 Aminosauren)

790 810 230
CCCTACACGGTTTACCGGGACACT TGTACT CCAAGT CTGGCARGE CTGAGACTGARATCC
P Y TV YRDTTCTTPSULASTLZRTL K S

AAGCAGCAC TCCACC TTCGGC TACAGCAGC CTCCAGAGC COGGCC TCCAGC CTCARTGCT
K QO HSTFOGY S S5 L o8 P A S 8 L N &

970 990 1010
CATGGAACCACACAATGT TGT TTTGTGCARGCACCAGAT CGARAGARCACATGGT
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Der Proteinvergleich zwischen Pitx2A und Pitx2B zeigte, dass sich die
beiden Isoformen im aminoterminalen Teil unterschieden, wahrend die Ubrige
Aminosauresequenz, welche die Homeodomane beinhaltete, nahezu identisch
war (Abb.11). Die Aufklarung des Pitx2 Genlocus in der Maus zeigte, dass die
Pitx2A cDNA aus den Exonen 4-6 bestand, wahrend die Pitx2B cDNA die Exone
1-3 sowie 5 und 6 beinhaltete (Abb.12 A und B; und Schweickert et al., 1999).
Die gemeinsamen Exone 5 und 6 enthielten die Homeodomane sowie die sog.
Aristalessdomane, eine 14 Aminosauren umfassende Region unbekannter
Funktion, die sich in einer Reihe von Homeoboxgenen wiederfindet (Abb.11 und
12; Semina et al., 1998; ten Berge et al., 1998).

XPitx1 MDSFKGAMNLERLPES LEPOQPSH......cuvuuunan DMATSFHLORS 34
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XPitx2A SSGMVPSAVTGVPGSGLN 249

XPitx2B NSISS SGMVPSAVTGVPGSGLN 241

XPitx1 NINNLNNISGSSLNSAMSSTGCPYGPPGSPYTVYRDTCTPSLASLRLKSK 281
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| LI |
XPitx2B SLNNLNNLSNPSLNTAVPTSACPYAPPTPPY . VYRDTCNSSLASLRLKAK 290
XPitx1 [QHSTFGYSSLOSPASSLNACQYNS*. ... 306

L] ] ] 1 Homeodoméne

XPitx2A QHS SFGYATVQT PGSNLSACQYAVDRPV* 327

xpiten GgAREL . Dbl LML 50 R

Abb. 11 Vergleich der Aminosduresequenzen von Xenopus Pitx1, Pitx2A
und Pitx2B. (erstellt mit dem Computerprogramm GAP)

Die Pitx2 Isoformen unterscheiden sich in ihren N-Termini (siehe auch Abb.11). Die klonierten

Pitx2 Isoformen stammen von verschieden Allelen des tetraploiden Frosches Xenopus, was aus

den wenigen Abweichungen im konstanten Teil (4 und 2 Aminoséuren weniger in Pitx2B)

ersichtlich wird. Pitx1 ist zu den Pitx2 Isoformen zu ca 70% &ahnlich, wobei die ersten 63

Aminosauren des N-terminalen Teil des Proteins weitgehend unterschiedlich sind. Ab Aminosaure

64 ist Pitx1 zu 75% identisch mit Pitx2. Bis auf zwei Aminosauren sind die Homeodoménen von

Pitx1 und Pitx2 identisch. | =identische Aminosauren, : = gleiche chemische Eigenschaften

. = ahnliche chemische Eigenschaften.
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feteisssasesatatsasatatssaatssasnssassss s AKDKShQSKNEDNnStdDPSKKKRQRRORTHFTSQQLQELEATFQRNRY PDMSTREEIAV
fetetecetnesetestaresarncasranasnsneness s EKDKGOQGKNEDVGAEDPSKKKRORRORTHFTSQOLOELEATFQRNRYPDMSTREEIAV
e re e reeeaer e se e aae wesssssssasnesss s EDPSKKKRORRQRTHFTSQQLOELEATFQRNRYPDMSTREEIAV
0. ALAMASVLAPGOPRSSLDSSKHRLEVHTI SDTSSPEAAEKDKSQ0CKNEDVCAEDPSKKKRQRRQRTHFTSQQLOELEATFQRNRY PDMSTREETAY

Exon 44 Exon 5 300
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WINLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPsY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSsPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WINLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQtELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYP sY SYNNWAtKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFS sPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM
WTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMYPsY tYdANWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQtMFSPPNSISSM
WTNELTEARS VWEKNRRAGKNRKRERNQQAELCKNGFGPQFHGLMQPYDDMYPGY SYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNSISSM

Xon Xxon

SMSSSMVPSAVIGVPGSgLNSLNNLNNLSnPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSAC
SMSSSMVPSAVTGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV
SMSSgMVPSAVIGVPGSgLNSLNNLNNLSnPSLNtAVPTsACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYALVQtPgSNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSgLNSLNNLNNLSnPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVONPASNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVONPASNLSACQYAVDRPV
SMSSgMVPSAVIGVPGSgLNSLNNLNNLSnPSLNtAVPTsACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHSSFGY » « VQNPgSNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSNPSLNSgVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAK
SMSSSMVPSAVIGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQHS SFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV

S--SSSSCHH

397

B-spezifische 5-UTR || B-spezifische kodierende Region B Homeo Doméane B gemeinsame kodierende Region
A-spezifische 5-UTR . A-spezifische kodierende Region . Aristaless Domane gemeinsame 3-UTR

B Abweichungen von Konsensus

XPitx2 3 UTR AAAGGCTGTATATATATATGTATATTGARATGTCAARATTAATTTTATAAAAACAGTTGTCCTT

MPitx2 3 UTR AATGACTGAAAGGATGTATATATATCGAARATGTCAAATTAATTTTATAAAAGCAGTTGTTAGT
XPitx2 3 UTR CATATCTTTACAGTGTTAATAACACACATTAGGCTTGAGAGTAAAGCATGCAAACGARAGCC.

MPitx2 3 UTR ACTATCACGACAGTGTTTTTAA...AGGCTAGGCTTTAAAATARAGCATGTTATACAGAATCA
XPitx2 3 UTR ...viiniuninnnnn. CAGCAAGAAGAATGTATATAATAAR

MPitx2 3 UTR GTTAGGATTTTTCGCTTGCGAGCAAAGGAATGTATATACTAAA
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Abb. 12 Pitx2 Isoformen der Wirbeltiere

(A) Zusammensetzung der Pitx2 Isoformen in der Maus (E, Exon).

(B) Schematische Darstellung der Xenopus Pitx2 Isoformen.
Start [AUG] and Stop [UGA] Codone sind durch Pfeilspitzen markiert. Zahlen benennen die
Lange der Sequenzen in Basenpaaren.

(C) Protein Vergleich der Wirbeltier Pitx2 Isoformen.
Die Exon-Intron Grenzen sind unterhalb der Konsensus Sequenz angedeutet. Zur Konsensus
Sequenz identische Aminosauren sind in Grossbuchstaben, abweichende mit rot markierte
Kleinbuchstaben dargestellt. Um die Isoformen optimal vergleichend auflisten zu kénnen,
wurden Punkte [¢] in die Sequenzen eingesetzt.
Die aminoterminalen Teile der A und B Isoformen zeigten keine Homologie wéhrend die
Homeodomane in allen Fallen identisch war. Unterschiede zwischen den Spezies finden sich
hauptsachlich in den N - terminalen Teilen der Proteine. Die Sequenzen wurden der EMBL
Datenbank von folgenden Publikationen entnommen: Gage and Camper, 1997 (Maus Pitx2B
und Pitx2BD), Arakawa et al., 1998 (Mensch Pitx2A, Pitx2B and Pitx2BD, und Maus Pitx2A),
Logan et al., 1998 (Huhn Pitx2BD), St. Amand et al., 1998 (Huhn Pitx2A).

(D) Hohe Konservierung in einem 169 Basenpaar Fragment in der 3 untranslatierten Region von
Maus [MPitx2 3" UTR] und Xenopus [XPitx2 3° UTR].
Der Verleich wurde erstellt mit dem Computerprogramm GAP (Wilconson computer package
software).

Eine Proteinanalyse aller bekannter Wirbeltier-Pitx2 Sequenzen (Abb.12 C)
zeigte, dass signifikante Speziesunterschiede nur im Isoform-bestimmenden N-
terminalen Bereich auftraten, wahrend die konstanten Regionen ein sehr hoher
Konservierungsgrad kennzeichnete. Eine regionale, zwischen Maus und
Xenopus Pitx2 konservierte DNA Sequenz konnte in der 3" nicht codierenden
Region nachgewiesen werden (Abb.12 D). Die 5" untranslatierten Bereiche
zeigten keine Homologien (nicht gezeigt). Die klonierten Pitx2A und Pitx2B
cDNAs zeigten geringe Unterschiede in der Aminosauresequenz der
gemeinsamen von Exon 5 und 6 codierten Region. Neben 4 Aminosaure-
austauschen zeigte die Pitx2B Sequenz eine Deletion von 2 Aminosauren in der
Nahe des Carboxyterminus. Dies wies auf unterschiedliche Pitx2 Allele hin, was
durch den tetraploiden Chromosomensatz des Xenopus Genoms erklart werden
kann (Abb. 11 und 12).

Ein Proteinvergleich von Pitx1 zu den Pitx2 Isoformen ergab eine hohe
Homologie (70%), wobei die Homeodomaéne bis auf 2 Aminosauren identisch
war, und wiederum die aminoterminalen Bereiche am starksten divergierten
(Abb.11). Diese grosse Ahnlichkeit zu Pitx2 erklarte die Klonierung von Pitx1

unter den reduzierten Stringenzbedingung des Screens.
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Da es im Zebrafish viele Lateralitdts- und Herzmutanten, die sich fir die
genetische Analyse der links-rechts Kaskade anbieten, wurde in einem weiteren
Ansatz versucht das Pitx2 Gen aus Zebrafisch zu klonieren. Basierend auf den
konstanten Pitx2 Proteinabschitten der Wirbeltiere wurden degenerierte Oligos
entwickelt. Durch RT-PCR Experimente konnte ein 641 bp langes Zebrafisch
Pitx2 Fragment isoliert und kloniert werden (Abb.10 D; Material und Methoden).
Die Sequenzanalyse des Zebrafisch Fragmentes bestétigte den hohen Grad der
Konservierung (Abb.12 C).

2.2.2 Vergleichende Expressionsanalyse von Pix2A, Pitx2B und
Pitx1 wahrend der Froschentwicklung von der Gastrula bis zur

Kaulquappe

Zur Analyse der differenzielle Genexpression der Pitx2 Isoformen wéahrend
der Froschentwicklung wurden, unter Verwendung der unterschiedlichen
5 cDNA Regionen von Pitx2A und Pitx2B, isoformspezifische Sonden kloniert
(Material und Methoden 4.5.4). Expression wurde in Xenopus-Embryonen
definierter Entwicklungsstadien durch nicht radioaktive In situ Hybridisierung im

Ganzpraparat analysiert.

In der frihen Gastrula (Stadium 10.5) konnte weder durch In situ
Hybridisierung noch durch RT-PCR eine Pitx2 bzw. Pitx1 Transkription
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Durch die hdhere Sensitivitat eines
radioaktiven RT-PCR Experiments lies sich Pitx2A und Pitx1, nicht jedoch Pitx2B
MRNA im Stadium 11 bis 11.5 (Gastrula) detektieren (Abb. 21 B Ko). Die
Abbildungen 13 - 15 zeigen die Ergebnisse dieser In situ Analyse von der spaten
Gastrula (Stadium 13) bis zu 3 Tagen alten Kaulquappe (Stadium 38).
Zusammen mit Pitx1 zeigten die Pitx2 Isoformen ab Stadium 13 (Neurula) bis zur
Kaulquappe (Stadium 38) ein klomplexes, teilweise tUberlappend und teilweise
exclusives Expressionsmuster. Im folgenden werden die erhobenen Daten nicht

chronologisch sondern fur Organsysteme getrennt dargestellt.
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Abb. 13 Vergleichende Expressionsanalyse von Pitx2A, Pitx2B und Pitx1
wahrend der frihen Froschentwicklung (Stadium 13 - 22).

In der Klebdriisenanlage werden Pitx2A und Pitx1 koexprimiert, und in der Stomodeum-

Hypophsen-Anlage finden sich alle drei untersuchten mRNAs.

Embryos der Stadien 13(A)-(F), 18 (G) - (N) und 22 (O) -(V) wurden mittels der In situ Hybridisierung

mit spezifischen Sonden auf das Expressionsmuster von Pitx2A (A, B, G - I, O - Q), Pitx2B (C, D, J -

L, R-T) und Pitxl1 (E, F, M, N, U, Z) untersucht. Linien deuten die ungefahre Lage der

Sagitalschnitte an, Embryos bis auf (U) in Frontalansicht gezeigt.

(A - F) Stadium 13 (friihe Neurula).
schwarze Pfeile = Klebdriisenanlage; gelbe Pfeile = Stomadeum-Hypophsen-Anlage

(G - N) Stadium 18 (spate Neurula).
Zusatzlich zu Klebdrisen und Stomadeum-Hypophysen-Anlage fand sich eine Pitx2A
Transkription in cranialen Neuralleisten (rote Pfeile in G und I). Zur Verdeutlichung der
Pitx2B Expression in der Stomadeum-Hypophysen Anlage dient die Vergrésserung des in
(K) gezeigten Schnittes in (L).

(O - V) Stadium 22 (friihe Kaulquappe).

2.2.2.1 Klebdriise

Die Klebdruse ist ein Organ, welches, dem noch nicht schwimmfahigen
Xenopus-Embryo ab Stadium 28, erlaubt sich mittels sekretierter klebriger
Muccopolysaccheride an Bodensubstrat zu haften. Die Klebdrise entwickelt
sich als die am weitesten anterior gelegene Struktur des Embryos. Sie wird
wahrend der Gastrulation durch Organisatorsignale determiniert, und stellt somit
dorsales Gewebe dar. Die Klebduse ist ein transientes embryonales Organ
welches in spateren Kaulguappen-Stadien (ab dem Stadium 44) degeneriert
(Nieuwkoop und Faber, 1967). Eine erste, schwache regionalisierte Expression
von Pitx2A und Pitx1 konnte in der Klebdriisenanlage von spaten Xenopus
Gastrulaembryonen (Stadium12) festgestellt werden (nicht gezeigt). Ab Stadium
13 fand sich starke Expression von Pitx2A und Pitx1 zunachst in der Anlage der
Drise (Abb.13 A-N). Diese Expression blieb in der aktiven Druse erhalten (Abb.
13 - 15). Pitx2B wurde zu keinem Zeitpunkt in der Klebdriise gefunden.
Histologische Schnitte der untersuchten Embryonen bestatigten die

Koexpression der Transkripte in den selben Zellpopulationen.
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Abb. 14 Vergleichende Expressionsanalyse von Pitx2A, Pitx2B und Pitx1
wahrend der frihen Froschentwicklung (Stadium 26 - 30).

Embryos der Stadien 26(A - J) und 30 (K - V) wurden mit der In situ Hybridisierung mit spezifischen

Sonden auf das Expressionsmuster von Pitx2A (A - D, K, N), Pitx2B (E- G, O-R)und Pitx1 (H- I, S -

V) untersucht. Embryos zeigen die linke Kérperseite. Linien deuten die ungefahre Lage der

gezeigten transversalen Schnitte an.

(A - J) Kaulguappe Stadium 26. Nur die Pitx2A Isoform ist asymmetrisch in der linken Herzanlage
[Ha] und in dem linken Seitenplattenmesoderm [SPM] exprimiert (A, C und D). Pitx2B oder
Pitx1 Transkription war im SPM nicht erkennbar (E, G, H und J). Positive Signale aller drei
Sonden konnten in einem ventralen Teil des Mittelhirns (griine Pfeile in B, F und ) und der
sich entwickelnden Stomadeum-Hypophsen-Anlage (gelbe Pfeile in B, F und 1) detektiert
werden. Die Klebdrise zeigte weiter Pitx2A und Pitx1 Expression (schwarze Pfeile in B und
0.

(K - V) Kaulquappe Stadium 30. Die Pitx2A Isoform und nicht Pitx2B war im linken Herzmyocardium
(M bzw. Q) und im linken SPM (N bzw. R) exprimiert. Die Koexpression von Pitx2B Isoform
mit Pitx2A und Pitx1 wurde erneut im ventralen Teil des Mittelhirns detektiert (griine Pfeile in
L, P und T). Neben der Klebdrise (T) zeigte die Pitx1 Sonde positive Signale in der
Augenlinse, Pharynx (T) und in dem posterioren Seitenplattenmesoderm (pSPM) wahrend
der anteriore Teil negativ blieb (U und V).

2.2.2.2 Stomodeum-Hypophyse

In der Mundregion geréat das Entoderm des Kopfdarms in direkten Kontakt
mit der ektodermalen Mundbucht (Stomodeum). Aus dem Ektoderm des
Stomodeums formt sich eine Austllpung, die spater den Vorderlappen der
Hypophyse bildet. Die Auflosung der aneinandergrenzenden ekto- und
entodermalen Gewebe fuhrt zur Mundoffnung.

Die beidenPitx2 Isoformen sowie Pitx1 mRNA konnten in der Stomodeum-
Hypophysen Anlage ab Stadium13 in Neurula Embryonen und spater in der sich
differenzierenden Hypophyse nachgewiesen werden (Abb.13-15). Pitx2A, Pitx2B
und Pitx1 stellen somit die frihesten bekannten Marker fur die Stomodeum-

Hypophysen Entwicklung dar.

Das Ektoderm eines friilhen Froschembryos ist in zwei Lagen angelegt,
einer ausseren epithelialen- und einer inneren sog. sensorischen Schicht. In
Xenopus laevis bildet sich die Stomodeum-Hypophysen Anlage aus
sensorischem Ektoderm, das anterior zum Neuroektoderm liegt (Nieuwkoop und
Faber, 1967). In den Neurula Stadien 13 und 18 war die Pitx2B Expression auf
die sensorische Ektodermschicht begrenzt (Abb. 12 D und K, L), wahrend sich
Pitx2A und Pitx1 Transkription auch in der dartberliegenden epithelialen
Ektodermschicht befand (Abb. 13 B,H und F,N).
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Eine Pitx1 spezifische Expressionsdomane konnte in Kaulquappen ab Stadium
30 in dem, der Mundbucht benachbarten, Pharynx detektiert werden (Abb. 14). In
spateren Stadien beschrankte sich die Pitx1 Expression auf die dorsalen und

ventralen Pharynxbereiche (Abb. 15).

2.2.2.3 Auge

In cranialen Neuralleistenzellen konnte bei spaten Neurulaembryonen
(Stadium 18) Pitx2A und bei frihen Kaulquappen (Stadium 22) zusatzliche
Pitx2B Expression beobachtet werden (Abb.13), wahrend Pitx1 mRNA dort zu
keinem Zeitpunkt nachweisbar war (Abb.13-15). Pitx2A und Pitx2B Transkription
fanden sich in spateren Stadien zunachst dorsal zur Augenanlage (Abb. 14 B
und nicht gezeigt) und schliesslich um das Auge herum in den sich
entwickelnden Augenmuskeln (Abb. 15). Transiente Pitx1 Expression konnte in
Stadium 30 und 32 Embryonen wahrend der Differenzierung der Linse des
Auges beobachtet werden (Abb.14 S, T und 15 1, J).

2.2.2.4 Gehirn

Das sich formende Gehirn lasst sich morphologisch in mehere Regionen
abgrenzen. Die anteriorste Hirnstruktur, das Vorderhirn (Prosencephalon)
unterteilt sich in zwei Bereiche, das anteriore Telencephalon und das
Diencephalon. Caudal schliessen sich Mittelhirn (Mesencephalon) und
Nachhirn (Rhombencephalon) an. Die ab Stadium 26 beobachtete,
Uberlappende Transkription von Pitx2A, Pitx2B und Pitx1 befand sich in einer
ventralen Doméne des Mittelhirns, die direkt an das Diencephalon grenzt (Abb.
14 und 15). In der Maus wurde neben der Pitx2 Expression im Mittelhirn auch im
Diencephalon Transkripte beschrieben (Mucchielli et al., 1996). Ob dies auch fur
Xenopus laevis gilt konnte durch die transversale Schnittebene nicht festgestellt
werden. Waéhrend im Mittelhirn mRNA der Pitx2 Isoformen in Froschembryonen
des Stadium 38 nachgewiesen wurde, fand sich dort keine Pitx1 Transkription.
Neue Expressionsorte der Pitx2 Isoformen und von Pitx1 konnten im Stadium 38
im dorsalen Bereich des Mittelhirn detektiert werden, die jedoch auf Grund des

Fehlens von detailierter, deskriptiver Literatur nicht identifizierbar waren.
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Abb. 15 Vergleichende Expressionsanalyse von Pitx2A, Pitx2B und Pitx1
wahrend der Froschentwicklung (Stadium 32 - 38).

Embryos der Stadien 32(A - L) und 38 (M - X) wurden mittels der In situ Hybridisierung mit

spezifischen Sonden auf das Expressionsmuster von Pitx2A (A - D, M - P), Pitx2B (E - H, Q - T) und

Pitx1 (I - L, U - X) untersucht. Die Embryonen zeigen die linke Kérperseite. Linien deuten die

ungefahre Lage der gezeigten transversalen Schnitte an.

(A - L) Kaulguappe Stadium 32. Asymmetrische Pitx2A Transkription war auf der linken Herzseite
[He] (A und C) und im linken Seitenplattenmesoderm [SPM] (A und D) zu erkennen. Im
Gegensatz dazu konnten keine Pitx2B bzw. Pitx1 mRNA im Herzen (G bzw.K) oder im SPM
(H bzw. L) nachgewiesen werden. Kolokalisation der drei Transkripte fand sich im Mittelhirn
(grune Pfeile), Augenmuskeln [Au] und in der Hypophysenanlage (gelbe Pfeile B, F und J).
Spezifische Pitxl Doméanen waren Linse [Li] und Pharynx [Ph] (T), wahrend die Klebdriise
neben Pitx1 auch Pitx2A exprimierte (schwarze Pfeile in B und J).

(M - X) Kaulquappe Stadium 38. In der Organogenese von Magen [Ma] und Darm [Da] beschrankte
sich die Pitx2A Expression auf die linken Seite (M, O und P). Die Pitx2B Isoform war dort
nicht zu finden (S und T). Die Spezifitat der Pitx2B Probe zeigte sich in der Koexpression
mit Pitx2A im Mittelhirn (N und R), wobei neben der medialen eine zusatzliche dorsale
Expressionsregion auftrat. Die mediale Gehirn- und die Linsenexpression von Pitx1 wurde
nicht mehr entdeckt, wahrend Pharynx [Ph] und eine nicht identifizierte Gehirnregion
positive Signale aufzeigten (V). Pitx1 war stark im posterioren Seitenplattenmesoderm
[pPSPM] und Entoderm expremiert (U und X), fehlte aber in der anterioren Region (W).

2.2.2.5 Seitenplattenmesoderm

Das Seitenplattenmesoderm trennt sich wahrend der Entwicklung des
Embryos in ein inneres, splanchnisches und ein dusseres, unterhalb des
Ektoderms liegendes somatisches Blatt. Das splanchnische bzw. somatische
Blatt bilden in der Embryonalentwicklung u.a. Teile der Darmwand bzw.
Kdrperwand und Extremitatenanlagen. Zwischen diesen Blattern bildet sich das
Coelom, das sich spater in Perikard-, Pleural- und Peritonealhéhle gliedert.

In der Links-Rechts Achsenentwicklung dient das Seitenplattenmesoderm als
Signalzentrum flr die asymmetrische Organmorphogenese. Im Unterschied zu
Xnrl (Lustig et al., 1996; Blum et al., 1999) war das linke Seitenplattenmesoderm
von Stadium 22 Embryonen negativ fur beide Pitx2 Isoformen und fur Pitx1. Im
linken Seitenplattenmesoderm konnte erst in Stadium 26 Kaulquappen
asymmetrische Pitx2A, aber keine Pitx2B, Expression nachgewiesen werden
(Abb. 14, 15). Die Xnrl Expression im linken lateralen Mesoderm wird zum
Stadium 30 stark reduziert, und ist im Stadium 32 beendet (Lustig et al., 1996;
Lohr et al., 1997). Im Stadium 32, nach Auftrennung des lateralen Mesoderms in
Somatopleura und Splanchnopleura beschrankte sich die Pitx2A Expression auf
das innere, splanchnische Blatt, wahrend Pitx2B weiterhin nicht zu detektieren
war (Abb. 15).
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Die Pitx1 Expression im Seitenplattenmesoderm zeigte eine anterio-
posteriore Asymmetrie. In Stadium 30 und in spateren Embryonen wurde nur in
posterioren Bereichen Pitx1 mRNA um den Darm herum detektiert, der anteriore
Teil des Seitenplattenmesoderm hingegen war negativ (Abb.14 und 15). Im
Frosch konnte im Gegensatz zu publizierten Mausdaten keine Kolokalisierung
von Pitx2 und Pitx1 Transkripten im Seitenplattenmesoderm beobachtet werden
(Abb. 13, 14). Vielmehr reduzierte sich die im Stadium 30 ca. die Halfte des
Embryos umfassende Pitx1 Expression uber mehere Entwicklungsstadien
hinweg auf eine kleine posteriore Seitenplattenmesoderm-Doméane (Abb. 14, 15

und nicht gezeigt).

2.2.2.6 Darm

In der asymmetrischen Magen-Darm Morphogenese von Maus und Huhn
wurde linksseitige Pitx2 Expression berichtet (Logan et al., 1998; Meno et al.,
1998; Piedra et al., 1998; Ryan et al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Campione et
al., 1999). In Xenopus laevis ist die asymmetrische Positionierung des Magens
mit starken Verschiebungen verbunden. Zunachst erfolgt eine Verlagerung der
Magen-Anlage zur linken Seite, um dann in spateren Stadien in eine
transversale Lage zu gelangen (Nieuwkoop und Faber, 1967). Gemass der von
anterior zu posterior fortschreitenen Entwicklung der Wirbeltiere, beginnt im
Frosch die Schleifenbildung des Darmstraktes spater als die des Magens. In
Stadium 45 Embryonen bildet der Darm eine gegen den Uhrzeiger gewundene

Spirale.

Wahrend der frihen Magendrehung konnte eine linke asymmetrische
Expression der Pitx2A Isoform beobachtet werden. Die Magenanlage zeigte
keine Pitx2B oder Pitx1 Transkription (Abb. 15). In der, zur Magenanlage dorsal
gelegenen Speiserdohre konnte ebenfalls eine asymmetrische linksseitige Pitx2A
Expression nachgewiesen werden (Abb. 150). Vor Ausbildung der Schleife
wurde Pitx2A mRNA asymmetrisch in entodermalen und mesodermalen
Bereichen des Darms detektiert (Abb. 15P). Pitx2B Transkription wurde im Darm
nicht beobachtet (Abb. 15T).
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2.2.2.7 Herz

Das kardiogene Mesoderm wird wahrend der Xenopus Gastrulation
zunachst bilateral angelegt. In Embryonen des Schwanzknospen-Stadiums (ab
Stadium 19) ist das kardiogene Mesoderm in einer anterior-ventralen Position,
der Herzanlage, fusioniert. Die tatsédchliche Entwicklung des Herzens beginnt
mit der Differenzierung des Herzschlauchs (Endocard) (Stadium 28). Das
angrenzende Mesoderm verdickt sich und bildet zun&chst einen sog.
myoepikardialen Mantel aus dem das muskulare Myocard entsteht. Das lineare
Froschherz vollzieht schliesslich asymmetrische Schleifenbildung und zeigt zum
Stadium 36 eine S Form (Nieuwkoop und Faber, 1967; Hausen und Riebesell,
1991; Fishman und Chien, 1997).

Bevor sich der endocardiale Herzschlauch differenziert fand sich Pitx2A im
linken kardiogenen Mesoderm (Abb.14). Pitx2B bzw. Pitx1 Expression im Herzen
war zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung nachweisbar (Abb. 14, 15 und nicht
gezeigt). Spater (Stadium 30 und 32) lokalisierte die asymmetrische Pitx2A

Transkription im linken myocardialen Teil des linearen Herzens (Abb.14, 15).

Die Expressionsmuster belegen, dass nur die Pitx2A Isoform an der
Entstehung der Lateralitat beteiligt ist, und dassPitx2A somit tatséchlich der
Mediator zwischen Signalen des linken Seitenplattenmesoderm und

asymmetrischer Organmorphogenese ist.
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2.2.3Konservierte asymmetrische Expression von Pitx2 im linken

Seitenplattenmesoderm der Wirbeltiere

Asymmetrische Pitx2 Expression im linken Seitenplattenmesoderm und in
der linken Herzanlage wurde in Maus, Huhn (siehe auch Abb. 16 B) und Frosch
beschrieben (Logan et al., 1998; Meno et al., 1998; Piedra et al., 1998; Ryan et
al., 1998; St. Amand et al., 1998; Yoshioka et al., 1998; Campione et al., 1999).
Der Zebrafisch ist in Bezug auf Lateralitatsentwicklung ein interresanter
Modellorganismus, da aus den gross angelegten Mutageneseprojekten eine
Fulle von Fischmutanten zur Verfigung stehen. Speziell die Herzmutanten sind
interessant, da das Zebrafisch-Herz, im Unterschied zu anderen Wirbeltierherzen
transient eine linke Schleife bildet (,jogging“) bevor es die typische nach rechts
ausgerichtete S-Form animmt (Chen et al., 1997). Die Untersuchung des Pitx2
Expressionsmusters in Lateralitdtsmutanten konnte Hinweise auf Pitx2

Funktionen geben.

- SPM ~

links 23h rechts

Abb. 16 Asymmetrische Expression von Pitx2 in dem linken
Seitenplattenmesoderm von Zebrafisch und Huhn.

Partielle Zebrafisch und Huhn Pitx2 Fragmente wurden durch PCR aus cDNAs der Stadien 24h

(Zebrafisch) und HH12 (Huhn) kloniert (siehe Abb. 10, Text und Material und Methode) und als

Sonde fir die In situ Hybridisierung Analyse verwendet.

(A) Beispiel eines 23 Stunden alten Zebrafisch Embryos in linker und rechter lateraler Ansicht. Die
Pitx2 Expression war beschrankt auf das linke Seitenplattenmesoderm [SPM]. Die In situ
Hybridisierung wurde von Frauke van Bebber (MPI Tibingen) im Rahmen ihrer Diplomarbeit
durchgefihrt.

(B) Dorsale Ansicht eines Huhnembryos im Stadium 18 (HH18). Pitx2 Transkription im linken SPM
und Darm. |, links; r, rechts.

Im Rahmen einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Pascal Haffter
(MPI Tubingen) wurde ein Zebrafisch (Zb) Pitx2 Fragment durch RT-PCR kloniert

(Abb. 10 D) und dessen Expressionsmuster analysiert. ZbPitx2 war

asymmetrisch im linken Seitenplattenmesoderm eines 23 Stunden alten
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Embryos exprimiert (Abb. 16 A). Dies war ein weiterer Hinweis auf eine
generelle, hochkonservierte Bedeutung fur Pitx2 in der Entstehung von
Wirbeltierlateralitat. Eine Pitx2 Expression im Fischherzen konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden (Frauke van Bebber, MPI Tubingen, persdnliche

Mitteilung).

2.3 Funktionelle Analyse von Pitx2

2.3.1Pitx2 und Klebdrise

Eine der Expressionsdoménen von Pitx2 war die Klebdrise (Campione et al.,
1999). Die isoformspezifische Analyse ergab, dass wie im Fall der Rechts-Links
Entwicklung nur die Pitx2A Isoform in der Klebdrise exprimiert wurde. Um die
Rolle der Pitx2 Isoformen wahrend der Klebdrisenentwicklung aufzuklaren,

wurden Fehlexpressionsexperimente durchgefihrt.

2.3.1.1. Phéanotypische Analyse von Xenopus-Kaulguappen nach Pitx2

Missexpression

Embryonen im 4-8 Zellstadium wurden mit synthetischer Pitx2A oder
Pitx2B mRNA bilateral in ventrale bzw. dorsale Blastomeren injiziert. Bilaterale
Injektionen in die animale Polregion wurden nur mit mRNA der Pitx2A Isoform
durchgefihrt (Abb.17 A, D, G). Im Stadium 20 wurden die experimentellen
Embryonen fixiert und analysiert. Ventrale Missexpression von Pitx2A und
Pitx2B mRNA induzierte ektopische Klebdriisen (Abb.17 B, C), die phanotypisch
anhand ihrer Klebrigkeit und der starken Pigmentierung identifiziert wurden.
Ektopische Klebdriiseninduktion konnte auch durch Pitx2A mRNA Injektion in

den animalen Pol erzielt werden.
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Ventrale Injektion von
A Pitx2A oder 2B mRNA

Dorsale Injektion von
D Pitx2A oder 2B mRNA

Animale Injektion von
G Pitx2A mRNA

| Pitx2A in;. Kontrolle

Abb. 17 Missexpression von Pitx2 Isoformen induzieren ektopische
Klebdrisen.

Synthetische Pitx2A bzw. Pitx2B mRNA (150 pg) wurde in ventrale (A), dorsale (D) oder animale (G)

Regionen von 4-8 zelligen Embryonen injiziert. Die ph&notypische Analyse erfolgte im Stadium 20.

Ein Kontrollembryo ist in (I) gezeigt.

(A - C) Ventrale Injektionen von Pitx2A (B) und Pitx2B (C) induziert funktionsféahige Klebdriisen auf
der Ventralseite.

(D - F) Dorsale Injektionen von Pitx2A (E) und Pitx2B (F) fuhrt zu abberanter Gastrulation. Die
anterio-posteriore Musterbildung ist stark beeintrachtigt. Wahrend eine endogene
Klebdrise identifizierbar war, fehlten andere Kopfstrukturen wie z.B. Augenanlage.

(G +H) Animale Injektion von Pitx2A induziert funktionsfahige Klebdriisen. (Pitx2B nicht gemacht)

0] Kontrollembryo Stadium 20.
eKd endogene Klebdruse; iKd induzierte Klebdrise; [ve] ventral; [do] dorsal; [r] rechts;

[1] links.

Wahrend dieses Ergebnis fur die Pitx2A Isoform mit deren Expression in
der Klebdrisenanlage Ubereinstimmte, traf das fur die Pitx2B Isoform, die
ausschliesslich in der Stomodeum-Hypophysen Anlage zu finden war, nicht zu
(Abb.13).
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Nach dorsaler Missexpression beeintrachtigten beide Pitx2 Isoformen
stark die Gastrulation und fuhrten zu &hnlichen Missbildungen. Haufig fanden
sich auf der ventralen Korperseite entodermale Dotterreste, die normalerweise
wéahrend der Gastrulation von Ektoderm umschlossen werden (nicht gezeigt). Oft
liessen sich ausser einer im Vergleich zu Kontrollembryonen schwach

ausgebildeten Klebdrise keine Kopfstrukturen identifizieren (Abb.17 E, F).

Ventrale bzw. dorsale Missexpression von Pitx1, das in der Klebdrise
ebenfalls stark transkribiert wird (Abb.13) resultierte wie die Fehlexpression der
Pitx2 Isoformen in ektopischer Klebdrisenbildung bzw. Gastrulationsdefekten

(nicht gezeigt).

2.3.1.2 Klebdriiseninduktion durch Pitx2A und Pitx2B im animalen

Polkappentest

Durch RT-PCR lies sich die Klebdriseninduktion im animalen
Polkappentest anhand von Markergenen qualitativ und quantitativ analysieren.
Synthetische Pitx2A und Pitx2B mRNA wurde in die animale Region von 4-8
Zellembryonen injiziert. Die im Blastula Stadium isolierten animalen Polkappen
wurden solange kultiviert bis Kontrollembryonen Stadium 20 erreichten und
dann durch RT-PCR analysiert. Die mit Pitx2A bzw. Pitx2B injizierten Polkappen
wiesen schon phénotypisch durch starke Pigmentierung und Klebrigkeit auf eine

Klebdriseninduktion hin.

Diese Beobachtung konnte auf molekularer Ebene durch die Induktion
des klebdrusenspezifischen Markers Xag-2 (Aberger et al., 1998) bestatigt
werden (Abb.18 B). Beide Pitx2 Isoformen induzierten ebenfalls die
Transkription von Pitx1 (Abb.18 B), was in Ubereinstimmung mit der prominenten
Expression von Pitx1 in der Klebdrise war. (Abb.13, 14). Ob die Pitx1 Induktion
durch Pitx2 Isoformen ein direkter transkriptioneller oder ein indirekter, durch die
Differenzierung zu Klebdrisengewebe hervorgerufener Effekt war, liess sich

anhand dieses Experiments nicht feststellen.
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Abb.18 Induktion von Klebdriise im animalen Polkappentest durch Pitx2

Isoformen in Abwesenheit von otx2.

(A) Schematische Darstellung des Experimentes. Froschembryonen (4-8 Zell Stadium) wurden mit
synthetischer Pitx2A bzw. Pitx2B mRNA in den animalen Pol injiziert (150 pg). Die animalen
Polkappen wurden im Stadium 8 (Blastula) aus dem Embryo ausgeschnitten und bis zum
Stadium 20 (frihe Kaulquappe) kultiviert. Eine phénotypische Differenzierung zu
Klebdisengewebe konnte anhand der starken Klebrigkeit der Polkappen erkannt werden. ve,
ventral; do, dorsal; r, rechts; |, links; a, animal; v, vegetativ.

(B) Durch semiquantitative RT-PCR wurden die Expression vonXag-2, Pitx1, EF1- a, Xbra und otx2
analysiert. Stadium 13 (friihe Neurula) cDNA diente als Positiv-, nicht injizierte Polkappen und
Wasser als Negativkontrolle. Pitx2A und Pitx2B mRNA Injektionen fiihrte zur Induktion der
Expression von Pitx1 und des Klebdriisenmarker Xag-2. Transkription des Homeoboxgens
otx2, ein Kontrollgen der Kopf- und Klebdriisenentwicklung, war nicht zu beobachten. Das
Fehlen des panmesodermalen Markers Xbra zeigte, dass es keine mesodermale
Differenzierung gab.

In der Literatur wurde das Homeoboxgen otx2 als ein frihes Kontrollgen
der Kopf- und Klebdriisenentwicklung beschrieben. otx2 Uberexpression im
animalen Polkappentest und im Embryo fihrt zu einer Induktion von Klebdrisen
(Blitz und Cho, 1995; Pannese et al., 1995; Sive und Bradley, 1996; Gammill und
Sive, 1997). Die Klebdriseninduktion durch otx2 im animalen Polkappentest
war dabei stets mit Induktion von Mesoderm verbunden (Blitz und Cho, 1995;
Pannese et al., 1995).

Interessanterweise war die Klebdriseninduktion durch die Pitx2 Isoformen
unabhangig von der otx2 Expression (Abb.18 B). Desweiteren zeigte das Fehlen
von Xbra mRNA, eines panmesodermalen Markergens, dass die

Klebdriseninduktion durch die Pitx2 Isoformen unabhangig von Mesoderm
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erfolgte (Abb.18 B). Pitx2A kénnte somit, auf Grund der molekularen
Unterschiede im Induktionsexperiment und der Koexpression mit otx2 in der
Klebdrise, stromabwaérts von otx2 in der Klebdriisenentwicklung stehen. In
diesem Experiment fanden sich keine funktionellen Unterschiede zwischen
Pitx2A und Pitx2B.

2.3.2Die Rolle der Pitx2 Isoformen bei der Entstehung der Links-
Rechts Achse

2.3.2.1 Pitx2 und die linke Signalkaskade

Der TGF3 Wachstumsfaktor nodal zeigt innerhalb der Vertebraten eine
konservierte asymmetrische Expression im linken Seitenplattenmesoderm. In
Xenopus laevis wurden vier Gene isoliert, die hohe Homologie zu Maus und
Huhn nodal aufweisen (Jones et al. 1995; Smith et al., 1995; Joseph and Melton,
1997), und die alle mehr oder weniger Uberlappend wahrend der Gastrulation
exprimiert sind. Von diesen zeigte nur Xnrl (Xenopus nodal related 1) eine
asymmetrische Expression im linken Seitenplattenmesoderm (Lowe et al., 1996;

Lustig et al. 1996) und gilt daher als das nodal Homolog im Frosch.

Ein zeitlicher und raumlicher Vergleich von Xnrl und Pitx2 Expression
zeigte, dass nodal friiher als Pitx2 im linken SPM exprimiert wurde. Die Frage ob
nodal in einer links bestimmenden Signalkaskade oberhalb von Pitx2
einzuordnen ist, wurde einerseits qualitativ durch In situ Hybridisierung im
Embryo untersucht und andererseits quantitativ mit RT-PCR im animalen
Polkappentest (Abb.19 A). Der TGFIR3 Wachstumsfaktor activin spielt bei vielen
Entwicklungsvorgangen eine Rolle (Feijen et al., 1994), auch wahrend
Lateralitatsentstehung. activin 3B wird im Huhn wahrend der Gastrulation auf
der rechten Knotenseite exprimiert und bestimmt auch funktionell die rechte
Korperachse (siehe Einleitung 1.6.2; Isaac et al.,1997; Boettger et al., 1999).
Ohne dass eine asymmetrische activin Expression beobachtet wurde, wiesen
jedoch Missexpressionsexperimente im Frosch activin eine linke Funktion zu
(Lohr et al. 1998).
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Abb.19 Induktion von Pitx2 durch Activin und Xnrl im animalen
Polkappentest und im Embryo.

(A) Schematische darstellung des Experiments. ve, ventral; do, dorsal; r, rechts; |, links; a, animal; v,
vegetativ.

(B) Synthetische gsc (250 pg), Activin (200 pg), Xnrl (100 pg), eFGF (20 pg)und BMP-4 (200 pg)
mRNA wurde in die animale Region eines 4-8 Zellembryos injiziert. Die animalen
Polkappenregion wurden im Stadium 8 (Blastula) aus dem Embryo ausgeschnitten und bis zum
Stadium 10,5 bis 11 (Gastrula) kultiviert. Pitx2, EF1- a, Xnrl, Xbra und Xventl Expression
wurden durch semiquantitative RT-PCR analysiert. Activin und Xnrl induzierten die Pitx2
Transkription, wahrend gsc, eFGF und BMP-4 im Vergleich zu den nichtinjizierten
Kontrollkappen [Ko.] ohne Wirkung blieb. Die Wirksamkeit der Wachstumsfaktor Injektionen
wurde durch Induktion von Xnrl (activin), Xbra (activin und eFGF) und Xventl (BMP-4)
Uberprift. EF1- a Expression diente als Ladekontrolle.

(C) Synthetische gsc, Xnrl und Activin mRNA wurde in die animale Region eines 4-8 Zellmbryos
injiziert. Zum Stadium 10,5 bis 11 (Gastrula) folgte die Analyse der Pitx2 Expression durch In
situ Hybridisierung. Xnrl bzw. Activin resultierten in Induktion der Pitx2 Expression an den
Orten der animalen Injektionen (Pfeile). Unbehandelte Kontroll- [Ko] und gsc injizierte
Embryonen zeigten keine Pitx2 Transkription.
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Die Injektion von synthetischer Xnrl und activin mRNA in die animale
Hemissphare von 4-8 Zellembryonen fuhrte in beiden experimentellen Ansatzen
zu einer starken Induktion der Pitx2 Transkription, wahrend die Injektion des
Organisator-spezifischen Homeoboxgens gsc keinen Effekt hatte (Abb. 19 B, C).
Die Pitx2 Induktion durch Xnrl1 war deutlich ausgepragter als mit activin. Dies
lag moglicherweise an der parallele Aktivierung der Xnrl Expression durch

activin und somit einer indirekten activin Wirkung via Xnrl zu (Abb.19 B).

Der Helix-Schleife-Helix Transkriptionsfaktor eHand zeigte eine innerhalb
der Vertebraten konservierte, asymmetrische Expression im Herzen. Das
Xenopus Homolog XeHAND konnte im animalen Polkappentest ebenfalls durch
verschiedene TGFR3 Wachtumsfaktoren (BMP-2, BMP-4 und activin) induziert
werden (Sparrow et al., 1998). Um festzustellen ob TGFR Wachstumsfaktoren
neben Xnrl und activin ebenfalls die Pitx2 Transkription erhéhen, wurde BMP-4
MRNA injiziert und auf Pitx2 Induktion im Polkappenassay untersucht. Jedoch
konnte keine Aktivierung der Pitx2 Transkription durch BMP-4 festgestellt
werden, obwohl dessen Wirksamkeit durch die Induktion des Zielgens Xventl
nachgewiesen wurde (Abb. 19 B). Die mRNA Injektion des Wachtumsfaktors
eFGF hatte ebenfalls keine Pitx2 Induktion im Polkappentest zur Folge (Abb. 19
B), wie es fur XeHAND beschrieben wurde (Sparrow et al.,1998). FGF und
activin sind potente Aktivatoren der Mesodermdifferenzierung. Diese Wirkung
liess sich anhand der Induktion des panmesodermalen Markers Xbra im
Polkappentest ablesen (Abb. 19 B). Zusammen mit den zeitlichen und
raumlichen Expressionsmustern von Xnrl und Pitx2 unterstrichen diese Daten
die Vermutung, dass Xnrl der endogene Aktivator der Pitx2 Transkription im

linken Seitenplattenmesoderm der Wirbeltiere ist.
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2.3.2.2 Induktion von Pitx2A, aber nicht Pitx2B durch nodal und activin

Die Tatsache, dass nur Pitx2A, nicht aberPitx2B, im linken
Seitenplattenmesoderm exprimiert wurde (siehe Abb. 14 und 15) stellte die
Frage nach der Isoformenspezifitdt des nodal- bzw. activin-
Signaltransduktionsweges. Um dies im Kontext des Embryos zu untersuchen
wurde Xnrl bzw. activin Uberexpressionsvektoren in dorsal rechte Blastomeren
von 4 bis 8 zelligen Embryonen injiziert (Abb. 20 A bzw. D). Ektopische
rechtsseitige Induktion der Pitx2 Isoformen wurden zum Stadium 29 durch die
Verwendung spezifischer Sonden (siehe Material und Methoden 4.5.4) mit In situ
Hybridisierung analysiert. Sowohl Xnrl als auch activin induzierten spezifisch

Pitx2A, nicht aberPitx2B im rechten Seitenplattenmesoderm (Abb. 20).

Injektion von

r CMV-Xnr1

ve

@ Injektion von

r CMV-Activin

Abb. 20 Spezifische Induktion von Pitx2A Isoform im rechten Seitenplatten-
mesoderm durch Xnrl und Activin.

CMV- Xnrl and CMV- Activin DNA Expressionsvektoren wurden in dorsal-rechte Blastomeren von

Xenopus Embryonen im 8 Zellstadium injiziert (A,D). Die spezifischen Transkripte der Isoformen

Pitx2A (B, E) und Pitx2B (C, F) wurden im Stadium 29 durch In situ Hybridisierung analysiert.

(A - C) Nach rechtseitiger Xnrl Injektion wurde Pitx2A (B) aber nicht Pitx2B (C) im rechten
Seitenplattenmesoderm detektiert.

(D - F) Induktion von Pitx2A (E) im rechten Seitenplattenmesoderm nach Injektion von Activin.
EktopischePitx2B Expression (F) wurde nicht beobachtet.
ve, ventral; do, dorsal; r, rechts; I, links.
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Um eine semiquantiative Aussage Uber die Induktion der Pitx2 Isoformen
durch Xnrl und andere Wachstumsfaktoren (siehe oben) zu erlangen, wurde
eine RT-PCR Analyse der Pitx2A und Pitx2B mRNA Transkription im animalen
Polkappentest durchgefihrt (Abb. 21). Wéhrend Pitx2A mRNA in
Gastrulaembryonen (Stadium 11) und mRNA beider Pitx2 Isoformen in der
Kopfregion von Stadium 25 Kaulquappen detekiert wurde, zeigten isolierte,
unbehandelte Polkappen keine Pitx2 Transkription (Abb. 21 B). In
Ubereinstimmung mit dem im Embryo erhaltenen Ergebnis (Abb. 20), filhrte die
Injektion von Xnrl zu einer Induktion der Pitx2A Expression und hatte keine
aktivierende Wirkung auf die Pitx2B Transkription (Abb. 20 B). Weder die Pitx2A
noch die Pitx2B Isoform konnten durch die Injektion der Wachstumsfaktoren

eFGF bzw. BMP-4 induziert werden, welches das in Abb.19 B beschriebene
Experiment bestéatigt.

A
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Abb. 21 Spezifische Induktion von Pitx2A mRNA Transkription durch Xnrl

und Activin im animalen Polkappentest.

(A) Schematische Darstellung der Experimente. ve, ventral; do, dorsal; r, rechts; |, links; a, animal; v,
vegetativ.

(B) Synthetische Xnrl (100 pg), eFGF (20 pg)und BMP-4 (200 pg) mRNA wurde in die animale
Region von 4-8 Zellembryonen injiziert. Die animale Polkappenregion wurden im Stadium 8
(Blastula) aus dem Embryo ausgeschnitten und bis zum Stadium 10,5 bis 11 (Gastrula) kultiviert.
Pitx2A, Pitx2B, Pitx1 und EF1- a Expression wurden durch semiquantitative RT-PCR
analysiert. Xnrl induzierte die Pitx2A Transkription, wahrend keine Pitx2A bzw. Pitx1
Expression detektiert werden konnte. Kontroll- [Ko], eFGF - und BMP-4 injizierte Polkappen
wiesen keine Pitx2A, Pitx2B oder Pitx1 Induktion auf. Kopf-RNA (Stadium 25) und komplette
Embryonen (Stadium 11) wurden als Kontrollen analysiert.

(B) Animale Polkappenregionen wurden im Stadium 8 (Blastula) isoliert und bis zum Stadium 10,5
(Gastrula) mit [+] oder ohne [-] menschliches rekombinantes Activin A Protein und Cycloheximid
bis zum Stadium 10,5 - 11 (Gastrula) kultiviert. Pitx2A, EF1- a, Xnrl, goosecoid (gsc), and Xbra
spezifische mMRNAs wurden durch semiquantitative RT-PCR analysiert. Die Induktion von
Pitx2A durch Activin war, wie die der bekannten direkten Zielgene goosecoid and Xbra,
unabhéangig von Proteinsynthese und somit auch unabhéngig von Xnrl. Ausserdem warXnrl
Transkription selber ein direktes Ziel der Activin Signalkaskade war. EF1- a diente als
Ladekontrolle.

Um die Activin Wirkung auf die Pitx2 Isoformen detailierter zu untersuchen,
wurden animale Polkappen isoliert und mit oder ohne rekombinantes
menschliches ActivinA Protein kutiviert. Der Zusatz von Cycloheximid, einem
Hemmstoff der Proteinbiosythese, in das Kulturmedium sollte klaren, ob die
beobachtete Pitx2 Induktion durch activin (Abb.19 B, C) ein direkter Effekt war
oder indirekt moglicherweise tber die Synthese von Xnrl Protein ablief. Die
direkten Zielgene der activin Signaltransduktionskette goosecoid (Cho et al.,
1991) und Xbra (Smith et al., 1991) dienten in diesem Experiment als

Positivkontrolle, und wurden ebenfalls durch RT-PCR analysiert.
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In der Kokultur der animalen Polkappen mit ActivinA Protein und
Cycloheximid wurde eine starke, von Proteinsynthese und somit von Xnrl
unabhangige, Induktion der Pitx2A Transkription beobachtet (Abb. 21 C). Eine
Behandlung der Polkappen nur mit Cycloheximid resultierte ebenfalls in Pitx2A
Induktion, die jedoch weit geringer als in der Kokultur mit ActivinA ausfiel (Abb.
21 C). Eine durch die ActivinA-Behandlung hervorgerufene Pitx2B Expression
konnte nicht detektiert werden (nicht gezeigt). Interessanterweise konnte Xnrl
auch in Gegenwart von Cycloheximid durch ActivinA induziert werden (Abb. 21
C). Xnrl stellte somit ein direktes Zielgen der Activin Signaltransduktionskette
dar. Diese Experimente zeigten, dass das nodal Homolog Xnrl und ActivinA im
Embryo und im Polkappentest spezifisch nur die Pitx2A Isoform induzierten.
Zusammen mit den Expressionsanalysen (Abb.13, 14) legen diese Daten nahe,
dass die Pitx2B Isoform wéahrend der Entstehung der Links-Rechts Achse keine

Rolle spielt.

2.3.2.3 Repression von Xnrl durch Pitx2 im linken Seitenplattenmesoderm

und im Polkappentest

Ein Vergleich der asymmetrischen Expressionsmuster von Xnrl mit Pitx2
zeigte, dass Xnrl nur transient im linken Seitenplattenmesoderm zu finden war
(bis Stadium 30, Lustig et al. 1995), wahrend Pitx2 bis in die Organogenese
weiterhin exprimiert wurde (Campione et al., 1999; und Abb. 15 M, O, P). Diese
Beobachtung eréffnete die Moglichkeit, dass Pitx2 an der Reprimierung von Xnrl
im linken Seitenplattenmesoderm beteiligt ist. Um einen moglichen Einfluss von
Pitx2 auf Xnrl Transkription zu untersuchen wurde Pitx2B mRNA lateral
beidseitig in 4 bis 8 Zellembryonen injiziert, und Xnrl1 Transkription zum Stadium
18 durch In situ Hybridisierung analysiert (Abb. 22 A). Wahrend die linke
Injektion von Pitx2B mRNA zu Verlust der Xnrl1 Expression in 50% der
Embyonen flihrte, hatte die rechtsseitige Pitx2B Behandlung keinen Effekt auf
Xnrl (Abb. 22 B). Das Fehlen von Xnrl Transkription in 50% der Falle lies auf

einen Repressionsmechanismus schliessen.

57



laterale Injektion

von Pitx2 mRNA

s In situ - Hybridisierung
» Neurula mit einer Xnr1 Sonde
A (St. 19)
[
4-8 Zellembryo
egkmﬁlizlnrﬁé}{l% Isolieren der animalen Polkappe

N N Kultur + Activin - semj-quantitative
%
ve do (bis St.10,5) RT-PCR

Vv
Blastula (St. 8)

r AS S = = dS S Pitx2-mRNA
+ + + = = = Activin

h...- Xnr1
e e b e W9 EFo

Abb. 22 Pitx2 vermittelte Repression von Xnrl Transkription im Embryo und
im animalen Polkappen Test.

(A) Schematische Darstellung der Experimente. ve, ventral; do, dorsal; r, rechts; |, links; a, animal; v,
vegetativ.

(B) Froschembryonen im 4-8 Zellstadium wurden mit synthetischer Pitx2 mRNA (200 pg pro
Embryo) bilateral injiziert und zum Stadium 18 auf Xnrl Expression untersucht.
Kontrollembryonen [Ko] zeigten Xnrl Transkription im linken Seitenplattenmesoderm, wahrend
50% der Pitx2 injizierten Embryonen keine Xnrl Expression aufwiesen. Das Experiment wurde
von Pd Dr. H. Steinbeisser (MPI fir Entwicklungsbiologie, Tuibingen) durchgefihrt, der die
Veroffentlichung im Rahmen dieser Doktorarbeit erlaubt.

(C) Froschembryonen im 4-8 Zellstadium wurden mit synthetisch Pitx2 mRNA [s] in den animalen
Pol injiziert (200 pg / Embryo). Als Negativkontrolle diente eine Pitx2 Anti-Sinn mRNA [as] die
ebenfalls animal injiziert wurde. Die animalen Kappen wurden im Stadium 8 (Blastula) isoliert und
mit [+] oder ohne [-] menschliches rekombinantes Activin A Protein bis zum Stadium 10,5 - 11
(Gastrula) kultiviert. Xnrl und EF1- o mRNAs wurden durch semiquantitative RT-PCR analysiert.
Die durch Activin induzierte Xnrl1 Expression wurde durch Pitx2 mRNA [s] um etwa 50%
reduziert. Die Injektion von Pitx2 Anti-Sinn-mRNA [as] hatte keinen Einfluss auf die Xnrl
Transkription. Unbehandeltes oder nur mit Pitx2 Sinn bzw. Antisinn mRNA injiziertes
Polkappengewebe zeigten keine Xnrl Expression. Die Elongationsfaktorl-a [EF1- o ] Boten-
RNA diente als Ladekontrolle.

Zur Quantifizierung dieses Effekts wurde ein Polkappenexperiment
durchgefihrt. Isolierte, mit Pitx2B mRNA injizierte Polkappen wurden mit
rekombinantem AktivinA Protein kultiviert, wodurch die Xnrl Transkription
induziert wurde (Abb. 19 B). Im Falle eines spezifischen Repressions-

mechanismus sollte durch die Uberexpression von Pitx2 die Xnrl mRNA Menge

58



reduziert werden, welches durch semiquantitativer RT-PCR analysiert wurde
(Abb. 22 A). Trotz der direkten Induktion von Xnrl durch den activin
Signaltransduktionsweg (Abb. 21 C) konnte durch die Pitx2 Uberexpression
eine, im Verhaltnis zu den Kontrollen, eine um ca. 50% reduzierte Xnrl mRNA
Menge nachgewiesen werden (Abb. 22 C). Diese Experimente (Abb. 22)
starkten die Vermutung, dass die Expression von Xnrl Uber einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus raumlich und zeitlich limitiert wird. Zum Zeitpunkt
dieser Experimente stand ein Pitx2A Vektor nicht zur Verfigung, weshalb die

Isoformen-Spezifitdt dieser Repression nicht untersucht wurde.

2.3.2.4 Induktion von Pitx2A spezifischer Transkription nach ektopischer

Expression von Pitx2B im Embryo und im animalen Polkappentest

Missexpressionsexperimente in Huhn und Frosch zeigten, dass beide Pitx2
Isoformen, nach ektopischer Expression auf der rechten Kdrperseite, den
Organsitus invertierten konnten. Logan et al.,(1998) benutzten Pitx2BA und Ryan
et al.,(1998) nahmen Pitx2A, um in experimentellen Huhnembryonen die Lage
von Herz und Darm umzukehren. Fir die experimentelle Situsinversion in
Xenopus laevis wurde von Ryan et al.,(1998) die Pitx2A Isoform und von
Campione et al.,(1999, und nicht publizierte Daten) beide Isoformen, verwendet.
Desweiteren induzierten sowohl Pitx2A als auch Pitx2B mRNA ektopische

Klebdriisen nach ventraler Injektion (Abb. 18).

Da beide Isoformen weitgehend identische Amiosauresequenzen
aufweisen (Abb. 11), kénnten sie ebenfalls redundante Funktionen besitzen. Die
Pitx2 Genstruktur (Schweickert et al., 1999) sowie exklusive Expression und
Induktion wiesen jedoch auf eine funktionelle Rolle von Pitx2A in der
Lateralitdtsentwicklung hin. Daher stellte sich die Frage, ob in den oben
beschrieben Missexpressionsexperimenten Pitx2B die Transkription von Pitx2A
induzieren wirde, welche dann die tatsachlich aktive Komponente der

Organinversion darstellen kénnte.
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Um diese Hypothese zu testen wurde zunéchst Uberprift, ob Pitx2B die

Expression von Pitx2A beeinflussen kann. Pitx2B mRNA wurde in die animale

Region von 4-8 Zellembryonen injiziert. Die Polkappen wurden im

Blastulastadium isoliert und bis Stadium 20 der Kontrollembryonen kultiviert. Die
Analyse der Polkappen RNA auf Pitx2A Induktion erfolgte durch RT-PCR (Abb.
23 A). Pitx2B mRNA Injektion resultierte in einer Induktion der Pitx2A

Transkription, wahrend in den unbehandelten Polkappen keine Pitx2A mRNA

nachweisbar war (Abb. 23 B). RNA aus Stadium 20 Kaulquappen diente als
Positivkontrolle (Abb. 23 B).

ektopisch Herz (rechtes nicht rechtes SPM
rechte Pitx2A || Myocardium) identifizierte
Expression Regionen
(rechts)
Experiment | 25 16 7 2
(n=31) ( 80%)? ( 52%)" ( 22%)" ( 6%)°
Experiment Il 22 13 7 2
(n =30) ( 73%)? ( 43%)° ( 23%)° (7%)°

Tabelle 1 Induktion von ektopischer rechtsseitiger Pitx2A Expression durch
Misexpression von Pitx2B (Abb. 20).
2 Prozent aller experimenteller Embryos.
® Prozent der Embryonen mit ektopischer rechtsseitiger Pitx2A Expression.

Um die Relevanz dieser Beobachtung im Kontext des Embryos

nachzuweisen wurde ein Pitx2B Expressionsvektor in dorsal-rechte Blastomere

von Embryonen im 8 Zellstadium injiziert, die nach Studien von Cleaver et al.,

(1996) massgeblich zur Entwicklung des Herzens beitragen. Tatsachlich wurde

in diesem Experiment ektopische Pitx2A Transkripte zum Stadium 30 mit der In

situ Hybridisierung nachgewiesen (Abb. 23). Das Ergebniss von zwei

Experimenten wurde in Tabelle 1 zusammengefasst und zwei typische Beispiele
sind in Abb. 23 C und D gezeigt.
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. 23 Misexpression von Pitx2B induziert Pitx2A im animalen Polkappen
Test und im Embryo.

(A) Schematische Darstellung der Experimente. ve, ventral; do, dorsal; r, rechts; |, links; a, animal; v,

vegetativ.

(B) Froschembryonen im 4-8 Zellstadium wurden mit synthetischer Pitx2B mRNA in den animalen

Pol injiziert (200 pg). Die animalen Polkappen wurden im Stadium 8 (Blastula) isoliert und bis
zum Stadium 20 (friihe Kaulquappe) kultiviert. Pitx2A und EF1- a Expression wurden durch
semiquantitative RT-PCR analysiert. Die Injektion von Pitx2B fiihrte zu einer massiven
Induktion der Pitx2A mRNA Transkription. Stadium 20 cDNA diente als Positiv-, nicht
injizierte Polkappen und Wasser als Negativkontrolle. EF1- a fungierte als Ladekontrolle.

(C, C', D, D) Ein CMV- Pitx2B DNA Expressionsvektor wurde in dorsal-rechte Blastomere von

Xenopus Embryonen im 8 Zellstadium injiziert. Die Pitx2A spezifischen Transkripte wurden
durch In situ Hybridisierung im Stadium 30 analysiert. Linien in C und D deuten die
ungefahre Lage der in C" und D" gezeigten transversalen Schnitte an

(C, C’) Beispiel fiir ektopische Pitx2A Transkripion in der rechten [r] Herzregion (Doppelpfeil).
(D, D) Beispiel fur ektopische Pitx2A Transkription im rechten Seitenplattenmesoderm

(Doppelpfeil).
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Von insgesamt 61 experimentellen Embryonen zeigten 47 (77%) eine
ektopische rechtsseitige Expression von Pitx2A. Am haufigsten (29/47; 61 %)
fand sich wie erwartet ektopische Pitx2A mRNA in der rechten Herzregion
(Abb.23 C). Transversale Schnitte belegten die induzierte Pitx2A Transkription
im rechten Herzmyocard (Abb. 23 C’). In 14 von den 47 Fallen (30%) waren
kleinere rechtsseitige Bereiche Pitx2A mRNA positiv (nicht gezeigt), deren Natur
durch histologische Schnitte nicht identifizierbar war. In 4 Embryonen (8%)
konnte ektopische Pitx2A Expression im rechten Seitenplattenmesoderm
nachgewiesen werden (Abb. 23 D, D). Zusamenfassend deuten diese Daten
darauf hin, dass das Potential von Pitx2B den Situs zu andern zumindest

teilweise durch die Induktion der Pitx2A Transkription erreicht wurde.

2.3.2.5 Autoinduktion von Pitx2A

Die Proteine der Pitx2 Isoformen sind ca. zu 80% identisch. Die
identischen Homeodoménen lassen auf gleiche DNA Bindspezifitaten
schliessen. Eine Pitx2A Induktion, wie durch Pitx2B beobachtet, misste
demnach auch durch Pitx2A selbst erreichbar sein. Dies kdnnte einen
Mechanismus darstellen, in der, nach Wegfall der Xnr1 Transkription in dem
linken Seitenplattenmesoderm (Lustig et al., 1996; Lohr et al., 1997), die Pitx2A
Expression im Embryo durch Autoinduktion gewébhrleistet bliebe. Um dies zu
uberprifen wurde synthetisch hergestellte Pitx2ZA mRNA in die animale
Hemisphare von 4 bis 8 zelligen Embryonen injiziert. Da Konzentrationen tber
1 ng / Embryo injizierter Pitx2A mRNA sich toxisch auf die Polkappen auswirkten
(nicht gezeigt), wurden verschiedene Konzentrationen (6,5 bis 1500pg pro
Embryo) verwendet. Die animalen Polkappenregionen wurden im Stadium 8
(Blastula) isoliert und bis zum Stadium 10.5-11 (Gastrula) kultiviert (Abb. 24 A).
Anhand der 5"UTR Region konnte induzierte von inijizierter Pitx2A mRNA
unerschieden werden. Die induzierte Pitx2A mRNA wurde mit 5’UTR Oligos
durch RT-PCR nachgewiesen, wahrend Oligos, die kodierende Abschnitte

amplifizierten, zuséatzlich die injizierte Pitx2A mRNA detektierten.
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Abb. 24 Positive Autoregulation von Pitx2A.

(A) Schematische Darstellung der Experimente. ve, ventral; do, dorsal; r, rechts; |, links; a, animal; v,
vegetativ.

(B) Froschembryonen im 4-8 Zellstadium wurden mit synthetischer Pitx2A mRNA in den animalen
Pol injiziert. Die animalen Kappen wurden im Stadium 8 (Blastula) isoliert und bis zum Stadium
10,5 - 11 (Gastrula) kultiviert. Durch semiquantitative RT-PCR wurde die injizierte RNA
(kodierende Region) bzw. induzierte Pitx2A Transkription (5’UTR) und die Pitx2B und EF1- a
Expression analysiert. Es wurden 5 verschiedene Pitx2A mRNA Konzentrationen injiziert: 6,5
pg, 26pg, 70 pg,190 pg und 1,5 ng (Spalten 2 bis 6). Nicht injezierte animale Polkappen bzw.
RNA von Stadium 20 Embryonen diente als Negativ- bzw. Positivkontrolle. EF1- a Expression
diente als Ladekontrolle fur die verwendeten cDNAs. Pitx2A Auto-Induktion wurde Uber einen
breiten Konzentrationsbereich festgestellt, wahrend Pitx2B nicht induziert wurde.

Die Injektion von Pitx2A mRNA fiihrte zu einer Autoinduktion, wahrend
eine Pitx2B Expression nicht zu beobachten war (Abb. 24 B). Die deutlichste
Autoinduktion konnte mit 26 pg bzw. 70 pg mRNA / pro Embryo erzielt werden,
wéahrend niedrigere (6.5 pg / Embryo) und hdhere (190 pg bzw. 1.5 ng / Embryo)
Konzentrationen nur moderate Wirkung zeigten. Die Autoinduktion von Pitx2A
lies vermuten, dass Pitx2A in einer positiven Ruckkopplungsschleife agiert, um
seine eigene Expression zu erhalten, nachdem es mdoglicherweise selbst, ab
Stadium 30, die Transkription des frihen Induktors Xnrl beendete (Abb. 22).
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3. Diskussion

3.1 Das zweite goosecoid Gen (gsc2) der Maus

Obwohl gsc in allen Wirbeltierspezies das Organisator-Gewebe markiert,
und Fehlexpression im Frosch zu partieller Achsenduplikaktion fuihrt, zeigte die
gsc Knockout-Maus keinen Achsenphéanotyp (Yamada et al., 1995; Rivera-Perez
et al., 1995). Eine kompensierende Genaktivitat sollte zwei Bedingungen
erfillen. Zum einen sollte es sich um einen Transkriptionsfaktor handeln, der die
gsc Zielgene korrekt erkennen und regulieren kann, ausserdem sollte das
zeitliche und rdumliche Expressionsmuster des gesuchten Gens wahrend der
Gastrulation mit gsc uUberlappen. Ein solcher Kompensationsmechanismus
wurde beispielsweise fur die zwei engrailed Homeoboxgene (en-1, en-2) der

Maus nachgewiesen (Joyner et al., 1991; Wurst et al., 1994; Hanks et al., 1995).

Das in dieser Arbeit klonierte gsc2 Gen erfullt die erste Bedingung. Die fur
die DNA-Bindespezifitat wichtigen Aminoséuren in der Homeodomane,
insbesondere ein Lysin in Position 50, sind zwischen gsc und gsc2 konserviert
(Abb. 7). gsc2 sollte daher &hnliche DNA-Bindesequenzen in der
regulatorischen Region von Zielgenen erkennen kénnen. Expression in der
Mausgastrula konnte jedoch weder durch radioaktive In situ Hybridisierung von
histologischen Schnitten noch durch die sensitivere RT-PCR nachgewiesen

werden (Abb. 9 und nicht gezeigt).

Der direkte Nachweis, dass gsc2 nicht den kompensierenden Faktor in der
gsc Nullmutante darstellt, konnten andere Labors anhand der gezielten
Inaktivierung des gsc2 Gens in der Maus erbringen. Die gsc2 Inaktivierung fuhrte
zu keinerlei phanotypischen Defekten, weder wahrend der Gastrulation noch in
der spateren Embryogenese. Die gsc2 Nullmutanten lebten, waren fruchtbar
und zeigten soweit untersucht auch keine Verhaltensdefizite (Saint-Jore et al.
1998; Wakamiya et al., 1998). Ausserdem waren Mause, in denen sowohl das
gsc als auch das gsc2 Gen inaktiviert wurde, phanotypisch nicht von der gsc
Nullmutante unterscheidbar (Wakamiya et al., 1998). gsc2 kommt daher als

kompensierender Faktor nicht in Frage.
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Wie gross ist die goosecoid Genfamilie? Ein weiteres goosecoid Gen
(cgsx) wurde im Huhn kloniert, das eine hohe Homologie zu gsc innerhalb der
Homeodoméne (Abb. 7) aufwies (Lemaire et al., 1997). Anhand von Sequenz-
und Expressionsanalyse ist klar, dass es sich bei gsc, gsc2 und cgsx um drei
Mitglieder einer gsc Genfamilie handelt. cgsx und gsc wurden wahrend der
frihen Gastrulation im Huhn tberlappend exprimiert (Abb. 5, Lemaire et al.,
1997; Lemaire und Kessel, 1997). Dariberhinaus wiesen
Missexpressionsexperimente die organisator- und somit die gastrulation-
induzierende Potenz von cgsx nach (Lemaire et al., 1997). Diese Daten machen
das cgsx Gen zu einem guten Kanidaten, der gesuchte kompensierende Faktor
in der gsc Nullmutante zu sein. Eigene Klonierversuche und Bemihungen
anderer Labors fuhrten allerdings bisher nicht zum Erfolg (Michael Kessel, MPI

Gottingen, Jaime Rivera-Perez, Houston; perdnliche Mitteilungen).

Ein Vergleich von gsc und cgsx im Huhn zeigte jedoch auch, dass die
cgsx Expression in spateren Phasen der Gastrulation nicht mit der von gsc
Uberlappte. So fand sich keine cgsx Transkription in der Prachordalplatte,
welche eine konservierte und prominente Expressionsdoméane von gsc darstellt.
Die Prachordalplatte stellt ein Signalzentrum fur die Differenzierung des
Vorderhirns dar. Die experimentelle Entfernung dieses Gewebes fihrt in
Xenopus laevis und Huhn dazu, dass sich die Augenanlage nicht teilt und
cyclopische Tiere entstehen (Li et al., 1997; Pera und Kessel, 1997). Die
gezielte Inaktivierung von sonic hedgehog (shh), einem Gen das wie gsc in der
Prachordalplatte exprimiert wird, resultierte in der Maus ebenfalls in einem
cyclopischen Phanotyp (Chiang et al.,1996). Da in der gsc Nullmutante kein
Phanotyp zu beobachten war, erscheint es moglich, dass auch im Fall der
Prachordalplatte ein Kompensationmechanismus aktiv ist.

Die gsc Genfamilie kbnnte daher aus vier (gsc, gsc2, gsx und gsc4) Mitgliedern
bestehen in Ubereinstimmung mit den zwei Genomduplikationen, die sich
wéahrend der Evolution von Invertebraten zu Vertebraten ereignet haben
(Kirschner und Gerhart, 1997). Eine abschliessende Aussage Uber die Zahl von
goosecoid verwandten Genen wird vermutlich erst durch eine Identifizierung im

Rahmen der Genom Projekte méglich sein.
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3.2 Pitx2 in Xenopus laevis: Expression und Funktion der
verschiedenen Isoformen

3.2.1 Die Pitx Genfamilie und Entwicklung der Klebdriisen

Die vorliegende Untersuchung der Pitx Genfamilie hat gezeigt, dass diese
Gene eine wichtige Rolle fur die Entwicklung anteriorer Kopfstrukturen wie
Klebdrise und Stomodeum-Hypophysenanlage spielen. Um diese Erebnisse
angemessen diskutieren zu kénnen, werden hier zunéchst die molekularen

Grundlagen der Klebdrisenentwicklung dargestellt.

Bei den meisten Froscharten besitzen die Kaulquappen ein klebriges
Kopfanhangsorgan, die Klebdriise. Sie bildet sich ventral von der zukunftigen
Mundo6ffnung, einer Position die etwa dem Kinn der S&augetiere entspricht. Die
Klebdrise produziert ein klebriges Sekret, welches es dem Embryo erlaubt, sich
an Bodensubstrat anzuhaften. Die Klebdrise ist aus mehreren Griinden ein
entwicklungsbiologisch interessantes Organ. Zum einen stellt die Klebdrtse die
anteriorste Struktur des Embryos dar, an das posterior das Neuroektoderm des
Vorderhirns angrenzt (Abb. 25). Damit ist die Klebdrise ein deutlich sichtbarer
Marker fur anteriore Kopfentwicklung. Zum anderen wird die Klebdriise wie das
Neuroektoderm durch zum Teil dieselben Organisatorsignale induziert, welches
eine Frage nach der Spezifizierung der beiden Gewebetypen nach sich zieht.
Damit stellt die Klebdriise auch dorsales Gewebe dar, das unmittelbar an die
ventrale Korperseite angrenzt (Abb. 25). Diese zweifache Grenzlage zur
ventralen Korperseite und zum Neuroektoderm lasst auf eine komplexe

Regulation der Klebdriisenentwicklung schliessen.
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Abb. 25 Zur mittleren Gastrula (Stadium12) ist die Klebdrise im dorso-
anterioren Ektoderm determiniert.

Die Klebdriisenanlage (schwarz) grenzt an das ventrale Ektoderm (grau) und das anteriore

Neuroektoderm (blau). Nur die dussere ektodermale Zellschicht nimmt an der

Klebdrisenentwicklung teil. (nach Sive and Bradley, 1996)

Die Lage der Klebdrtise wird durch eine Kombination von hemmenden
und induzierenden Signalen wahrend der Gastrulation festgelegt. So hemmt der
.ventrale* Wachstumsfaktor BMP-4 wie auch Retinsaure oder der
Wachstumsfaktor eFGF, letztere beide Determinanten einer posterioren
Neuralentwicklung, die Klebdrisenbildung (Sive und Bradley, 1996; Sasai und
De Robertis, 1997). Die vom Organisator sekretierten Proteine noggin, chordin
und follistatin induzierten bei Fehlexpression im Polkappentest und im Embryo
neben neuralem- auch Klebrisen-Gewebe (Hemmati-Brivanlou et al., 1994;
Smith und Harland, 1992; Lamb et al., 1993; Sasai et al., 1994; Sasai et al.,
1995). Das in raumlicher Nahe zur Klebdriisenanlage gelegene anteriore
Mesoderm (Prachordalplatte) exprimiert diese Faktoren ebenfalls (Abb. 25), und
stellt somit eine Quelle von klebdriseninduzierenden Molekilen dar (Sive und
Bradley, 1996). Als eine weitere Quelle von klebdriseninduzierenden Signalen
konnte das anteriore Neuroektoderm identifiziert werden (Sive und Bradley,
1996). Mdglicherweise spielt auch hier der Wachstumsfaktor noggin eine Rolle,
der zumindest wahrend der friihen Neurulation in der anterioren Neuralleiste

exprimiert wird (Knecht und Harland, 1997).

Der Wirkmechanismus der organisatorspezifischen Wachstumsfaktoren
noggin, chordin und follistatin wahrend der dorso-ventralen Achsenentwicklung
und der neuralen Induktion ist es, die Signaltransduktion von BMP

Wachstumsfaktoren zu unterbinden. Denkbar ist, dass durch die Diffusion der
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BMP Antagonisten ein BMP Signalgradient entsteht, der zum Beispiel die dorso-
ventrale Determinierung des Mesoderms bestimmt. Solch ein Mechanismus
kommt vermutlich auch wéhrend der Lagefestlegung der Klebdriise zum Tragen
(Hemmati-Brivanlou et al., 1994; Smith und Harland, 1992; Sasai et al., 1994,
Sasai et al., 1995; Sive und Bradley, 1996). Weitere Signalmolekile, die einen
positiven Einfluss auf die Klebdrisenentstehung haben, sind cephalic hedgehog
(chh) und Xag-2 (Ekker et al., 1995; Aberger et al., 1998).

Schliesslich und endlich missen die Signalmolekiile regulatorische Gene
in der Klebdriisenanlage aktivieren, die die weitere Differenzierung kontrollieren.
Ein Kanidat hierfir ist das Homeoboxgen otx2. otx2 gehort wie gsc und Pitx2 zur
bicoid Klasse der Homeoboxgene, und stellt ein zentrales Kontrollgen der
Kopfentwicklung dar. Zu Beginn der Gastrulation wird otx2 im Spemann-
Organisator, in der spaten Xenopus Gastrula jedoch in einer breiten anterio-
dorsalen Doméne exprimiert. Diese Domane beinhaltet und definiert das
zukunftige Vorderhirn und die Klebdriisenanlage. otx2 Missexpression in
Xenopus-Embryonen fuhrte neben Achsenduplikationen zu ektopischen
Klebdrisen (Blitz und Cho; 1995; Pannese et al., 1995).

Im animalen Polkappentest induziert otx2 allerdings neben Klebdriisen-
und neuronalem Gewebe auch noch Mesoderm, was auf die Organisatorfunktion
hinweist (Blitz und Cho; 1995; Pannese et al., 1995; Gammill und Sive, 1997).
Die durch otx2 induzierte Klebdrisendifferenzierung im animalen Polkappentest
stellt eine direkte otx2 Wirkung dar, da otx2 ohne Proteinsynthese die
Transkription von Klebdrisenmarkergenen induzieren konnte (Gammill und
Sive, 1997). Dariiberhinaus fiihrte Uberexpression von
klebdriiseninduzierenden Wachstumsfaktoren (noggin, chordin, follistatin, chh
und Xag-2) im animalen Polkappentest zu einer parallelen Induktion des
Homeoboxgens otx2 (Sive und Bradley, 1996; Aberger et al., 1998).
Zusammenfassend ist otx2 ein wichtiges und potentes Kontrollgen der
Klebdriusenentwicklung. Da otx2 aber im gesamten Kopfektoderm exprimiert ist
und zusatzliche Gewebetypen induziert, stellt sich die Frage nach dem

Abgrenzungsmechanismus von Klebdrise zu Neuroektoderm.
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3.2.1.1 Klebdriiseninduktion durch Pitx2 Missexpression.

Die Expressionsanalyse der Pitx2 Isoformen und Pitx1 in Xenopus
Embryonen ergab, dass nur die Pitx2A Isoform mit Pitx1 Uberlappend in der
Klebdriisenanlage exprimiert war (Abb. 13). Eine in der Klebdrisenanlage
lokalisierte Pitx2A bzw. Pitx1 Transkription konnte zum erstenmal in spéaten
Gastrulastadien (Stadium 12) nachgewiesen werden (nicht gezeigt), welches mit
dem Zeitpunkt der Determination des Klebdriisenektoderms tbereinstimmt (Sive
und Bradley, 1996). Eine prominente Pitx2A und Pitx1 Expression konnte
wéahrend der weiteren Differenzierung und in der aktiven Klebdriise
nachgewiesen werden (Abb. 13, 14, 15).

Die ventrale Missexpression von Pitx2A-, Pitx2B- und Pitx1 mRNA in
Xenopus-Embryonen fihrte wie otx2 zur Ausbildung ektopischer Klebdrisen auf
der Bauchseite (Abb. 17 und nicht gezeigt; Blitz und Cho, 1995; Pannese et al.,
1995; Gammill und Sive, 1997). Da Pitx2B nicht in der Klebdriise exprimiert, und
die Klebdruseninduktion durch Pitx2B einen unphysiologischen Charakter hat,
legte dies auf den ersten Blick eine redundante Funktion der Pitx2A bzw. Pitx2B
Proteine nahe (siehe 3.2.4.3). Im Unterschied zu ventraler Missexpression von
otx2 wurden keine Achsenduplikationen in den experimentellen Embryonen
beobachtet. Dieses Experiment wies auf eine instruktive Wirkung von Pitx2A und

Pitx1 wahrend der Klebdrisenentwicklung hin.

Im animalen Polkappentest konnte ebenfalls durch Uberexpression der
Pitx2 Isoformen eine Klebdruseninduktion beobachtet werden (Abb. 18). Bereits
die phanotypische Betrachtung der injizierten animalen Polkappen
(Pigmentierung und Klebrigkeit) als auch die durch RT-PCR nachgewiesene
Induktion des Klebdrisenmarkers Xag-2 (Aberger et al., 1998) belegten dies.
Uberraschenderweise konnte in den zu Klebdriisengewebe differenzierten
Polkappen keine otx2 Transkription nachgewiesen werden (Abb. 17). Dies traf
auch im Kontext des Embryos zu. In durch ventrale Pitx2A oder Pitx2B mRNA
Injektion induzierten ektopischen Klebdrisen von experimentellen Embryonen
wurde ebenfalls keine otx2 Transkription festgestellt (H. Steinbeisser, MPI

Tlbingen persdnliche Mitteilung).
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Es sind zwei Interpretationen dieses Resultats moglich. Da nur Pitx2A in
der Klebdriise exprimiert ist (Abb. 13, 14, 15), stellt sie dort die in vivo aktive
Isoform dar. In der Klebdrisenentwicklung kénnte Pitx2A einerseits als ein
paralleler, von otx2 unabhangiger, Signalweg wirken, oder alternativ dazu
stromabwarts von otx2 die Klebdrisendifferenzierung steuern. Im Moment gibt
es keine experimentellen Daten, die eine Entscheidung zwischen diesen beiden
Mdglichkeiten zulassen. Das Vorhandensein von DNA Bindemotiven im Pitx2A
Promotor, die von otx2 erkannt werden kdnnen (siehe unten, Schweickert et al.,
1999), und die generelle Bedeutung von otx2 fur die Kopfentwicklung lasst eher
auf Pitx2A als Zielgen von otx2 schliesen. Die Ergebnisse deuten jedoch stark
darauf hin, dass Pitx2A, mdglicherweise in Wechselwirkung mit Pitx1, die
Klebdrisenanlage vom benachbarten Neuroektoderm abgrenzt (otx2

Expressionsdomane).

Die dorsale Uberexpression von Pitx2A bzw. Pitx2B mRNA in der
Organisatorregion fuihrte meistens zu schweren Gastrulationsdefekten (Abb. 16
und nicht gezeigt). Bei wenigen experimentellen Embryonen allerdings schien
speziell die Kopfregion des Embryos betroffen zu sein, die als solches nicht mehr
erkennbar war (z.B. Abb.17 F). Diese Art von Phanotyp wurde ebenfalls im
Maussystem bei der otx2 Nullmutante beobachtet, wo die gezielte Inaktivierung
des otx2 Gens in einem weitgehenden Verlust von Kopf- ,speziell,
Gehirnstrukturen resultierte (Acampora et al., 1995; Ang et al., 1995). Die im
Frosch durch dorsale Pitx2A und Pitx2B Missexpression hervorgerufenen
Phanotypen kénnten demnach die Folge einer Repression der otx2 Funktion

wahrend der Kopfentwicklung sein.

Vorlaufige Ergebnisse unterstitzen diese Hypothese. 4-8 Zellembryonen
wurden dorsal mit Pitx2A bzw. Pitx2B mRNA injiziert und im Gastrulastadium
(Stadium 10,5 - 11) auf otx2 Expression durch In situ Hybridisierung analysiert.
Tats&chlich konnte eine Abnahme der otx2 Transkription in der
Organisatorregion beobachtet werden (H. Steinbeisser, MPI Tubingen
personliche Mitteilung). Gegen eine direkte transkriptionelle Repression in der
Klebdrise spricht das Vorhandensein von otx2 Expression wahrend der

gesamten Klebdrisen-Entwicklung (Kablar et al., 1996). Eine mdgliche
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Alternativhypothese zur aktiven transkriptionellen Repression, basiert auf dem
hohen Grad an Ahnlichkeit von otx2 und Pitx2 bzw. Pitx1 innerhalb der
Homeodomaéne (62%, Semina et al., 1996). Alle drei Gene gehdren zur bicoid
Klasse von Homeodoméanen-Proteinen, die charakteristische gleichgeartete
DNA-Bindemotive erkennen (Wilson et al., 1993). Die Tatsache, dass
Homeodomanen-Proteine der bicoid Klasse ihre Funktion als
Transkriptionsfaktor in Form von Homo- oder Herterodimeren ausiben, erhdht
die Kompexitat der Zielgenerkennung (Wilson et al., 1993). Moglicherweise
konnen die otx2 und Pitx2 bzw. Pitx1 Proteine um gleiche DNA-Bindemotive in
den jeweiligen Zielgenen konkurrieren, und entweder die Funktion des anderen

unterbinden, oder wie im Fall der Klebdrisendifferenzierung auch tbernehmen.

Die beobachtete Abnahme der otx2 Transkription in der Organisatorregion
nach dorsaler Pitx2 mRNA Injektion kdnnte in diesem Sinne interpretiert werden.
otx2 induziert in einer direkten autoregulatorischen Rickkopplungs-Schleife
seine eigene Transkription (Gammill und Sive, 1997). Die Uberexpression von
Pitx2 Isoformen kdnnte diesen Mechanismus ausser Kraft setzen und somit die

otx2 Transkription hemmen.

3.2.1.2 Pitx1 und Klebdrise

Die Expression von Pitx1 tberlappte mit Pitx2A wéhrend der
Klebdrisenentwicklung, und erste Experimente zeigten, dass Pitx1 wie Pitx2
eine ektopische Klebdriseninduktion verursachen kann (nicht gezeigt). Trotz
der grossen Homologie zwischen beiden Genen (Abb. 11) ist dieses Ergebnis
signifikant. Zum einen kann otx1, ein zu otx2 nah verwandtes Gen, in
Uberexpressionsexperimenten kein Klebdriisengewebe induzieren (Andreazzoli
et al., 1997). Ein Experiment im Huhn weisst darauf hin, dass Pitx1 und Pitx2
nicht-redundante Funktionen in der Entwicklung der Gliedmassen wahrnehmen.
Wahrend Pitx1 die Vorderextremitat partiell in eine Hinterextremitét
transformieren kann, ist Pitx2 dazu nicht in der Lage (Logan und Tabin, 1999).
Im animalen Polkappentest erfolgte nach Uberexpression von Pitx2 Isofomen
eine Induktion von Pitx1 (Abb. 18). Ob diese Pitx1 Induktion ein direkter

transkriptioneller Effekt war oder indirekt durch die Klebdrusendifferenzierung
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hervorgerufen wurde, muss im Zusammenhang der otx2, Pitx2A und Pitx1

Wechselwirkungen in zukinftigen Experimenten geklart werden.

3.2.1.3 Was lasst sich daraus fir die Klebdriisenentwicklung ableiten?

Der friihe Organisator legt in einer ersten Phase durch die Sekretion von
BMP Antagonisten den Kopfbereich grob fest, was anhand der breiten
Expression von otx2 im Kopfbereich manifistiert wird. In einer zweiten Phase
bewirkt otx2 im Konzert von reprimierenden und induzierenden Signalen die
anterio-posteriore Untergliederung des Kopfektoderms in Klebdrise,
Stomodeum-Hypophysen Anlage und Neuroektoderm. Dies geht einher mit
spezifischer Induktion von Pitx2A und Pitx1 Transkription in der
Klebdrisenanlage, und damit der Determinierung und Abgrenzung der
Klebdriise vom Neuroektoderm. Da otx2 ein sehr potentes Protein darstellt,
welches an einer Vielzahl von Entwicklungsvorgangen beteiligt ist, kdnnte es
notwendig sein, die otx2 Aktivitat in der determinierten Klebdriise zu reprimieren.
Die letztendliche Differenzierung der Klebdrise unterlage dann der Pitx2A und
Pitx1 Wirkung.

3.2.2 Stomodeum-Hypophysen-Anlage

Die Entwicklung der Stomodeum-Hypophysen-Anlage im Ektoderm
zwischen Klebdrisenanlage und Neuroektoderm unterliegt vermutlich einem
ahnlichen molekularen Mechanismus wie die Induktion der Klebdrise. Dazu
gehoéren vermutlich otx2 in Kombination mit hemmenden und induzierenden
Wachstumsfaktoren (siehe oben). In der Stomodeum-Hypophysen-Anlage wurde
eine Uberlappende Pitx2A, Pitx2B und Pitx1 Expression bereits zum Zeitpunkt
der frihen Xenopus-Neurula (Stadium 13) detektiert (Abb. 13). Damit stellen
Pitx2A, Pitx2B und Pitx1 die frihesten bekannten Marker der Stomodeum-
Hypophysenentwicklung in Xenopus laevis dar, was bereits fur die Maus
beschrieben wurde (Lanctot et al., 1997; Tremblay et al., 1998; Drouin et al.,
1998). Fur die innerere Ektodermschicht der Stomodeum-Hypophysen-Anlage
in spaten Neurula-Embryonen konnte gezeigt werden, dass ausschliesslich

diese Region der Ursprung der Adenohypophyse darstellt (Kawamura und
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Kikuyama, 1998). Die spezifische Pitx2B Expression in der inneren
Ektodemschicht der Stomodeum-Hypophysen-Anlage kdnnte bedeuten, dass
schon in der frihen Neurula (Stadium 13) die Hypophysenanlage determiniert
ist. Gezielte isoformspezifische Inaktivierung des Pitx2 Gens konnte Aufschluss
geben Uber die jeweilige Rolle der Pitx2 Isoformen wahrend der

Hypophysenentwicklung.

3.2.3Pitx1

Der Vergleich mit veréffentlichten Pitx1 Expressionsmustern ergab
konservierte und neue Transkriptionsdoménen wahrend der Embryonal-
entwicklung von Xenopus. In der Maus wurde u.a. Pitx1 Expression in der
Hypophyse (siehe oben), im posterioren Seitenplattenmesoderm sowie
spezifisch in den Hinterbeinanlagen beschrieben (Szeto et al., 1996; Lanctot et
al., 1997). Diese Pitx1 Expressionsdoméanen wurden ebenfalls in Xenopus
beobachtet (Abb. 13, 14, 15 und nicht gezeigt). Fur Pitx1 konnte eine
determinierende Rolle in der Hinterbeinentwicklung nachgewiesen werden. So
fuhrte der Verlust von Pitx1 Expression in der Pitx1 Nullmutante zu Hinterbeinen,
die einige Charakteristikas von Vorderextremitaten aufwiesen (Szeto et al., 1999;
Lanctot et al., 1999; Logan und Tabin, 1999). Ebenso ergab das reziproke
Experiment der Missexpression von Pitx1 in der Vorderbeinanlage des Huhns
zumindest andeutungsweise eine Hinterbeindifferenzierung (Szeto et al., 1999;
Logan und Tabin, 1999).

Die in Xenopus beobachtete Pitx1 Expressionen in Gehirn und
Augenlinse (Abb. 14, 15) sind in der Maus nicht beschrieben, und stimmen dort
eher mit der Expressionsdomane von Pitx3, dem dritten Gen der Pitx Familie
Uberein (Smidt et al., 1997; Semina et al., 1998). Ob diese Unterschiede
evolutiondren Ursprungs sind, so dass in der Maus zwei Pitx Gene die Funktion
von Pitx1 im Frosch ausiben, sollte die Klonierung des Pitx3 Gens in Xenopus

laevis erweisen.
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3.2.4Das Homeoboxgen Pitx2 und die Entstehung der Links-Rechts

Asymmetrie

Die asymmetrische Pitx2 Expression im linken Seitenplattenmesoderm ist
bei allen untersuchten Wirbetierspezies wie Huhn, Maus, Frosch und Zebrafisch
(Abb. 18) konserviert. Denoch zeigen sich auch Speziesunterschiede. Wahrend
eine asymmetrische Herzexpression von Pitx2 in Maus, Huhn und Frosch (Abb.
14, 15 und Campione et al. 1999) beschrieben wurde, konnte eine solche im
Zebrafischherz nicht nachgewiesen werden (Frauke van Bebber, MPI Tubingen,
personliche Mitteilung). Es bleibt aber abzuwarten, ob im Zebrafisch eine zweite
Variante des Pitx2 Gens existiert, da im Zebrafisch haufig Duplikate von Genen

auftreten, die in anderen Spezies nur singular vorhanden sind.

3.2.4.1. Pitx2 Isoformen und die Links-Rechts Kaskade

In allen bis heute analysierten Wirbeltierspezies dient das Homeoboxgen
Pitx2 als ein Mediator zwischen dem linken asymmetrischen nodal Signal und
der asymmetrischen Organmorphogenese. Missexpressionsexperimente in
Huhn- und Xenopus-Embryonen, sowie animale Polkappentests im Frosch
konnten nachweisen, dass nodal der endogene Aktivator der Pitx2 Transkription
im linken Seitenplattenmesoderm darstellen konnte (Abb. 19; Logan et al., 1998;
Meno et al., 1998; Piedra et al., 1998; Ryan et al., 1998; Yoshioka et al., 1998;
Campione et al., 1999).

Wahrend der Xenopus-Embryonalentwicklung werden jedoch zwei
Isoformen, Pitx2A und Pitx2B, transkribiert. Die Expressionsanalyse in Xenopus
zeigte, dass nur die Pitx2A und nicht die Pitx2B Isoform an der
Lateralitatsentstehung beteiligt ist (Abb. 14, 15). Pitx2A Expression fand sich im
linken Seitenplattenmesoderm, im linken Herz und wéhrend der asymmetrischen
Organmorphogenese des Magen-Darmtraktes auf der linken Seite des Magens
(Abb. 14, 15). Im linken Seitenplattenmesoderm induziert das linke
Lateralitatssignal nodal (Xnrl) spezifisch die Pitx2A Isoform. Dies wurde durch

Xnrl Uberexpression im animalen Polkappentest und durch rechtsseitige Xnrl
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Fehlexpression im Kontext des Embryos gezeigt (Abb. 20, 21). Die Pitx2B
Transkription wurde in diesen Experimenten in keinem Fall aktiviert. Der Pitx2A
Promotor sollte somit ein fur die nodal Signaltransduktionkette spezifisches DNA

Element aufweisen.

Die Expressionsanalyse der Pitx2 Isoformen in der Maus ergab ebenfalls,
dass nur die Pitx2A Isoform im linken Seitenplattenmesoderm und wahrend der
asymmetrischen Schleifenbildung von Herz und Darm transkribiert wurde
(Schweickert et al., 1999), wahrend die Pitx2B Isoform an keinem Ort der Links-
Rechts Entwicklung exprimiert wurde. Die konservierte Expression und die
spezifische Regulation weisen die Pitx2A Isoform als den Mediator zwischen
dem asymmetrischen nodal-Signal im linken Seitenplattenmesoderm und der

asymmetrischen Organmorphogenese aus.

3.2.4.2 Activin und die Links-Rechts Kaskade

Im Huhnembryonen wirkt der TGF ahnliche Wachstumsfaktor Activinl3B
als Bestandteil der rechten Lateralititskaskade im Hensen schen Knoten (Levin
et al., 1995; Boettger et al.). Im Gegensatz dazu fihrt in Xenopus die
Fehlexpression von activin im animalen Polkappentest und im Embryo zu einer
Transkription des ,linken* Pitx2 Gen (Abb. 19). Diese Induktion war wie im Fall
von Xnrl isoformenspezifisch. Abb. 20 zeigt, dass rechte Missexpression von
activin im Xenopus-Embryo ausschlieslich in einer Pitx2A Induktion in der
rechten Seitenplatte fuhrt. Dartber hinaus war die activin-Wirkung auf die Pitx2A
Transkription ein direkter Effekt der activin Signalkaskade, da Pitx2A ohne

Proteinbiosynthese im animalen Polkappentest induziert wurde (Abb. 21 C).
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Interessanterweise konnte hierbei eine synergistische Wirkung von Activin
und einem Hemmstoff der Proteinbiosynthese auf die Pitx2A Transkription
beobachtet werden (Abb. 21 C). Die synergistische Wirkung war Pitx2A -
spezifisch, da die direkten Zielgene der activin Signaltransduktionskette gsc und
Xbra nicht betroffen waren (Abb. 21). Dies deutet auf einen raschen Umsatz der
Pitx2A mRNA hin. Dieser Prozess des beschleunigten Abbaus der Pitx2A mRNA
war von einer de novo Proteinbiosynthese abhangig, so dass deren Hemmung
zu einer Akkumulation der Pitx2A mRNA fuhrte. Dies Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen an Zelllinien in Bezug auf die
Hypophysenfunktion von Pitx2, in deren Rahmen eine posttranskriptionelle

Regulation diskutiert wurde (Tremblay et al., 1997; Drouin et al., 1998).

Der Sequenzvergleich der nicht translatierten cDNA Regionen (UTR) der
Pitx2 Isoformen von Maus und Frosch ergab, dass im 3'UTR ein 169 bp grosser
Homologiebereich existierte (Abb. 12 D). Mdglicherweise handelt es sich bei
dieser konservierten Sequenz um das Ziel eines posttranskriptionellen
Regulationsmechanismus. Eine Regulation auf Ebene der mRNA ist in der
Embryonalentwicklung von Drosophila ein haufig benutzer Mechanismus.
So werden die mRNAs der maternalen Effektorgene bicoid und nanos durch
spezifische 3'UTR Sequenzen an den anterioren bzw. posterioren Pol des Eies
lokalisiert (Ferrandon et al. 1994; Smibert et al., 1996).
Konzentrationsabhéngige Pitx2A Autoinduktion (Abb. 25) und die
wahrscheinliche Pitx2 Haplo-Insuffizienz des menschlichen Rieger-Syndroms
deuten stark auf Dosiseffekte der Pitx2 Proteine hin. Eine posttranskriptionelle
Kontrolle der Pitx2 mRNA konnte einen Mechanismus darstellen, die aktive

Proteinkonzentration zu regulieren.

Auf Grund der Beobachtung, dass Missexpression von activin auf der
rechten Korperseite von Xenopus zu Situsinversionen fihrt (Hyatt und Yost,
1998) wurde spekuliert, dass ein activin ahnliches Molekul die Xnrl
Transkription in der linken Seitenplatte induziert (Lohr et al.,1998). In
Ubereistimmung mit dieser Hypothese konnte rekombinantes ActivinA Protein
die Xnrl Expression ohne Proteinbiosynthese im animalen Polkappentest

induzieren (Abb. 21 C). Pitx2A war aber ebenfalls ein direktes Zielgen von
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activin (Abb. 21 C), und Pitx2A Fehlexpression alleine ist ausreichend, um
Situsinversionen in Xenopus-Embryonen hervorzurufen (Ryan et al., 1998;
Campione et al., 1999). Daher scheint es sehr wahrscheinlich, dass activin im
unphysiologischen Fall der rechtsseitigen Fehlexpression die nodal-Funktion
tbernimmt. Daflr sprechen auch die wachsende Anzahl von Evidenzen, dass
nodal Uber activin Rezeptoren seine Funktion ausubt (Oh und Li, 1997; Whitman,
1998; Gritsman et al., 1999). Wenn dies zutrifft, lassen sich fir nodal-Funktion im
linken Seitenplattenmesoderm zwei Schlussfolgerungen ziehen. Erstens die
Induktion der Pitx2A Transkription ist ein direkter Effekt. Zweitens nodal
propagiert sein Signal direkt ohne Umweg in einer positiven autoregulatorischen

Ruckkopplungsschleife.

3.2.4.3 Pitx2A / Pitx2B Protein-Funktionen

Basierend auf der spezifischen Expression und Induktion der Pitx2A
Isoform kann auf eine besondere Funktion des Pitx2A Proteins wahrend der
Lateralitatsentstehung geschlossen werden, die in der Isoform Pitx2B nicht
vorhanden ist. Die, durch Pitx2B verursachte, experimentelle Situsinversion im
Huhn und Frosch, spricht nicht gegen funktionelle Unterschiede der Pitx2A und
Pitx2B Proteine, da diese mit der Induktion der linken Pitx2A Isoform einherging
(Abb. 23). Tatsachlich folgte jeder experimentellen Manipulation (Xnrl, activin
und Pitx2B), die zu einem Wechsel der Links-Rechts Achse flhrt, eine Induktion
der Pitx2A Transkription (Abb. 20, 23). Dies unterstreicht die Bedeutung der

Pitx2A Isoform fur die Lateralitatsentwicklung.

Die komplexe genomische Struktur des Pitx2 Locus in Maus und Mensch
(Abb. 12; Schweickert et al., 1999; Arakawa et al., 1998) mit isoformspezifischen
Promotoren spricht daflrr, dass die Seperation der verschieden Isoformen
wahrend der Evolution, zumindest fir die Links-Rechts-Entwicklung, notwendig
war. Denn, wenn die Pitx2 Proteine funktionell identisch wirken wirden, hatte
ein fur die nodal Signaltransduktionkette spezifisches DNA Element im Promotor
eines einzelnen Gens ausgereicht, um die Mediator-Eigenschaften wahrend der

Lateralitatsentwicklung zu erftllen.
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Die bis dato hypothetischen funktionellen Unterschiede sollten in den
isoformspezifischen aminoterminalen Bereichen der Pitx2 Proteine liegen. Ein
Sequenzvergleich der Pitx2A-spezifischen Proteinabschnitte von Huhn, Maus,
Mensch und Xenopus wies zwei Bereiche auf, die eine Konservierung zeigten.
Die ersten 16 und die 18 letzten Aminosauren von Exon 4 waren unter den
verschieden Wirbeltierspezies konserviert, wahrend die dazwischenliegende
Region deutlich variierte (Abb. 12 C). Diese beiden Domanen kénnten tber
Protein-Protein Interaktionen die Pitx2A spezifische Aktivitat ausfuhren. Der
Nachweis flr funktionelle Unterschiede von Pitx2A und Pitx2B wird nur moglich

sein, wenn N-terminal interagierende Partner und Zielgene identifiziert sind.

Neben der Lateralitats- und Klebdriusenentwicklung, indenen nur die
Pitx2A Isoform eine Rolle spielt, zeigten die beiden Pitx2 Isoformen
beispielsweise in Hypophse und Gehirn ein tberlappendes Expressionsmuster
(Abb. 13, 14, 15). Da in den Missexpressionsexperimenten die Pitx2B Isoform
die Pitx2A Transkription induzierte, konnte in diesen Geweben ein solcher

Mechanismus die Koexpression beider Isoformen bewirken.

Der zeitliche Vergleich von nodal und Pitx2A Expression im linken
Seitenplattenmesoderm von Maus und Frosch zeigte, dass nach Ende der
transienten nodal Expression weiterhin eine kontinuierliche Pitx2A Transkription
stattfand. Daraus leiten sich zwei Fragen ab, zum einen, ob das Ende der nodal
Transkription durch Pitx2A bewirkt wurde, und zweitens, wie ohne nodal Signal
die Aufrechterhaltung der Pitx2A Expression im linken Seitenplattenmesoderm

sichergestellt wird.

Es wurde gezeigt, dass Missexpression von Pitx2B im Froschembryo und
animalen Polkappentest die Xnrl1 Transkription tatsachlich hemmen kann (Abb.
22). Damit eroffnet sich die Moglichkeit einer negativen Ruckkopplungsschleife
zwischen Xnrl und Pitx2A im linken Seitenplattenmesoderm, in welcher Pitx2A
zu einem bestimmten Zeitpunkt die Transkription des eigenen Induktionssignal
Xnrl beendet. Die Verwendung der Pitx2B Isoform in diesen Experimenten stellt
ein Problem dar, denn auf Grund der postulierten Funktionsunterschiede zu dem

linksseitigen Pitx2A Protein kann dieses Experiment als unphysiologisch

78



betrachtet werden. Die Rolle der Isoformen war zum Zeitpunkt dieser
Experimente noch nicht bekannt und ein Pitx2A Uberexpressionsvektor noch

nicht verfigbar.

Die Tatsache, dass Pitx2B Missexpression zur Induktion der Pitx2A
Transkription fuhrt (Abb. 23) kénnte denoch eine in vivo Relevanz vorliegen.
Diese Experimente miussen mit der Pitx2A Isoform wiederholt und reproduziert
werden. Ein anderer experimenteller Ansatz ware in der Maus die Analyse der
Pitx2 Nullmutante. Falls ein Repressionsmechanismus existiert, misste man in
dieser Mutante eine zeitlich verlangerte nodal Expression im linken

Seitenplattenmesoderm nachweisen kénnen.

Eine Moglichkeit der Aufrechterhaltung der Pitx2A Transkription im linken
Seitenplattenmesoderm ohne Xnrl ware ein autoregulatorischer
Ruckkopplungsmechanismus. Im Pitx2A Promotor fanden sich mehrere DNA
Bindestellen (Schweickert et al., 1999), die von Homeoboxgenen der bicoid
Familie, also auch von Pitx2A, erkannt werden (Wilson et al., 1993). Tatséachlich
konnte im animalen Polkappentest eine Autoinduktion durch Pitx2A beobachtet
werden. Diese war Pitx2A spezifisch, da die Pitx2B Isoform davon nicht betroffen
war (Abb. 24). Die durch Pitx2B Missexpression im rechten
Seitenplattenmesoderm induzierte Pitx2A Transkription kénnte in diesem
Kontext eine ektopische Aktivierung des Ruckkopplungsmechanismus im
rechten Seitenplattenmesoderm darstellen. Eine Erklarung fur die
nachgewiesene asymmetrische Herzexpression von Pitx2A bietet dieser
Mechanismus nicht, da das Herz zu keinem Zeitpunkt nodal exprimiert und somit

der Induktor des Ruckkopplungsmechanismus fehilt.
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3.2.4.4 Pitx2 und Krankheit

Das menschliche Pitx2 Gen ist in Patienten, die am Rieger-Syndrom
leiden, mutiert (Semina et al., 1996). Diese autosomal dominante Erbkrankheit
wird charakterresiert durch einen hervorstehenden Bauchnabel, Hypodontia und
Augenkammer Defekten, die haufig zu Glaukom fuhren (Jorgensen et al., 1978).
Die Mutationen im Pitx2 Gen von Rieger-Patienten bestanden grésstenteils aus
Punktmutationen in der Homeodomé&ne und in Splei3stellen von Intron 5,
welches die Homeobox teilt (Semina et al., 1996). Mutationen im Pitx2A
spezifischen Teil des Gens wurden nicht berichtet. Die Mutationen fuhren
vermutlich zu einer Haplo-Insuffizienz des Pitx2 Genproduktes, welches fir die

betroffenen Organe eine Dosisabhéangigkeit nahelegt.

Die Rieger Patienten weisen einen normalen Situs solitus auf. Der
hervorstehende Nabel deutet jedoch auf einen Lateralitdtsdefekt wahrend der
asymmetrischen Darmmorphogenese hin. Wahrend der Darmentwicklung der
Wirbeltiere bildet sich, vermutlich aus Platzgrinden, eine Mitteldarmschleife aus,
die teilweise ausserhalb der Korperwand liegt. Dieser Vorgang wird als
physiologischer Nabelbruch bezeichnet. Ausserhalb der Kérperhéhle vollfuhrt
die Nabelschleife eine 90° Drehung, und die ebenfalls mit einer Rotation
einhergehende Rickverlagerung der Darmschleife in die Kérperhdhle beendet
die ca. 270° Drehung des Darms (Larsen, 1997). Die Ursache der
Ruckverlagerung der Darmschlinge untersuchte Enbom (1938, 1939)
histologisch in vier Spezies (Mensch, Opossum, Erdhérnchen, Flughund).
Enbom bemerkte, dass die Mitteldarmarterie (Ateria mesenterica superior), die
ebenfalls aus der Kérperhdhle herrausragt, wahrend dem physiologischen
Nabelbruch eine starke Muskulatur aufwies. Diese Muskulatur war zu diesem
Stadium sogar ausgepragter als die der Aorta. Im Laufe der Rickverlagerung
der Darmschlinge konnte Enbom eine Verkirzung der Mitteldarmarterie von Uber
50% feststellen. Daher schloss Enbom, dass diese Arterie als muskulares Organ

die Darmschleife aktiv in die Korperhdhle repositioniert.
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Eine starke Pitx2A Expression wurde in der Mitteldarmarterie von
Mausembryonen (E 13.5) nachgewiesen (Schweickert et al., 1999). Der
hervorstehende Nabel bei Rieger Patienten kdnnte somit Ausdruck einer
unterentwickelten Muskulatur der Mitteldarmarterie sein, die die
Ruckverlagerung beeintrachtigt. Dies legt eine Pitx2A Funktion im Rahmen der
Muskelentwicklung nahe, welches sehr suggestiv ist, da beide Isoformen
wahrend der Somitogenese im Myotom exprimiert werden (Blum et al., 1999;
Campione und Blum, unverdffentlicht). Beim Menschen sind Fehlrotationen der
Darmschleife relativ haufige Krankheitsbilder, die vermutlich auch auf
Fehlfunktionen der Mitteldarmarterie zurtickzufiihren sind. Es wird interessant

sein festzustellen, ob in diesen Fallen Pitx2A mutiert ist.

Ob der Mechanismus der asymmetrische Organmorphogenese und somit
die Pitx2A Funktion generell mit Muskelkontraktion erklart werden kann bleibt zu
klaren. Alternativ dazu kdnnte eine regionalisiert verstarkte oder verminderte
Proliferationrate Organe asymmetrisch positionieren. Die Identifikation von
Pitx2A Zielgenen und dessen isoformspezifische Inaktivierung in der Maus
sollten Aufschluss uber die genaue Funktion der links-spezifischen Isoform

Pitx2A wahrend der Lateralitéatsentstehung geben.
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4. Material und Methoden

4.1.Behandlung von Nukleinsduren

4.1.1 Photometrische Konzentrationbestimmung von Nukleinsauren

Zur genauen Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration wird die
Extinktion (E) von UV-Strahlung der Wellenldngen 260 und 280 nm beim
Durchtreten einer Nukleinsaureldsung, im Abgleich gegen das jeweilige
Ldsungsmittel, in einem Spektralphotometer gemessen. Eine E2g0-Einheit
entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 mg/ml, einer RNA-
Konzentration von 40 mg/ml und einer Einzelstrang-Oligonukleotid-
Konzentration von 20 mg/ml. Das Verhéltnis der Extinktion, bei 260 und 280 nm,
zueinander ist ein Indikator fur die Reinheit einer Nukleinsaurelésung. Das
Verhéltnis E260 zu E280 nimmt bei optimaler Reinheit von DNA den Wert 1,8

und von RNA den Wert 2,0 an.

4.1.2 Ausfallung von Nukleinsduren aus walrigen Lésungen

In 70% Ethanol geléste mMRNA wurde mit 3 M Natriumacetat [mit DEPC-
H,O angesetzt, um eine Verunreinigung mit RNasen zu vermeiden (pH 5,2)] auf
eine Salzendkonzentration von 0,3 M eingestellt, gevortext, 30 Minuten bei
13000 rpm und 4°C zentrifugiert und das Pellet an der Luft getrocknet. Die RNA
wurde in DEPC-H,O aufgenommen.

4.1.3 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren tUber Agarosegele

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer
GrolRRe erfolgte in 1% oder 1,5% Agarosegelen. Je nach Grof3e und Volumen der
Gelkammern wurde die entsprechende Menge an Agarose in 60 oder 300 ml 1x
TBE-Puffer gelést und nach dem Abkuhlen Ethidiumbromid bis zu einer
Endkonzentration von 0,4 pug/ml zugegeben, bevor es in die horizontale
Gelkammer gegossen werden konnte. Nach dem Uberschichten des Gels mit 1x
TBE-Puffer wurden die, mit 10x DNA-Probenpuffer versehenen, Proben in die
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte, je nach
Gelkammergrof3e, bei 80 oder 120 V. Im Anschlul3 konnten die aufgetrennten
DNA-Fragmente, aufgrund des sich zwischen die DNA-Strédnge gelagerten und
floureszierenden Ethidiumbromids, unter UV-Licht sichtbar gemacht und
photografiert werden.
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4.2 Praparationen von DNA

4.2.1 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Bakterien wurden in 3,5 ml Nahrmedium mit 50 pg/ml Ampicillin Gber
Nacht bei 37°C geschuttelt, kurz gevortext und in 1,5 ml Eppendorfrohrchen
tberfuhrt, um dann fur 2 Minuten bei 13000 rpm herunterzentrifugiert zu werden.
Die Resuspendierung des Pellets erfolgte in 100 yul GTE (50 mM Glucose, 25 mM
Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 7,8) durch Vortexen und eine anschlie3ende
Inkubation von 5 Minuten bei RT. Nach Zugabe von 200 pl alkalischer SDS
Losung (0,2 M NaOH, 1% SDS) wurden die Proben durch dreimaliges
Umdrehen durchmischt, bevor 150 ml 3 M NaAc zugegeben, die Proben erneut
vorsichtig fur maximal 10 Sekunden durchmischt und anschlie3end fir 5 Minuten
bei 13000 rpm zentrifugiert wurden. Der Uberstand kam in neue
Eppendorfréhrchen und wurde mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform
[1:1 (v/v)] versetzt, kraftig gevortext und erneut fir 2 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert. Proteine werden bei diesem Vorgang in der Interphase gesammelt
und Stoffe, die sich in organischen Lésungsmitteln 16sen, gehen in die untere
Phase. Die obere waldrige Phase, die die DNA enthalt, wurde abgenommen, mit
1 ml 100%igem Ethanol ( -20°C) versetzt, kraftig gevortext und nach 2 Minuten
Inkubationszeit (RT) erneut, wie oben, fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig verworfen, das Prazipitat mit 70%igem Ethanol gewaschen,
nochmals fir 2 Minuten bei 13000 rpm zentifugiert, getrocknet und in 50 pl TE-
Puffer, der mit RNase versetzt war, aufgenommen.

4.2.2 Maxipraparation von Plasmid-DNA

200 ml einer tber Nacht bei 37°C in NB-Selektionsmedium (1% N-Broth,
0.5% Hefe-Extrakt, 100 pg/ml Ampicillin) geschuttelten E.coli-Suspensionskultur
wurden in einen Bakterienbecher Gberfuhrt und 20 Minuten bei 4°C im
BECKMAN-Rotor "J2-21" mit 5000 rpm abzentrifugiert und das Pellet bei RT kurz
trocknen gelassen. Danach wurde es in 10 ml Suspensionspuffer "P1" (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg hitzebehandelte RNaseA/ml) griundlich
resuspendiert, 5 Minuten bei RT stehen gelassen und mit 10 ml Lysepuffer "P2"
(0,2 M NaOH, 1% SDS) versetzt. Nach vorsichtigem Schwenken und einer
Inkubation von 5 Minuten bei RT wurde mit 10 ml 3,0 M Kaliumacetat pH 5,5
durch wiederum vorsichtiges Schwenken neutralisiert und die Losung fur 15
Minuten auf Eis gestellt. Die nachfolgende Zentrifugation, fur eine halbe Stunde
bei 9000 rpm und 4°C, trennte die Bakterienzelltrimmer von den frei
schwimmenden Plasmiden. Das Autragen des Uberstandes auf eine zuvor mit
10 ml Puffer QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol) aquilibrierte
"QIAGEN-pack 500"-Saule erfolgte Gber ein Mullnetz, um frei schwimmende
Teile des Bakterienpellets zuriickzuhalten. Nach Durchlaufen des Uberstandes
wurde die Saule mit 30 ml Puffer "QC" (1000 mM NacCl, 50 mM MOPS, 15%
Ethanol) gewaschen und die Plasmide mit 15 ml Puffer "QF" (1500 mM NacCl, 50
mM MOPS, 15% Ethanol) eluiert und anschlieRend mit 11 ml Isopropanol bei RT
prazipitiert. Nach einer Stunde wurde die gefallte DNA abzentrifugiert (30
min,10000 rpm, 4°C, HERMLE SwingOut-Rotor "AS 4.13"), mit 5 ml 80% Ethanol
gewaschen, nochmals fir 10 Minuten zentrifugiert und anschlieRend bei RT
getrocknet und je nach Pelletgréf3e in 300 bis 500 pl H,O oder TE-Puffer gelost.
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4.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen mit dem DNA Purifikation Kit Easy Pure
(Biozym)

Unter dem UV-Licht wurde die DNA-Bande knapp aus dem TBE-Gel
ausgeschnitten und ihr Volumen bestimmt (100mg = 100 pl). AnschlieRend
wurde das 1/2 Volumen ,MELT*-L6sung und 4,5 x das Ausgangsvolumen an
~SALT“-Losung zugegeben und fir mindestens 5 Minuten bei 55°C unter
Schutteln inkubiert, bis sich das Gelstiick aufgeldst hatte. 5 pl + 1pl/ug der
erwarteten DNA-Ausbeute muf3te an ,BIND"-Losung zugesetzt und danach fur 5
Minuten unter haufigem Mischen inkubiert werden. Die DNA wurde durch kurzes
Zentrifugieren pelletiert, in 1 ml Waschl6sung vollstandig resuspendiert,
nochmals durch kurzes Zentrifugieren pelletiert und vollstdndig trocknen
gelassen. Die Resuspension des Pellets erfolgte in 10-20 pl deionisiertem H,O.
Diese Losung wurde erneut fur 1 Minute zentrifugiert und der Uberstand als
gereinigte Probe in ein neues Gefal3 tberfuhrt.

4.3 Praparation von RNA

4.3.1 Extraktion von RNA aus Froschembryonen und animalen Kappen mit dem
PegGOLD TriPure Kit (Peglab)

Die Extraktionsmethode basiert auf einer Einzelschritt-Flissigphasen-
Separation. PeqGOLD Tripure enthalt Phenol und Guanidinthiocyanat in
einphasiger Losung. Nach der Zugabe von Chloroform und anschlielender
Zentrifugation trennt sich das Homogenat in drei Phasen auf, wobei die waldrige
Phase die RNA, die Interphase die DNA und die organische Phase die Proteine
enthalt. Die 30 in PBS bei -80°C tiefgefrorenen Embryos des Stadiums 9 wurden
in 10 ml PeqGOLD TriPure (1 ml PeqGOLD TriPure pro 5 - 10 x 10° Zellen) mit
Hilfe eines Glashomogenisators homogenisiert und fir 5 Minuten bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml Chloroform zugegeben, 15 Sekunden
kraftig geschiuttelt, 10 Minuten bei RT inkubiert und 5 Minuten bei 14000 rpm
zentrifugiert. Die obere farblose walirige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefass uberfuhrt und in 10 ml Isopropanol 15 Minuten bei RT gefallt
und danach fur 10 Minuten bei 12000 rpm und 4°C zentrfugiert. Danach wurde
der Uberstand abgezogen und das Pellet in 75%igen Ethanol zweimal
resuspendiert und zentrifugiert ( 10 min, 12000 rpm, 4°C ). Das Pellet wurde an
der Luft getrocknet, in DEPC-Wasser aufgenommen und zum L&sen des Pellets
10 Minuten auf 55°C erwarmt, bevor die RNA bei -80°C zur Aufbewahrung
tiefgefroren wurde.
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4.4 Klonierungstechniken

4.4.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Pro pg zu verdauender DNA wurden 2 - 4 Einheiten Enzym in 20 pl
Reaktionsvolumen eingesetzt. Die Salzkonzentrationen wurden nach den
Herstellerangaben mit den entsprechenden Restriktionsenzympuffern des
gleichen Herstellers eingestellt Die Inkubation erfolgte fir zumindest zwei
Stunden, bei einer Linearisierung auch tber Nacht, bei 37°C. Im Anschluf3
konnte die Vollstandigkeit des Verdaus auf einem Agarosegel gegen das
ungeschnittene Plasmid gepruft werden.

4.4.2 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

500 ng Plasmid-DNA bzw. 10 - 15 ul des Ligationsansatzes wurden zu
100 pl, auf Eis aufgetauten kompetenten Bakterien gegeben und fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde der Transformationsansatz fur exakt 90

Sekunden auf 42°C erwarmt und direkt wieder fir 2 Minuten auf Eis plaziert,
bevor nach Zugabe von 1 ml LB-Medium die Inkubation der
Bakteriensuspension fur 1 - 1,5 Stunden bei 37°C erfolgte. Die Bakterien wurden
dann durch Zentrifugation (5000 rpm, 5 min) sedimentiert, 800 ul des
Uberstandes verworfen, das Bakterienpellet in den verbleibenden 100 pl
Medium resuspendiert und der gesamte Transformationsansatz auf einer
Selektions-Agarplatte ausgestrichen. Man lal3t die Bakteriensuspension auf den

Platten eintrocknen, bevor man diese 12 - 16 h bei 37°C inkubiert. Alternativ
konnte zur Zeitersparnis die gesamte Bakteriensuspension nach 1 - 1,5 Stunden
bei 37°C direkt zu 200 ml LB-Amp-Medium gegeben werden und diese als
Ubernachtkultur bei 37°C inkubiert werden, um im Anschlu eine
Maxipréaparation durchzufihren.

4.4.3 Subklonierung von PCR Produkten mit dem TOPO Cloning Kit (Invitrogen)

Das TOPO-Klonierungssystem bewirkt aufgrund einer schnellen,
einstufigen Klonierungsstrategie die Mdglichkeit der direkten Insertion von Taq
Polymerase-amplifizierten PCR-Produkten in einen Plasmidvektor.

Es beruht auf einer Template unabhangigen Aktivitat der thermostabilen Taq
Polymerase wahrend PCR Reaktionen. Diese heftet an alle 3’"Enden von
doppelstrangiger DNA ein zusatzliches Desoxyadenosin (A). Diese A-
Uberhange werden benutzt um PCR Produkte in einen speziell konstruierten
pCRTM|I TOPO Vektor, mit einzelnen 3" Desoxythymidin (T) Uberhangen, zu
ligieren. In dem TOPO Cloning Kit waren zusatzlich kompetente Bakterien
(TOP10F" One Shot Cells), SOC-Medium und 3-Mercaptoethanol fir die
Transformation enthalten.

Diese Subclonierungsmethode wurde fir das gsc2 PCR fragment, gsc2
codierende Region, gsc2 3’untranslatierte Region, Pitx2 PCR-Fragmente von
Huhn und Zebrafisch, Pitx2A und Pitx2B spezifische Regionen verwendet.

0,5 -2 ul (20 ng/pl) PCR-Produkt mit einer durchschnittlichen Insertlange von 400
- ca. 2000 bp wurden fir die Ligation eingesetzt.
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Die Konzentration an PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese, durch
Abschéatzung und Vergleich mit Markern definierter Menge, ermittelt. Die Ligation
wurde wie folgt angesetzt:

frisches PCR-Produkt 0,5-2ul

mit sterilem Wasserauffillen bis zu 4 pl

pCR TOPO Vektor 1
Nach grundlichem, vorsichtigen Hoch- und Runterpipettieren, erfolgte die
Ligation innerhalb von 5 Minuten bei RT, so dal3 im Anschluf direkt mit der
Transformation nach Vorschrift des TOPO Klonierungssystems begonnen
werden konnte.

4.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

4.5.1 Standart PCR-Protokoll

Zur Amplifikation wurden mit 2,5 ul 2 mM NTP’s 2,5 ul 10 x PCR-Puffer, 0,2
ul thermostabiler DNA-Polymerase (Taq) und jeweils 10 pmol Primern in einem
Gesamtvolumen von 25 pl gemischt und in einen Thermocycler eingesetzt. Die
Reaktionsbedingungen der Zyklen richtete sich jeweils nach der Lange des zu
amplifizierenden DNA-Fragments sowie der Schmelztemperatur (Tm fur ,melting
temperature®) der Amplifikationsprimer und waren empirisch ermittelt.

Normalerweise wurde zuerst 1 Minute bei 95°C denaturiert und anschlieRend mit
der in der Regel 36maligen Wiederholung der folgenden Zyklen begonnen:
zuerst wurde 30 Sekunden bei 95 °C denaturiert, 1 Minute bei einer bestimmten

Temperatur hybridisiert, die 3 - 5 9C unterhalb der errechneten
Schmelztemperatur der Amplifikationsprimer (siehe unten) lag und schlief3lich
bei 72°C Minute synthetisiert. Als Anhaltspunkt zur Berechnung der
Schmelztemperatur von Amplifikationsprimern gilt folgende Gleichung:

Tm=20-(4-G/IC+2-AM)-nl
wobei: G/C = Anzahl der hybridisierenden G/C-Basenpaare
A/T = Anzahl der hybridisierenden A/T-Basenpaare

n = Gesamtzahl der hybridisierenden Basenpaare

4.5.2 Modifiziertes PCR-Protokoll

Zur Klonierung des genomischen gsc2 Fragments mit je 100pmol der
degenerierten PCR-Oligos 1 und 2, wurde die Stringenz der Hybridisierungs-
temperatur wahrend der ersten 5 Zyklen variiert. Die Temperatur wurde von
anfanglich 60°C mit einer Geschwindigkeit von 0,2°C pro Minute auf 37°C
gesenkt. Dies ermdglichte eine erleichterte Hybridisierung der Oligos und die
Amplifikation des Zielgens. Um die, unter diesen unspezifischen Bedingungen
wahrscheinliche, Artefaktamplifikation zu minimieren, wurde die PCR mit
weiteren 35 Zyklen bei konstanten 55°C zu Ende gefuhrt. Die Ubrigen Parameter
entsprachen dem Standartprotokoll.
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4.5.3 Semiquantitative RT-PCR

Um PCR Produktmengen von verschiedenen RT Reaktionen vergleichen
zu kénnen, mussten 2 Faktoren gewdhrleistet werden. 1. Die eingesetzten RT
Reaktionen beinhalteten vergleichbare Mengen an cDNA. Der Nachweis daflr
erfolgte mit der Amplifikation des Elongationsfaktor 1-a [EF1- a ] der in
embryonalem, sich schnell vermehrenden Zellen in konstant hohen mRNA
Mengen vorkommt (Ding et al.,1997). Um technische Unzulanglichkeiten, wie
etwa Pipettiermengen auszugleichen, wurden fur die experimentelle
Fragestellung wichtige Detektionen bei gleichzeitiger EF1- o« Amplifikation
durchgefuhrt. 2. Die PCR Reaktion musste im linearen Bereich der
Produktamplifikation beendet werden. Um dies sicherzustellen wurde der PCR
Reaktion 0,2 pl [a-__P]dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) zugegeben, welches
eine sensitive Detektion des PCR-Produkts durch Radiographie und somit eine
Reduktion der Zyklenzahlen ermdglichte. Der effektivste und lineare Bereich der
PCR wurde empirisch ermittelt und lag fir EF1- a bei etwa 21, sonst zwischen 23
und 27 Zyklen.

4.5.4 PCR-Oligos: DNA-Sequenz, Produktlange und
Hybridisierungsbedingungen

Die Sequenzen der Oligos sind folgend immer in 5°-3° Orientierung angegeben.

gsc2 kodierend forward ATGGCGACTGCAGGCAGCGCGGCCAGCCGC
reverse  TCAACAACTCTCCTTGGGAG
1600 bp, genomisch, 55°C

gsc2 Probe forward CTTGCGGCTGGCGTGGCCGC
reverse CTCAAGGCTGAGGTGAAGGAGCAGATG
580 bp, 60°C

Frosch:

Xag-2 forward TTTGCATGCCCTGGAACTACTCTT
reverse AGCGCTTGTGCCACCTTGAAACTC
243 bp, 55°C

otx2 forward GGATGGATTTGTTACATCCGTC
reverse CACTCTCCGAGCTCACTTCCC
315 bp, 55°C

Xbra forward CACAGTTCATAGCAGTGACCG
reverse TTCTGTGAGTGTACGGACTGG
323 bp, 57°C

Xventl forward ATCTGACTCTTCAGTTTCATCCGTC
reverse CCAGCGCCGGCTGAGAACGGCATTC
180 bp, 55°C

EFl-a forward CAGATTGGTGCTGGATATGC
reverse  ACTGCCTTGATGACTCCTAG
268 bp, 57°C

goosecoid forward CTCCCTTACATGAACGTTGGC
reverse  TCTGAGATGAACTCTCCTTGC.
194 bp, 55°C

Xnrl 1) XnrlA5 AGTCAAGTCCTCTGCCAA
XnrlA 3° TCAAAACAACCTCATCTCCC
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452 bp, 54°C
2.) XnrlB5 CCCAACAATACAATCCTCATC

XnrlB 3° ATCCAATGTCCTCAAAGT
312 bp, 54°C

Pitx2A kodierend forward GCTCTGGGGAGTGTAAGTCAAG
reverse TTGTTGTACGAGTAACTGGGGTAC,
482 bp, 57°C

Pitx2A 5" UTR forward GGGTCTCCATGCCTGTTGGTAG
reverse GTGTCTGGGCTGGAGGTG
400 bp, 55°C

Pitx2B forward TTGTTTCCCTTTGCCTTG
reverse CATGTCGGGGTAACGATTTC
503 bp, 55°C

Fisch;Huhn Pitx2: forward GAKGAYCCSTCYAAGAAGAAG
reverse TGCTTKGCTTTSAGTCTCAGG
641 bp, 60°C

Pitx1 forward TGTGGAACAGGCGTTTCTT
reverse ACATCTCGTCGTACGGCTGCATG
527 bp, 55°C

4.6 Markierung von DNA mit Radionukleotiden

4.6.1 .random priming" von doppelstrangiger DNA

DNA-Fragmente wurden nach der Random-Primer-Methode (Feinberg
und Vogelstein, 1983) radioaktiv markiert. Hierbei hybridisieren die durch
Erhitzen entstandenen Einzelstrdnge mit kurzen DNA-Stiicken zufalliger
Sequenz, welche dann als Primer fur die nachfolgende Polymerisation, durch
Exonuklease-freie Klenow-Polymerase, dienen. Durch Zugabe radioaktiv
markierter Nukleosid-Triphosphate wird, bei deren Einbau, der entstehende
Doppelstrang radioaktiv markiert. Verwendet wurde das "rediprime DNA
labelling system" der Firma Amersham. 25 ng DNA wurden in 45 pl TE
aufgenommen, fur 5 Minuten bei 95°C auf dem Heizblock denaturiert, danach
sofort auf Eis gesetzt und kurz herunterzentrifugiert. Diese 45 pl wurden in ein
.redi-prime“-Eppendorfgefald gegeben, das die fur die Reaktion notwendigen
Nukleotide, die Polymerase, Primer und Puffer in lyophylierter Form enthalt und
zusatzlich wurden 5 pl [a-__ P]dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) zugegeben. Das
Mischen des Reaktionsansatzes erfolgte durch Hoch- und Runterpipettieren und
die darauffolgende Inkubation fiir 45 Minuten bei 37°C, bis diese durch Zugabe
von 5 yul EDTA ( 0,2 M) gestoppt wurde.

Der Ansatz wurde zum Entfernen der nicht inkorporierten Nukleotide Gber
eine Sephadex-G50-Saule laufen gelassen. Die Tropfsaule wurde zuerst mit 3
ml TE (10mM Tris-HCI pH 7,5, 1mM EDTA) aquilibriert, die radioaktive Probe auf
das Saulenbett aufgetragen, mit 400 pl TE in die Saule einlaufen gelassen und
mit wiederum 400 pl eluiert. Mit einem Aligot von 2 ml konnte die Aktivitat
(Cerenkov Counts) der Sonde in einem Scintilations Counter Uberprift werden.
Die sich im Eluat befindende markierte Sonde wurde fiir 10 min bei 95°C
denaturiert, anschlieRend auf Eis heruntergekuhlt und stabilisiert und konnte
dann zur Hybridisierung von Replikafiltern eingesetzt werden.
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4.7 Durchsuchung einer Phagen cDNA Bibliothek

4.7.1 Vorbereitung der Wirtsbakterien

Der bei -80°C gelagerte Bakterienglycerinvorrat wurden auf den
Bakterienbedirfnissen entsprechenden Agarplatten ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die verwendeten E. coli-Wirtsbakterien waren:

XL1 Blue, die auf Tetracyclin-Agarplatten und SOLR, die auf Kanamycin-
Agarplatten ausgestrichen wurden. Am nachsten Morgen konnten einzelne
Bakterienklone gepickt und in LB-Medium mit einem Zusatz von 10 mM MgSO,
und 0,2% (w/v) Maltose bei 37°C unter stdndigem Schutteln, inkubiert werden.
Lambda-Phagen adsorbieren an Rezeptoren der dufReren Membran von E. coli,
die durch das bakterielle lamB Gen kodiert und normalerweise fur den Transport
von Maltose in die Bakterienzelle genutzt werden. Da die Synthese dieser
Rezeptoren durch Maltose induziert und durch Glukose unterdriickt wird, gibt
man dem Medium Maltose zu. Die Magnesiumionen erleichtern die Adsorption
der Bakteriophagen an die Rezeptoren. Sobald die Bakteriendichte eine
optische Dichte (600 nm) zwischen 0,5 und 1,0 erreicht hatte, wurden die Zellen
bei 3500 rpm fur 10 Minuten herunterzentrifugiert, in 10 mM MgSO,
resuspendiert und auf eine optische Dichte (600 nm) von 0,5 eingestellt.

4.7.2 Ausplattieren und Titerbestimmung

Vor dem Ausplattieren wurde ein 102 Verdunnung der Bank hergestellt,
zweimal je 1 pl (= 10®°) und zweimal je 10 pl (= 10*) davon mit je 100 pl
Wirtsbakterien vermischt und fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert, damit eine
Adhesion der Phagen an die Bakterienoberflache stattfinden kann. Die Bakterien
und Phagen wurden dann zu 3 ml NZY Top Agar ( geschmolzen und auf 48°C
erwarmt), dem 15 pl 0,5 M IPTG (in H,O) und 50 pl X-gal [250 mg/ml (in DMF)]
zugesetzt waren, gegeben, kurz gevortext und auf vorgewarmte, leicht
angetrocknete, 9cm NZY-AgarPlatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgte Gber
Nacht bei 37°C. Zur Bestimmung des Titers (Plaque formimg units pro Milliliter =
pfu/ml) wurden die Plaques gezahlt und in folgende Formel eingesetzt:

Anzahl der Plaques (pfu) x Verdinnungsfaktor x 1000 ul/ml = pfu/ml.

4.7.3 Hybridisierungs- und Waschbedingungen

Die Hybridisierungstemperaturen missen der angewendeten Stringenz
und der verwendeten Hybridisierungslésung angepaldt werden, wobei die
maximale Hybridisierungstemperatur einer 100% homologen Sonde bei 65°C
liegt. Die verwendete Hybridisierungslésung beinhaltete 1 M NaCl,1% SDS,
1 mg/ml Hefe-RNA und 10% Dextransulfat.

Aufgrund des Screenens einer Xenopus-cDNA-Bibliothek mit einer Maus Pitx2
cDNA-Sonden wurde die Hybridisierungstemperatur auf 50°C festgelegt.

Nicht spezifisch gebundene Sonden wurden durch 4 Waschschritte (2 mal 30
Minuten 2x SSC, 30 Minuten 1x SSC/1% SDS und ein zuséatzliches Spulen mit
1x SSC) entfernt. Die Stringenzkriterien sind ebenfalls Temperatur und die
Salzkonzentration, so dal3 die ersten drei Waschschritte bei 50°C und der
Spulschritt bei RT durchgefuhrt wurde.
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4.7.4 Plattieren der cDNA-Bibliothek

Von der Frosch-Neurula-cDNA-Bibliothek wurde ein Aliquot entnommen,
das 10° Phagen enthielt und dieses auf 20 150 mm groRe und bei 37°C
vorgetrocknete NZY-Agar-Platten ausplatiert, so daf3 jede Platte ca. 50000
Phagen enthielt. Dazu wurden die Phagen und die entsprechenden
Wirtsbakterien zunéchst fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieend in
15 ml erwadrmte NZY-Topagarose (48°C) uberfuhrt, schwach gevortext, ohne
Luftblasen zu erzeugen und auf die Platte aufgebracht. Nach 6 - 8 Stunden im
37°C-Raum waren die Plaques ausreichend gewachsen und die Platten wurden
auf 4°C heruntergekunhlt (s.u.).

4.7.5 Filterabzige: Transfer von Phagen auf Nylon-Filter (Hybond+, Amersham)

Nachdem durch ausreichend langes (mindestens zwei Stunden) Kihlen
der Platten bei 4°C die Verfestigung der Top-Agarose gewahrleistet war, wurden
die Platten durchnummeriert und von jeder zwei Replikafilter hergestellt. Die
ebenfalls durchnummerierten 137 mm Filter wurden von der Mitte her langsam
auf die Platten gelegt, der erste Filter fur 2, der zweite fur 5 Minuten. Wahrend
des Aufliegens der Filter werden diese zwecks Orientierung markiert, indem
mehrmals, asymmetrisch mit einer Kanule durch Filter und Agar durchgestochen
wurde. Die Einstichldcher wurden mit einem Filzstift auf dem Boden der Platten
markiert, so dal3 der zweite Filter mit identischen Markierungen versehen werden
konnte.

4.7.6 Denaturierung und Fixierung der Phagen-DNA auf Nylonfilter

Mit Hilfe einer stumpfen Pinzette wurden die Filter vorsichtig von den
Platten abgezogen und mit der DNA-behafteten Seite nach oben auf ein mit
Denaturierungslésung (0,5M NaOH, 1,5M NaCl) getranktes Whatman 3MM
Papier gelegt. Nach 2 Minuten wurden sie, in der gleichen Orientierung fir 5
Minuten, auf ein weiteres, mit Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-
HCI pH 8.0) benetztes Whatman 3MM-Papier tberfuhrt. Die Filter wurden
daraufhin fur maximal 30 Sekunden in Waschlésung (0,2 M Tris-HCI pH 7,5, 2x
SSC) geschwenkt, bevor die Lufttrocknung der Filter erfolgte. Zur Fixierung der
Phagen-DNA wurde ein Stratagene UV Crosslinkgerat verwendet.

4.7.7 Hybridisierung und ldentifikation von positiven Klonen

Vor der eigentlichen Hybridisierungsreaktion wurden die Filter nochmals
in deionisiertem Wasser von Salzen freigewaschen, die sonst zu unspezifischen
Signalen fuhren kdnnten, bevor ca. 10 150mm-Filter in eine Folie eingeschweifl3t
wurden. Nach der Zugabe von 30 ml Hybridisierungslésung (3ml/Filter) wurde
fur mindestens 2 Stunden vorhybridisiert und anschliel3end, mit der bei 95 °C
denaturierten und mit Eis gekihlten radioakiven Probe, Uber Nacht hybridisiert.
Nach einer Exposition der Filter auf Réntgenfilm tGber Nacht bei -80°C, und die
Entwicklung der exponierten Filme, folgte die Auswertung. Wurden auf beiden,
von einer Platte abstammenden, Filtern positive Signale an ein und derselben
Stelle entdeckt,
wurde die entsprechende Stelle auf der Agarplatte markiert und mit Hilfe einer
umgedrehten sterilen Pipettenspitze eine Flache von ca. 0,5 cm Durchmesser
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aus dem Agar ausgestanzt. Dieser mit Phagen behaftete Agar wurde in 500 pl
SM-Puffer Gberfiihrt, dem zur Abtétung der mitausgestochenen Bakterien 20pl
Chloroform zugefuhrt wurden. Nach kurzem Vortexen konnten die Phagen bei
4°C uber Nacht in den SM-Puffer diffundieren.

4.7.8 Rescreening

Um die beim ersten Screen erhaltenen Signale zu tberprifen und
letztendlich einzelne Phagenklone zu erhalten, wurden die im ersten
Hybridisierungsschritt isolierten Phagen 2 weiteren Hybridisierungen
unterworfen. Dazu wurden 10 Verdiinnungen der, aufgrund der
Phagendiffusion aus dem Agar entstandenen, Phagensuspensionen hergestellt,
davon je 1, 5 und 25 ul zu 200 ul Wirtsbakterien gegeben und diese fir 20
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Bakterien-Phagen-Suspension wurde dann mit 4
ml vorgewarmten LB-Topagar (48°C) auf 9 cm LB-Agarplatten plattiert und tber
Nacht bei 37°C bebrtet. Platten mit ca. 500 Plaques wurden fur die
Hybridisierung ausgewahlt und bei 4°C gekuhlt. Diese erfolgte wie oben
beschrieben mit Doppelfilterabziigen, Denaturierung und Fixierung und mit der
anschlielBenden Hybridisierung der jeweiligen Proben. Die doppeltpositiven
Bereiche wurden wiederum ausgestanzt, in 500 pl SM-Puffer und 20 ul
Chloroform uberfiihrt und dem zweiten Rescreen unterzogen. Dazu wurde das
oben beschriebene Protokoll verwendet, die Phagenkonzentration allerdings so
verringert,daR je 2, 10 und 50 pl einer 10-4-Verdiinnung der positiven Plaques
aus dem ersten Rescreen ausplattiert wurden. Plaques, die sich nach der
Hybridisierung als positiv herausstellten, waren jetzt so weit vereinzelt, dafl} sie
nur einen Klon reprasentieren konnten. Diese Plaques wurden wieder
ausgestanzt und in 500 pl SM-Puffer mit 20 ul Chloroform tberfuhrt. Aliquots
davon wurden, nach Zugabe von DMSO, in einer 7% DMSO-L6sung bei -80°C
eingefroren.

4.7.9 Subklonierung mit dem Lambda Zap |l Phagen System

Die Subklonierung der positiven Phagenklone erfolgte in vivo Uber die
Freisetzung des pBluescript Phagmids aus dem Phagengenom. Zur Uberfiihrung
der Pitx2 positiven rekombinanten Uni-Zap Klone in ein pBluescript Phagmid
muf3 eine Coinfektion mit dem filamentosen Helferphagen ExAssist (Stratagene)
stattfinden. Dazu wurden 200ul XI 1 Blue MRF"Bakterien mit einer optischen
Dichte (600nm) von 1, mit 250ul der Phagenbibliothek (mindestens 105 Phagen)
und 1pl ExAssist Helferphage (> 108 pfu/ul) in einem 15 ml Polypropylen
Rohrchen (Falcon 2059) vermischt und fir ca. 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Mit
der Zugabe von 3ml LB-Medium erfolgte eine 2,5 - 3 stiindige Inkubation bei
37°C, wahrend der die in vivo Ausschneidung des pBluescript Phagmids aus
dem XL1-Blue Genom stattfindet.

Die in vivo Ausschneidung hangt von DNA-Sequenzen ab, die in das
Lambda Phagengenom integriert wurden, sowie von der Anwesenheit einer
Vielzahl an Proteinen, Bakteriophage fl-abstammende Proteine
eingeschlossen. In E.coli-

Bakterien eingefuhrt, erkennen diese f1-Proteine eine DNA-Region innerhalb
des Lambda Vektors, die normalerweise im f1 Bakteriophagen als
Ausgangspunkt der +Strang Replikation (ori, origin of replication) dient und
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offnen einen der beiden DNA- Strange. An der Offnungsstelle findet DNA
Synthese statt, die alles was stomabwarts (3") liegt, wie die klonierte cDNA und
die pBluescript DNA Sequenzen, dupliziert und bei einem 3 vom ori liegenden
Terminationssignal innerhalb des Lambda Vektors stoppt. Die einzelstrangige
DNA wird durch ein Helferphagen Protein (Gen Il Produkt von f1 Phagen)
zirkularisiert, wobei das pBluescript Phagmid entstehen, welches als
filamentoses Phagenpartikel verpackt wird.

Im Anschlul3 an die Freisetzung des pBluescript Phagemids wurde das
Reaktionsgemisch 20 Minuten lang auf 70°C erhitzt und die Bakterientrimmer
durch Zentrifugation (15 min, 3500 rpm) entfernt. Der Uberstand, der das, als
filamentoses Pagenpartikel verpackte, rekombinante pBluescript Phagmid
enthielt, wurde in ein steriles 15 ml Polypropylenréhrchen tberfuhrt. Zur
Ausplattierung des Phagmids wurden 200 pl frisch gewachsener SOLR-
Bakterien (siehe 3.7.8) mit einer optischen Dichte (600 nm) von 1 mit 10 bzw.
100 pl Phagmid-Suspension angeimpft und fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert.
Zum Ausplattieren wurden je 200 pul dieser Zellmischung auf LB-Ampicillin-
Agarplatten (50 pg/ml) aufgetragen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Der ExAssist Helferphage besitzt eine amber Mutation, welche eine Replikation
des Phagengenoms in SOLR Bakterien verhindert. Zusatzlich sind diese
Bakterien Lambda Phagen resistent, so dal3 nur jene SOLR unter
Selektionsbedingungen wachsen konnen, die das zirkulare Bluescript Phagmid
haben. Die am nachsten Tag gewonnenen Einzelkolonien wurden zur
Bestimmung der Insertgrél3e einer DNA-Praparation und einer anschlieRenden
gelelektrophoretischen Analyse unterzogen.

4.8 Sequenzierung von doppelstrangiger Plasmid-DNA nach der
Didesoxymethode

Die zur Sequenzierung verwendete Plasmid-DNA (pCR 1I-TOPO-Vektor)
wurde nach der Isolierung mit dem Wizard Plus SV Minipreps DNA Purifikation
System von Promega in 100 pl sterilem Wasser aufgenommen und deren
Konzentration mittels Spektroskopie bestimmt. Fur jeden zu sequenzierenden
Klon wurden zwei PCR-Reaktionen angesetzt, um die Sequenz von beiden
Seiten mit den, fur den TOPO-Vektor passenden, Primern M13 forward und M13
reverse lesen zu kénnen. Fir jede dieser beiden Reaktionen wurden wiederum
vier PCR-Reaktionen angesetzt, von denen jede 2,5 pl Terminationsmix, der aus
2 Wl dGTP Nukleotid Mastermix (7,5uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 0,5 pl des
entsprechenden [0-__ P]ddNTP ( [a-__P]ddATP, -ddGTP, -ddTTP, -ddCTP)
besteht, enthielt. Jede dieser PCR-Reaktionsansatze enthielt somit 0,25 ul des
entsprechenden Primers (2 pmol), 0,5 pl 10 x Reaktionspuffer, 3,75 pul DNA (=1 -
3 ug), 0,5 pl Tag Polymerase (4U/ul) und 2,5 pl Terminationsmix. Die Reaktion
erfolgte in einem Thermocycler nach dem folgenden Programm:

30 sek 95°C; 30 sek55°C; 1 min 72°C fur 50 Zyklen.

AnschlieBend wurde die Reaktion mit je 4 pl Stop-Lésung ("SSB") abgestoppt
und far 20 Minuten auf 80°C erhitzt, bevor sie auf ein denaturierendes 6%-iges
Polyacrylamid-Harnstoff-Sequenziergel aufgetragen werden konnte. Der Gellauf
erfolgte bei 1500 V und 120 mA in 1 x TBE-Puffer bis die Bromphenolblaubande
den unteren Gelrand erreicht hatte. Nach Abkihlen und Trocknen des Gels
erfolgte die Exponierung auf AMERSHAM-Hyperfilm-MP (24 - 48 h).
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Stop Losung: 95% Formamid, 20mM EDTA, 0,05% Bromphenol Blau, 0,05%
Xylen Cyanol FF
6% Polyacrylamidgel:

Zur Auftrennung von, im Verlauf von Sequenzierreaktionen entstandenen,
DNA-Fragmentgemischen wurden denaturierende 6% Polyacrylamidgele
verwendet. Um die DNA-Fragmente in denaturiertem Zustand zu halten, wurden
Sequenzgele normalerweise mit einer hohen Harnstoffkonzentration (8 M)
hergestellt. Unter Verwendung einer Sequenzierapparatur der Firma Biorad
wurde die Elektrophorese bei einer hohen Leistung (100 W) durchgefuhrt, um
die erforderliche Temperatur von 45 - 50 °C aufrechtzuerhalten. Die
Elektrophorese-dauer richtete sich nach dem Ausmald der gewinschten
Sequenzinformation und betrug daher zwischen 1,5 und 4,5 Stunden. 150 ml
einer Gellésung [6% (w/v) Acrylamid; 0,16% (w/v) N,N"-Methylenbisacrylamid; 8
M Harnstoff in TBE pH 8,3] wurden mit 900 pl 10% (w/v) APS und 90 pl TEMED
versetzt und nach vorsichtigem Mischen zwischen zwei, durch zwei konisch
zulaufende 0,2 bis 0,4 mm dicke Abstandhalter voneinander getrennte
Glasplatten gegossen. Nach Einsetzen eines Taschenformers (Haifischkamm)
erfolgte die Polymerisation des Gel in horizontaler Lage tGber Nacht. Am
nachsten Morgen wurde das auspolymerisierte Gel in eine Vertikalgelapparatur
eingespannt, oberes und unteres Pufferreservoir mit TBE gefillt und der
Taschenformer umgedreht. Nach einem 0,5 stiindigen Vorlauf des Gels bei einer
Leistung von 100 W konnten die Proben in die Taschen Uberfihrt werden. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurden die beiden Glasplatten, nach Abkthlen
des Gels auf RT, voneinander getrennt, das Gel auf 3MM Papier aufgezogen und
far zwei Stunden bei 80°C im Wasserstrahlvakuum getrocknet, bevor das Gel auf
einem AMERSHAM-Hyperfilm-MP bei RT tber Nacht exponiert wurde.

4.9 Transkription von Nukleotidsequenzen

4.9.1 Erst-Strang-Synthese mit der SUPERSCRIPT |l Rnase H™ Reversen
Transkriptase (GIBCO)

Diese RT ermdglicht die Synthese von Erst-Strang-DNA, die im Anschluf3
mittels der PCR-Reaktion amplifiziert wird, aus RNA.
Dazu wurden 11 pl RNA (ca. 1,7 pg) mit 1 pl (50ng) random Primer gemischt, fur
12 Minuten auf 70°C erhitzt und anschlie3end sofort auf Eis gesetzt. Nach der
Zugabe der folgenden Komponenten: 4 pl 5x Erst-Strang-Puffer; 2 ul 0,1 M DTT;
1 pl 10 mM dNTP Mix; (10 nM je dATP,dGTP, dTTP und dCTP)
wurde die Reaktion fir 10 Minuten bei RT stehen gelassen und anschlie3end ftr
2 Minuten auf 42°C erhitzt, bevor 1 pl (200 E) an SUPERSCRIPT II-RT durch
vorsichtiges Hoch- und Herunterpipettieren zugegeben werden konnte.
Anschlie3end wurde die Reaktion fir 1 Stunde bei 42°C inkubiert, bevor die
Reverse Transkriptase durch einen 15 mindtigen 70°C-Schritt inaktiviert und
damit die Reaktion gestoppt wurde.
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4.9.2 Transkription von Plasmid-DNA zur Herstellung Digoxigenin markierter
RNA

Die in vitro Transkription wurde zur Herstellung von antisense und sense
RNA-Sequenzen von einem TA bzw TOPO PCR Klonierungs-Vektor
(Stratagene) durchgeftihrt.

Die Transkription wurde wie folgt angesetzt:

Template (cCDNA-Matrize) | X pl=1pg
DEPC-H,O bis 10 pl
RNase-Inhibitor 1
DIG-NTP 2 ul

5x Puffer 4 ul
RNA-Polymerase 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Dieser Ansatz wurde gevortext, kurz abzentrifugiert und zwei Stunden bei
37°C inkubiert. Die darauffolgende Fallung erfolgte durch die Zugabe von 3,75 ul
4M LiCl und 100 pl 100% EtOH fir 10 Minuten auf -20 °C. AnschlieRend wurde
die RNA abzentrifugiert (20 min, 13000 rpm, 4 °C), in 100 pl 80% EtOH
gewaschen und in 60 pl Formamid/DEPC-H,O (1/1) geldst. Die RNA, deren
Qualitat und Menge, wurde gelelektrophoretisch analysiert.

4.9.3 Radioaktive Markierung von gsc2 und gsc RNA durch in vitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde zur Herstellung von antisense und sense
RNA-Sequenzen von einem TA bzw TOPO PCR Klonierungs-Vektor
(Stratagene) durchgefihrt. Ein 3'UTR Fragment von gsc2 (580 bp) und gsc (643
bp) wurde zwischen die im Transkriptionsvektor enthaltenen
Promotorsequenzen fur zwei Phagen-RNA-Polymerasen (Sp6 und T7) kloniert.
Durch Linearisierung der Transkriptionsplasmide wurde der nicht fur die
Transkription benotigte Promotor von der DNA-Sequenz abgetrennt. Dadurch
konnten durch zwei Linearisierungsansatze von einem Transkriptionsvektor zwei
Matrizen hergestellt werden, die jeweils fur die sense oder antisense
Transkription benutzt wurden.

Zur radioaktiven Markierung des Transkriptes wurde a-35S-UTP als
Nukleotid verwendet. In einem 20 pl Transkriptionsansatz wurden 0,5 pg/ul der
entsprechenden DNA-Matrize in 1 x TSC-Puffer (40 mM Tris pH 8,0, 10 mM
MgCl2, 20 mM DTT, 10 mM NacCl, 4 mM Spermidin, 50 pg/ml BSA) mit 20 mM

DTT, 2 U RNAsin, 625 uM rNTPs (ohne UTP), 50 pCi a-35S-UTP und 30 U
Phagenpolymerase (T7 bzw. Sp6) fur 75 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 7,5 pug tRNA und 3 U RNA-freier DNase-I wurde die Plasmid DNA fir 15 min
bei 37 °C unter verdaut. Es folgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion, um die
Proteine zu extrahieren. Das RNA-Transkript wurde zur Entfernung nicht
eingebauter Nukleotide zweimal mit 2 M NH4Ac und 2,5 Volumina Ethanol
geféllt. Nach der letzten Zentrifugation (10 min bei 10000 g) wurde das Pellet
getrocknet und in 50 pl 200 mM DTT aufgenommen. Davon wurde 1 pl in 3 ml
Szintillationslésung gemessen, 2 pl wurden auf einem denaturierenden
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Acrylamid-Harnstoffgel aufgetrennt. Die restliche Probe wurde in 2 M NH4Ac und

2,5 Volumina Ethanol aufgenommen und bis zum Gebrauch bei -80 °C
aufbewabhrt.

4.9.4 Pitx2A und Pitx2B mRNA Synthese fir Xenopus Injektionen

Die kodierenden Regionen von Pitx2A und Pitx2B wurden durch PCR
amplifiziert und in den Expressionsvektor CS2+ kloniert (Rupp et al., 1994). Die
synthetische mit einer 7-Methyl-guanosinium-Kappe versehene mRNA wurde mit
dem nach Angaben des Herrstellers Ambion, von ,mRNA message Kit*
hergestellt.

4.10 In situ Hybridisierung

4.10.1 In situ Hybridisierung im Ganzpraparat

In 100% Methanol aufbewahrte Embryonen wurden durch eine Methanol-
PBT-(PBS+Tween)-Reihe ( je 5 min 75%, 50%, 25% MeOH/PBT und 2x je 5 min
PBT) auf Eis rehydriert, mit Proteinase K (10 pg/pl PBT) fur 10 Minuten angedaut,
um die Intensitat der Farbung zu erh6hen und wieder 2x je 5 Minuten in PBT
aufbewahrt, um die Proteinase K abzusptlen. Anschlie3end wurden die
Embryonen 4% Paraformaldehyd/PBT fur 20 Minuten fixiert, wieder 2x je 5
Minuten in PBT gespdlt und dann je 5 Minuten in PBT/Hybridisierungsmix (1:1)
und reinem Hybridisierungsmix bei RT aufbewahrt.

Der Hybridisierungsmix (50 ml) besteht aus folgenden Komponenten:

25 ml Formamide

7,5 ml NaCIl-DEPC 5M

6,5 ml DEPC-H,O

5 ml PE-DEPC 10x

0,5 ml BSA/DEPC 10%

5 ml SDS/DEPC 10%

50 pl Tween 20

0,5ml Hefe-RNA

PE (10x): 1,501 g PIPES (100mM), 0,186 g EDTA (10mM), 50 ml H,O, (pH=5)

Die anschlieRende Prahybridisierung erfolgte fur eine Stunde bei 70°C in
900 pul Hybridisierungsmix. Nach ca. 2 Stunden wurde ca. 200 ng Sonde
(markierte RNA) in 100 pl Hybridisierungsmix fur 5 Minuten bei 95°C denaturiert
und diese 100 ul, inklusive der Sonde, zu den restlichen 900 pl, in denen Uber
Nacht die Hybridisierung ablief, gegeben. Um die freie RNA herauszuwaschen,
wurden die Embryonen je zweimal fir 30 Minuten in 70°C heil3em
Hybridisierungsmix gewaschen und danach bei RT in TBST (TBE + 0,1% Tween)
uberfuhrt ( 10 min Hybridisierungsmix/TBST (1:1), 2x 10 sek TBST, 15 min
TBST). Zur darauffolgenden Blockier- und Antikdrper-Reaktion wurden die
Embryonen zuerst fir 60 Minuten in TBST, das 2% Boehringer Blocking
Reagenz enthielt, dann fir 60 Minuten in TBST, das 2% Boehringer Blocking
Reagenz und 20% Ziegenserum enthielt. Die Embryonen wurden bei 4°C, in
TBST,das 2% Boehringer Blocking Reagenz, 20% Ziegenserum und AP-DIG-
Antikdrper (1:2000) enthielt, Gber Nacht inkubiert. Am dritten Tag wurden die
freien Antikbrper mit TBST herausgewaschen (10 sek TBST, 3x 60 min TBST)

95



und die Embryonen in BM-Purple Uberfuhrt, wo die Farbreaktion im Dunkeln bis
zum Eintritt einer zufriedenstellenden Farbung erfolgte, bis sie durch die
Uberfilhrung der Embryonen in PBS gestoppt wurde. Die Embryonen wurden
anschlielRend in Glyzerin bei 4°C oder in Methanol bei -20°C aufbewahrt.

4.10.2 Radioaktive In situ Hybridisierung an Gewebeschnitten

4.10.2.1 Behandlung von Objekttragern, Deckglasern, Glaskasten und
Glasfarbegestellen

Die Objekttrager wurden durch aufeinanderfolgendes Eintauchen in 10 %
HCI / 70 % Ethanol, Wasser und 96% Ethanol gereinigt und 10 min bei 150°C
getrocknet. Die Beschichtung erfolgte durch Eintauchen (10 sek) der
Objekttrager in eine 2 % TESPA/Aceton-Lésung. Nach zweimaligem Waschen in
100 % Aceton und einmal Waschen in Wasser wurden die Objekttrager tber
Nacht bei 42°C im Ofen getrocknet. Die Deckglaschen wurden in eine Silikon-
Losung getaucht und bei RT getrocknet. Dann wurden sie in 100 % Ethanol
durch kurzes Eintauchen gewaschen und ebenfalls bei RT trocknen gelassen.
Die Deckglaschen wurden in einem Becherglas gesammelt und im Ofen bei 160
°C gebacken. Zur Beseitigung von Spuren von RNase wurden die Glaskasten
und Glasfarbegestelle im Ofen bei 250 °C fur vier Stunden gebacken.

4.10.2.2 Isolierung und Fixieren von Embryos

Schwangere Mause wurden zur Isolation der Embryonen durch cervikale
Dislokation getotet und median an der Peritonealhdhle aufgeschnitten. Der
Uterus mit den Implantationen wurde entnommen und in PBS uberfuhrt. Die
weitere Praparation erfolgte unter dem Binokular. Mit einer Schere wurde der
Uterus zwischen den einzelnen Implantationen durchtrennt. Mit zwei #3
Uhrmacherpinzetten wurde das Uterusgewebe vorsichtig entfernt. Die Foten
wurden von samtlichen embryonalen Hullen (Dottersack und Amnion) befreit,
sowie die Plazenten an der Nabelschnur entfernt. Die Embryos wurden 2 mal in
PBS 5 min gewaschen und tber Nacht bei 4 °C in 4 % Paraformaldehyd / 1 x
PBS* (PBS* = PBS, Ca- und Mg-frei) fixiert. Anschliel3end wurden die Embryos
drei mal 5 min in PBS* gewaschen und schrittweise (25, 50, 75, 100,

100 % Methanol in PBS*) in Methanol tberfihrt. Die fixierten, dehydrierten
Embryos wurden bis zur Einbettung bei -20 °C aufbewahrt.

4.10.2.3 . Einbetten von Embryos und Anfertigen von histologischen Schnitten

Die fixierten Maus-Embryonen wurden mit einer Pinzette in eine
Einbettkassette transferiert und in einem Gewebeeinbettautomaten (Shandon,
Frankfurt) in folgenden Schritten mit Gewebewachs perfundiert:

Ethanol 4x1h
Aceton 2x1h
Xylol 1x2h
Xylol / Histowax (1:1) bei 59 °C 1x3h
Histowax bei 59 °C 1x3h
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Nach Ablauf dieser Prozedur wurden die Embryos aus den Kassetten
herausgenommen und in auf 59 °C vorgewarmte Einbettformen gelegt. Die
Einbettformen wurden mit flussigem Wachs aufgefullt und eine Haltekassette
aufgedruckt. Nach Erkalten des Wachses wurden die Wachsblocke aus den
Einbettformen genommen. Das Loslésen des Wachsblockes aus der Einbettform
wurde, nachdem das Wachs auf Raumtemperatur abgekihlt war, durch
Abschrecken auf Eis unterstitzt. Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden
die Wachsblécke in die Halterung eines Mikrotoms (Rotationsmikrotom 2035,
Reichert und Jung, Nuf3loch) eingespannt und parallel zum Messer ausgerichtet.
Es wurden Schnitte von 7 um angefertigt. Diese wurden in einem Wasserbad bei
42 °C gespreitet und auf die beschichteten Objekttrager transferiert.

4.10.2.4 . Vorbehandlung der Gewebeschnitte (Prahybridisierunq)

Bei dieser Behandlung wurden die Schnitte fir die Hybridisierung mit der RNA-
Probe vorbereitet, so dal’ die aufgetragene Probe in das Gewebe eindringen
kann, unspezifische Bindungen vermieden werden und das RNA:RNA-Hybrid
nicht aus dem Gewebe diffundieren kann. Die Objekttrager mit
Gewebeschnitten, die zur Hybridisierung vorgesehen waren, wurden in ein
Glasfarbegestell transferiert. Die Prahybridisierung der Schnitte erfolgte durch
Eintauchen der Gestelle in die mit 250 ml der folgenden Losungen vorbereiteten
Glaskasten. Um die Schnitte zu entwachsen wurden die Farbegestelle je 2x 10
min in Xylol inkubiert. Durch die folgende absteigende Alkoholreihe wurden die
Schnitte rehydriert (100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50 %, 30 % Ethanol, je 2
min). Nach zwei Waschschritten in 1 x PBS und 0.83 % NacCl (je 5 min) wurden
die Schnitte 20 min in 4 %-igem Paraformaldehyd / 1x PBS fixiert. Nach zweimal
Waschen in 1x PBS (je 5 min) erfolgte ein partieller Verdau der Gewebe mit
Proteinase K (10 mg / ml, Endkonzentration: 500 pl / 250 ml) in 20 mM Tris pH
4,7, 1 mM EDTA fir 10 min. Nach nochmaligem Waschen fir 5 min in 1x PBS
erfolgte eine weitere Fixierung in 4 % Paraformaldehyd / 1 x PBS fur 5 min und
nochmaliges Waschen in 1 x PBS (5 min). Die darauffolgende 10 minutige
Inkubation in einer Triethanolamin/Essigsaureanhydridlésung (3,125 ml: 0,625
ml / 250 ml Wasser) diente zur Neutralisierung positiver Ladungen und damit zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. Nach jeweils 5 min Waschen in 1x
PBS und 0,83 % NaCl wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwéassert und danach bei RT getrocknet.

4.10.2.5 Hybridisierungsreaktion

Die in Ethanol aufbewahrte radioaktiv markierte RNA Probe (siehe
Methoden 3.6.4.) wurde 10 min bei 10000 g abzentrifugiert und einmal mit 70 %-
igem Ethanol gewaschen. Das Prazipitat wurde getrocknet und in 100 mM DTT
(1/10 des Hybridisierungsvolumens) aufgenommen. Dabei wurde die spezifische

Aktivitat der RNA-DTT-L6sung auf 1,5 x 106 cpm/ul eingestellt. Nach Zugabe von
9/10 Volumina Hybridisierungspuffer betrug die Aktivitat 1,5 x 10° cpm/ul. Um die
Probe vollstdndig zu denaturieren, wurde die Hybridisierungslésung vor dem
Auftragen auf die Gewebeschnitte 3 min bei 90 °C inkubiert und auf Eis
abgeschreckt. Vierzig ul Hybridisierungslésung wurden auf einen
vorhybridisierten Schnitt gleichmallig verteilt und mit einem silikonisierten
Deckglaschen abgedeckt. Zur Inkubation der Objekttrager wurde eine
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Styrolwanne mit Benchcoat und drei Lagen 3MM Whatman-Filterpapier
ausgelegt. Das Filterpapier wurde mit 2 x SSC, 50 % Formamid getrankt. Die
Objekttrager wurden in diese Hybridisierungswanne gelegt, diese mit einem
Deckel abgedichtet und Gber Nacht bei 58 °C im Wasserbad inkubiert.

4.10.2.6 Waschen der _hybridisierten Gewebeschnitte

Nach der Inkubation wurden die Objekttrager aus der feuchten Kammer
genommen und wieder in Glasfarbegestelle gestellt. Das Waschen der Schnitte

erfolgt unter stringenten und 35S-stabilisierenden Bedingungen. Dieses wird
erreicht durch die hohe Formamidkonzentration (50 %), die den Schmelzpunkt
der RNA:RNA-Duplexe herabsetzt, durch die relativ hohe Temperatur von 65 °C
und durch die Anwesenheit von 3-Mercaptoethanol, welches vor Oxidation des
Schwefels schutzt.

Die Farbegestelle mit den Objekttragern wurden in die mit 250 ml der folgenden
Ldsungen vorbereiteten Glaskasten eingetaucht:

* 2 X SSC, 50 % Formamid, 20 mM [3-Mercaptoethanol bei 37°C 15 min
» 2 X SSC, 50 % Formamid, 20 mM 3-Mercaptoethanol bei 65°C 30 min
* 2 X SSC, 50 % Formamid, 20 mM [3-Mercaptoethanol bei 37°C 2,5h
* NTE (0,5 M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 5 mM EDTA) bei 37°C 15 min
* NTE mit RNase A (Endkonzentration: 20 pg/ml) bei 37°C 15 min
* NTE bei 37°C 15 min
* 2 X SSC, 50 % Formamid, 20 mM [3-Mercaptoethanol bei 65°C 30 min
* 2x SSC bei RT 15 min
* 0.1 x SSC bei RT 15 min
Eine Entwasserung der Schnitte erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe:
* 30 % Ethanol, 0.25 M NH40Ac 2 min
* 50 % Ethanol, 0.25 M NH40Ac 2 min
* 70 % Ethanol, 0.25 M NH40Ac 2 min
* 80 % Ethanol 2 min
* 90 % Ethanol 2 min
* 95 % Ethanol 2 min
* 100 % Ethanol 2 min

AnschlieRend wurden die Objekttrager bei RT getrocknet, mit einem Klebeband
in einer Expositionskassette befestigt, und tiber Nacht ein Réntgenfilm (Hyper™™-
MP) aufgelegt.

4.10.2.7 Beschichten der Objekttrager mit einer Photoemulsion

Die LM-1 Photoemulsion wurde in der Dunkelkammer in einem
Wasserbed bei 43 °C geschmolzen und mit Wasser 1:1 verdiinnt. Das Gemisch
wurde dann luftblasenfrei in ein Gefal3 geflllt, das speziell zur Beschichtung der
Objekttrager angefertigt wurde. Diese Vorrichtung wurde in das Wasserbad
(43°C) gestellt, um die Photoemulsion fllissig zu halten. Die Objekttrager wurden
nacheinander durch Eintauchen in die Photoemulsion beschichtet. Nach der
zweimaligen Beschichtung sollte die Photoemulsion so gleichmaldig wie moglich
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auf den Objektragern verteilt sein. Die beschichteten Objekttrager wurden im
Dunkeln 2 h getrocknet. Danach wurden sie in Polyoxymethylen Farbegestelle
gestellt, in die entsprechenden Farbetroge eingepackt und mit Aluminiumfolie
umwickelt. Die Objekttrager wurden mehrere Tage (meist 13) bei 4 °C exponiert.

4.10.2.8. Entwickeln, Farben und Auswerten der Schnitte

Nach Ablaufen der Expositionsdauer wurden die Objekttrager in folgenden
Ldsungen entwickelt:

* 16 % Kodak D-19 Entwickler 3 min
* 1 % Eisessig 1 min
* 30 % Natriumthiosulfat 5 min
e Wasser 2 x 10 min
e Wasser 1 x 30 min

Die Schnitte wurden getrocknet und mit Hamatoxylin-Eosin gegengefarbt
(Mayer’'s Hamatoxylin 4 min, bewegtes Leitungswasser 15 min, ddH>O 2 min,
Eosin in 1 % Essigsaure 1 min, 70 % Ethanol 15 sek, 100 % Ethanol 15 sek). Die
uber Nacht getrockneten Objekttrager wurden mit dem Eindeckmittel Entellan
eingedeckelt. Die Préaparate wurden anschliel3end im Zeiss Axioskop-Mikroskop
im Hell- und Dunkelfeld analysiert und photographiert. Fur die Analyse von
kleinen Vergrol3erungen wurde das Binokular Wild M 10 (Leica) verwendet. Zur
Photographie wurden Farbfilme fir Kunstlicht (Kodak Extrachrome 160 oder
320T und Fuji 64T oder 160T).

4.11 Xenopus laevis; Embryologische Methoden

4.11.11n vitro Fertilisation und Embryo Kultivierung

Die hormonelle Stimulation Xenopus Weibchen zur Eiablage erfolgte
durch die Injektion von 400 units menschlichen Gonadotropins (Serva) in den
dorsalen Lymphsack. Etwa 15 h nach der Injektion erfolgte die Eiablage. Die
Eier wurden fur die in vitro Befruchtung sofort mit 0,5 ml zerkleinertem Testis in 1
x MBS-H Puffer vermischt. Die Spermien sind unter diesen Hochsalz-
Bedingungen immobil. Nach 5 Minuten wurde die Befruchtung in 1/20 MBS-H
eingeleitet. Nach ca. 20 Minuten der Fertilisation wurde den Eiern die
Gallerthille mittels 7 minttiger Inkubation mit 2% Cystein, pH 8.0 entfernt. Das
Cystein wurde durch mehrmaliges Waschen mit 1/10 MBS-H entfernt.
Embryonen, die fur die Injektion vorgesehen waren wurden in 1XMBS-H
aufbewabhrt.

4.11.2Explantation und Kultivierung animaler Kappen

Embryonen wurden zum Stadium 8 manuell von der Vitellinmembran
befreit. Die Entfernung der animalen Kappenregion erfolgte in mit 1% Agar
beschichtete Petrischalen in 1x MBS-H. Die Kappen wurden vorsichtig in frische
Agar-beschichtete Petrischalen in 0,5x MBS-H transferiert. In diesen Puffer
wurde bei einigen Experimenten menschliches rekombinantes Aktivin A (6-8
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Units / ml) hinzugefuigt. Die Cycloheximid Inkubation (10 pg / ml) erfolgte 1h vor
der Activin Zugabe um jegliche Proteintranslation auszuschliesen. Im Stadium
10.5 erfolgte entweder RNA Extraktion oder die Kappen wurden in 0.1x MBS-H
tberfihrt und bis zum Stadium kultiviert. Die Bestimmung der
Entwicklungsstadien erfolgte anhand unbehandelter Kontrollembryonen.

4.11.3mRNA und DNA-Vektor Injektionen

Im 4-8 Zellstadium wurden Embryonen in Agar-beschichtete Petrischalen
mit 1x MBS-H transferiert. Die synthetisch hergestellten mRNAs bzw
Expressiosvektoren wurden in Gordons Puffer verdiinnt und mit Glaskapillaren
(5-10 um Spitzendurchmesser) in die Embryonen injiziert. Die Eichung der
Kapillaren erfolgte Uber die Bestimmung der Tropfengrosse nach Injektionen in

Fluorinert auf einer Mikrometerskala. Das Volumen der injizierten Tropfen betrug

demnach ca. 5 nl. Die injizierten Embryonen wurden fur 1-2 h 1x MBS-H

kultiviert und dann in 1/10 MBS-H Uberfihrt.

4.12 Material

3-Mercaptoethanol
3-Aminopropyltriethoxy-Silan (TESPA)
Acrylamid

Agarose

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
ATP

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

Bakterienschalen (9 cm)
Bromphenolblau

Deckglaschen
Desoxy-Nukleosidtriphosphate
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DNase | (RNase frei)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Einbettkassetten

Eosin B

Entellan neu
Essigsaureanhydrid

Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid

Gene Screen Plus Nylon-Membranen
Gewebekulturschalen

Glycerin

Harnstoff

Heringssperma-DNA Typ llI
Histowax

LM-1 Emulsion fir die Autoradiographie

Mayer’s Hamatoxylin

Serva, Heidelberg

Sigma, Minchen

Serva, Heidelberg

Appligene, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen
Boehringer, Mannheim

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Nurtingen

Serva, Heidelberg

Bender und Hobein, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim

Fluka, Neu-Ulm

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg

Leica Vertrieb GbmH, Bensheim
Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Du Pont, Boston

Greiner, Nlrtingen

BRL, Inc., Neu-lsenburg

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Minchen

Leica Vertrieb GmbH, Bensheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Minchen



Lysozym

Natriumthiosulfat

N,N"-Methylen-Bisacrylamid

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

Oligonukleotide

Paraformaldehyd

Paraplast Plus Histowax

Phenol

Polyoxymethylen Farbegestelle
Polyoxymethylen Farbetrége
Proteinase K

Quiagen-tip-500-Saulen

RediPrime Random Primer Labelling
Restriktionsendonukleasen und Puffer

Rinderserumalbumin (BSA)
RNase A

RNAsin

Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Sephadex G 50
Silikonlésung

Spermidin

Spin-X Réhrchen
T4-Ligase
T3-DNA-Polymerase
T7-DNA-Polymerase
Tag-Polymerase
Triethanolamin

Tris-HCI, Tris-Base

Tristar

Triton X-100

Whatmann 3MM-Papier
Zellkulturschalen

[a-35S]-UTP (370 MBg/ml)
[a-32P]-dCTP (740 MBg/ml)
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Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Bender und Hobein, Karlsruhe
MWG-Biotech, Ebersberg
Birsner und Grob, Dennzlingen
Merck, Darmstadt

Sherwood, Athy

Roth, Karlsruhe

Bender und Hobein, Karlsruhe
Bender und Hobein, Karlsruhe
Sigma, Minchen

Quiagen, Disseldorf
Amersham, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Promega, Heidelberg

USB, Cleveland

Pharmacia, Freiburg

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Promega, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Pharmacia, Freiburg

Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen
Costar, Bodenheim
Promega, Heidelberg

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Amersham, Braunschweig
Sigma, Miinchen

Sigma, Minchen

AGS, Heidelberg

Bio Rad, Minchen
Bender und Hobein, Karlsruhe
Greiner, Ndrtingen
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
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